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EDRF : Endothelium-Derived Relaxing Factor

ET : endothéline

GMPc : guanosine monophosphate cyclique

GTP : guanosine triphosphate

IP, : inositol 1, 4, 5 triphosphate

L-NA ou L-NOARG : N®-nitro-L-arginine

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

L-NMMA : N®-nitro-monomethyl-L-arginine

LT : leucotriene

NA : noradrénaline
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NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NANC : non adrénergique et non cholinergique

NO : monoxyde d’azote

NOS : NO synthétase ou NO synthase

¢NOS : NOS constitutive

iNOS : NOS inductible

P : pression moyenne

PA : pression alvéolaire

Pa : pression artérielle

PAF : facteur d’activation plaquettaire

f’ap : pression artérielle pulmonaire moyenne

Pap-Pog : pression motrice

PARS : poly (adénosine 5’-diphosphoribose) synthase
Pcp : pression capillaire pulmonaire moyenne

PGI, : prostacycline

PGs : prostaglandines

PKC : protéine kinase C

].E’og : pression auriculaire gauche moyenne

Pv : pression veineuse

Q : débit cardiaque

i} : débit de la pompe

RVP : résistances vasculaires pulmonaires

RVPP : résistances vasculaires pulmonaires périphériques
ROC : «receptor-operated channel» ou canal activé par un récepteur
SP : substance P

TxA, : thromboxane A,

VIP : «Vasoactive Intestinal Peptide»

VOC : «voltage-operated channel» ou canal dépendant du voltage
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Le poumon se caractérise par une double circulation provenant des artéres pulmonaires
et bronchiques. La circulation bronchique fait partie intégrante de la circulation systémique ; les
arteres et veines bronchiques ont la méme structure que les autres vaisseaux systémiques. La
circulation bronchique, peu importante quantitativement et qualitativement, a un 10le
«nourricier». La majeure partiec du sang perfusant le poumon provient de la circulation
pulmonaire qui, seule, participe aux échanges gazeux. La circulation pulmonaire se singularise
par un régime de faibles pressions. Chez I’adulte normal, la pression artérielle pulmonaire est 5
a 6 fois plus faible que la pression artérielle systémique. La circulation pulmonaire a des
caractéristiques morphologiques et fonctionnelles particulieres. Il existe une régulation tres fine
de la pression et du débit des vaisseaux pulmonaires qui permet une optimisation des échanges
gazeux dont l’objectif est le maintien d’une normoxémie. La circulation pulmonaire est trés
sensible & I’hypoxie et c¢’est la seule circulation d’organe dont la réponse a I’hypoxie soit une
vasoconstriction.

De nombreuses techniques sont proposées pour réaliser des études pharmacologiques
portant sur la circulation pulmonaire. Les études peuvent étre faites in vivo chez I’animal éveillé
ou anesthésié, a thorax fermé ou ouvert. Parmi ces techniques, outre les €tudes de 1’ensemble de
la circulation pulmonaire par cathétérisme cardiaque droit, citons les techniques de poumon isolé
perfusé ou de lobe isolé perfusé qui se rapprochent des études ex vivo.

Les €tudes in vitro sont éloignées des conditions de I'organisme entier mais sont
intéressantes pour préciser les mécanismes d’action des drogues au niveau des différents
segments du circuit vasculaire (artére ou veine, segment proximal ou distal), de la paroi
vasculaire (endothélium et muscle lisse), des cellules et de leur différents constituants
(membrane cellulaire, mitochondrie et noyau, canaux ioniques, seconds messagers). La
technique des anneaux vasculaires pulmonaires isolés permet d’étudier I'effet de différentes
drogues sur la tension isométrique de segments vasculaires proximaux. Les vaisseaux plus
distaux et donc plus fins sont explorés par la technique du myographe de Mulvany. Les

techniques d’étude au niveau cellulaire sont multiples et peuvent é€tre basées sur
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I’électrophysiologie ou les cultures cellulaires par exemple (cellules endothéliales et musculaires
lisses).

Une hypoxémie est fréquemment observée au cours de différentes affections, en
particulier cardio-pulmonaires mais aussi hépatiques ou infectieuses. Il existe des interactions
entre I’oxygene et le tonus vasculaire pulmonaire. En effet I’oxygeéne a un role fondamental dans
la modulation du tonus vasculaire pulmonaire et le tonus vasculaire pulmonaire influence aussi
I’oxygénation artérielle. L’importance de ces interrelations en clinique nous a amené a conduire
des travaux de recherche en utilisant des méthodes d’études in vivo et in vitro. L’étude du
contrdle du tonus vasculaire pulmonaire notamment au cours de I’hypoxie aigu€ est difficile car
le siege de la vasoconstriction hypoxique est distal. Il n’existe pas a notre connaissance de
modele animal permettant I’étude de la circulation pulmonaire périphérique in vivo,
indépendamment de la circulation systémique et pulmonaire générale. C’est pourquoi nous
avons développé un modele d’étude de la circulation pulmonaire périphérique in vivo. Apres
avoir précisé les effets de 1’hypoxie sur le tonus vasculaire pulmonaire périphérique, nous avons
adapté ce modele pour la réalisation d’études pharmacologiques. Nous avons étudi€ les effets,
en air et en hypoxie aigu€, de différentes drogues susceptibles de moduler le tonus vasculaire
pulmonaire périphérique.

Nous avons associ€ a ce travail in vivo des €tudes in vitro. Nous avons pu travailler au
sein d’équipes utilisant la technique des anneaux vasculaires pulmonaires isolés. Nous avons
étudié la vasoréactivité pulmonaire dans un modele de syndrome hépatopulmonaire, situation
clinique caractérisée notamment par des anomalies de 'oxygénation artérielle et de la
vasoconstriction hypoxique et liée en partie & un excés de production de monoxyde d’azote
(NO). Le NO a un role trés important dans le contrle du tonus vasculaire pulmonaire. Ceci
nous a amené a €tudier €galement les effets vasculaires pulmonaires du peroxynitrite, radical
libre de I'oxygeéne produit en cas d’excés de production de NO et d’anion superoxyde, en

particulier au cours du sepsis grave.
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Apres avoir rappelé quelques points importants de physiologie et de physiopathologie
concernant la circulation pulmonaire et son contrdle, nous présentons la méthodologie des

travaux réalisés in vitro et in vivo et les publications faites dans ce cadre.
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I - Circulation pulmonaire
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A - Généralités

La principale fonction de la circulation pulmonaire est sa contribution aux échanges
gazeux. La circulation pulmonaire débute apres les valves sigmoides pulmonaires a 1’origine du
tronc de l'artére pulmonaire qui recoit le sang veineux mélé éjecté par le ventricule droit. L'artére
pulmonaire et ses branches se ramifient parallelement aux voies aériennes. A leur entrée dans le
poumon, les artéres pulmonaires se retrécissent progressivement. Les arteres proximales ont
une structure €lastique ; les branches périphériques, de plus faible calibre, ont une structure
musculaire. Entre artéres et veines s'interpose un réseau capillaire trés dense qui assure les
échanges gazeux. Le sang oxygéné est collecté par les veines pulmonaires et se draine dans
l'oreillette gauche.

Plusieurs points caractérisent la circulation pulmonaire (Fishman, 1985) :
- elle regoit 'ensemble du débit cardiaque.
- les pressions, pulsatiles, sont faibles. La pression moyenne de l'artére pulmonaire est de
l'ordre de 15 mmHg. La différence de pression entre l'entrée et la sortie de la circulation
pulmonaire ou pression motrice est d'environ 10 mmHg chez le sujet sain.
- correspondant a ces faibles pressions, les parois des artéres pulmonaires sont fines et

contiennent peu de cellules musculaires lisses par rapport aux arteres systémiques.

B - Caractéristiques anatomiques et fonctionnelles

La structure et la fonction des vaisseaux pulmonaires different selon leur si¢ge proximal
ou distal. Les vaisseaux proximaux - tronc pulmonaire, artéres principales et intrapulmonaires -
sont élastiques. Ils transportent le sang du ventricule droit aux arteres de résistance. Les
vaisseaux €lastiques forment un réservoir distensible et €lastique pour le volume systolique
ventriculaire droit. En raison de leur compliance, ils se distendent a chaque systole, stockent une
partie du volume systolique qui est distribuée pendant la diastole vers les petits vaisseaux. Ceci
diminue la charge systolique du ventricule droit, diminue le flux systolique des vaisseaux

périphériques et améliore le flux diastolique. En cas d’hypertension artérielle pulmonaire aigug,
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la compliance artérielle pulmonaire est diminuée. Le maintien du volume systolique augmente la
charge systolique du ventricule droit et la tension pariétale des artéres pulmonaires. Ces
vaisseaux €lastiques ont €galement une couche musculaire et peuvent éwre le sieége d’une
vasoconstriction.

Les artéres pulmonaires distales ont une média formée de cellules musculaire lisses.
Ces vaisseaux de résistance sont le si¢ge principal de la vasoconstriction pulmonaire. Quand les
artéres deviennent intra-acinaires, elles perdent leur muscle lisse. Ces artérioles alimentent les
capillaires alvéolaires d’oli naissent les veinules pulmonaires, a l’origine des veines
pulmonaires.

La réactivité vasculaire pulmonaire est inhomogene. En effet, comme nous le
détaillerons ensuite, de nombreux travaux démontrent des variations régionales dans la réactivité
vasculaire pulmonaire a certaines molécules et dans I'innervation entre les différents segments

de la circulation pulmonaire.

C - Relation pression/débit

1 - Résistances vasculaires pulmonaires : définition

La relation entre les pressions et le débit dans la circulation pulmonaire est exprimée par
le calcul des résistances vasculaires pulmonaires (RVP). Cette relation est décrite par analogie

avec la loi électrique d'Ohm (Fritts, 1959) :
RVP = (P entrée - Psortie) / débit = (Pap - Pog) /Q (équation 1)
oll P : pression moyenne, f’ap pression artérielle pulmonaire moyenne, f’og . pression

auriculaire gauche moyenne, Pap-Pog : pression motrice, Q : débit cardiaque.

2 - Mesure des pressions et des débits

La mesure des pressions est obtenue avec un cathéter, par exemple une sonde de Swan-
Ganz. Ce cathéter est double avec un orifice proximal permettant la mesure de la pression

auriculaire droite et un orifice distal pour la mesure de la pression artérielle pulmonaire. En
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pratique, la mesure de la Pog est remplacée par celle de la pression artérielle pulmonaire
d’occlusion ou pression capillaire pulmonaire (Pcp). La Pcp est obtenue en mesurant la pression
a l'extrémité du cathéter bloqué dans I'artere pulmonaire. L'occlusion de l'artere pulmonaire est
obtenue soit en gonflant un ballonnet situé juste en amont de I'extrémité de la sonde, soit en
avangant et bloquant le cathéter dans une artére pulmonaire distale. Le débit en aval, dans les
artéres, les capillaires et les veines de drainage est alors interrompu. La pression a l'extrémité du
cathéter bloqué est égale a la pression régnant dans la premiére structure en aval comportant un
débit sanguin, soit la pression veineuse au confluent d'une veine de drainage du territoire bloqué
avec une veine drainant le sang d'un autre territoire. La pression d’occlusion est virtuellement
identique & la Pog car la perte de charge est quasi-nulle dans les veines pulmonaires. Elle
surestime la Pog en cas d’augmentation de la résistance veineuse pulmonaire (Zidulka & Hakim,
1985).

La mesure du débit cardiaque est réalisée habituellement par des méthodes de dilution
basées sur I’application du principe de Stewart-Hamilton. La technique la plus utilisée
actuellement est la thermodilution. Un volume déterminé de sérum glucosé isotonique dont la
température est connue est injecté dans Doreillette droite. Cet injectat froid diminue la
température du sang. La variation de température, mesurée au niveau de 1'artere pulmonaire par
une thermistance, dépend du débit cardiaque. L’erreur est de 10 a 20% et il est donc
recommandé d’effectuer plusieurs mesures successives pour minimiser cette erreur, et de
visualiser la courbe de dilution pour s’assurer de la bonne circulation de I’indicateur. La
thermodilution nécessite plusieurs corrections, tenant compte de la déperdition de chaleur le long
de la sonde et du gradient de température entre I’injectat et le sang. Le débit cardiaque peut étre
mesuré avec le cathéter utilisé pour la mesure des pressions pulmonaires (sonde de Swan-Ganz)

doté d’une thermistance & son extrémité distale.

3 - Facteurs pouvant modifier les résistances vasculaires pulmonaires

Les RVP sont normalement faibles. Elles peuvent encore diminuer par recrutement

(ouverture de capillaires initialement fermés) et par distension (augmentation du diametre des
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vaisseaux). La pression partielle alvéolaire en oxygene est le principal modulateur des RVP,
I'hypoxie alvéolaire entrainant une vasoconstriction locale.

Le volume pulmonaire est aussi un déterminant important des RVP. A faible volume
pulmonaire, les RVP sont élevées par réduction du diamétre des vaisseaux extra-alvéolaires.
Quand le volume pulmonaire augmente, les RVP diminuent puis & grand volume pulmonaire,
les RVP augmentent par réduction du diametre des vaisseaux intra-alvéolaires. Pour générer un
débit a travers les vaisseaux collabés, la pression artérielle pulmonaire augmente de plusieurs cm
d’eau. La pression minimale pour obtenir un débit est nommée pression critique d’ouverture.

La résistance vasculaire dépend des propriétés géométriques des vaisseaux et également

de la viscosité sanguine. La relation entre résistance (R), viscosité (1), rayon (r) et longueur (1)
d'un vaisseau est donnée par la loi de Poiseuille :
R =8 nl/ nré (équation 2)

L'interprétation des RVP doit tenir compte des nombreux facteurs qui interviennent
dans leur détermination. Cependant, elles permettent de comparer différentes circulations ou une

méme circulation dans différentes conditions (Fishman, 1985).

4 - Distribution longitudinale des résistances vasculaires pulmonaires

La distribution longitudinale des résistances vasculaires pulmonaires influence la
réactivité vasculaire régionale et permet 'identification des segments vasculaires sensibles a
I’administration d’un produit vasoactif. Dans un poumon sain, les résistances sont a
prédominance précapillaire (60% ou plus de I’ensemble de la résistance vasculaire pulmonaire).
Cependant, il existe des différences selon le type de préparation expérimentale, le débit, la
pression veineuse, le volume pulmonaire et la nature de 1’agent vasoconstricteur (Hakim et al.,

1982 ; Mitzner, 1983). L’hypoxie aigué augmente la résistance précapillaire (Hakim et al.,

1983).
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5 - Distribution régionale du débit sanguin pulmonaire : les zones de West

La distribution de la perfusion pulmonaire n’est pas homogene. La perfusion augmente
progressivement des parties supérieures aux parties inférieures du poumon, ou elle est toutefois
limitée. L’interprétation de ce phénomene développée par West et al., (1964), repose sur une
modélisation du poumon en 3 compartiments (fig 1). En position verticale, la zone 1 est située a
I’apex du poumon. A ce niveau, en raison de la gravité, la pression dans les vaisseaux
capillaires intra-alvéolaires est quasi nulle et est inférieure a la pression alv€olaire. Cette zone ne
caractérise que I’extréme sommet du poumon vertical et n’existe pas en position horizontale.

Dans la zone 2, la pression artériolocapillaire est supérieure a la pression alvéolaire et
cette dernicre elle-méme supérieure a la pression veineuse. Dans cette zone, la pression motrice
est la différence entre la pression artérielle et la pression alvéolaire. La pression alvéolaire varie
peu ; par contre, la pression artérielle augmente de haut en bas et le débit de perfusion s’accroit
progressivement. Au niveau de la zone 3, comme la pression artériolocapillaire et la pression
veineuse ont augmenté parallelement (0,75 mmHg par cm de hauteur de poumon), la pression
veineuse devient supérieure a la pression alvéolaire.

La cause de la limitation de la perfusion a la partie inférieure du poumon est discutée.
Elle a été expliquée par une quatrieme zone. Cette zone 4 n’est pas expliquée par les relations
entre les pressions régnant dans les vaisseaux intra-alvéolaires et les alvéoles mais fait intervenir
les vaisseaux extra-alvéolaires. Ces vaisseaux extra-alvéolaires sont entourés d’une gaine ol
réegne une pression dite interstitielle qui évolue parallélement a la pression pleurale. Dans les
parties supérieures du poumon ot la pression pleurale est trés négative, les vaisseaux extra-
alvéolaires sont distendus. Dans les parties inférieures du poumon, la pression pleurale moins
négative diminue le diametre des vaisseaux extra-alvéolaires, réduisant leur débit et par

conséquence le débit dans les vaisseaux intra-alvéolaires qui en dépendent.

Il apparait donc que de nombreux facteurs influencent les RVP comme la concentration
alvéolaire en oxygene, le volume pulmonaire et la distribution régionale du débit sanguin
pulmonaire selon les zones de West. La construction des courbes pression/débit a permis de

mettre en évidence certaines limites de 'intérét du calcul des RVP.
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ZONE 1
PA>Pa>PV

Pall | [Stesssocsenhopnianismmastne

ZONE 3
Pa> Py > PA

Débit sanguiﬁ

Fig 1 : Modéle d’interprétation de 1’inhomogénéité de la perfusion pulmonaire (d’aprés West et
al., 1964).

Les zones de West, représentées sur un poumon en position verticale, sont déterminées par les
interactions entre les pressions vasculaires et alvéolaires. Pour simplifier la présentation, seules
les zones 1, 2 et 3 sont schématisées ici. La colonne d’eau située a gauche représente la pression
artérielle pulmonaire et celle a droite la pression veineuse pulmonaire.

PA : pression alvéolaire ; Pa : pression artérielle pulmonaire; Pv : pression veineuse pulmonaire



6 - Courbes pression/débit

a- état de base

Le calcul des RVP suppose que la relation pression/débit est linéaire et passe par
l'origine, ce qui est exact dans un poumon homogene comme chez le sujet sain en décubitus
dorsal (peu d'effet de la gravité, poumon dont tous les vaisseaux recrutés sont en zone 3 de
West). Toutefois si on étudie 1'ensemble de la courbe pression/débit, la courbe obtenue a une
forme légerement hyperbolique, concave vers l'axe des débits (habituellement, la courbe
pression/débit est représentée avec ’axe des débits en abscisse et celui des pressions en
ordonnée). La courbe devient linéaire aux débits élevés (fig 2 ; Shoukas, 1975). La pente d'une
droite reliant l'origine (& débit nul) avec un point de la courbe est égale a la résistance vasculaire
pulmonaire, pour le débit correspondant au point choisi, telle qu'elle est calculée selon
I'équation 1.

Si la partie constante de la pente est extrapolée a un débit nul, I'ordonnée a l'origine ou
intercept sur I'axe des y est interprétée comme représentant la pression de fermeture ou pression
critique pour I'ensemble du lit vasculaire pulmonaire. Quand la pression critique est positive, la
pression de fermeture est supérieure & la pression auriculaire gauche qui n’affecte pas le débit
sanguin pulmonaire tant qu’elle est inférieure a la pression critique.

La nature du phénomene physique responsable de la forme de la relation pression/débit
est controversée. Deux modeles sont proposés, celui de la résistance de Starling et celui de la
distensibilité vasculaire, Le modele de la résistance de Starling est caractérisé par une limitation
du débit dépendant de la pression critique et par une résistance indépendante du débit et de la
pression vasculaire. Quand la pression de sortie est inférieure a la pression critique, le débit est
proportionnel a la différence de pression entre pression d’entrée et pression critique. Ce modele
est applicable en zone 2 de West ol la pression alvéolaire, supérieure & la pression veineuse
pulmonaire, représente la pression critique (Permutt et al., 1962). Quand le débit et les
pressions augmentent, la pente de la courbe pression/débit est indépendante du débit et de la

pression (Permutt e al., 1962 ; Mitzner, 1983).
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Fig 2 : Courbe pression artérielle pulmonaire/débit (d’aprés Shoukas, 1975).

Les courbes individuelles pression artériclle pulmonaire/débit ont été obtenues a pression

veineuse pulmonaire constante (2 mmHg) sur des lobes isolés perfusés de chien. La relation

pression/débit, curvilinéaire & faible débit devient linéaire a débit plus €levé.

Abréviation : Pap = pression artérielle pulmonaire moyenne.

37



Le modele de la distensibilité vasculaire est aussi utilisé pour expliquer la forme de la
relation pression/débit. Dans ce modele, 1I’hypothese est celle d’une augmentation du débit a
I’origine d’une augmentation des pressions vasculaires provoquant ainsi une distension
vasculaire. La distension vasculaire diminue la résistance vasculaire et une nouvelle
augmentation de débit entraine alors une plus faible augmentation de pression. Dans ce modele,
- la distension vasculaire seule diminue la résistance, surtout pour les petits débits (Linehan et al.,

1992).

b - variations

In vivo, les changements du tonus vasomoteur sont souvent associés a des variations
de débit cardiaque. En raison de la forme de la courbe pression/débit, si le débit cardiaque et la
différence de pression varient dans le méme sens, une modification du tonus vasomoteur est
difficile & mettre en évidence par le simple calcul des RVP. Dans ce cas, I’'étude de la courbe
pression/débit sur plusieurs points est intéressante car son déplacement traduit la modification
du tonus vasomoteur. Quand les pressions sont élevées, tous les vaisseaux sont ouverts et la
pente de la relation pression/débit devient constante.

Le déplacement vers le haut de I'ensemble de la courbe pression/débit indique une
augmentation des pressions de fermeture témoignant d'une élévation de la résistance de Starling;
l'augmentation de la pente indique une vasoconstriction due & une €lévation de la résistance
ohmique (Mitzner, 1983). Ces paramétres sont intéressants car en l'absence de variation du
volume pulmonaire, des pressions pleurale et auriculaire gauche, une modification de la courbe
pression/débit est un excellent argument en faveur d'un changement de tonus (figure 3). L'effet
d'un stimulus sur l'ordonnée a l'origine ou sur la pente traduit des effets mécaniques différents,
peut-étre dus a des sites d'action distincts. Pour un stimulus actif sur la circulation pulmonaire,
le site d'action est déterminé par l'interaction entre la densité locale en cellules musculaires,
I'innervation, les propriétés membranaires électriques, la localisation et les concentrations de
récepteurs pour les différents médiateurs (Dawson et al., 1989). Tous ces facteurs varient le

long de la circulation pulmonaire.
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Fig 3 : Courbes pression artérielle pulmonaire /débit obtenues sur une préparation de poumon
isolé de cochon, en normoxie et en hypoxie (d’aprés Nelin er al., 1993).

La pression auriculaire gauche est maintenue constante 8 3 mmHg, correspondant au début de la
courbe sur ’axe des ordonnées. Les lignes en pointillé correspondent aux extrapolations des
parties constantes des droites a I’origine (débit nul). Abréviation : Pap = pression artérielle

pulmonaire moyenne.
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L’hypoxie, I’augmentation de la pression alvéolaire, certains vasoconstricteurs déplacent
la relation (f’ap-f’og)/Q, qui conserve une linéarité pour les débits importants, vers de plus
hautes pressions par augmentation de la RVP et de I’intercept avec 1'axe des pressions (fig 3)
(Lodato et al., 1985; Dawson et al., 1989 ; Nelin et al., 1993). Quand l'intercept avec 1’axe des
pressions est positif, la Pog ne peut plus €tre considérée comme la pression de sortie effective
du réseau vasculaire pulmonaire. En effet la Pog n’affecte pas le débit sanguin pulmonaire si elle
est inférieure a la pression de fermeture des vaisseaux pulmonaires ou pression critique. Dans ce
cas, le calcul de la RVP peut &tre associ€é a des erreurs d’interprétation. La figure 4 (d’apres
Brimioulle & Naeije, 1996) illustre le fait que la RVP peut sembler inchangée en présence d’une
vasoconstriction pulmonaire, ou diminuer en présence d’une augmentation passive de la Pap liée

au débit.

La RVP ne permet pas une évaluation correcte des effets d’une intervention
physiologique (hypoxie, effort) ou pharmacologique (vasoconstricteurs ou vasodilatateurs) sur
le tonus vasculaire pulmonaire a débit variable (Permutt et al., 1962 ; Mitzner, 1983). L’état
fonctionnel de la circulation pulmonaire est mieux décrit par une courbe pression/débit a

plusieurs points (Shoukas, 1975 ; Lodato ez al., 1985).

¢ - méthodes d'étude

La relation pression/débit dans la circulation pulmonaire a été étudiée in situ pour
I'ensemble du lit vasculaire pulmonaire (Mitzner, 1983; Dawson et al., 1989). Chez le chien
éveillé, la relation pression/débit est linéaire, mais en 1’absence d’anesthésie, ne peut pas étre
étudiée pour des valeurs tres faibles de débit cardiaque (Lodato er al., 1985). L’étude de la
relation pression/débit pour de faibles valeurs de débit est importante car le débit sanguin peut
étre réduit dans différentes situations rencontrées en clinique et éventuellement étre affecté par
des thérapeutiques. Dans des préparations de poumons isolés perfusés, la relation pression/débit
est linéaire pour les valeurs physiologiques de débit et devient curvilinéaire pour les petits débits
(Shoukas, 1975). La relation pression/débit a ét€ étudiée aussi au niveau de lobes isolés (Fowler

et al., 1966), et de lobes in situ (Kadowitz et al., 1989). Dans ces différents modeles, la courbe
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Fig 4 : Erreurs d’interprétation des RVP calculées (d’apres Brimioulle & Naeije, 1996 ; adapté
de Fishman, 1985).

De A en C, la RVP calculée diminue alors que le tonus vasomoteur défini par la courbe
(Pap-Pog)/Q est inchangé. De A en B, la RVP semble inchangée en présence d’une
vasoconstriction pulmonaire (d’aprés Brimioulle & Naeije, 1996 ; adapté de Fishman, 1985).
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pression/débit présente une partie linéaire a partir de laquelle peut éure extrapolée 1'ordonnée a
l'origine ou pression critique de fermeture. Quand le débit diminue dans ces préparations
expérimentales, il est difficile de maintenir les autres paramétres stables : par exemple si la
consommation d'oxygéne est inchangée, le contenu en oxygeéne de l'artére pulmonaire diminue
avec la baisse du débit. Ces modeles ont au moins deux limites :

- la nécessité d'extrapoler pour estimer la pression critique de fermeture.

- les modifications hémodynamiques, systémiques et pulmonaires, induites par les variations de
débit.

Ceci nous a conduit & développer un modele pour déterminer la relation pression/débit
dans la circulation pulmonaire périphérique ol le débit peut étre modifié sans interférer avec la
circulation générale et en partant d’un débit nul (Schrijen et al., 1993). Ce modele est décrit a
partir de la page 100.

La relation pression/débit est modulée par de nombreux éléments qui participent au

contrdle du tonus vasculaire pulmonaire.

D - Controéle du tonus vasculaire pulmonaire

Le maintien dans la circulation pulmonaire d’une pression basse est lié aux propriétés
de recrutement et de distensibilité des vaisseaux pulmonaires, et au trés faible tonus vasculaire
pulmonaire a I’état de base. Le tonus basal est un €lément important de la réactivité vasculaire
pulmonaire a un stimulus. En régle générale, un vasoconstricteur induit une augmentation de
tonus d’autant plus importante que le tonus de base est faible ; inversement, un effet
vasodilatateur est plus net quand le tonus initial est élevé.

Le principal agent vasoconstricteur pulmonaire «physiologique» est I’hypoxie.

Il existe des différences importantes entre les espeéces dans les réponses vasculaires
pulmonaires et plus exceptionnellement dans une méme espéce, li€e a une susceptibilité
interindividuelle probablement d’origine génétique (Fishman, 1985).

La circulation pulmonaire est sous I’influence de facteurs actifs et passifs. Les facteurs
passifs (débit cardiaque, pression auriculaire gauche, pressions des voies aériennes, alvéolaires

et interstitielles, gravité) modifient la résistance vasculaire pulmonaire indépendamment du tonus
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vasculaire pulmonaire. Les facteurs actifs régulent le tonus vasculaire pulmonaire en provoquant
une contraction ou une relaxation du muscle lisse vasculaire. Ces facteurs incluent, outre la
pression alvéolaire en oxygene et dans une moindre mesure la teneur en gaz carbonique du sang
veineux mélé, des mécanismes nerveux et humoraux et des facteurs paracrines et autocrines
(Fishman, 1985 ; Liu & Barnes, 1997). L’endothélium a un réle important dans le contrdle du
tonus vasculaire pulmonaire. Les cellules endothéliales libérent des médiateurs vasoactifs dont
certains sont suceptibles d’influencer la croissance et la différenciation des cellules de la paroi
vasculaire. Dans I’étude de I’action vasculaire pulmonaire des drogues, il est important
d’envisager leurs effets sur les cellules endothéliales et musculaires lisses car la majorité des
agonistes modifient le tonus vasculaire pulmonaire par la libération de médiateurs endothéliaux.
Nous décrirons successivement le rdle du systtme nerveux, des mécanismes
humoraux, des médiateurs endothéliaux, des seconds messagers et des canaux ioniques avant
d’aborder la vasoconstriction hypoxique. Pour chacun de ces paragraphes, nous détaillerons les
mécanismes importants pour les préparations utilisées dans nos expériences. Les autres
éléments seront présentés plus succinctement. Nos travaux font intervenir essentiellement les

effets aigus de I’hypoxie.

1 - Réle du systéeme nerveux

Le systtme nerveux autonome peut modifier le débit sanguin dans des conditions
physiologiques et étre impliqué dans la physiopathologie de maladies vasculaires pulmonaires.
Les mécanismes du contrdle nerveux autonome sont mieux connus depuis 'identification de
nouveaux transmetteurs comme les neuropeptides, les purines et le monoxyde d’azote (NO),
I’individualisation de différents sous-types de récepteurs et la mise en évidence de multiples
mécanismes de contrdle préjonctionnels a ’extrémité des terminaisons nerveuses autonomes.

Les études histochimiques montrent que, dans toutes les especes, les artéres
extrapulmonaires ont de nombreuses fibres nerveuses contenant des catécholamines mais leur
densité au niveau des artéres intrapulmonaires varie considérablement selon les espéces. Chez le

rat, il n’a pas été retrouvé de fibres nerveuses contenant des catécholamines (Barnes & Liu,
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1995) alors que les artéres intrapulmonaires de chien (Kadowitz et al., 1981) et d’homme

(Barnes & Liu, 1995) ont une innervation adrénergique dense.

Des récepteurs o- et B-adrénergiques ont été mis en évidence dans les vaisseaux
pulmonaires et prédominent au niveau des artéres de large calibre. Leur activation induit
respectivement une vasoconstriction et une vasodilatation. La stimulation sympathique induit
une réduction de la compliance des gros vaisseaux pulmonaires, et une augmentation des
résistances vasculaires pulmonaires (Fishman, 1985). Ces effets sont médiés par les récepteurs
o-adrénergiques, essentiellemnt de type o, les récepteurs o, ayant un role moindre. La
noradrénaline agit également sur des récepteurs B-adrénergiques et sur des récepteurs o,-
adrénergiques endothéliaux, induisant une vasodilatation pulmonaire par une libération de NO
(Liu et al., 1991a ; Pepke-Zaba er al., 1993). Dans des conditions physiologiques, la réponse
vasodilatatrice est masquée par la contraction médiée par les récepteurs o,-adrénergiques. Le
tonus sympathique contribue au maintien du tonus vasculaire pulmonaire basal et a sa
modulation dans différentes conditions physiologiques, notamment en hypoxie aigué (Liu &
Barnes, 1997) ; l’administration d’antagonistes o-adrénergiques réduit les résistances
vasculaires pulmonaires chez des chiens éveillés (Murray et al., 1986) et la vasoconstriction
hypoxique chez des chiens anesthésiés (Brimioulle et al., 1997). La contraction du muscle lisse
vasculaire pulmonaire est médiée principalement par des récepteurs «,-adrénergiques chez le
chat (Hyman et al., 1986) et le cochon (Pepke-Zaba et al., 1993).

La localisation des différents sous-types de récepteurs o-adrénergiques n’est pas bien
connue chez le chien. Les arteres pulmonaires de chien ont une innervation noradrénergique
importante (Kobayashi & Amenta, 1994). La noradrénaline induit une constriction des grosses
branches des artéres pulmonaires (Greenberg ez al., 1981 ; Hakim 1988 ; Kobayashi & Amenta,
1994), mais parait dénuée d’action au niveau des petites arteres (Hakim 1988 ; Kobayashi &
Amenta, 1994). Dans un modele de poumon perfusé chez le chien anesthésié, les agonistes o -
adrénergiques induisent une vasoconstriction artérielle (Shebuski et al., 1986). Ces résultats
contradictoires nous ont conduit a étudier les effets de I’urapidil, un antagoniste o,-
adrénergique, sur la relation pression/débit dans la circulation pulmonaire périphérique, chez le

chien anesthésié (cf. p. 121).
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L’innervation cholinergique de la circulation pulmonaire joue un rdle moins important
que Dinnervation adrénergique dans le contrle du tonus vasculaire pulmonaire. Des
terminaisons nerveuses parasympathiques ont été identifi€es au niveau des artéres mais le role
physiologique du systéme cholinergique dans la modulation du tonus vasculaire pulmonaire est
discuté. Le systeme cholinergique ne parait pas important dans le maintien d’un faible tonus
vasculaire pulmonaire car le blocage cholinergique ne modifie pas la pression artérielle
pulmonaire basale ni les résistances vasculaires pulmonaires (Murray et al., 1986). La réponse
vasculaire pulmonaire a l'acétylcholine dépend du tonus vasculaire, provoquant peu de
modification quand le tonus est faible mais une vasodilatation artérielle avec inhibition de la
vasoconstriction hypoxique quand le tonus est €levé. La vasorelaxation est médie par des
récepteurs muscariniques de type M, dont ’activation provoque une libération endothéliale de
NO a l’origine de la vasodilatation. Les facteurs endothéliaux ont un réle fondamental dans le
mécanisme d’action de ’acétylcholine.

Le r6le du systeme non adrénergique et non cholinergique (NANC) est démontré in
vitro. Les neurotransmetteurs du systeme NANC dans les vaisseaux pulmonaires dépendent des
especes étudiées et de la taille des vaisseaux (Barnes & Liu, 1995). Il a été mis en évidence un
sytéme excitateur vasoconstricteur dont un des médiateurs est I’ATP et un systeme inhibiteur
vasodilatateur dont le principal médiateur est le NO. Le réle de neuropeptides comme le
«Vasoactive Intestinal Peptide» (VIP), la substance P et le «Calcitonin gene-related peptide»
(CGRP) dans la réponse neurogeéne vasodilatatrice a été évoqué mais n’a pas été confirmé
(Barnes & Liu, 1995). Le role du systtme non adrénergique et non cholinergique n’a pas été
démontré in vivo et son role physiologique est donc controversé dans le contrle du tonus
vasculaire pulmonaire.

La circulation pulmonaire est sous le contrdle de mécanismes reflexes centraux et
périphériques. Une stimulation hypothalamique ou médullaire localisée provoque une
vasoconstriction. Le tonus vasculaire pulmonaire est aussi modulé par des chémorecepteurs
périphériques et des barorécepteurs. Selon les conditions expérimentales, la stimulation des
chémorecepteurs carotidiens et aortiques augmente ou diminue les résistances vasculaires

pulmonaires (Barnes & Liu, 1995). La stimulation des barorécepteurs du sinus carotidien et de
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la crosse aortique par une élévation de la pression artérielle systémique induit une vasodilatation
pulmonaire par diminution de la stimulation sympathique vasoconstrictrice ou par activation des
nerfs sympathiques vasodilatateurs. Chez le chien anesthésié, 1’occlusion carotidienne bilatérale
affecte peu la résistance vasculaire pulmonaire mais ceci n’exclut pas une modulation réflexe du
tonus vasomoteur pulmonaire (Pace, 1978). La stimulation des récepteurs intra-pulmonaires
provoque une action réflexe. La distension du tronc de D'artére pulmonaire produit une
vasoconstriction ; la stimulation de récepteurs dans de petits vaisseaux pulmonaires par de
microembols induit une vasodilatation pulmonaire (Barnes & Liu, 1995).

En résumé, le rdle du systéme nerveux dans le contréle du tonus vasculaire pulmonaire
apparait important. Le systeme adrénergique participe au maintien du tonus vasculaire basal et a
son adaptation physiologique. Le role physiologique du systeme cholinergique et du systeme
NANC n’est pas établi in vivo.

Le tonus vasculaire pulmonaire est contrdlé par un réseau complexe d’éléments

nerveux mais aussi humoraux.

2 - Mécanismes humoraux

De nombreux médiateurs et hormones ont un effet, médié par de multiples récepteurs,
sur le tonus vasculaire pulmonaire (Tableau 1). Cet effet varie selon les espéces, 1’age et le
tonus vasculaire. En général, I’angiotensine II, le neuropeptide Y, les prostaglandines D,, E,,
F,, sont vasoconstricteurs, le facteur atrial natriurétique (ANF), le VIP, le CGRP, I’adénosine
monophosphate (AMP), les prostaglandines E;, I, sont vasodilatateurs. La bradykinine,
I'arginine vasopressine, les endothélines, la substance P, I’histamine, la sérotonine, 1’acide
arachidonique, 1’adénosine, I’adénosine diphosphate (ADP) et I’adénosine triphosphate (ATP),
le facteur d’activation plaquettaire (PAF) ont des effets variables selon le tonus, provoquant une
vasoconstriction quand le tonus vasculaire pulmonaire est bas et une vasodilatation quand le
tonus est €levé (Cigarini et al., 1989 ; Adnot et al., 1991 ; Barnes & Liu, 1995).

L’angiotensine II, la bradykinine, ’arginine vasopressine, le VIP, le CGRP, la
substance P, le neuropeptide Y, I’histamine, la sérotonine peuvent agir sur le tonus vasculaire

pulmonaire mais n’ont probablement pas de role physiologique. Le rdle physiologique d’autres
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Tableau 1

Principaux médiateurs et hormones agissant sur le tonus vasculaire pulmonaire

(adapté de Barnes & Liu, 1995)

médiateur ou effet vasomoteur role physiologique  action pharmacologique

hormone sur la vasoconstriction
hypoxique

acétylcholine variable non oui

acide arachidonique  variable oui ?

Adénosine variable

ADP variable

AMP vasodilatation

ANF vasodilatation oui oui

angiotensine II vasoconstriction non oui

ATP variable oui oui

bradykinine VD, variable non oui

CGRP vasodilatation non oui

endothéline-1 VC, variable oui oui

endothéline-3 VD, variable oui oui

histamine variable non

leucotriéne C, vasoconstriction

neuropeptide Y vasoconstriction non

PAF variable oui

prostaglandine D, vasoconstriction oul

prostaglandine E, vasoconstriction

prostaglandine F,,  vasoconstriction

prostaglandine I, vasodilatation oui

sérotonine variable non non

substance P variable non oui

thromboxane A, vasoconstriction 7

vasopressine variable non oui

VIP vasodilatation non

VD, variable : vasodilatation inconstante ; VC, variable : vasoconstriction inconstante
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médiateurs est plus probable. L’ANF est un peptide de 28 acides aminés synthétisé
essentiellement par I’oreillette. L arteére pulmonaire a de nombreux récepteurs a I’ANF. L’ANF
a une action vasodilatatrice pulmonaire, in vitro et in vivo. La concentration d’ANF augmente
transitoirement au cours de 1’hypoxie aigu€ (Baertschi & Teague, 1989). L’ANF exerce un effet
relaxant sur I’artére pulmonaire au cours de I’hypoxie aigué€ (Adnot et al., 1988).

Les endothélines (ET) sont des peptides de 21 acides aminés dont il existe au moins
trois formes moléculaires distinctes et actives nommées ET-1, ET-2 et ET-3. Ce peptide libéré
par les cellules endothéliales peut se fixer sur des récepteurs situés sur les cellules endothéliales
(systtme autocrine) et/ou musculaires lisses (systéme paracrine). Dans la circulation
pulmonaire, I’ET-1 et ’ET-3 ont une action essentiellement vasodilatatrice a faibles doses
inhibant la vasoconstriction hypoxique (Hasunuma et al., 1990 ; Crawley et al., 1992). A fortes
doses, I’ET-1 a une action vasoconstrictrice ; c’est le plus puissant vasoconstricteur connu.

L’acide arachidonique est un acide gras essentiel et est un des éléments constitutifs de la
couche phospholipidique de la membrane cellulaire. L’acide arachidonique est métabolis€ par 2
voies. La voie de la 5’-lipooxygénase conduit & la production de leucotrienes et la voie de la
cyclooxygénase a la formation de prostaglandines et de thromboxane A,. La réponse contractile
a I’acide arachidonique est due en large partie a la formation de thromboxane A, et d’autres
prostanoides (McMahon et al., 1991b). Le thromboxane A2 et son dérivé stable le thromboxane
B, sont des vasoconstricteurs pulmonaires (Friedman ez al., 1979). Le role des métabolites de
I’acide arachidonique dans la vasoconstriction hypoxique est discuté. Les interactions
complexes synergiques ou antagonistes entre ces médiateurs rendent 1’évaluation de leur rdle
tres difficile. L’hypoxie aigué favorise la libération de prostacycline qui atténue la
vasoconstriction hypoxique. L’administration d’inhibiteurs de la cyclooxygénase potentialise la
vasoconstriction hypoxique (Leeman er al., 1987).

Les cytokines sont des médiateurs protéiques doués de diverses propriétés biologiques,
incluant la médiation ou la modulation de ’'inflammation, la croissance cellulaire, I'immunité et
la réparation tissulaire. Les cytokines ne sont pas vasoactives en elles-mémes mais peuvent
moduler le tonus vasculaire par 'inhibition ou la stimulation de médiateurs vasoactifs. Ainsi

I’endotoxine favorise 1’expression d’une enzyme, la NO synthase inductible, au cours du choc
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septique. L’induction de la NO synthase inductible conduit a la formation de quantités
importantes de NO qui rendent compte de I’hyporéactivité vasculaire pulmonaire lors de
I’endotoxinémie (Griffiths et al., 1993).

I apparait donc que la circulation pulmonaire peut étre modulée par de nombreux
facteurs humoraux et autocrines mais leurs rdles physiologiques précis et leurs implications
physiopathologiques ne sont pas déterminés. L’inhibition de la production de ces substances ou
le blocage de leurs récepteurs n’a pas d’effet sur le tonus vasculaire pulmonaire basal, suggérant
qu’aucune de ces substances n’est le facteur principal du maintien d’un faible tonus vasculaire
pulmonaire (McMurtry, 1986). Ces résultats n’excluent pas la possibilité que ces substances
contribuent partiellement au faible tonus vasculaire pulmonaire. Comme le lit vasculaire
pulmonaire est sous Dinfluence d’un grand nombre de substances vasodilatatrices et
vasoconstrictrices, il est possible que la suppression des effets d’un ou deux médiateurs
n’induise pas de changement important du tonus vasculaire pulmonaire car un tel changement
pourrait &tre parfaitement compensé par une augmentation de I’activité des autres médiateurs. En

outre, d’autres facteurs comme le recrutement et la distensibilité vasculaire, la faible épaisseur

du muscle lisse vasculaire, le faible tonus basal o-adrénergique et I'aptitude des cellules

endothéliales a inactiver de nombreuses substances vasoconstrictrices libérées localement ou par
la circulation systémique contribuent aussi au faible tonus vasculaire pulmonaire. L’angiotensine
II, Varginine vasopressine, I’ANF, I’ATP, D’acétylcholine, la bradykinine, la dopamine,
I’endothéline-1, I’endothéline-3, le facteur d’activation plaquettaire, les prostaglandines D, et I,
et la substance P peuvent inhiber la vasoconstriction pulmonaire hypoxique, suggérant leur

participation dans la modulation de la vasoconstriction hypoxique.

3 - Hypoxie et hypercapnie aigués

La circulation pulmonaire est la seule circulation d’organe dotée d’une vasoconstriction
hypoxique. L’hypoxie est le plus important mécanisme de contrdle actif de la circulation
pulmonaire. La vasoconstriction hypoxique a fait 'objet de trés nombreux travaux depuis sa
description par Von Euler et Liljestrand (1946). La baisse de la PO, du sang veineux mélé

influence peu la réponse hypoxique (Duke, 1954; Marshall & Marshall, 1983).
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Par ailleurs, I’augmentation de la concentration de CO, dans le sang veineux mélé est le
principal stimulus de la réponse hypercapnique. L hypercapnie potentialise la vasoconstriction
hypoxique (Emery et al., 1977). La réponse hypercapnique a été 1’objet de multiples travaux.
Nous ne les détaillerons pas davantage car le sujet de notre travail est ’hypoxie aigue
normocapnique.

Le principal stimulus de la vasoconstriction hypoxique est la baisse de la PO, alvéolaire
au-dessous de 60 mmHg (Duke, 1954; Marshall & Marshall, 1983). Chez le sujet sain, la
vasoconstriction pulmonaire débute quelques secondes aprés I’installation du stimulus
hypoxique, est maximale au bout de quelques minutes et est rapidement réversible a ’arrét de
I’hypoxie. Dans le poumon adulte, la vasoconstriction hypoxique permet I’ajustement de la
perfusion capillaire pulmonaire a la ventilation alvéolaire. La baisse de la pression alvéolaire en
oxygene dans ’ensemble du poumon (altitude, inhalation d’un mélange gazeux hypoxique)
induit une hypertension artérielle pulmonaire (Rotta et al., 1956). En cas d’hétérogénéité des
rapports ventilation-perfusion, la vasoconstriction hypoxique réduit la perfusion des zones mal

ventilées et ainsi améliore I’oxygénation artérielle.

Le siege de la vasoconstriction hypoxique se situe au niveau des artéres musculaires.
Chez le chat, seules les artéres pulmonaires d’un diameétre inférieur a 300 pm répondent a
I’hypoxie par une vasoconstriction (Madden er al., 1985). La vasoconstriction hypoxique est
rapide, reproductible, atteint un maximum pour une PO, de 30 & 50 mmHg et décroit pour une
PO, inférieure & 20 mmHg. Les cellules musculaires lisses en cultures obtenues & partir
d’artéres pulmonaires se contractent en hypoxie (Murray et al., 1990). Les mécanismes de la

vasoconstriction hypoxique sont détaillés plus loin.

4 - Role de I’endothélium

L’endothélium joue un rdle trés important dans la régulation du tonus vasculaire
pulmonaire. En 1980, Furchgott et Zawadzki démontrent que la vasorelaxation d’anneaux
vasculaires aortiques induite par ’acétylcholine nécessite la présence d’un endothélium

vasculaire intact (Furchgott & Zawadzki, 1980).
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a-LeNO

La relaxation du muscle lisse, induite par ’acétylcholine, dépend de la libération
endothéliale d’une substance labile, non prostanoide, dénommée «Endothelium-Derived
Relaxing Factor» ou «kEDRF» (Cherry et al., 1982). Ce phénomene de relaxation dépendante de
I’endothélium a ét€ observé ensuite dans de nombreuses préparations vasculaires, incluant des
artéres, veines et microvaisseaux en réponse a différents stimuli physiques et
pharmacologiques. La similitude des actions pharmacologiques a permis de démontrer que le
NO est 'EDRF (Palmer et al., 1987). Un autre facteur relaxant dépendant de 1’endothélium non
prostanoide, différent du NO, a ¢&é proposé et dénommé «Endothelium-Derived
Hyperpolarizing Factor» ou «EDHF» (Komori & Vanhoutte, 1990). La nature de I’EDHF n’est
pas identifiée mais son action n’est pas inhibée par I’hémoglobine et le bleu de méthyléne
comme celle du NO. Le rdle physiologique de 'EDHF n’est pas connu mais il pourrait
participer a la vasodilatation induite par certains vasodilatateurs comme 1’acétylcholine. En effet,
dans une préparation de poumon perfusé isolé de rat, la vasodilatation induite par 1’acétylcholine
n’est pas inhibée par les inhibiteurs de la NOS alors que la relaxation induite par la bradykinine,
un autre médiateur dépendant de I’endothélium, est inhibée par les inhibiteurs de la NOS

(Archer et al., 1989).

Le NO est formé a partir de ’atome d’azote de la L-arginine et d’oxygene (Palmer et
al., 1988). La réaction est catalysée par une enzyme, la NO synthétase nommée également NO
synthase (NOS), en présence de nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH).
Différents analogues de la L-arginine inhibent la synthése de NO par compétition avec la L-
arginine, comme le N”-nitro-L-arginine (L-NA), le N®-nitro-L-arginine-methyl ester (L-NAME)
et le N®-nitro-monométhyl-L-arginine (L-NMMA). Ces molécules sont souvent dénommées
inhibiteurs de la NOS. Plusieurs NOS ont €té identifiées dans différentes cellules dont la NOS
inductible (iNOS) et la NOS constitutive (cNOS). La ¢cNOS est cytosolique, dépendante du
calcium et libere du NO en quantité¢ limitée en réponse a une stimulation physique ou a
I’activation d’un récepteur (figure 5). Le NO libéré par cette enzyme agit comme un mécanisme

de transduction dans différentes réactions physiologiques, en particulier au niveau vasculaire.
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Fig 5 : Synthése endothéliale et action du NO sur le muscle lisse vasculaire (d’aprés Dinh-
Xuan, 1992).

La stimulation de récepteurs endothéliaux spécifiques ou une augmentation de la concentration
de calcium cytosolique active la NO synthétase qui catalyse la formation de NO a partir de L-
arginine, en présence de co-facteurs. La synthése est inhibée par les analogues de la L-arginine.
Le NO, libéré par ’endothélium, active la guanylate cyclase soluble, augmentant la
concentration de GMPc a I’origine de la vasorelaxation.
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L’autre enzyme, iNOS, est indépendante du calcium, est induite par I’activation de
macrophages, de cellules endothéliales et d’autres cellules par des cytokines et synthétise des
quantités importantes de NO. Le NO libéré dans ces conditions a un rdle cytotoxique et peut étre
a ’origine d’une vasodilatation pathologique et de 1ésions tissulaires (Moncada et al., 1991).

Dans la cellule endothéliale, ’activité de la ¢cNOS est régulée par 1’augmentation de la
concentration cytosolique de calcium en réponse a des stimuli physiques (forces de cisaillement)
ou pharmacologiques (acétylcholine, sérotonine) (Moncada er al., 1991). Les études
immunohistochimiques révelent la présence de ¢cNOS au niveau de I’endothélium bordant les
branches proximales des artéres pulmonaires et peut-€tre aussi au niveau des vaisseaux de
résistance (Kobzik er al., 1993). Le NO agit en stimulant la guanylate cyclase cytosolique des
cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire, augmentant la concentration de GMP cyclique
intracellulaire. L’action du NO est inhibée par le bleu de méthyléne qui inhibe la guanylate

cyclase et également par I’hémoglobine sur laquelle il se fixe trés rapidement dans le sang.

b - Libération de NO a I'état basal

Le role du NO libéré a I'état basal par les cellules endothéliales dans le maintien d’un
faible tonus vasculaire pulmonaire est discuté. Son importance est suggérée par le fait que de
nombreux facteurs humoraux et autocrines induisent une vasodilatation pulmonaire par
I’intermédiaire d’une libération de NO. Parmi ces facteurs, citons 1’acétylcholine (McMahon ez
al., 1991a), la noradénaline (Liu er al., 1991a), la bradykinine (Ignarro et al., 1987), la
substance P (McMahon & Kadowitz, 1993), ’ATP (Liu er al., 1992), I’histamine (Szarek et
al., 1992), I’endothéline-1 et I’endothéline-3 (Crawley et al., 1992).

Cependant, le role du NO endogene dans la modulation du tonus vasculaire a I’état de
base varie selon les espeéces. L’inhibition de la synthése du NO par des analogues de la L-
arginine ne modifie pas la pression ou la résistance vasculaire pulmonaire chez le rat (Archer et
al., 1989 ; Hasunuma et al., 1991a ; Dumas et al. ; 1996), le chien (Nishiwaki er al., 1992 ;
Barnard ez al., 1993). A I’inverse, la tension pariétale de vaisseaux résistifs de rat est augmentée
par le L-NAME (Steeds er al., 1997). La résistance vasculaire pulmonaire basale est aussi

augmentée par I’inhibition de la cNOS chez le lapin (Persson ez al., 1990), 'agneau (Fineman et
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al., 1991) et I'homme (Stamler et al., 1994 ; Cooper et al., 1996). Le bleu de méthyléne
augmente aussi la pression artérielle pulmonaire chez le chat (Hyman et al., 1989). L’inhibition
de la NOS ne modifie pas le tonus basal d’anneaux vasculaires pulmonaires isolés de rats
(Crawley er al., 1990), mais augmente la tension d’anneaux de porc ou de cochon d’Inde (Liu et
al., 1992b). Ces résultats contradictoires sont attribués a des différences lies aux especes
animales et aux conditions expérimentales.

Les mesures directes des taux de base de NO et de ses produits d’oxydation, les
nitrites, donnent également des résultats contradictoires avec des valeurs élevées (Rich et al.,
1993) ou basses (Isaacson et al., 1994) de NO dans I’effluent de poumon perfusé isolé€. Dans ce
dernier travail, la synthése de NO des cellules endothéliales en culture est minime a 1’état de base

(Isaacson et al., 1994).

Au vu des résultats contradictoires des différentes expériences, il est difficile de
conclure sur I'importance de la libération de NO dans le maintien du tonus vasculaire
pulmonaire a I’état basal. Ceci nous a amené a étudier les effets du L-NAME sur la relation
pression/débit dans la circulation pulmonaire périphérique, in vivo, chez le chien anesthési€ (cf
p. 118). Nous avons également étudié€ I’effet d’un autre inhibiteur de la NOS, le L-NA, sur la
tension isométrique d’anneaux vasculaires pulmonaires isolés de rats, a 1’état basal et apres

administration de phényléphrine, un agoniste o,-adrénergique (cf p. 92-93).

¢ - Libération de NO aprés augmentation du tonus vasculaire pulmonaire

Les effets du NO dépendent €galement du tonus vasculaire pulmonaire. Les inhibiteurs
de la synthése de NO n’ont pas d’effet a I’état de base sur la pression de perfusion dans une
préparation de poumon isolé perfusé (Archer et al., 1989 ; Hasunuma et al., 1991) mais
augmentent la pression artérielle pulmonaire ou la résistance vasculaire en cas d’hypertension
artérielle pulmonaire préexistante (Oka et al., 1993) ou d’augmentation de la pression veineuse
telle que ’ensemble du lit vasculaire pulmonaire soit en zone 3 de West (Barnard et al., 1993).
Dans ce dernier travail, I'indométacine, un inhibiteur de la cyclooxygénase, n’a pas d’effet sur
les résistances vasculaires pulmonaires de rat mais augmente celles de chiens suggérant pour les

auteurs que les prostaglandines vasodilatatrices régulent le tonus vasculaire pulmonaire chez le
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chien et que le NO controle le faible tonus vasculaire pulmonaire chez le rat (Barnard et al.,
1993).

La production permanente de NO dans la circulation pulmonaire de certaines especes
pourrait donc étre responsable du faible tonus vasculaire pulmonaire. Il existe cependant des
résultats contradictoires et certaines expériences vont a I’encontre de cette théorie.
L’administration chronique d’inhibiteurs de la NOS n’induit pas d’hypertension artérielle
pulmonaire. Par contre, I'inhibition de la NOS potentialise la vasoconstriction pulmonaire
pharmacologique induite par I’endothéline, I’angiotensine II ou la sérotonine suggérant un role
protecteur du NO face a différents stimuli vasoconstricteurs (Adnot et al., 1991). 1l existe des
récepteurs situés sur I’endothélium et sur le muscle lisse vasculaire pour ces substances.
L’action globale de ces substances sur le tonus vasculaire résulte de leurs deux composantes,
vasodilatatrice médiée par le NO endothélial et vasoconstrictrice par la stimulation du muscle
lisse. L’abondance des récepteurs endothéliaux au niveau de la circulation pulmonaire rend
compte de I'activité essentiellement vasodilatatrice de nombreuses substances. L’inhibition du
NO potentialise aussi la vasoconstriction hypoxique dans différents modeles animaux (Brashers
et al., 1988). L’effet direct de I'hypoxie sur le NO est confirmé par 1’augmentation de
I’expression du géne de la NOS de cellules endothéliales soumises a une hypoxie in vitro
(Arnet et al., 1994).

Outre cette action vasodilatatrice, le NO a des propriétés d’inhibition de I’adhésion et de
I’agrégation plaquettaire et d’inhibition de la multiplication des cellules musculaires lisses
(Moncada et al., 1991).

En résumé, I’endothélium pulmonaire module le tonus vasculaire pulmonaire. La
libération basale de NO augmente quand la pression artériclle pulmonaire ou les RVP

augmentent, limitant ainsi I’augmentation du tonus vasculaire pulmonaire.

d - Tonus adrénergique

Le tonus adrénergique (cf p. 43-44) est modulé par I’endothélium vasculaire
pulmonaire. Les cellules endothéliales capturent et dégradent la noradrénaline, la sérotonine et

I’ATP, principaux médiateurs et co-médiateurs des nerfs adrénergiques. Les cellules
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endothéliales diminuent ainsi la contraction adrénergique d’une part et d’autre part, activent et
liberent des vasoconstricteurs qui peuvent agir en synergie avec la noradrénaline. Le retrait de
I’endothélium vasculaire augmente la réponse contractile aux agonistes adrénergiques
(Greenberg et al., 1989 ; Crawley et al., 1990) et a la stimulation nerveuse adrénergique
(Greenberg et al., 1989). Le mécanisme d’action de I’endothélium a été 1’objet de nombreuses
investigations. Le role des prostaglandines vasodilatatrices synthétisées par 1’endothélium
(Greenberg et al., 1989 ; Liu et al., 1991a) ou d’une réduction de la dégradation de la
noradrénaline (Greenberg et al., 1989) est mineur. Le r6le du NO a été mis en évidence dans
des expériences sur des arteres pulmonaires isolées de cochon d’Inde. La stimulation électrique
des nerfs adrénergiques dans la paroi vasculaire provoque une contraction qui est augmentée de
maniere dépendante de la concentration par les inhibiteurs de la NOS et diminuée par le substrat
de la syntheése du NO, la L-arginine. Ce résultat démontre que le NO endogene est responsable
de I'inhibition de la contraction médiée par I’endothélium (Liu er al., 1991a). Le role d’une
activation des récepteurs endothéliaux o,-adrénergiques conduisant a une libération de NO a
partir des cellules endothéliales a été évoqué car il existe des récepteurs o, adrénergiques
endothéliaux sur les vaisseaux pulmonaires (Liu er al., 1991a) et le NO est le médiateur de la
vasodilatation pulmonaire induite par les agonistes o,-adrénergiques (Liu et al., 1991a ; Pepke-
Zaba et al., 1993). Cependant le role de la libération de NO médiée par des récepteurs o,-
adrénergiques est peu vraisemblable dans les conditions physiologiques car la noradrénaline a
un tres faible effet vasorelaxant pulmonaire, méme quand le tonus vasculaire est augmenté (Liu
et al., 1991a). La tension pariétale endothéliale, causée par des changements de vélocité et de
viscosité du perfusat, et les déformations mécaniques de la paroi vasculaire induisent une
libération de NO capable d’inhiber la contraction adrénergique dans les artéres systémiques
(Tesfamarian & Cohen, 1988). Ce mécanisme pourrait tre en cause mais n’a pas €té mis en

évidence dans les vaisseaux pulmonaires.

Il apparait donc que différents facteurs contribuent & 1'inhibition de la contraction
adrénergique médiée par I’endothélium. Le NO libéré par les cellules endothéliales a 1’état basal

et lors des stimulations mécaniques est le principal facteur d’inhibition de la contraction
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adrénergique. Ceci pourrait expliquer l'augmentation de la réponse contractile & des
vasoconstricteurs de mécanismes d’action différents constamment retrouvée apres

administration d’inhibiteurs de la NOS (Liu et al., 1991a).

e - Réponse cholinergique

Le NO est le médiateur de la vasodilatation induite par 1’acétylcholine dans la circulation
pulmonaire (McMahon & Kadowitz, 1992). Chez le chat, la stimulation vagale du lit vasculaire
pulmonaire précontracté entraine une vasorelaxation, bloquée par 1’atropine et inhibée par le L-
NAME et I’inhibition de la guanylate cyclase. Dans la méme préparation, le L-NAME n’a pas
d’action inhibitrice sur la réponse vasodilatatrice pulmonaire induite par des drogues ayant
d’autres mécanismes d’action comme 1’adénosine, I'isoproterenol, la PGE, mais également le
nitroprussiate de sodium et le nicorandil. Ces 2 derniers produits agissent par la voie du NO
avec une libération directe de NO qui active la guanylate cyclase augmentant le taux de GMPc a
I'origine de la vasodilatation. Le nicorandil a également des propriétés d’activation des canaux
potassiques sur lesquelles nous reviendrons. Le mécanisme d’action de I’acétylcholine sur
I’endothélium n’est pas connu car le médiateur est libéré & I’extrémité nerveuse parasympathique
au niveau de la limite entre 'adventice et la média. L’acétylcholine diffuse probablement a
travers la couche de cellules musculaires lisses. Comme cela a déja été précisé, le rdle
controversé du NO dans la vasorelaxation induite par 1’acétylcholine exogéne (Archer et al.,
1989) a été retrouvé par différents auteurs (Fineman er al., 1991 ; McMahon et al., 1991a ;
McMahon & Kadowitz 1992 ; Liu et al., 1991a), la différence de résultat pouvant dépendre en

partie du modele animal et expérimental.

f - Réponse non adrénergique et non cholinergique

La réponse vasodilatatrice du systeme inhibiteur non adrénergique et non cholinergique
est partiellement dépendante de I’endothélium (Liu er al., 1992a). Le NO est un
neurotransmetteur du systéme inhibiteur non adrénergique et non cholinergique dans les

vaisseaux pulmonaires (Liu ez al., 1992b).
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g - Mécanismes humoraux

Sous I’action de signaux physiques et pharmacologiques provenant de la circulation,
I’endothélium produit des substances vasoactives, des agents agissant sur la multiplication
cellulaire et des produits chémotactiques qui interagissent avec d’autres cellules vasculaires et
avec les cellules sanguines (figure 6). Parmi ces substances, le NO, les endothélines et les
prostaglandines ont un r6le majeur dans la régulation du tonus vasculaire pulmonaire. De
nombreux autres systtmes vasoactifs sont synthétisés, libérés et dégradés par 1’endothélium
(Fishman, 1985). L’endothélium capture et dégrade des amines vasoactives comme la
noradrénaline et la sérotonine, métabolise I’ATP en adénosine. Les cellules endothéliales
contiennent I’enzyme de conversion de I’angiotensine qui catalyse la formation d’angiotensine 11
et dégrade la bradykinine, I’endopeptidase neutre qui dégrade les enképhalines et d’autres petits
peptides incluant les tachykinines.

De nombreuses substances vasoactives dont 1’histamine, la sérotonine, I’ATP, I’ADP,
la substance P et I’acide arachidonique, exercent leur action vasodilatatrice pulmonaire par
I'intermédiaire de mécanismes dépendants de ’endothélium.

La tension pariétale est un autre mécanisme important, dépendant de 1I’endothélium,
dans la régulation du tonus vasculaire pulmonaire, & I’origine d’une libération de prostacycline
(Frangos et al., 1985). L’augmentation du débit sanguin provoque également une libération
endothéliale de NO (Rubanyi er al.,, 1986). Donc, une augmentation du débit sanguin
pulmonaire et peut-étre la déformation endothéliale induite par une vasoconstriction provoquent
une libération de NO et de prostacycline qui contre-balance 1'augmentation de la pression

artérielle pulmonaire.

En résumé, l’endothélium a un rdle trés important dans la régulation du tonus
vasculaire pulmonaire. Le NO libéré a 1’état basal des cellules endothéliales participe au maintien
du faible tonus vasculaire pulmonaire et constitue un antagoniste de la contraction adrénergique.
Le NO est le médiateur de la réponse vasodilatatrice pulmonaire 4 la stimulation cholinergique et
a 'acétylcholine exogeéne. Le NO endogene est aussi un transmetteur du systtme NANC

inhibiteur, & l’origine d’une vasorelaxation. L’endothélium module le métabolisme de
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Fig 6 : Régulation du tonus vasculaire pulmonaire par le systtme nerveux autonome et des

médiateurs libérés par les cellules endothéliales et inflammatoires (d’apreés Barnes & Liu, 1995).
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nombreuses substances vasoactives dont le NO et les prostaglandines notamment pour réguler
les variations de débit sanguin. Les principales substances vasoactives libérées par

’endothé€lium et leur mode d’action sont schématisés dans la figure 7.

5 - Les seconds messagers

Une communication trés finement régul€e entre les cellules est nécessaire pour assurer
leur organisation en tissus ou organes possédant les propriétés et fonctions physiologiques
appropri€es. Cette coordination est assurée par des substances chimiques chargées de
transmettre les signaux qui permettent la communication cellulaire. La majorité des messagers
extra-cellulaires ne pénétrent pas dans la cellule mais ils s’accrochent a des récepteurs
membranaires spécifiques situés a la surface des cellules. Des mécanismes de transduction
transforment les signaux externes transportés par les messagers extracellulaires en signaux
internes. Ces derniers agissent a Dintérieur des cellules en provoquant des réponses
physiologiques adaptées aux messages de la circulation péricellulaire. Ce sont ces signaux
intracellulaires qui sont nommés seconds messagers. Malgré le trés grand nombre de réactions
biochimiques intervenant dans le contrdle des réactions physiologiques, le nombre de voies de

communications intracellulaires et donc de seconds messagers actuellement connu est limité.

a - Les nucléotides cycliques

Les nucléotides cycliques ont un role important dans la régulation du tonus vasculaire
pulmonaire. La guanosine monophosphate cyclique (GMPc) est le second messager de la voie
du NO et I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) le second messager de nombreux
vasodilatateurs dont la prostacycline, les agonistes B-adrénergiques, le CGRP et le VIP. Les
GMPc et AMPc exogenes sont de puissants vasodilatateurs pulmonaires (Haynes et al., 1992 ;

McMahon et al., 1992 ; McMahon et al., 1993a).

Le mécanisme d’action de la vasodilatation induite par le GMPc est partiellement
connu. Il fait intervenir une activation de la protéine kinase G, une inhibition de 1’inositol

triphosphate (IP,), une déphosphorylation de la kinase de la chaine légére de la myosine, une
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Fig 7 : Substances vasoactives libérées par I’endothélium (d’aprés Adnot et al. , 1996).
Ach : acétylcholine, BK : bradykinine, Nor : noradrénaline, Ser : sérotonine, ADP : adénosine
diphosphate, TGF [ : transforming growth factor B, A23187 : ionophore calcique, PGI, :
prostacycline, NO : monoxyde d’azote, EDHF : facteur endothélial hyperpolarisant, ET :
endothéline, EDCF : facteur endothélial contractant, AC : adénylcyclase, GC : guanylate

cyclase, PLC : phospholipase C, PKC : protéine kinase C.
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stimulation de la Ca®*-ATPase ouvrant les canaux potassiques et une inhibition de I’entrée de
calcium. De méme, différents mécanismes peuvent médier la réponse vasodilatatrice a 1’AMPc,
I’activation de la protéine kinase dépendant de I’AMPc entrainant une diminution de 1’activité de
la kinase de la chaine légere de la myosine et une réduction de la phosphorylation, une inhibition
de I’entrée de calcium, une stimulation de la sortie de calcium et une ouverture des canaux
potassiques dépendants du calcium (Murray et al., 1990). La stimulation de la formation
d’AMPc et de GMPc module la vasoconstriction hypoxique et inhibe le développement de

I’hypertension artérielle pulmonaire hypoxique.

b - Hydrolyse du phosphoinositol

L’activation de la phospholipase C, résultant d’une stimulation de récepteurs couplés a
la protéine G, conduit & une hydrolyse du phosphatidylinositol 4, 5-diphosphate provoquant la
génération de deux seconds messagers, l’inositol 1,4,5 triphosphate (IP,) et le 1-2
diacylglycérol. L’IP, provoque une sortie du calcium contenu dans les réserves intracellulaires
situées dans le réticulum endoplasmique, provoque une activation de la kinase de la chaine
légere de myosine dépendante de la calmoduline et du Ca*, une phosphorylation de la chaine
légere de myosine et une contraction du muscle lisse vasculaire (Berridge & Irvine, 1989). Le 1-
2 diacylglycérol active les protéines kinases C. La plupart des médiateurs et des substances
agissant par voie humorale modulent le tonus vasculaire pulmonaire par une stimulation de
récepteurs couplés a la prot€ine G (Birnbaumer, 1990). La génération d’IP, est augmentée lors
d’une vasoconstriction induite par la noradrénaline et non par I’hypoxie, suggérant que I’IP,

n’est pas impliquée dans la contraction hypoxique de ’artére pulmonaire proximale (Jin ez al.,

1993).

¢ - Les protéines kinases

Les protéines kinases jouent un rdle important dans de nombreux processus
physiologiques. Comme nous I'avons vu précédemment, les protéines kinases dépendantes de
I’AMPc et du GMPc ont un rdle dans la vasorelaxation pulmonaire. Une autre famille de

protéines kinases, les protéines kinases C (PKC), sont activées par le 1-2 diacylglycérol et sont
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présentes a hautes concentrations dans le muscle lisse vasculaire. Les PKC participent au signal
de transduction impliqué dans I’excitation-contraction du muscle lisse vasculaire pulmonaire,
probablement par le biais d’une phosphorylation de substrats impliqués dans le processus de
contraction. L’activation des PKC contracte des anneaux vasculaires pulmonaires isolés de rat et
augmente la pression de perfusion du lit vasculaire pulmonaire de rat (Orton ez al., 1990).

La transduction du signal fait intervenir, outre ces médiateurs intracellulaires

(nucléotides cycliques, IP,, PKC), les canaux calciques et potassiques.

6 - Les canaux ioniques

a - Les canaux calciques

Les changements de concentration intracellulaire de calcium [Caz*]i ont un 1dle
fondamental dans la contraction et la relaxation du muscle lisse et 1’initiation d’autres réponses
cellulaires. La régulation du [Ca®]. implique une interaction complexe entre l’entrée et
’extrusion de Ca* & travers la membrane plasmique, la libération et la recapture de Ca> du
réticulum sarcoplasmique. Le mouvement du Ca®* est contrdlé principalement par les canaux
calciques. L’action des canaux calciques est le plus souvent couplée a celle des canaux
potassiques. Deux types principaux de canaux calciques sont exprimés dans les cellules
musculaires lisses vasculaires, les canaux Ca®* dépendants du voltage situés sur la membrane
plasmique et les canaux de libération de Ca® intracellulaires sur le réticulum endoplasmique
(Marks, 1992). Il existe différents types de canaux Ca®* dont I’ouverture est déclenchée soit par
la liaison d’un agoniste spécifique (ROC, «receptor-operated channels») soit par une
dépolarisation membranaire, nommés voltage dépendants (VOC, «voltage-operated channels»),
incluant les canaux de type L («long lasting»), T («transient») et N (ni T ni L), qui différent par
leur structure, leur fonction et leur propriétés pharmacologiques (Hughes, 1995). Les canaux
Ca®™ dépendants du voltage au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires sont
habituellement de type L, alors que la libération de Ca®* intracellulaire est contrdlée par des
récepteurs dépendant de I’IP, sur le réticulum sarcoplasmique (Marks, 1992).

Il existe peu de données électrophysiologiques sur les canaux Ca* et les courants Ca®

dans les cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires. L’hypoxie provoque une
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contraction d’anneaux provenant de petits vaisseaux pulmonaires de chat. La réduction
simultanée du potentiel de membrane cellulaire a fait suspecter le role d’un potentiel d’action
dépendant du Ca** (Harder er al., 1985). Cette hypothese a été confirmée par la mise en
évidence d’une inhibition par I’hypoxie de I’activité des canaux potassiques (K*), canaux
dépendant du voltage et canaux K* activés par le Ca®". L’inhibition de I’activité des canaux K*
induit une dépolarisation des cellules musculaires lisses artérielles pulmonaires (Post et al.,
1992) et provoque une entrée de Ca* dans des cellules musculaires lisses en culture (Salvaterra
& Goldmann, 1993). 1l est possible que I’hypoxie inhibe les canaux K*, provoquant une
dépolarisation membranaire des cellules musculaires lisses pulmonaires, & I’origine d’une
ouverture des canaux Ca*" avec une entrée de Ca** qui induit une contraction.

Dans les cellules musculaires lisses artérielles systémiques, I’hypoxie a des effets
opposés a ceux observés au niveau pulmonaire. En effet, I’hypoxie provoque une ouverture des
canaux potassiques a 1’origine d’une hyperpolarisation qui ferme les canaux Ca®* voltage
dépendants.

Les études fonctionnelles suggerent également un rdle important des canaux Ca® dans
la régulation du tonus vasculaire pulmonaire. Les inhibiteurs des canaux Ca®* inhibent la
vasoconstriction hypoxique chez I'animal dans une préparation de poumon isolé perfusé
(McMurtry et al., 1976) et in vivo (Young et al., 1983). Le BAY K 8644, un agoniste calcique,
n’a pas d’effet sur la pression de perfusion a I’état de base mais potentialise la vasoconstriction
hypoxique (McMurtry, 1985). Chez le chat anesthésié, la nisoldipine, une dihydropyridine,
inhibe la réponse vasoconstrictrice au BAY K 8644, réduit dans des proportions équivalentes la
réponse vasoconstrictrice induite par des agonistes o~ et o,-adrénergiques, et par le U46619,
un produit mimant I’action du thromboxane A,. Ces résultats suggeérent qu’une source
extracellulaire de calcium est nécessaire au maintien du tonus vasculaire pulmonaire et a 1’action
de certains stimuli vasoconstricteurs (Kadowitz er al., 1989). Les antagonistes calciques
inhibent aussi, et le BAY K 8644 potentialise, la vasoconstriction induite par I’angiotensine II
ou le PGF,,. Cependant, I'effet des agonistes et des antagonistes calciques est plus important

sur la vasoconstriction hypoxique que sur la contraction due a I’angiotensine II, suggérant que
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la vasoconstriction hypoxique est plus dépendante du Ca* extra-cellulaire que la
ypoxiq p P q

vasoconstriction induite par I’angiotensine II (McMurtry et al., 1976 ; McMurtry 1985).

b - Les canaux potassiques

Le potentiel de membrane de la cellule vasculaire musculaire lisse est contrdlé en grande
partic par les canaux potassiques. La dépolarisation membranaire et 1’hyperpolarisation par
I'intermédiaire respectivement d’une inhibition et d’une activation des canaux potassiques sont
des mécanismes importants de la régulation de la contraction et de la relaxation du muscle lisse
vasculaire. L’ouverture des canaux potassiques permet une sortie des cations potassium,
laissant des macromolécules chargées négativement a l'intérieur de la cellule. Cela rend
I'intérieur de la cellule encore plus négatif par rapport a 'extérieur de la cellule avec une
hyperpolarisation membranaire (Brayden, 1996).

Le développement d’agonistes sélectifs des canaux potassiques a permis de préciser le
role des canaux potassiques dans le contréle du tonus vasculaire pulmonaire. Différents types de
canaux potassiques ont ét€ identifiés et clonés. Différentes classes de canaux potassiques
peuvent exister dans une méme cellule et inversement une méme classe peut €tre mise en
évidence sur des cellules différentes. Dans les cellules musculaires lisses vasculaires
pulmonaires, ont été mis en évidence des canaux potassiques activés par le Ca® ou canaux K,
(Post et al., 1992), des canaux potassiques dépendant du voltage ou canaux de rectification
retardée, nommés usuellement «delayed rectifier» ou «K.» (Post et al., 1995) et des canaux
potassiques ATP dépendants canaux K,,, (Wiener et al., 1991 ; Clapp & Gurney, 1992) (Fig
8).

L’activité des canaux calciques est également lie a celle des canaux potassiques. Un
potentiel de membrane plus négatif que -20 mV inactive des canaux calciques dépendant du
voltage, réduit I'influx de calcium et inhibe la vasoconstriction. Les canaux calciques sont
activés par la dépolarisation et par I’augmentation de la concentration de calcium cytosolique et
donc tendent & restaurer le potentiel de membrane & son niveau de base quand un stimulus

vasoconstricteur provoque une dépolarisation. Les canaux K" dépendants du voltage ou activés

65



99

-AP HYPOXIE
’ T o) @A/

canal Ky ou KpR Ca2+

Canal Ca
dépendant du voltage

P3 Ca ATPase
Ca2+
DAG —— PKC RS
K+ ©

PKA <— AMPc

'+~ PKG <=— GMPc

Ca2+

@

TEA
\

S )
charybdotoxine 3 canal Kea

Fig 8 : Mode d’action des canaux potassiques et calciques au niveau de la cellule musculaire lisse vasculaire pulmonaire (d’aprés Brayden, 1996).
Les agents vasoconstricteurs augmentent la concentration cytosolique de calcium. L hypoxie inhibe le canal Kv, induit une dépolarisation et ouvre
le canal Ca dépendant du voltage. Les agents vasodilatateurs peuvent activer les canaux K., en augmentant I’activit¢ de 1’adenylate ou de la
guanylate cyclase qui activent les protéines kinases A ou G.

Abréviations: PLC : phospholipase C; DAG : diacylglycerol; IP, : inositol 1, 4, 5 triphosphate; G : protéine G; PK : proteine kinase; 4-AP : 4
aminopyridine ; +: ouverture du canal ionique; -: fermeture du canal



par le Ca® peuvent contribuer au maintien du tonus vasculaire pulmonaire basal (Hasunuma et
al., 1991b). Cependant, I'absence d’effet de la charybdotoxine, un antagoniste des canaux K_,,
sur la pression de perfusion artérielle pulmonaire a 1’état de base, dans un modeéle de poumon
perfusé isolé de rat, suggére que les canaux K., ne jouent probablement pas un réle important
dans le maintien d’un faible tonus de base (Nossaman et al., 1997). Les canaux K, contrdlent
le potentiel de membrane de la cellule vasculaire musculaire lisse. Ces canaux K, sont inhibés
par I’hypoxie (Yuan et al., 1993). L’activation des canaux K, réduit la tension des vaisseaux
pulmonaires précontractés in vitro (Clapp et al., 1993), dilate le lit vasculaire pulmonaire in situ
(Hood et al., 19914, b) et in vivo & I’état basal (Minkes et al., 1991). Un travail récent effectué
sur des anneaux vasculaires pulmonaires de chien suggeére que I'interaction synergique entre le
NO et la PGI, est médiée par Iactivation des canaux K,,,, probablement par I’intermédiaire
d’un facteur hyperpolarisant endothélial (Gambone er al., 1997). Dans des expériences de
poumon isolé perfusé, les canaux K,,, ne sont pas mis en jeu en normoxie (Hasunuma et al.,
1991b ; Dumas et al., 1996) ni en hypoxie (Dumas et al., 1996) mais ils pourraient participer a
la relaxation de I'artére pulmonaire anoxique (Wiener et al., 1991). L’activité des canaux K*
dépendants du voltage sur des cellules musculaires lisses d’artere pulmonaire est inhibée par

’hypoxie et a été impliquée dans la vasoconstriction hypoxique (Post et al., 1992).

¢ - Canaux ioniques et endothélium

La régulation de la concentration de [Ca®]. dans Dendothélium pulmonaire est
importante car elle gouverne 'activité de la ¢ctNOS. Le potentiel de membrane de la cellule
endothéliale et la réponse aux agonistes sont médi€s en grande partie par I'activité des canaux
ioniques. Le taux d’entrée du calcium est régulé par I’état d’activation des canaux calciques et
par le gradient électrochimique qui favorise I’entrée de calcium quand le potentiel de membrane
est plus négatif. La relation entre tension pariétale et concentration de calcium intracellulaire dans
I’endothélium pulmonaire est mal connue. Dans les vaisseaux systémiques, une augmentation
de débit induit une activation des canaux potassiques dépendants du Ca®. Il en résulte une

vasodilataion due a une libération de NO, et non pas a une hyperpolarisation (Cooke et al.,
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1991). Enfin, des variations brusques de tension pariétale peuvent induire une libération de
calcium des réserves intracellulaires.

L’effet direct de I’hypoxie sur I’endothélium pulmonaire est controversé. La
dépolarisation membranaire réduirait ’entrée de calcium et le calcium intracellulaire (Stevens et
al., 1994) ou au contraire augmenterait le calcium intracellulaire (Arnould er al., 1992). Les
différences méthodologiques entre ces deux études rendent I'interprétation des résultats difficile
mais une baisse de calcium intracellulaire serait en accord avec une réduction de la production de
NO endothélial observée in vivo au cours de 1’hypoxie aigué (Warren et al., 1989).

Le NO agit en stimulant la guanylate cyclase cytosolique des cellules musculaires lisses
de la paroi vasculaire, augmentant la concentration de GMPc intracellulaire. Le GMPc, par le
biais de la proté€ine kinase G, a différentes actions. La phosphorylation du phospholambane,
une lipoprotéine acide, sur le réticulum sarcoplasmique provoque une séquestration de calcium.
La phosphorylation des canaux potassiques voltage-dépendants conduit & une activation et a une
hyperpolarisation, diminuant indirectement I’activation des canaux calciques de type L (Archer
et al., 1994). En outre, la sensibilité au calcium de ’appareil contractile est réduite par le GMPc
(Lincoln & Cornwell, 1993). Récemment, une activation directe des canaux potassiques par le
NO a été démontrée dans le muscle lisse vasculaire (Bolotina et al., 1994). L’importance de ce
mécanisme pour la circulation pulmonaire est incertaine. En dépit des nombreux progres faits
dans la compréhension des mécanismes d’action du NO et du GMP cyclique, un certain nombre
de questions restent a résoudre. La plupart des observations ont été faites a partir de I’étude de
vaisseaux pulmonaires proximaux mais leur signification pour les vaisseaux de résistance est a
démontrer. Un des facteurs limitants est 'absence d’étude jusqu’a présent, pour des raisons
techniques, des cellules musculaires lisses des vaisseaux résistifs.

L’endothélium artériel pulmonaire peut affecter le taux d’AMPc du muscle lisse par la
production de PGI,, le taux de GMPc par le NO et le potentiel de membrane par ’EDHF. Les
productions de PGI, et de NO sont stimulées par la tension pariétale (Frangos et al., 1985 ;
Rubanyi et al., 1986). Il apparait donc que le faible tonus vasculaire pulmonaire observé in vivo
dépend au moins en partie de I’endothélium. Cela n’est pas dii & un seul facteur endothélial car

I’inhibition de chaque facteur isolément n’entraine pas d’augmentation trés importante des
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résistances vasculaires pulmonaires in vivo ou in vitro. Le maintien d’un faible tonus vasculaire
pulmonaire est assuré par de multiples voies complémentaires (Fig 9).

Dans certaines conditions pathologiques, les effets radicalaires du NO peuvent affecter
le tonus vasculaire pulmonaire. /n vitro et in vivo, le NO peut se combiner a 1’anion superoxyde
pour former le radical peroxynitrite (Beckman et al., 1990). Ce radical agit sur le tonus
vasculaire pulmonaire et peut participer & différentes réactions potentiellement délétéres incluant
la nitration de résidus tyrosine de protéines et la formation d’hydroxyl, un radical trés réactif
(Kooy et al., 1995). Ces réactions n’ont pas de role important dans la circulation pulmonaire
normale mais peuvent étre importantes au cours d’une inflammation et sont détaillées dans le

chapitre consacré au peroxynitrite.

En résumé, les mécanismes responsables du maintien du faible tonus vasculaire
pulmonaire ne sont pas bien définis et font intervenir des facteurs passifs (propriétés de
recrutement et de distension) et actifs (médiateurs et hormones vasoactifs). Les principales voies
de relaxation du muscle lisse vasculaire font intervenir les nucléotides cycliques et la polarisation
membranaire qui conditionne le fonctionnement des canaux ioniques. L’AMPc et le GMPc ont
des propriétés vasodilatatrices et agissent de facon synergique. Le potentiel de membrane
module le tonus vasculaire par ’ouverture des canaux calciques dépendant du voltage. La
dépolarisation membranaire ouvre ces canaux, permettant I'entrée de calcium dans la cellule
conduisant & la contraction musculaire. L’ouverture des canaux potassiques induit une
hyperpolarisation membranaire avec fermeture des canaux calciques dépendants du voltage et
réduction du tonus vasculaire.

Nous avons étudié les effets d’inhibiteurs des canaux calciques et d’activateurs des
canaux potassiques par la relation pression/débit dans la circulation pulmonaire périphérique

chez le chien anesthésié, pour préciser le rdle des canaux ioniques in vivo (cf p. 118-121).

La circulation pulmonaire se caractérise, outre un treés faible tonus a I’état de base, par

la propriété unique de vasoconstriction hypoxique dont nous préciserons les mécanismes.
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Fig 9 : Mécanismes de relaxation du muscle lisse vasculaire pulmonaire (d’aprés Rodman &
Voelkel, 1997).

L’hyperpolarisation induite par I’ouverture des canaux K entraine la fermeture des canaux
calciques dépendants du voltage. L’AMPc, augmenté par I'intermédiaire d’une protéine G apres
une stimulation du récepteur de la PGI,, et le GMPc, modulé par le NO, agissent sur
I’homéostasie calcique par I’intermédiaire de kinases. Les 2 nucléotides cycliques sont
synergiques.

Abréviations : RS : réticulum sarcoplasmique ; IP, : inositol 1,4,5 triphosphate.
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E - Mécanismes de la vasoconstriction hypoxique

Rappelons que la vasoconstriction hypoxique est reproductible, atteint un maximum
pour une PO, de 30 & 50 mmHg et décroit pour une PO, inférieure & 20 mmHg. La
vasoconstriction pulmonaire hypoxique améliore ’oxygénation par redistribution du débit
sanguin vers les zones les mieux ventilées permettant un ajustement de la perfusion capillaire
pulmonaire a la ventilation alvéolaire (von Euler & Liljestrand, 1946). La baisse de la pression
alvéolaire en oxygeéne dans une grande partie ou dans I’ensemble du poumon induit une
hypertension artérielle pulmonaire (Marshall et al., 1981).

L’innervation n’est pas nécessaire pour observer une réponse pressive pulmonaire a
I’hypoxie. La vasoconstriction hypoxique est donc intrinséque a la circulation pulmonaire. Deux
hypothéses sont proposées pour I’expliquer, celle d’un médiateur avec la production locale d’un
vasoconstricteur ou la suppression d’une production locale d’un vasodilatateur, et celle d’une
modification directe du tonus du muscle lisse vasculaire par I’hypoxie. Des arguments récents
soulignent I'importance de la cellule musculaire lisse vasculaire comme principal effecteur du
stimulus hypoxique mais 'effet direct de I’hypoxie sur ’endothélium dans la modulation de la

vasoconstrction hypoxique doit €tre pris en compte.

1 - Rdle d’un médiateur

Dans le cadre de la recherche d’un médiateur, de nombreuses substances vasoactives
ont été étudiées. Les cellules endothéliales peuvent moduler le tonus des cellules musculaires
lisses adjacentes par différents mécanismes. L’endothélium inactive des substances vasoactives
circulantes (noradrénaline, sérotonine, Kkinines) et active D’angiotensine. Les cellules
endothéliales produisent des substances vasoactives dont la prostacycline, les endothélines, le
PAF, le NO, I'EDHF et peut-étre des facteurs endothéliaux vasoconstricteurs. Le 10le
modulateur de certains facteurs endothéliaux est plausible, en particulier celui du NO qui sera
discuté dans le paragraphe suivant. L’absence de mise en évidence formelle de médiateurs a
conduit & envisager I’hypotheése d’un effet direct de I’hypoxie sur le muscle lisse vasculaire,

éventuellement modulé par I’endothélium.
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2 - Modulation directe du tonus vasculaire pulmonaire par I’ hypoxie

a - Endothélium et muscle lisse vasculaire

Il est difficile d’€tudier les effets de 1’ablation de 1’endothélium dans un poumon intact
car une lésion majeure de 1’endothélium produit toujours un oedéme pulmonaire important. Si
’endothélium d’un poumon isol€ est altéré moins séverement de fagon  éviter le développement
d’un oedeme pulmonaire important, la vasoconstriction hypoxique tend & augmenter, suggérant
qu’un endothélium intact n’est pas nécessaire au développement de la vasoconstriction
hypoxique (Hill ez al., 1983). Le retrait de ’endothélium des artéres pulmonaires proximales
est de réalisation technique aisée (Rodman ez al., 1990 ; Ogata et al., 1992 ; Omar & Wolin,
1992). Le retrait de I’endothélium des petites arteres, siege de la vasoconstriction hypoxique, est

difficile mais a pu &tre réalisé permettant la comparaison d’artéres proximales et de vaissaux plus

petits (100-350 pwm) résistifs (Leach er al., 1994).

Les annneaux vasculaires pulmonaires artériels de rat, quelle que soit leur taille et dont
I’endoth€lium est intact, ont une réponse biphasique a une hypoxie profonde (PO, = 33mmHg).
La contraction initiale transitoire est suivie par une augmentation de tension dont le
développement est plus lent et prolongé.

Dans des vaisseaux isolés, proximaux ou distaux, la dénudation endothéliale a peu
d’effet sur la contraction transitoire initiale mais empéche le développement de 1’augmentation
secondaire soutenue de la tension (Leach et al., 1994). L’administration d’un inhibiteur de la
synthese de NO, le L-NA, ne modifie pas l'effet de I’hypoxie. Ce résultat démontre que
dénudation endothéliale et administration d’inhibiteurs de la NOS ne sont pas équivalents et que
d’autres facteurs endothéliaux que le NO ont un r6le dans la modulation de la vasoconstriction
hypoxique.

Au niveau des vaisseaux proximaux aprés dénudation endothéliale, I’inhibition de la
contraction soutenue en réponse a I’hypoxie est observée sur des anneaux vasculaires isolés
provenant d’artéres pulmonaires humaines (Demiryurek et al., 1993), et de rat (Bennie et al.,
1991). Dans d’autres €tudes, la contraction hypoxique soutenue de gros vaisseaux pulmonaires

est potentialisée (Yuan ez al., 1990 ; Ogata et al., 1992) ou non modifiée (Kovitz er al., 1993)
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par la désendothélialisation. Ces résultats contradictoires sont expliqués en partie au moins par
I’intensité du stimulus hypoxique. Le retrait de 1’endothélium inhibe la contraction des cellules
musculaires lisses en cas d’anoxie mais potentialise la réponse si le stimulus hypoxique est
moins important (Rodman et al., 1990). Des lésions endothéliales chroniques, comme cela est
observé au cours des hypertensions artérielles pulmonaires pourraient majorer la réponse
pressive a I’hypoxie. Les résultats contradictoires sont également dus a d’autres éléments qui
peuvent varier suivant les expériences et les laboratoires comme des 1ésions des cellules
musculaires lisses faites lors de la dénudation endothéliale. Dans un poumon intact, la
vasoconstriction hypoxique peut €tre abolie par des imperfections techniques mineures lors de la

préparation expérimentale (Fishman, 1985).

L’hypoxie (PO, = 50 mmHg dans [Pexpérience rapportée) provoque un
raccourcissement des cellules musculaires lisses isolées provenant des artéres pulmonaires
(diametre < 600 um) et une relaxation des cellules provenant d’artéres cérébrales (Madden et al.,
1992). Cette expérience confirme que la vasoconstriction hypoxique est un mécanisme
intrinséque de la cellule musculaire lisse vasculaire pulmonaire et peut se produire en 1’absence
d’endothélium. Il apparait donc que la cellule musculaire lisse artérielle pulmonaire a la propriété

de se contracter en réponse a 1’hypoxie mais sa réponse est modulée par I’endothélium.

b - Réle du NO

Le role du NO au cours de I’hypoxie est controversé. Pour I’étudier, différents
inactivateurs du NO et inhibiteurs de la NOS ont été utilisés. Les premiéres études sont
critiquables car faites avec des inhibiteurs non spécifiques (Brashers et al., 1988) qui sont
également des inhibiteurs de la lipooxygénase et des antioxidants, les leucotrienes et les
antioxidants pouvant modifier le tonus vasculaire pulmonaire (Rodman & Voelkel, 1997). Le
N°®-monométhyl-L-arginine (L-NMMA), un analogue de la L-arginine qui inhibe la synthése de
NO, double I'intensité de la vasoconstriction hypoxique dans un modele de poumon perfusé
isolé de rat adulte ; I’effet du L-NMMA est aboli par un apport de L-arginine en excés (Archer et
al., 1989). Le D-NMMA est un stéréoisomere du L-NMMA dépourvu d’effet sur la NOS

(Moncada et al., 1991). Le D-NMMA ne modifie pas la vasoconstriction hypoxique, indiquant
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que I’inhibition de la synthése de NO rend compte des effets du L-NMMA (Archer et al., 1989).
La réponse vasoconstrictrice a 1’angiotensine II est également potentialisée par le L-NMMA. La
contraction hypoxique d’artéres pulmonaires proximales isolées est aussi augmentée par le L-
NMMA (Archer et al., 1989). L’augmentation de la vasoconstriction hypoxique par une
inhibition sélective de la synthése de NO a été confirmée par d’autres études utilisant divers
inhibiteurs de la NOS, L-NMMA, L-NA et L-NAME dans des préparations avec des lapins
(Persson et al., 1990) et des chiens (Leeman er al., 1994) anesthésiés, des poumons de rat
isolés perfusés (Hasunuma ez al., 1991a ; Liu er al., 1991b ; Oka et al., 1993 ; Isaacson et al.,
1994), des artéres intrapulmonaires de porc isolées (Ogata et al., 1992), des arteres
périphériques de chats anesthésiés in vivo (Shirai et al., 1997).

L’hémoglobine capte le NO aprés sa libération de la cellule endothéliale.
L’hémoglobine potentialise la vasoconstriction hypoxique dans des poumons isolés perfusés
(Hasunuma er al., 1991a ; Mazmanian et al., 1989) et dans des artéres pulmonaires isolées
(Ogata et al., 1992).

Les résultats de ces différentes études suggerent que la vasoconstriction hypoxique
provoque une libération de NO qui réduit I’augmentation de pression artérielle pulmonaire.

Plusieurs études réalisées sur des arteres pulmonaires isolées ont mis en évidence des
résultats opposés avec une réduction de la vasoconstriction hypoxique par les analogues de
I’arginine ou de I’hémoglobine (Johns et al., 1989 ; Omar et al., 1992 ; Kovitz et al., 1993 ;
Zelenkov et al., 1993). Cependant dans toutes ces études sauf une (Omar et al., 1992), la
réponse hypoxique ne reproduit pas la vasoconstriction hypoxique in vivo car il n’est observé
qu’une bréve contraction suivie d’une vasorelaxation prolongée. Dans une autre étude, la
contraction hypoxique de petites et grosses artéres pulmonaires n’est pas modifiée par le L-NA
(Leach et al., 1994). Ce résultat suggére que I’hypoxie potentialise la syntheése de NO, au moins
en partie, en augmentant le débit et la tension pariétale des vaisseaux constrictés. Ces
conséquences de la vasoconstriction sont visibles dans le poumon intact in vivo mais ne sont
pas retrouvées sur des arteres pulmonaires isolées. Ceci est confirmé par le fait que les
analogues de I’arginine potentialisent la vasoconstriction secondaire a I’hypoxie mais aussi a

d’autres stimuli vasoconstricteurs. La tension pariétale est un stimulus connu de la synthése du
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NO (Hecker et al., 1993). Il apparait donc que les agents qui réduisent le taux de NO
augmentent la vasoconstriction, incluant la vasoconstriction hypoxique. L’hypoxie et/ou la
vasoconstriction parait stimuler la synthése de NO dans la circulation pulmonaire.

Les effets directs de I’hypoxie sur la synthése de NO par I’endothélium pulmonaire ont
été mesurés. Dans des cultures de cellules endothéliales pulmonaires, I’activité vasorelaxante
dépendante de ’endothélium est réduite par une hypoxie sévere (PO, = 15 mmHg), mais non
modifiée par une hypoxie modérée (PO, = 42 mmHg). La durée de I’hypoxie sévere doit étre
d’au moins 25 minutes pour supprimer cette activité vasorelaxante, suggérant un épuisement de
mécanismes homéostatiques cellulaires plutdt qu’une réponse physiologique a la
vasoconstriction hypoxique qui survient en quelques secondes in vivo (Warren et al., 1989). La
production de NO est plus élevée dans les cellules endothéliales artérielles pulmonaires exposées
a 10 minutes d’hypoxie (PO, = 37 mmHg) que dans les cellules normoxiques (Hampl et al.,
1995). Une hypoxie aigué (PO, = 23 mmHg) ne modifie pas ’accumulation de nitrites et de
nitrates, dérivés métaboliques du NO, dans le perfusat de poumon isolé de lapin (Grimminger et
al., 1995). 11 apparait donc qu’une hypoxie modérée ne réduit pas et peut méme augmenter la

production de NO endothélial dans la circulation pulmonaire.

Le NO active la guanylate cyclase soluble qui synthétise le GMPc, second messager
I'origine de la vasorelaxation. Le taux intracellulaire de GMPc dépend également d’autres
facteurs que la guanylate cyclase soluble et 'activité de la guanylate cyclase n’est pas régulée
uniquement par le NO. Les effets du NO sur le taux de GMPc s’intégrent dans un réseau
complexe d’interactions et ne peuvent pas étre interprétés comme une simple relation de cause a
effet. Les mesures de GMPc retrouvent généralement (Burke-Wolin & Wolin, 1989 ; Johns et
al., 1989 ; Rodman et al., 1990; Zelenkov et al., 1993) mais pas toujours (Shaul et al., 1992),
une réduction des concentrations de GMPc intracellulaire dans les cellules vasculaires
pulmonaires en hypoxie modérée. Le taux de GMPc¢ diminue en hypoxie dans des anneaux
vasculaires pulmonaires désendothélialisés, démontrant que la diminution des taux de GMPc est
indépendante de 1’endothélium (Burke-Wolin & Wolin, 1989). L’inhibition de la guanylate

cyclase donne des résultats treés variables avec une augmentation (Mazmanian et al., 1989 ;

75



Rodman er al., 1990 ; Ogata et al., 1992) ou une réduction (Burke-Wolin & Wolin, 1989 ;
Hyman et al., 1989 ; Omar et al., 1992) de la vasoconstriction hypoxique. Les changements de
taux de GMPc participent au mécanisme de la vasoconstriction hypoxique mais le NO n’est pas
le principal stimulus de ces modifications du GMPc. Les variations de GMPc induites par
’hypoxie sont modulées par les effets du NO sur la guanylate cyclase. L’interprétation de ces
résultats est sujette a discussion mais il apparait que dans la circulation pulmonaire intacte, le
NO peut ne pas étre un médiateur important du faible tonus basal et son inhibition ne pas

expliquer la vasoconstriction hypoxique.

L’hypoxie a un réle important dans la modulation du tonus du muscle lisse vasculaire.
Le siége de la vasoconstriction hypoxique se situe au niveau des petites artéres musculaires.
Chez le chat, seules les arteres pulmonaires d’un diamétre inférieur & 500 pm répondent &
I’hypoxie par une vasoconstriction (Madden ez al., 1985). Chez le chien, I’hypoxie provoque
également une vasoconstriction des artéres pulmonaires périphériques (diametre de 30 a 70 pm)
provenant de lobes pulmonaires isolés quoique les cellules musculaires lisses soient peu
nombreuses et dispersées dans la paroi vasculaire de ces microvaisseaux (Hillier et al., 1997). 1l
s’y associe une dépolarisation membranaire et la génération d’un potentiel d’action dépendant du
calcium. Le rble de ’endothélium dans la genese de ces effets est peu probable car ’hypoxie
induit une vasoconstriction d’artéres pulmonaires désendothélialisées suggérant que la cellule
musculaire lisse peut €tre I’effecteur principal (Rodman et al., 1990). Rappelons que les cellules
musculaires lisses en cultures obtenues a partir d’artéres pulmonaires se contractent en hypoxie

(Murray et al., 1990).

Les différents travaux rapportés dans la littérature mettent donc en évidence une
augmentation de la vasoconstriction hypoxique lors de la réduction des taux de NO par
différents agents pharmacologiques comme les inhibiteurs de la NOS ou I’hémoglobine.
L’hypoxie et/ou la vasoconstriction stimulent la synthése de NO dans la circulation pulmonaire.

Pour préciser le rdle du NO sur la circulation pulmonaire périphérique, siege de la

vasoconstriction hypoxique, nous avons €tudi€ 'effet du L-NAME et du nitroprussiate de
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sodium sur la relation pression/débit dans la circulation pulmonaire périphérique chez le chien,

in vivo (cf p. 118).

¢ - Role des canaux ioniques

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer un effet vasoconstricteur
pulmonaire direct de I’hypoxie, faisant intervenir notamment les canaux calciques et potassiques
(Weir & Archer, 1995). La contraction du muscle lisse nécessite ’entrée de calcium dans la
cellule par ouverture des canaux calciques voltage-dépendants. Les antagonistes des canaux
calciques voltages-dépendants inhibent la vasoconstriction hypoxique (McMurtry et al., 1976).
Le retrait du calcium du bain d’organe réduit la contraction d’anneaux artériels pulmonaires
induite par I’hypoxie (Harder et al., 1985). La vasoconstriction hypoxique est potentialisée par
le BAY K 8644, un agoniste des canaux calciques qui facilite I’entrée de calcium dans la cellule
par les canaux (McMurtry, 1985).

Plusieurs études suggerent que I’hypoxie peut directement causer une dépolarisation
membranaire de la cellule musculaire lisse et augmenter la concentration intracellulaire de
calcium. L’hypoxie provoque une dépolarisation membranaire au niveau des cellules
musculaires lisses d’artéres pulmonaires proximales qui est associée A une inhibition des canaux
potassiques dépendants du voltage (Post et al., 1992). La chélation du calcium intracellulaire
abolit cette activité, ce qui suggere que des canaux potassiques dépendants du calcium sont
impliqués. L’hypoxie provoque également la libération de calcium des stocks intracellulaires
(Salvaterra & Goldman, 1993 ; Jabr et al., 1997). Cette libération rapide de calcium inhibe les
canaux potassiques K, avec secondairement une dépolarisation membranaire et une ouverture
des canaux calciques voltage-dépendants de la membrane plasmique (Post er al., 1995 ; Jabr et
al., 1997). Cet effet de I’hypoxie sur la conductance potassique est spécifique de la cellule
musculaire lisse d’artére pulmonaire, I’hypoxie n’ayant pas d’effet sur les courants potassiques
de I’artere mésentérique (Yuan et al., 1993) ou un effet inverse sur la plupart des vaisseaux
systémiques (Weir & Archer, 1995).

Plusieurs hypothéses sont proposées pour expliquer la contraction du muscle lisse

vasculaire pulmonaire en réponse a I’hypoxie. Le mécanisme de transduction entre 1’hypoxie et
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les canaux ioniques n’est pas €lucidé au niveau des cellules musculaires lisses de D’artére
pulmonaire. Le role d’une diminution de la phosphorylation oxydative n’est pas démontré. La
vasoconstriction hypoxique fait intervenir des changements de 1’état d’oxydoréduction des
cellules musculaires lisses (Burke-Wolin & Wolin, 1989 ; Archer et al., 1993), une diminution
des taux de GMPc (Burke-Wolin & Wolin, 1989 ; Omar & Wolin, 1992) et une inhibition des
canaux potassiques de la membrane plasmique des cellules musculaires lisses (Post et al., 1992;
Archer et al., 1993). 11 s’ensuit une dépolarisation membranaire (Madden et al., 1985), une
activation des canaux calciques dépendants du voltage (McMurtry et al., 1976 ; Cornfield et al.,
1994), et une augmentation du taux de calcium libre intracellulaire dans la cellule musculaire
lisse (Salvaterra & Goldman, 1993 ; Cornfield et al., 1994). L augmentation du taux de calcium
cytosolique provoque une contraction de la cellule musculaire lisse vasculaire (McCall, 1987).
En résumé, le principal effecteur de la vasoconstriction hypoxique est la cellule
musculaire lisse de ’artere pulmonaire. Cependant les liens exacts entre hypoxie, canaux
ioniques et concentration intracellulaire de calcium ne sont pas bien connus. L’importance
relative des differents éléments et leurs séquences sont actuellement 1’objet d’investigations

(Weir & Archer, 1995).

3 - Variabilité régionale de la réactivité vasculaire

La majorité des €tudes ont €ét¢ réalisées a partir de cellules provenant d’artéres
pulmonaires proximales. Il existe cependant des différences régionales dans la réactivité
vasculaire pulmonaire. La structure et la composition des cellules musculaires lisses est
hétérogene et quatre phénotypes ont ét€ identifiés au niveau de I’artére pulmonaire, a différents
stades du développement (Frid ez al., 1994). Trois types de cellules vasculaires musculaires
lisses dans D’artére pulmonaire peuvent étre distingués d’un point de vue pharmacologique,
morphologique et €électrophysiologique (Albarwani e al., 1995). Ces cellules sont caractérisées
par des criteres €lectrophysiologiques et leur type de canal potassique dominant. Les cellules
K, ont une prédominance de canaux K, les cellules K, de canaux K, et les cellules mixtes
sont caractérisées par la présence des deux types de canaux potassiques K. et K. La

répartition de ces cellules est différente selon leur localisation proximale ou distale dans D’artére
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pulmonaire (Archer et al., 1996). Les artéres proximales contiennent de nombreuses cellules
musculaires lisses K, ; les artéres de résistance ont une majorité de cellules K, et peu de
cellules K.,.

L’hypoxie dépolarise les cellules K, par une inhibition réversible et rapide des canaux
Kpr qui controlent le potentiel de membrane au repos. Le NO hyperpolarise les cellules K., par
une ouverture des canaux K., (Archer et al., 1996 ; Nossaman et al., 1997). Le corollaire
fonctionnel de cette diversité électrophysiologique est la contraction en hypoxie des vaisseaux
résistifs riches en cellules K, et la réponse biphasique avec une relaxation prédominante en
hypoxie des vaisseaux proximaux.

Le NO a un effet dilatateur plus important sur les vaisseaux proximaux que résistifs
(Archer er al., 1996). L’importance des différences régionales de réactivité vasculaire
pulmonaire a également été mise en évidence notamment par 1’étude de la répartition des sous-
types de récepteurs du systtme adrénergique (Kemp et al., 1997) et des récepteurs des
endothélines (Higashi et al., 1997).

La réactivité vasculaire pulmonaire a I’hypoxie est variable, en outre, selon les especes
et dans une méme espece selon les individus. Cette variabilité interindividuelle résulte de
I'influence plus ou moins prononcée de certains systtmes de régulation dépendant des

conditions physiologiques propres & chaque individu.

La complexité des mécanismes de la vasoconstriction hypoxique et la variabilité
régionale de la réactivité vasculaire pulmonaire rendent particulierement difficile 1’interprétation
des résultats des €tudes portant sur les effets pharmacologiques de différentes substances.

Il nous a donc paru utile d’étudier, en hypoxie, I’effet de drogues agissant sur les voies
du NO, d’inhibiteurs des canaux calciques, d’activateurs des canaux potassiques, d’un
antagoniste des récepteurs o,-adrénergiques et de I’almitrine, un stimulant des chémorécepteurs
périphériques, sur la circulation pulmonaire périphérique, chez le chien anesthésié in vivo ( cf p.

118-124).
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4- Conséquences de la chronicité de la vasoconstriction hypoxique

Nous ne détaillerons pas ce paragraphe car nous nous sommes intéressé essentiellement
aux conséquences de I’hypoxie aigug. La permanence de la vasoconstriction hypoxique conduit
au développement d’altérations structurales des vaisseaux pulmonaires avec une prolifération
des cellules musculaires lisses, un épaississement de la média et D’apparition de cellules
musculaires lisses dans les zones distales normalement non ou trés peu muscularisées, une
turgescence des cellules endothéliales, une infiltration du tissu conjonctif dans la média, I’intima
et ’adventice (Rabinovitch er al., 1979). L’importance de ce remaniement varie aussi selon les
especes et I’dge. Au cours de I’hypertension artérielle pulmonaire chronique, 1’endothélium perd
sa capacité de synthése du NO (Adnot et al., 1991b). La nature primitive ou secondaire de la
dysfonction endothéliale n’est pas connue mais ce déficit endogéne en NO aggrave
I’augmentation du tonus vasculaire, la croissance du muscle lisse et la susceptibilité
thrombogénique favorisant le développement de I’hypertension artérielle pulmonaire par ces
différents processus. L’hypoxie chronique inhibe également I’expression de genes codant pour
certaines sous unités des canaux K dépendants du voltage des cellules musculaires lisses

artérielles pulmonaires (Wang et al., 1997).

Jusqu’ici, nous avons considéré les effets de I’hypoxie sur la circulation pulmonaire.
L’hypoxie est observée habituellement au cours des maladies respiratoires. Plus rarement, une
hypoxémie est observée dans d’autres cadres nosologiques, comme au cours du syndrome

hépatopulmonaire, une complication de la cirrhose.
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F - Tonus vasculaire pulmonaire, NO et cirrhose
Syndrome hépatopulmonaire : réle du NO dans I’hyporéactivité pulmonaire et le développement

d’une hypoxémie

Au cours de la cirrhose, il existe souvent des perturbations hémodynamiques avec un
état hyperkinétique caractérisé par un débit cardiaque €levé et des résistances vasculaires
systémiques diminuées résultant d’une vasodilatation généralisée (Bomzon & Blendis, 1994).
La vasoréactivité pulmonaire peut étre également altérée avec le développement d’un syndrome

hépatopulmonaire.

1 - Syndrome hépatopulmonaire

Le syndrome hépatopulmonaire associe a une dysfonction hépatique, des dilatations
vasculaires intrapulmonaires et une hypoxémie avec atiénuation de la vasoconstriction
hypoxique ; le syndrome hépatopulmonaire se caractérise sur le plan hémodynamique par un état
hyperkinétique avec résistances vasculaires pulmonaires basses (Castro & Krowka, 1996 ;
Schraufnagel & Kay, 1996).

L’hypoxémie a été attribuée initialement & un déplacement vers la droite de la courbe de
dissociation de I’oxyhémoglobine. La diminution de 1I’affinité¢ de 1’hémoglobine pour I’oxygene,
causée par une augmentation du 2-3 diphosphoglycérate intracellulaire, ne rend pas compte a
elle seule du degré d’hypoxémie observé et d’autres causes ont €té mises en €vidence, incluant
un shunt intrapulmonaire droit-gauche, une limitation de la diffusion alvéolocapillaire et une
inhomogénéité des rapports ventilation-perfusion (Rodriguez-Roisin et al., 1987, 1992). Le
mécanisme de I’hypoxémie a été précisé par la technique d’élimination des gaz inertes. Cette
technique fournit une estimation quantitative de la distribution des rapports ventilation/perfusion
(V/Q), de la diffusion alvéolo-capillaire de ’oxygene, de la présence ou de I’absence de shunt
artérioveineux. Les patients cirrhotiques normoxémiques ont une distribution normale des
rapports ventilation/perfusion. Les patients modérément hypoxémiques ont une inhomogénéité
des rapports ventilation/perfusion, liée a des dilatations vasculaires intrapulmonaires mais sans

shunt vrai. Ils ont aussi une limitation de la diffusion de I’oxygéne. Pour préciser le role du
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tonus vasculaire pulmonaire sur les échanges gazeux au cours de la cirrhose, la technique
d’élimination des gaz inertes a été utilisée en air ambiant et lors de I’inhalation d’un mélange
gazeux hypoxique (Rodriguez-Roisin et al., 1987). L ’évolution de I’hépatopathie s’accompagne
du développement de perturbations de la vasoconstriction hypoxique qui peut étre abolie dans
les cas les plus graves. L’administration d’oxygene pur ne corrige pas toujours complétement
I’hypoxémie dans le syndrome hépatopulmonaire. Dans ce cas, il existe un «shunt vrai» di a
des fistules artérioveineuses ou a des dilatations vasculaires pulmonaires importantes.
L’augmentation de calibre de ces capillaires pulmonaires diminue la possibilité de diffusion de
I’oxygene jusqu’au centre du capillaire contenant le sang veineux mélé et donc I’oxygénation.
De plus, I’état hyperdynamique diminue le temps de transit intrapulmonaire et donc le temps de
contact oxygene-érythrocytes, aggravant I’hypoxémie (Rodriguez-Roisin et al., 1992).

Le mécanisme de la perte du tonus vasculaire chez les patients porteurs de dilatations
vasculaires pulmonaires est inconnu. Parmi les hypotheéses proposées, certaines mettent en
avant un déséquilibre entre facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs, avec un exceés de
vasodilatateurs chez les patients présentant un syndrome hépatopulmonaire. D’autres ont
proposé un défaut d’épuration hépatique d’une substance vasodilatatrice pulmonaire (glucagon,
CGRP, VIP, ANF, substance P, PGE, ou PGI,) ou une inhibition ou une métabolisation
hépatique de vasoconstricteurs circulants comme la tyrosine, la sérotonine ou I’endothéline mais

peu d’arguments confirment ces hypothéses (Panos & Baker, 1996).

2 - Rble du NO dans le controle du tonus vasculaire au cours de la cirrhose

En 1991, Vallance et Moncada ont avancé I’hypothése d’une augmentation de la
synthese et de la libération de NO, induite directement par une endotoxinémie fréquente au cours
de la cirrhose ou indirectement par des cytokines, a I’origine de la vasodilatation généralisée de
la cirrhose (Vallance & Moncada, 1991). En effet, les études chez I’animal démontrent que
I’endotoxine bactérienne et les cytokines induisent I’expression de la NOS inductible dans la
paroi vasculaire a l’origine d’une vasorelaxation et d’une baisse de la réactivité aux agents
vasoconstricteurs (Rees et al., 1990 ; Busse & Mulsch, 1990 ; Griffiths et al., 1995). Ces effets

sont abolis par I’administration de L-NMMA, un inhibiteur de la NO synthétase (Rees et al.,
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1990 ; Griffiths et al., 1995). Des résultats expérimentaux obtenus chez des rats ayant une
hypertension portale mettent en évidence une augmentation de production de NO qui pourrait
ére & Dorigine de la vasodilatation généralisée (Pizcueta er al., 1992). L’hyporéactivité
vasculaire systémique a la méthoxamine, un agent vasoconstricteur «,-adrénergique, est
supprimée par I’administration d’un inhibiteur de la synthese du NO in vitro (Sieber et al.,
1992) et in vivo (Lee et al., 1992). Ces études soulignent I'importance du NO dans le controle

du tonus vasculaire systémique au cours de la cirrhose.

Cependant, d’autres travaux apportent des éléments contradictoires. Dans le méme
modele de cirrhose induite par une hypertension portale chez le rat, Sogni et al., ne mettent pas
en évidence de différence dans la réduction du débit cardiaque et du débit sanguin portal in vivo
apres I’inhibition de la NOS par le L-NMMA par rapport aux rats controles (Sogni et al., 1992).
La m&me équipe constate ’absence de différence de concentrations artérielles de GMPc avant et
aprés administration de L-NMMA entre rats témoins et cirrhotiques. Des résultats
hémodynamiques comparables sont observés chez des lapins ayant une cirrhose secondaire a
une hypertension portale (Wu et al., 1993). L’effet vasoconstricteur dose-dépendant de
Uinhibition de la cyclooxygénase dans ce dernier modele indique la participation des
prostaglandines au contrdle du tonus vasculaire systémique au cours de la cirrhose (Wu et al.,
1993). L’hypertension portale augmente la tension pariétale vasculaire au niveau de la
circulation splanchnique ce qui favorise probablement la libération endothéliale de prostacycline
(Frangos et al., 1985) et de NO (Rubanyi e al., 1986). Ces différents éléments suggerent que
I’hypothese de Vallance-Moncada, selon laquelle ’augmentation de NO au cours de la cirrhose
est a I’origine d’une vasodilatation généralisée, doit étre modulée car le NO est seulement un des
médiateurs qui participe avec d’autres €léments au contrdle du tonus vasculaire au cours de la
cirrhose (Wu et al., 1993 ; Bomzon er al., 1994).

Plusieurs arguments plaident en faveur d’un réle du NO dans la vasodilatation
pulmonaire du syndrome hépatopulmonaire. Chez trois patients porteurs d’un syndrome
hépatopulmonaire, la concentration de NO exhalé était augmentée et est retournée a une valeur

normale chez le patient qui a eu une transplantation hépatique (Cremona et al., 1995). Dans un
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autre cas, ’administration de bleu de méthyléne - qui bloque la guanylate cyclase et donc
I’action du NO - a réduit partiellement le shunt et amélioré I’hypoxémie d’un patient ayant un
syndrome hépatopulmonaire (Rolla ez al., 1994). Ces observations exceptionnelles ont été
confirmées par d’autres études. Il existe une corrélation négative entre la concentration de NO
exhalée et les résistances vasculaires pulmonaires (Sogni et al., 1995). La concentration de NO
exhalée, €levée chez les patients cirrhotiques augmente davantage au cours du syndrome
hépatopulmonaire (Rolla et al., 1997). Le NO n’est certainement pas le seul facteur impliqué et
ne rend pas compte de toutes les anomalies observées au cours du syndrome hépatopulmonaire,

notamment des dilatations vasculaires pulmonaires importantes.

La compréhension de la physiopathologie du syndrome hépatopulmonaire a été
longtemps limitée par I’absence de modele animal. Récemment, Chang et Ohara ont proposé un
modele animal pour I’étude du syndrome hépatopulmonaire chez le rat aprés une ligature du
canal cholédoque permettant d’induire une cirrhose biliaire en quelques semaines (Chang &
Ohara, 1992). Ces rats cirrhotiques ont un débit cardiaque augmenté, des résistances vasculaires
systémiques et pulmonaires diminuées, une atténuation de la réponse vasculaire pulmonaire a
I’hypoxie avec une augmentation du gradient alvéolo-artériel en oxygeéne ; les études en
microscopie électronique ont confirmé I"augmentation du diametre des capillaires pulmonaires
(Schr_aufnagel et al., 1997). Cependant, le role du NO au niveau de la circulation pulmonaire n’a
pas été étudié dans ce modele et une augmentation de la production de NO au niveau de la
circulation pulmonaire dans le syndrome hépatopulmonaire n’est donc pas démontrée
expérimentalement. Nous avons utilisé le modele de Chang et Ohara pour étudier, in vitro, la
vasoréactivité pulmonaire de rats cirrhotiques et préciser le réle du NO dans I'hyporéactivité
pulmonaire a la phényléphrine, un agent vasoconstricteur agoniste des récepteurs o,-

adrénergiques, au cours du syndrome hépatopulmonaire (Chabot et al., 1996 ; cf p. 92-93).

Différents travaux suggerent un réle du NO dans les perturbations de la vasoréactivité
pulmonaire au cours du syndrome hépatopulmonaire, probablement dii & un excés de production
du NO. Au cours d’infections graves, un exces de production de NO peut également étre mis en

évidence et €tre a I’origine d’altérations du tonus vasculaire.
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G- Tonus vasculaire pulmonaire, NO, peroxynitrite et sepsis

Rappelons que dans des conditions physiologiques, le NO libéré par les cellules
endothéliales régule le débit sanguin et la pression de perfusion systémique et pulmonaire
(Moncada et al., 1991). La formation de NO est catalysée par la cNOS. Cette enzyme assure la
formation de quantités limitées de NO. Dans les cas d’inflammation, tel un choc septique, iNOS
est exprimée, conduisant a la production de quantités importantes de NO. Cette quantité trés
élevée de NO pourrait rendre compte de la chute de la pression artérielle systémique observée au
cours du choc septique (Petros et al., 1991). Le NO a concentration élevée a des propriétés
cytotoxiques et a été associé A une suppression de la respiration mitochondriale de cellules
musculaires lisses d’aorte de rat en culture. L’inhibition de la respiration mitochondriale réduit
la contractilité artérielle et pourrait étre un mécanisme vasodilatateur dépendant du NO (Geng et

al., 1992).

1- Synthése de peroxvnitrite

Au cours du sepsis, les polynucléaires neutrophiles sont activés et sont a I’origine de
taux €élevés d’anions superoxides formés par le systeme de la nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate (NADPH) oxidase. Un exces de production de NO et d’anion superoxyde conduit a
la formation de peroxynitritt (ONOO) (Beckman et al., 1990). Dans les conditions
physiologiques, la formation de peroxynitrite est maintenue a un taux tres faible sous ’action
d’une enzyme, la superoxyde dismutase (SOD) qui catabolise 1’anion superoxyde et par la
capacité limitée de production de NO par la ¢cNOS. Quand I'iNOS est exprimée dans des
conditions ou la formation d’anion superoxyde est augmentée ou lactivité de la SOD est

diminuée, le peroxynitrite est formé en exces.

2- Cytotoxicité du peroxynitrite

L’activité biologique et la cytotoxicité du peroxynitrite dépendent de I’environnement

cellulaire ou biochimique, notamment de la présence de protéines, de radicaux thiols, de glucose
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et du rapport NO/anion superoxide ; ces facteurs influencent sa toxicité potentielle (Beckman et
al., 1990 ; Villa et al., 1994). Dans certaines conditions expérimentales, le peroxynitrite peut
former des donneurs de NO et transférer le NO sur des radicaux thiols. Dans d’autres
conditions, le peroxynitrite se comporte comme un agent plus toxique que le NO ou I’anion
superoxyde seul. Dans différentes conditions physiopathologiques associées a une inflammation
ou a un stress oxydatif, le peroxynitrite apparait comme un médiateur important des 1€sions
cellulaires (Szabo et al., 1996). Le peroxynitrite participe au moins a 3 voies d’oxydation par
I'intermédiaire de produits métaboliques incluant le radical hydroxyl, une réaction directe avec
des groupes sulfhydryles et des réactions de nitration des noyaux phénoliques.

Les mécanismes de la cytotoxicité du peroxynitrite sont multiples. Le peroxynitrite est
un oxydant toxique qui inhibe la respiration cellulaire (Radi ez al., 1994 ; Salgo et al., 1995 ;
Szabo et al., 1996) et peut participer a la dysfonction endothéliale observée au cours du choc
septique (Liu er al., 1994 ; Villa et al., 1994 ; Kooy et al., 1995). Le peroxynitrite inhibe la
respiration cellulaire directement par I’inhibition du transport mitochondrial des €lectrons (Radi
et al., 1994) et indirectement en activant une enzyme nucléaire, la poly (adénosine 5’-
diphosphoribose) synthase (PARS) (Salgo et al., 1995). Le peroxynitrite brise I’ADN (Salgo et
al., 1995). Les fragments d’ADN activent la voie de la PARS. La PARS est une enzyme
nucléaire capable de modifier la structure des protéines et de polymériser des nucléotides.
L’activation de la PARS scinde le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD") en ADP-ribose et
nicotinamide. La PARS fixe le fragment ADP-ribose a différentes protéines, y compris la PARS
elle-méme, avec une extension du fragment initial ADP-ribose en un polymeére, le poly (ADP)
ribose au sein de I’ADN. L’activation de PARS diminue rapidement la concentration
intracellulaire de son substrat, le NAD®, ralentissant la glycolyse, le transport des électrons et
donc la synthése d’ ATP, provoquant une dysfonction cellulaire par dépletion énergétique puis la
mort cellulaire. Ce mécanisme, nommé «voie suicide» ou cycle «futile» de la PARS, a déja été
mis en évidence dans le stress oxydatif (Schraufstatter et al., 1986) ; il est également un

médiateur de la cytotoxicité du NO (Zhang er al., 1994).

86



3- Effets vasculaires du peroxynitrite

Le peroxynitrite a une action vasodilatatrice dans des préparations vasculaires in vitro,
incluant des artéres pulmonaires bovines (Wu er al., 1994) et des arteéres coronaires de rat (Liu
et al., 1994). De plus, dans 1’aorte de rat, ’activation de la PARS par le peroxynitrite endogéne
rend compte de I’hyporéactivité vasculaire observée au niveau de l’aorte aprés un sepsis
expérimental (Szabo et al., 1996). Cependant, le role de I’activation de la PARS dans la
vasodilatation pulmonaire induite par le peroxynitrite et le role potentiel de I’activation de la
PARS dans la relaxation du muscle lisse vasculaire induite par le NO endothélial ne sont pas
connus. Nous avons précisé le role du peroxynitrite et de I’activation de la PARS, in vitro, sur

le tonus vasculaire d’artéres pulmonaires de rat par la technique des anneaux vasculaires isolés

(Chabot et al., 1997a ; cf p. 94-96).
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II - Etudes in vitro
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La vasoréactivité pulmonaire a €€ €tudiée in vitro par la technique des anneaux
vasculaires avec deux travaux réalisés dans des laboratoires différents. Pour éviter les
répétitions, nous décrivons la méthodologie générale de ce type d’étude puis les points
spécifiques a chacune des études. Les détails méthodologiques et les résultats sont présentés et

discutés dans les publications originales (Chabot et al., 1996 ; 1997b).

A - Technique des anneaux vasculaires

1 - Préparation des anneaux vasculaires pulmonaires

L’étude est réalisée sur des anneaux vasculaires pulmonaires provenant de rats males.
Les rats sont anesthésiés (éther) ou subissent une rupture cervicale aprés une prémédication
anesthésique intrapéritonéale par 1’association d’un morphinique d’action rapide et d’un
neuroleptique de la classe des butyrophénones. Aprés une excision rapide, le bloc coeur-
poumons est placé immédiatement dans une solution de Krebs froide (4°C). Le tissu
périvasculaire est retiré, les artéres pulmonaires proximales sont disséquées soigneusement,
puis coupées en anneaux vasculaires (longueur : 3 & 5 mm ; diametre externe : 1 & 2 mm).
L’endothélium est préservé. L’intégrité endothéliale a été vérifiée dans tous les cas par un test
pharmacologique de vasodilatation a I’acétylcholine.

La petite taille des vaisseaux pulmonaires du rat ne permet d’obtenir que 2 a 4 segments

vasculaires par animal.

2 - Etudes pharmacologiques

Les anneaux vasculaires sont montés sur deux tiges métalliques rigides et suspendus
dans un bain d’organe contenant une solution de Krebs (Fig 10). La solution est oxygénée avec
un mélange gazeux (95% O, et 5% CO,) et maintenue & une température constante de 37°C par
un bain chauffant. Une des tiges métalliques est fixe et I’autre reliée a un capteur de force dont le
signal amplifié s’inscrit sur enregistreur polygraphique. Chaque anneau est soumis a une

tension de base et les changements de tension isométrique sont enregistrés (Fig 10).
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Fig 10 : Technique des anneaux vasculaires isolés : préparation
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a - Etudes dose-contraction

Apres une période d’équilibre de 20 minutes, une précontraction est obtenue par
I’adjonction de chlorure de potassium (KCI) dans le bain d’organe. Le potassium induit une
augmentation de tension par dépolarisation directe de la cellule vasculaire musculaire lisse.
L’augmentation de tension obtenue avec un plateau stable supérieur a 0,5 g permet de confirmer
la sensibilité de 1’anneau vasculaire isolé aux agents vasoconstricteurs, indépendamment de
I’état fonctionnel de I’endothélium vasculaire pulmonaire. Quand la contraction maximale due au
potassium est obtenue, les anneaux sont soigneusement lavés. La relaxation de I’anneau
vasculaire est confirmée par la baisse de la tension isométrique qui retourne a la valeur de base.
Un temps d’équilibre des anneaux d’au moins 45 minutes, sans nouveau stimulus
vasoconstricteur, est nécessaire avec changement de la solution du bain d’organe toutes les 15 a
20 minutes. La réponse contractile & des concentrations cumulatives d’un produit supposé
vasoconstricteur est ensuite étudiée. Pour évaluer I'influence du NO sur la réponse

vasoconstrictrice, certains anneaux sont prétraités 15 minutes auparavant avec un inhibiteur de la
synthése du NO, le N nitro-L-arginine (L-NA, 10* M) ou le N® nitro-L-arginine methyl ester

(L-NAME, 10 M).

b - Etudes dose-relaxation
Une relaxation ne peut étre observée qu’apres une augmentation du tonus de base. Une
précontraction est obtenue aprés ’adjonction dans le bain d’organe de phényléphrine (10° M)
ou d’U46619 (10° M), un analogue du thromboxane. Quand une tension élevée stable est
obtenue, I’effet de concentrations cumulatives de vasodilatateurs est étudié, notamment par des
concentrations cumulatives d’acétylcholine (10° 2 10° ou 10* M) ou de nitroprussiate de
sodium (10® a 10" M) ajoutées dans le bain d’organe pour étudier la vasodilatation,

respectivement dépendante et indépendante de I’endothélium.

3 - Préparation des drogues

Toutes les drogues proviennent de Sigma Chemical, sauf le peroxynitrite qui est

préparé dans le laboratoire, et sont diluées dans de I’eau distillée, a D’exception de
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I’indométacine diluée dans I’alcool, du L-NAME et du 3-aminobenzamide dilués dans la
solution de Krebs. Toutes les solutions sont préparées le jour de 1’expérience, juste avant leur

usage.

B- Role du monoxyde d’azote dans la vasoréactivité pulmonaire au cours

de la cirrhose expérimentale (Chabot ez al., Eur Respir J 1996; 9: 560-564)

Nous avons utilisé le modele de syndrome hépatopulmonaire décrit par Chang & Ohara
(1992) pour étudier, in vitro, la vasoréactivité pulmonaire de rats cirrhotiques et préciser le role
du NO au cours du syndrome hépatopulmonaire dans I’hyporéactivité pulmonaire a la

phényléphrine, un agent vasoconstricteur agoniste des récepteurs o, -adrénergiques.

1- Techniques chirurgicales

L’étude a €té réalisée sur des anneﬁux vasculaires pulmonaires provenant de rats males
Sprague-Dawley d’un poids de 150 a 175 g. Ces rats ont été répartis en 2 groupes, cirrhotique
et contrOle. Toutes les interventions chirurgicales sont réalisées sous anesthésie a 1’éther. Une
ligature du canal cholédoque est réalisée chez les rats du premier groupe. Cette ligature de la
voie biliaire induit le développement d’une cirrhose biliaire en 4 semaines, avec un état
hyperkinétique et un syndrome hépatopulmonaire. L’existence d’une cirrhose hépatique a été
confirmée sur les premiers rats €tudi€s dans ce travail par la présence de nodules de régénération
avec histologiquement une fibrose annulaire associée a des altérations cellulaires des
hépatocytes. Le groupe contrdle subit une laparotomie sans ligature du canal cholédoque. Les
blocs coeur-poumons sont retirés 4 semaines apres la premiere intervention chirurgicale. Vingt
blocs coeur-poumons ont pu étre disséqués, provenant de 10 rats cirrhotiques et 10 rats

controles.
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2- Etudes pharmacologiques

a - Etudes dose-contraction

Apres une précontraction des anneaux vasculaires pulmonaires avec du potassium
(KCI : 60 mM), les anneaux sont soigneusement lavés. Aprés une période d’équilibre de 60
minutes, tous les anneaux sont préincubés pendant 30 minutes avec de I’indométacine (10° M).
L’incubation avec I’indométacine inhibe la voie de la cyclooxygénase et permet donc de
s’affranchir de I’action de prostaglandines néoformées. L’indométacine est dilué dans de
I’éthanol & 50%. La concentration finale d’éthanol dans le bain d’organe ne dépasse pas
0,001%, concentration dénuée d’effet sur I’anneau vasculaire. La réponse contractile a des
concentrations cumulatives de L-phenyléphrine (10® 2 10° M) est ensuite étudiée. Pour évaluer

I'influence du NO sur la réponse vasoconstrictrice de la phényléphrine, certains anneaux sont
prétraités avec le N® nitro-L-arginine (10 M).

b - Etudes dose-relaxation
Aprés une précontraction submaximale avec de la phényléphrine pour obtenir une
tension é€levée stable, des concentrations cumulatives d’acétylcholine (10® 2 10° M) ou de

nitroprussiate de sodium (10® a4 10 M) sont ajoutées dans le bain d’organe pour étudier la

dilatation des anneaux vasculaires des 2 groupes.

3 - Principaux résultats

La réponse contractile & la phénylephrine des anneaux vasculaires provenant de rats
cirrhotiques est significativement réduite comparativement a celle d’anneaux vasculaires des rats
contrdles. Un pré-traitement avec du L-NA (10* M) augmente significativement la réponse
contractile a la phényléphrine pour les anneaux vasculaires des rats du groupe cirrhose mais ne
modifie pas la réponse dans le groupe controle. Le L-NA restaure une réponse a la
phényléphrine dans le groupe cirrhose comparable & celle obtenue chez les rats contrdles. Il n’y
a pas de différence de relaxation des anneaux vasculaires pulmonaires entre les 2 groupes en
réponse a ’acétylcholine et au nitroprussiate de sodium. Les résultats sont détaillés et discutés

dans la publication insérée dans les pages suivantes.
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ABSTRACT: The aim of this study was to see whether increased activity of nitric
oxide (NO) might account for decreased pulmonary vascular tone seen in the hyper-
dynamic circulation of cirrhosis. We compared the pulmonary vascular reactivity
of isolated pulmonary arteries (PA) from control rats (n=10), and rats with biliary
cirrhosis (n=10) induced by chronic bile duct ligation (4 weeks).

The responses of PA rings to cumulative concentrations of phenylephrine, acetyl-
choline and sodium nitroprusside were studied, and also the effects of inhibition of
synthesis of NO by the rL-arginine analogue, N®-nitro-L-arginine (L-NOARG) in PA
rings challenged with cumulative concentrations of phenylephrine and acetylcholine.

The contractile response to phenylephrine was significantly reduced in cirrhotic
PA rings as compared with controls. Pretreatment with L-NOARG (10+ M)
significantly increased the contractile response to phenylephrine in PA rings from
cirrhotic rats but not in control PA rings. Furthermore, L-NOARG restored the
response to phenylephrine in cirrhotic PA rings back to normal. There was no dif-
ference in the relaxation of PA rings from both groups in response to acetylcholine
and sodium nitroprusside.

We conclude that in vitro pulmonary artery ring hyporeactivity to phenylephrine
results from increased nitric oxide production in the pulmonary circulation of cir-
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rhotic rats and might account for the hepatopulmonary syndrome.

Eur Respir J., 1996, 9, 560-564

Pulmonary vascular reactivity is often altered in cir-
rhosis resulting in the hepatopulmonary syndrome or,
less frequently, pulmonary hypertension. The mecha-
nisms underlying pulmonary hypertension in cirrhosis
are still unknown [1]. However, it seems likely that they
are different from those of the hepatopulmonary syn-
drome [2]. The latter is characterized by pulmonary gas
exchange abnormalities with impaired hypoxic pulmo-
nary vasoconstriction, intrapulmonary microvascular dila-
tation, high cardiac output and low pulmonary vascular
resistance [2].

A recent hypothesis by VaLLance and Moncapa [3]
related the hyperdynamic circulation in cirrhosis to in-
creased synthesis and/or release of nitric oxide (NO). NO
modulates pulmonary vascular tone in man both in health
and disease [4, 5]. However, some uncertainties still
exist as to the role of NO in the modulation of pulmonary
vascular tone in rats [6-12].

Until the present time, only a few studies have looked
at the putative role of NO in the hepatopulmonary syn-
drome. MavyoraL et al. [13] found increased NO in the
exhaled breath of patients with the hepatopulmonary syn-
drome, probably as a result of overproduction of NO in
the lungs. However, there is so far no direct evidence
supporting the hypothesis that NO production might be

Received: June 2 1995
Accepted after revision December 12 1995

increased in the pulmonary circulation of patients with
cirrhosis. Such evidence is difficult to obtain in humans.
Therefore, we used an animal model of hepatopulmonary
syndrome [14] to assess the reactivity of isolated pul-
monary arteries from rats with biliary cirrhosis.

Methods

Surgical techniques

Male Sprague-Dawley rats weighing 150175 g were
purchased (Centre d'Elevage Janvier, Le Genest-Saint-
Isle, France) and given food and water ad libitum. They
were divided into two groups. One group (cirrhosis
group) had the common bile duct ligated, as described
previously [14, 15]. Briefly, under light ether anaesthe-
sia, the abdomen was opened through a midline incision
and the common bile duct was dissected and resected
between 4.0 silk ligatures. The abdomen was closed with
sutures and the rats were allowed to recover. The total
mortality rate was approximately 20%, with the majo-
rity of deaths in the first 2 weeks. This procedure is
known to lead to biliary cirrhosis within 4 weeks with
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haemodynamic features of portal hypertension and hyper-
kinetic circulation with high cardiac output and decreased
systemic vascular resistance [14, 15].

Histological features of liver cirrhosis were sought and
documented in the first rats that underwent common bile
duct ligation, In the control group, rats were anaestheti-
zed and their abdomen was opened without bile duct lig-
ature. Four weeks after the first operation, the heart-lung
block was removed under ether anaesthesia for pharma-
cological study.

Tissue preparation

Segments of pulmonary artery were obtained from 20
rats (10 control and 10 with cirrhosis). Immediately after
excision of the heart-lung block, tissues were placed in
cold (4°C), pregassed Krebs-Ringer bicarbonate (KR)
solution and transported to the laboratory for dissection.
The composition of the KR solution was as follows (in
mmol-L-1): NaCl 118; NaHCO, 25.5; KCl 5.9; NaHPO,,
1.2; MgSO, 1.2; CaCl, 2.5; glucose 5.6. Vascular seg-
ments were obtained from proximal pulmonary arteries
which had been carefully dissected, cleaned of excessive
connective tissue and cut into rings (3—5 mm in length
and 1-2 mm outer diameter). The endothelium was care-
fully preserved in all specimens.

Due to the relatively small size of the pulmonary cir-
culation of the rat, the tissue obtained from each animal
could only be divided into 2-4 different vascular seg-
ments, each segment being tested only once. Because
this study involved the testing of various pharmacologi-
cal compounds (see next paragraph), the number of rats
used for a given subset of pharmacological study was
always less than 10, which represented the total number
of rats in the control and the disease groups, respectively.

Pharmacological studies

Dose-contraction studies. Rings were mounted over fine
rigid wires, in organ chambers filled with 13 mL of KR
buffer, which was freshly prepared. The solution was
bubbled with 95% O, and 5% CO,, maintained at 37°C
by an outer bath warmed by a recirculating heater (Polystat
22, Biobkock, Illkirch, France). Each ring was preset at
its optimal length for tension development, and changes
in isometric tension were recorded by a force transducer
(Amplifier 6112, Palmer Bioscience, Sheerness, UK) con-
nected to a chart drive recorder (L 6514, Linseis, Bioblock,
llikirch, France). After precontraction with potassium
chloride (KCl, 60 mM), the rings were carefully washed,
and were allowed to equilibrate in the bath with the ten-
sion returning to baseline, at least 60 min during which
the fluid in the bath, was changed every 15 min. After
equilibration, all rings were preincubated for 30 min with
indomethacin (105> M), which remained in the bath
throughout the studies. Thereafter, contraction to cumu-
lative doses of L-phenylephrine dichloride (108 to 105
M) was assessed. To assess the influence of NO on the
vasocontractile response to phenylephrine, some of the

rings were pretreated with a competitive inhibitor of NO
synthesis, the L-arginine analogue, N®-nitro-L-arginine
(L-NOARG, 104 M).

Dose-relaxation studies. After submaximal precontrac-
tion with phenylephrine to obtain a stable plateau of
increased tension, cumulative concentrations of acetyl-
choline chloride (108 to 10-5 M) and sodium nitroprus-
side (10-® to 104 M) were added to the baths to assess
endothelium-dependent and -independent vasodilatation,
respectively, in PA rings from both groups.

Drugs

All the drugs were purchased from Sigma Chemical
(Saint-Quentin Fallavier, France) and diluted in distilled
water, except for indomethacin, which was dissolved in
50% ethanol. The final concentration of ethanol in the
organ bath did not exceed 0.001%, which, in itself, did
not have any effect on the tissue. All solutions were
freshly prepared before use.

Statistical analysis

All data were expressed as meantseMm. Contraction in
response to phenylephrine was expressed as the percen-
tage of contraction in response to KCI (60 mM). Relaxa-
tion in response to acetylcholine and sodium nitroprusside
was expressed as the percentage of precontraction. Non-

parametric Wilcoxon test for unpaired values [16] was

used to compare reactivity (i.e. maximal contraction and
maximal relaxation) of PA rings from cirrhotic rats and
controls in response to phenylephrine, acetylcholine and
sodium nitroprusside. Response of PA rings pretreated
with L-NOARG was compared with those of untreated
PA rings from both the control and the cirrhotic groups
by the nonparametric Wilcoxon test for paired values
[16]. A p-value of less than 0.05 was considered to indi-
cate statistical significance.

Results

All rats were studied 28 days after bile duct ligation
or sham-operation. Histologically, livers of rats with
chronic bile duct ligation showed evidence of micro-
nodular cirrhosis with severe fibrosis.

PA rings from rats with cirrhosis developed a lesser
vasocontractile response to phenylephrine as compared
with controls (maximal contraction=12329% in control
rats versus 93+11% in rats with cirrhosis; p<0.01) (fig. 1).
Pretreatment with L-NOARG restored the vasocontrac-
tile response to phenylephrine in PA rings of cirrhotic rats
(increasing maximal contraction from 93+11 to 127+
15%; p<0.005) (fig. 2). L-NOARG did not significantly
change the vasocontractile response to phenylephrine in
PA rings of control rats (maximal contraction=128+25 ver-
sus 123+9% in PA rings pretreated and untreated with L-
NOARG, respectively) (fig. 2). There was no significant
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Fig. 1. — Tension developed in response to phenylephrine in pul-
monary arterial rings from control rats (n=7) (—O—) and cirrhotic
rats (n=5) (—®—) expressed as % of tension developed to KCIL

Results are expressed as meantsem. Each ring was obtained from a
different animal. BL: baseline.

difference between the rings of cirrhotic rats after addi-
tion of L-NOARG compared to those of control rats after
addition of L-NOARG (fig. 2).

Acetylcholine induced a similar relaxation in both
groups (fig. 3). Pretreatment with L-NOARG signifi-
cantly inhibited endothelium-dependent relaxation to
acetylcholine (p<0.0001) in pulmonary artery rings from
rats of both groups (fig. 3). There was no significant dif-
ference between the groups in the concentration-depen-
dent relaxation to sodium nitroprusside (fig. 4).
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Fig. 2. - Maximal contraction developed in response to phenyle-

phrine in rings from control (n=7) and cirrhotic rats (n=5). The rings
are divided into two groups as follows: untreated (] ), treated with

N®-nitro-L-arginine ( EEA ). Results are expressed as meantsSeM. Ns:
nonsignificant.
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Fig. 3. - Endothelium-dependent relaxation to cumulative doses of
acetylcholine in pulmonary arterial rings from control (open symbols)
and cirrhotic (closed symbols) rats. The rings are divided into two
groups as follows: untreated (circles), treated with N®-nitro-L-arginine
(squares). The reduced tension is expressed as % of submaximal pre-

contraction to phenylephrine (PE). Results are expressed as meansseu.
For all groups n=8.
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Fig. 4. — Endothelium-independent relaxation to cumulative doses of
sodium nitroprusside in pulmonary arterial rings from control (open
symbols) and cirrhotic (closed symbols) rats. The reduced tension is

expressed as % of submaximal precontraction to phenylephrine. Results

are expressed as meanssem. Each ring was obtained from a different
animal. For both groups n=7.

Discussion

The main results of this study indicate that pulmonary
artery rings from cirrhotic rats developed less vasocon-
tractile response to phenylephrine than controls. Such
pulmonary vascular hyporeactivity probably results from
NO overproduction, as it was abolished by inhibition of
NO synthesis by the L-arginine analogue, L-NOARG.

Ligation and excision of the common bile duct in rats
induce an extrahepatic cholestasis with histologic features
of biliary cirrhosis 4 weeks later [14], as was confirmed
in our study. We did not perform cardiorespiratory mea-
surements to characterize the pulmonary and systemic
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haemodynamic state of these animals because it has been
established that awake rats with chronic bile duct liga-
tion develop many features of human cirrhosis, including
hyperdynamic circulation, low pulmonary vascular resis-
tance, impaired pulmonary gas exchange and depressed
hypoxic pulmonary vasoconstriction [14, 15]. Rats with
chronic bile duct ligation, therefore, present with the hall-
marks of the hepatopulmonary syndrome [14, 15]. They
can be reasonably considered as a fair model for the stu-
dy of pulmonary circulatory changes in human cirrho-
sis.

Results of other studies investigating the effects of
acute alveolar hypoxia are conflicting. In humans with
cirrhosis, loss of hypoxic pulmonary vasoconstriction was
observed by some investigators [17]). However, others
have found that the hypoxic pulmonary vasoconstriction
was at least partially preserved [18, 19]. In rats with cir-
rhosis, CHANG and Onara [14] observed a marked reduc-
tion of the vasopressor response to hypoxia, whereas
pulmonary vasoconstrictor response to angiotensin II
was preserved.

The underlying mechanisms of the hepatopulmonary
syndrome are not well understood. One of the current
hypotheses favours an abnormal sensitivity of the pulmo-
nary vascular bed to a substance which is normally pre-
sent in the pulmonary circulation. Alternatively, failure
of inactivation, or production, of circulating vasoactive
substances by the liver, leading to altered pulmonary
vasoreactivity are also likely to account for the hepato-
pulmonary syndrome [2].

Among vasodilator substances, NO is likely to play an
important role [3]. L-arginine analogues, such as NG-
monomethyl-L-arginine (L-NMMA) and L-NOARG, are
useful pharmacological tools in the study of the L-argi-
nine-NO pathway [20]. Recent studies suggest that other
NO synthase inhibitors could be more specific for either
the constitutive [21, 22] or inducible [23, 24] isoforms.
However, at the time of the present study, L-NOARG
was chosen because it was known to be more potent than
L-NMMA in inhibiting NO synthesis [25]. L-NOARG
restored the vasocontractile response to phenylephrine in
pulmonary artery rings from cirrhotic rats. These results
suggest that overproduction of NO is, at least in part,
responsible for decreased response to vasoconstrictor
stimuli of the pulmonary vascular bed in cirrhosis. This,
in turn, could favour excessive pulmonary vasodilatation
or impaired hypoxic pulmonary vasoconstriction as seen
in the hepatopulmonary syndrome.

Consistent with our in vitro results, are the recent find-
ings by MavoraL et al. [13], who measured NO in the
exhaled gas of patients with hepatopulmonary syndrome.
Compared with normoxaemic cirrhotics and healthy vol-
unteers, exhaled NO was increased in these patients.
Furthermore, methylene blue, which blocks NO acti-
vity, has been reported to decrease pulmonary shunting
in one patient [26]. Our observations in isolated pulmo-
nary artery, together with these recent reports [13, 26]
are consistent with the hypothesis that increased NO
production may account for the pulmonary haemody-
namic changes in the hepatopulmonary syndrome. Ex-
perimental results obtained in the systemic and splanchnic

circulation are also consistent with the hypothesis of in-
creased NO production as the cause of arterial hypoten-
sion and splanchnic vasodilatation of rats with cirrhosis
or portal hypertension [27-31].

There was no difference in the vasodilator response to
acetylcholine and sodium nitroprusside in pulmonary
artery rings of cirrhotic rats as compared with controls.
The endothelium-dependent vasodilator, acetylcholine,
induces the release of NO, by stimulating the constitutive
form of the NO synthase through activation of endothe-
lial muscarinic receptors [20]. However, acetylcholine
also causes the release of the so-called endothelium-
derived hyperpolarizing factor, which might differ from
NO [32]. Due to the coexistence of these different path-
ways through which acetylcholine causes vasorelaxa-
tion, it seems difficult to draw any firm conclusion from
the present data. “Nevertheless, the lack of difference in
acetylcholine-induced vasodilatation does not favour the
hypothesis of increased activity of the constitutive NO
synthase in cirrhosis. Therefore, NO overproduction in
the lung of cirrhotic rats is probably the result of increased
activity of the inducible NO synthase, as suggested by
VaLLANCE and MoncaDpa [3].

The endothelium-independent vasodilator sodium nitro-
prusside relaxes smooth muscle by activating the soluble
form of the enzyme guanylate cyclase which, in turn, gives
rise to the second messenger cyclic guanosine mono-
phosphate (¢cGMP) [33]. In contrast to acetylcholine,
sodium nitroprusside induces vasorelaxation after its con-
version to NO without requiring the presence of endothe-
lium. The lack of difference in response to sodium
nitroprusside between cirrhotic and control rats suggest
that the soluble guanylate cyclase-cGMP pathway is not
altered in pulmonary vascular smooth muscle in cirrhosis.

The importance of NO as a modulator of vascular tone
in the pulmonary vascular bed of normal rats is still
debated. Various inhibitors of NO synthesis or activity
have been shown to increase normoxic and hypoxic pul-
monary vasomotor tone in some but not all experiments
[6-12]. In this study, pretreatment by L-NOARG did not
significantly increase the vasocontractile response to
phenylephrine in pulmonary artery rings from control
rats. Our results suggest that background production of
NO is not important in the modulation of increased tone
to phenylephrine in the conduit pulmonary artery of nor-
mal rats. This is supported by the recent study of
Isaacson ef al. [12], who found a low concentration of
NO oxidation products in the effluent of isolated rat
lung.

IE summary, this study demonstrates that pulmonary
artery rings of cirrhotic rats developed hyporeactivity in
response to phenylephrine in vitro as a result of an
increased production of NO in the pulmonary circula-
tion,
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PULMONARY VASCULAR HYPOREACTIVITY OF ISOLATED PULMONARY
ARTERIES FROM RATS WITH BILIARY CIRRHOSIS. ROLE OF NITRIC
OXIDE. E, CHABOT, H, MESTIRL S, SABRY, O, SOUBRANE, D, HOUSSIN, A,
LOCKHART. AT, DINH-XUAN, Facullé de médecine Cochin-Porl Royal.
24 rue du Faubourg Saint-Jacques. 75014 Paris. FRANCE.

Increased aclivily of the endolhelium-derived relaxing faclor, nitric
oxide (NO), may accounl for the decreased pulmonary vascular tone
described in the hyperdynamic circulalion of the cirrhosis. This study
compared the pulmonary vascular reaclivily of isolated pulmonary-
arleries (PA), between conlrol rals (n = 9) and rals with biliary
cirrhosis (n = 5) induced by chronic bile ducl ligalion (4 wks). The
response of PA rings to phenylephrine, acelylcholine and sodium
nitroprusside were sludied in both groups, PA rings {rom rals with
cirrhosis developed a lesser vasocontraclile response 1o phenylephrine
as compared with conlrols (p<0.05). There was no difierence in the
relaxation of PA rings from both groups in response 1o ecetylcholine
and sodium nitroprusside. Pretrealment with the NO syntlhase
inhibitor, N®-nitro-L-arginine, reslored the vasocontraclile response
to phenylephrine in cirrholic rats (p<0.05). These findings indicate
thal PA rings of cirrholic ratls developed hyporeaclivily in response 1o
phenylephrine in vitro, as a resull of increased NO produclion in the

pulmonary circulalion, which might accoun! for hepalopulmonary
syndrome.

Congrés de 1'A.T.S., Seattle, 20-21 mars 1995
Am J Respir Crit Care Med 1995; 151: A 622



C - Effets du peroxynitrite sur le tonus vasculaire pulmonaire du rat

(Chabot et al., Br J Pharmacol 1997b; 121: 485-490)

La technique des anneaux vasculaires isolés a également été utilisée pour étudier les
effets du peroxynitrite sur le tonus vasculaire pulmonaire. Un prétraitement par un inhibiteur de
la PARS, le 3-aminobenzamide, a €€ utilisé pour préciser le role de I’activation de la PARS

dans la modulation du tonus vasculaire pulmonaire induite par le peroxynitrite.

1 - Préparation du peroxynitrite

Le peroxynitrite préparé selon la méthode de Beckman er al., (1990), est congelé et
conservé 15 jours au maximum. Apres décongélation partielle, la concentration de peroxynitrite
de I'aliquote est mesurée par son coefficient d’extinction molaire puis le peroxynitrite est dilué
pour obtenir les concentrations souhaitées immédiatement avant son administration dans le bain
d’organe. Une solution contrble, dépourvue de peroxynitrite, est également préparée selon les
mémes modalités.

Le volume du bain d’organe utilisé dans cette expérimentation est de 2 ml. En utilisant
des anneaux vasculaires pulmonaires de rat, nous avons mis en évidence que le volume d’une
drogue ajouté dans le bain d’organe doit e de 20 pl au maximum pour chaque concentration.
Ce volume correspond a une dilution par un facteur 100 dans le bain d’organe. Ce volume
maximal évite des variations de tension isométrique induites par des variations de volume dans
le bain d’organe. En raison des concentrations de peroxynitrite obtenues dans les aliquotes et
des contraintes de dilution liées au volume du bain d’organe, la plus haute concentration de
peroxynitrite dans le bain d’organe a été de 10" M. Cette concentration de peroxynitrite peu
élevée, lice a une solution mere elle-méme peu concentrée, rend compte de I'impossibilité de

faire des courbes dose-réponse complétes pour le peroxynitrite.
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2 - Etudes pharmacologiques

Les anneaux vasculaires pulmonaires proviennent de rats Wistar d’un poids de 275 a
300 g. Apres une précontraction des anneaux vasculaires pulmonaires avec du potassium (KCI :
40 mM), les anneaux sont soigneusement lavés. Apres une période d’équilibre de 45 minutes,
les effets du peroxynitrite sont étudiés par des courbes dose-contraction sur des anneaux dont la
tension est & la valeur de base et par des courbes doses-relaxation sur des anneaux précontractés
par un analogue du thromboxane, 1'U46619 (10® M). L’action pharmacologique du
peroxynitrite est précisée par I'étude des effets sur le tonus vasculaire pulmonaire d’un
prétraitement par du 3-aminobenzamide (10? et 10% M), du L-NAME (10* M) et de la
superoxide dismutase (SOD; 30 unités ml™") avant d’induire une précontraction par 1'U46619 et
de réaliser une courbe dose-relaxation avec des concentrations cumulatives de peroxynitrite. Les
effets d’un prétraitement par la SOD sur I’action vasodilatatrice du peroxynitrite sont €tudi€s
pour mettre en évidence une action du superoxyde ; I’absence d’effet de ce prétraitement
suggererait 1’absence d’anion superoxyde dans la solution de peroxynitrite et 1’absence de
libération d’anion superoxyde par le vaisseau sous I’influence du peroxynitrite. L’étude inclut
aussi un prétraitement par L-NAME pour inhiber la synthése de NO dans le vaisseau étudié ;
I’absence d’effet de ce prétraitement suggererait que le peroxynitrite n'agit pas en stimulant une
libération de NO endothélial. Le role de I’activation de la PARS est précisé par un prétraitement
par le 3-aminobenzamide.

Les effets du peroxynitrite sur la vasodilatation dépendante de I’endothélium sont
étudiés par un prétraitement des anneaux vasculaires par du peroxynitrite ou la solution contrdle
avant administration de 1’'U46619 puis d’acétylcholine.

La voie de la PARS est ensuite €tudiée par un prétraitement par le 3-aminobenzamide
avant précontraction par 1'U46619 et courbes dose-relaxation avec 1'acétylcholine et le
nitroprussiate de sodium pour déterminer les effets de la PARS sur la vasodilatation dépendante

et indépendante de 1’endothélium.
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3 - Principaux résultats

Le peroxynitrite n’a aucun effet sur le tonus vasculaire pulmonaire basal mais induit
une vasorelaxation dose-dépendante des vaisseaux précontractés. Un prétraitement par le
peroxynitrite ne diminue pas la vasoréactivité a I’acétylcholine et a forte concentration (100 pM)
augmente la vasorelaxation induite par I’acétylcholine. L’action vasodilatatrice du peroxynitrite
n’est pas modifiée par le L-NAME, la SOD mais est inhibée par le 3-animobenzamide. Le 3-
animobenzamide n’a pas d’effet sur la vasorelaxation causée par I’acétylcholine ou le nitrite de
sodium mais augmente la vasorelaxation induite par le nitroprussiate de sodium.

Les résultats sont détaillés et discutés dans la publication insérée dans les pages

suivantes.
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1 The pulmonary vasculature is constantly exposed to oxygen and reactive oxygen species such as nitric
oxide (NO) and superoxide anions which can combine at a near diffusion limited rate, to form the
powerful oxidant, peroxynitrite (ONOO™). When formed in large amounts, ONOO™ is thought to
contribute to tissue injury and vascular dysfunction seen in diseases such as the acute respiratory distress
syndrome (ARDS) and septic shock. Recent studies have shown that ONOO™ can cause vasodilatation
and at higher concentrations can activate poly (adenosine 5-diphosphoribose) synthase (PARS) leading
to consumption of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD™) and adenosine 5'-triphosphate (ATP). As
the lung represents a prime site for ONOO™ formation, we characterized its effects on pulmonary

vascular}bne and on endothelial function. In addition, we have assessed the role of PARS in producing
the vasoactive properties of ONOO™ on pulmonary artery rings.

2 Isolated pulmonary artery rings from rats were mounted in organ baths containing warmed and
gassed (93% O, 5% CO,) Krebs buffer. Force was measured with isometric force transducers. After
equilibration, ONOO™ (10 nyM~-100 pM) was added in a cumulative manner, In separate experiments
designed to assess any vasodilator properties of ONOO™, tissues were pre-contracted with the
thromboxane mimetic U46619 (1 uM). Once a stable base-line was achieved, ONOO™ was added in a
cumulative fashion. ONOO™ had no significant effect on resting pulmonary artery tone but caused
concentration-dependent relaxations of pre-contracted vessels in the range 1 gyt to 100 M. In some

experiments the effects of freshly prepared ONOO™ solutions were compared with those allowed to
decay at 4°C for 2 days.

3 In some experiments either vehicle or ONOO™ (1, 10 or 100 pM) was added for 15 min before
U46619 (1 pn1). Concentration-response curves to the endothelium-dependent vasodilator, acetylcholine
(10 nM - 100 M) were then constructed. In these experiments, ONOO™ (1 pM or 10 pM) had no effect
on the actions of acetylcholine. However, at the highest concentration tested (100 pn), ONOO™
increased acetylcholine-induced relaxations.

4 The vasodilator actions of ONOO~ were unaffected by the NO synthase inhibitor, N%nitro-L-
arginine methyl ester (L-INAME; 100 g) or by removal of superoxide anions with superoxide dismutase
(SOD) (30 units ml~"). However, the relaxations induced by ONOO™ were significantly inhibited by the
PARS inhibitor, 3-zminobenzamide (10 pn). In contrast to its effects on ONOQ™, 3-aminobenzamide

had no effect on the relaxation caused by acetylcholine or sodium nitrite, but actually increased that
induced by sodium nitroprusside.

5 These data show that ONOO™ causes vasodilatation of rat pulmonary arteries, probably via
activation of PARS. Moreover, at concentrations where relaxation was achieved, ONOO™ did not affect
the ability of pulmonary artery rings to relax to acetylcholine. We propose that ONOO™, but not
endothelially derived NO, activates PARS resulting in the rapid depletion of ATP and a consequent
reduction in contraction as well as other active processes of vascular smooth muscle. The finding that 3-
aminobenzamide inhibited the actions of ONOO™ but not acetylcholine, suggests that NO and ONOO™
cause relaxation by independent mechanisms. It has been suggested that ONOO™ is responsible for the
vascular hyporesponsiveness to constrictor agents seen in experimental sepsis. This observation together
with our current finding, that 3-aminobenzamide inhibits the relaxation induced by ONOO™ but not by
acetylcholine, suggssts that inhibitors of PARS may reduce the persistent hypotension seen in sepsis
without affecting the actions of endothelium-derived NO. Thus, the use of PARS inhibitors may
represent a novel therapeutic approach to the treatment of septic shock.

Rat pulmonary arteries; peroxynitrite; poly-ADP ribosyltransferase; 3-animobenzamide; superoxide dismutase

(SOD); NO; NC-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME)

Introduction

Under physiological conditions, a powerful vasodilator, nitric

oxide (NO) is continuously released by endothelial cells to
regulate organ blood flow and perfusion pressure (Moncada er

'present address: Service des Maladies Respiratoires et Reanimation
Respiratoire, CHU  Nancy-Brubois, rue du  Moman, 54510
Yandoeuvre-les-Nancy Cedex, Frunce.

2 Author for correspondence.

al., 1991). Endothelial-derived NO formation is catalysed by
endothelial NO synthase (eNOS; Pollock et al., 1951), which
by virtue of its calcium dependency, forms discreet quanta of
NO. Under inflammatory conditions, such as occur in septic
shock (Salter et al., 1991; Mitchell e al,, 1993) a calcium-
independent isoform of NOS is induced (iNOS; Busse &
Mulsch, 1990) that produced copious amounts of NO, a pro-
cess which is thought to contribute to the full in blood pressure
seen in clinical sepsis (Petros e al., 1991). Production of large
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amounts of NO by iNOS in the vascular smooth muscle has
been associated with suppression of mitochondrial respiration
(Gent et al., 1992) and a reduction of arterial contractility.

During inflammatory events, such as sepsis, the presence of

large amounts of activated leukocytes results in elevated levels
of superoxide anions, formed by the nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase system. The cou-
pled production of excess NO and superoxide leads to the
formation of an-unstable intermediate -termed peroxinitrite
{ONOO™) (Beckman et al., 1990). ONOOG™ formation is kept
to a minimum under normal conditions by endogenous su-
peroxide dismutase (SOD), which removes superoxide, and by
the limited capacity of eNOS to form NO. However, when
iNOS is expressed in conditions where superoxide formation is
increased, or SOD activity is decreased, ONOO™ is formed in
excess, ONOO ™ is commonly described as a toxic oxidant that
inhibits cellular respiration (Radi er al.,, 1994; Salgo et al,
1995; Szabd er al., 1996) and may contribute to endothelial
dysfunction in diseases such as septic shock (Liu er al., 1994;
Villa et al., 1994; Kooy et al., 1995). ONOO™ inhibits cellular
respiration directly by inhibiting mitochondrial electron
transport (Radi er al., 1994) and indirectly by activating the
nuclear gn"zyme, poly (adenosine 5'-diphosphoribose) synthase
(PARS; Salgo er al, 1995). ONOO™ causes DNA" breaks
which consequently triggers a futile cycle by the PARS path-
way, resulting in depletion of nicotinamide adenine dinucleo-
tide (NAD™) and adenosine 5'-triphosphate (ATP) (Zhang er
al., 1994). .

ONOO~ is a vasodilator of some vascular preparations in
vitro including rat isolated perfused hearts (Moro ez al., 1994),
bovine pulmonary artery (Wu et al,, 1994) and canine coron-
ary artery (Liu er al., 1994). Moreover, in the rat aorta, acti-
vation of PARS by endogenous ONOO™ accounts for the
vascular hyporeactivity seen in this tissue after experimental
sepsis (Szabd er al., 1996). However, the role of PARS acti-
vation in ONOO~-induced vasodilatation of pulmonary ves-
sels has not been addressed and the potential role of PARS
activation in smooth muscle relaxation induced by endothe-
lium-derived NO has not been studied.

Since the pulmonary circulation represents a prime site for
oxidant formation, we have characterized the effects of
ONOO™ on vascular tone in rat isolated pulmonary arteries.
Secondly, we have assessed the role of PARS, by use of the
specific inhibitor, 3-aminobenzamide (Banasik ef al., 1992), in
modulating vascular responses induced by ONOO™, the en-
dothelium-dependent vasodilator acetylcholine, and the direct
smooth muscle relaxant, sodium nitroprusside, Finally, we have
assessed the effects of ONOO™ on the ability of vessels to relax
to endothelium-dependent and -independent dilator drugs.

Methods

Preparation of ONOO™

ONOO™ was prepared as described by Beckman ef al. (1990).
Briefly, equal volumes (6 ml) of freshly prepared sodium ni-
trate (2 M; in distilled water) and hydrogen peroxide (2.5 M in
2.9 M nitric acid) were combined in a reaction vessel, and the
resultant intense yellow coloured solution stabilized by the
immediate addition of 6.6 ml of 4.2 M sodium hydroxide. All
solutions used in the process were kept chilled over ice. Excess
hydrogen peroxide was removed from the ONOO™ by passing
it through a manganese dioxide column. The solution was then
divided into aliquots and stored at —20°C for no longer than
two weeks before use. Once frozen, ONOO™ accumulates at
the top of the frozen solution and can, on partial defrosting, be
easily removed in a more concentrated form. The concentra-
tion of ONOO™ was determined by use of its molar extinction
coefficient (1670 M~' cm™! at Ay ). The concentration of
ONOO~ was measured daily. The mean concentration of all
solutions used in this study was 25.5 mM (range: 16.2 to
55.1 mM). The pH of the stock solution of ONOO™ was 11.8.

ONOO™ was diluted in distilled water to obtain adequate
concentrations, just before application to the vascular rings.
Using rat isolated pulmonary artery, we have found that drugs
have to be added at 100 fold dilution (maximum of 20 l into
2 ml for each concentration) to avoid disruptions in tension
due to volume changes in the bath. Thus, the highest concen-
tration of ONOO™ that could be consistently added was
100 pM. For this reason, we were unable to complete the

~concentration-response curve for ONOO™, Control solutions

(vehicle) were prepared by combining the three solutions de-
scribed above in the absence of sodium nitrite or hydrogen
peroxide prepared to similar pH (11.9). Distilled water was

-~ used to dilute carrier solutions in the same manner as that used

to dilute the ONOO™ solution.

Tissue preparation and organ bath experiments

- The investigation was performed in accordance with the Home

Office Animals (Scientific Procedure) Act 1986, published by
Her Majesty’s Stationery Office, London. Male Wistar rats
(weight 275-300 g) were killed by cervical dislocation. Pul-
monary arteries were dissected and cut into rings 2-mm wide.
From each rat, 4 rings were usually obtained. The rings were
mounted over a pair of rigid wires, and suspended in 2 ml
organ baths containing oxygenated (95% O,~ 5% CO,) Krebs-
Henseleit solution at 37°C with the following composition
(mM): NaCl 118, KCl 5.9, MgSO, 1.2, CaCl, 2.5, NaH.PO,
1.2, NaHCOQ; 25.5 and glucose 5.6. One of the wires was fixed,
and one attached to a force transducer (FT. 03 Grass Instru-
ments, Quincy, MA). Changes in isometric force were recorded
on a polygraph multichannel recorder (Grass Model 7). A
uniform baseline tension of 500 mg was applied. After 20 min
of equilibration, the rings were constricted with KCl (40 mM)
and relaxed to baseline by repeated washing with Krebs-
Henseleit solution. Rings were left to equilibrate in the bath for
a total of 45 min and washed every 20 min. ONOO~ or carrier
solution was then added in a cumulative fashion (10 nM -
100 uM) to pulmonary artery rings that were either pre-con-
tracted by approximately 500 mg with the thromboxane mi-
metic, U46619 (1 uM) or left under basal tension. In separate
experiments, the effects of freshly prepared solutions of
ONOO~ were compared with those allowed 1o decay for 48 h.
which had lost 65% of their original ONOO™. In some ex-
periments the PARS inhibitor, 3-aminobenzamide (1 or
10 my; Banasik er al., 1992), the NO synthase inhibitor, N
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME; 100 uM) or SOD (30
units ml™') were added 15 min before U46619.

In experiments designed to assess the effects of ONOO™ on
endothelium-dependent responses, ONOO™, carrier solution
or Krebs-Henseleit buffer was added at different concentra-
tions, before the addition of U46619 (1 uMm). Dilator responses
were then recorded in each ring to increasing concentrations of
acetylcholine (10 nM—100 pM).

Drugs

Acetylcholine chloride, sodium nitroprusside, L-NAME, SOD,
3-aminobenzamide and U46619 (9,11-dideoxy-11x,92 epoxy-
methanoprostaglandin F,, were obtained from Sigma (Poole,
Dorset, U.K)). Drugs were dissolved in distilled water except
for L-NAME and 3-aminobenzamide, which were dissolved in
Krebs-Henseleit solution. All solutions were prepared on the
day of the experiment.

Statistical analysis

Results are expressed as mean-zs.e.mean for n (separale
animals) experiments. Relaxations in response to ONOO™,
carrier solution, acetylcholine, sodium nitroprusside or so-
dium nitrite are expressed as the percentage of induced tone.
Data were analysed by either one- or two-way analysis of
variance as suggested by GraphPAD INSTAT, GraphPAD
Sofiware, San Diego, CA and GraphPAD PRISM,
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version 2. A P value less than 0.05 was considered to
indicate statistical significance.

Results

Effects of ONOO™ on spontaneously or U46619
contracted vessels

In quiescent rings, ONOO™ (10 nM to 100 uM) had no sig-
nificant relaxant effect and at the highest concentration used,
caused a slight but not significant (one-way ANOVA) con-
traction in rat pulmonary arteries {(#n=8; data not shown). In
order to demonstrate a vasorelaxant effect of ONOO™, the
study was continued in pre-constricted vessels. The throm-
boxane mimetic U46619 (1 pM) caused a consistent
(534417 mg) and long-lasting (atleast 1 h) increase in tone. In
rings pre-contracted with U46619, ONOO~ induced concen-
tration-dependent relaxations, with an apparent E... of
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Figure 1 Vasodilator effects of ONOO™ on rat pulmonary artery.

Tissues were pre-contracted with U46619 as described in the Methods
section. Concentration-response curves for peroxynitrite (H) were
compared with volume matched additions of carrier solution ({J).
Results are the mean of 6 (carrier solution) or 18 (ONOO™) separate
experiments; vertical lines show s.e.mean. A statistically significant
difference (denoted by *P <0.05) was found by upaired ¢ test at the

concentrations illustrated between the responses to ONOO™ and the
responses to the carrier solution.
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Figure 2 Comparison of the potency of freshly prepared ONOO™
{[)) with solutions allowed to decay for 2 days at 4°C (B). Tissues
were pre-contracted with U46619 according to'the Methods section.
Resulis are the mean of 5~8 separate experiments; vertical lines show
s.e.mean. A statistically significant difference (denoted by *P<0.05)
was found by 2-way ANOVA between the responses to [freshly
prepured ONOOT solutions and those allowed to decay for 2 days.

65+7.3% at 100 pM. The carrier solution for ONOO ™ caused
a slight relaxation of pre-contracted rings, although its effects
were significantly less than those observed with ONOO-
(Figure 1). ONOO™ which had been allowed to decay for 48 h
was significantly less potent as a vasodilator than the freshly
prepared solution (Figure 2). Sodium nitrite also caused con-

centration-dependent relaxations of pre-contracted rat pul-
monary artery.

Characterization of the effects of pre-exposure to
ONOO™ on endothelium-dependent vasodilatation

After pre-contraction with U46619 (1 un), acetylcholine
(10 nM~100 pM; Figure 3) caused concentration-dependent
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Figure 3 Effect of pre-exposure of pulmonary artery to ONOO™
(100 u») on the vasodilator properties of acetylcholine. Tissues wers
pre-contracted with Ud46619 according to the Meathods section. The
response of pulmonary arteries to acetylcholineg in vessels pretreated
with carrier solution ({J) and the responses after exposure to
ONOO™ (H) are shown. Results are the mean of 3 separate
experiments; vertical lines show s.e.mean. A statistically significant
difference (denoted by *P<0.05) was found by 2-way ANOVA
betwesn the responses of vessels to acetylcholine with or without pre-
exposure to ONOO ™", In the same experiments ONOO ™! at 1 py or

10 um did not significantly affect the vasodilator properties of
acetycholine (n=35).
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Figure 4 Effect of L-NAME (100 uu) on the vasodilator actions of
ONQO™, Tissues were pre-contracted with U46619 according to the
Methods section. Control response to ONOCO™ (H) and in the
presence of L-NAME ((J) are shown. Results are the mean of 5§
separate experiments; vertical lines show s.e.mean. No difference was
seen in the ability of ONOO™ to relax tissues in the presence or
absence of L-NAME. In similar experiments, L-NAME (100 p1)
inhibited the vasodilutation caused by acetylcholine by more than
60%.
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isodilatation. The vasodilator response to acetylcholine was
creased after pretreatment with ONOO™ at 100 um (Fig-
e 3), but was unaffected (not significant by two-way
NOVA) by ONOO™ at | uM or 10 uMm (data not shown;
=6).

fects of pretreatment with L-NAME, SOD and
-aminobenzamide on ONOO™ concentration-response
urves

‘he vasodilator properties of ONOO™ were unaffected by
retreatment with L-NAME (100 uM; Figure 4) or SOD (30
nits mi™"), (data not shown; n=7). However, 3-amino-
enzamide at 10 mM but not at 1 mMm (Figure 5) signifi-
antly inhibited  the relaxations induced by ONOO~. By
ontrast, 3-aminobenzamide (10 mM) had no effect on the
asodilator properties of either acetylcholine (Figure 6) or
odium nitrite (Figure 7). However, 3-aminobenzamide
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Figure 5 Effect of 3-aminobenzamide on the vasodilator actions of
ONOOT. Tissues were pre-contracted with U46619 according to the
Methods section, Control response to ONOO™ ([J), in the presence
of 1 mM 3-aminobenzamide (QO) and in the presence of 10 ma 3-
aminobenzimide (B) are shown. Results are the mean of 8-9
separate experiments; vertical lines show s.e.mean. A statistically
significant difference (denoted by *P < 0.05) was found, by unpaired ¢
test at the concentration shown between the responses of vessels to
ONOO™ in the absence with those in the presence of 3-
aminobenzamide at 10 mM but not at 1 mmM.
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Figure 6 Effect of 3-aminobenzamide on the vasodilator actions of
acetylcholine: () control responses; () responses in the presence of
3-aminobenzamide. Tissues were pre-contracted with U46619 accord-
ing to the Methods section. Results are the mean of 56 separate
experiments; vertical lines show s.e.mean.

(10 mm) increased the relaxations induced by sodium ni-
troprusside (Figure 8).

Discussion

Here we show that ONOO™ relaxes pre-contracted rat pul-
monary arteries at concentrations that do not cause endothe-
lial ~dysfunction. Moreover, "the relaxations induced by
ONOO™ were inhibited by the PARS inhibitor 3-aminoben-
zamide. By contrast, 3-aminobenzamide had no effect on the
relaxations caused by endothelium-derived NO.

In the present study, the vasodilator effect of ONOO™ on

_rat pulmonary arteries occurred over a concentration range of

1 M to 100 pM, which is in agreement with observations with
canine coronary artery (Liu es al., 1994), rat coronary artery
(Villa et al., 1994) and bovine pulmonary artery (Wu ef al.,
1994). ONOO™ is-unstable at neutral pH and as such its bio-
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Figure 7 Effect of 3-aminobenzamide on the vasodilator actions of
sodium nitrite: ((J) control responses; (J) responses in presence of 3-
aminobenzamide 10 mM. Tissues were pre-contracted with U46619
according to the Methods section. Results are the mean of 4 separate
experiments; vertical lines show s.e.mean.
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Figure 8 Effect of 3-aminobenzamide on the vasodilator actions of
sodium nitroprusside (SNP): ([J) control responses; {B) responses in
presence of 3-aminobenzamide (10 mu). Tissues were pre-contracted
with U46619 according to the Methods section. Results are the mean
of 6 separate experiments; vertical lines show s.e.mean, A statistically
significant difference (denoted by *2<0.05) was found, by 2-way
ANOVA, between control responses and those after pre-exposure to
3-aminobenzamide.
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ogical activity should decay with time. We found a significant
oss in potency and efficacy of ONOO™ stored for 2 days at
*C when compared to freshly prepared solutions, consistent
vith ONOO™ being the active component. Our solutions were
roduced according to the method of Beckman and co-work-
irs (1990) by use of a starting solution of sodium nitrite. In
wddition, ONOO™ can break down to form nitrite. Thus, we
‘elt that it was important to ensure that the effects of ONQO™
»n pulmonary artery tone were not caused by nitrite contam-
nation. Sodium nitrite did relax rat pulmonary artery, but,
was less potent and less efficacious than ONOQO™. Moreover,
the vasodilator properties of ONOO™ but not sodium nitrite
were inhibited by 3-aminobenzamide. Taken together, these
observations establish that ONOO™ and not a contaminant or
breakdown product was responsible for the relaxations ob-
served in our experiments.

In the canine coronary artery, the vasodilator properties of
ONOO™ were potentiated by SOD (Liu er al., 1994), sug-
gesting that superoxide anions were present either in the carrier
solution of were released by the vessel. By contrast, we found
no effect of SOD on the actions of ONOO™ on rat pulmonary
artery, In addition, we found no effect of L-NAME on
ONOO™, suggesting fhat it does not act by stimulating the
endothelium to release NO.

The relaxant effects of ONOO ™ described in this study were
greatly reduced by the PARS inhibitor, 3-aminobenzamide.
PARS is a nuclear enzyme that is activated after DNA damage
resulting in the utilization of NAD ™ and consequent depletion
of cellular ATP (Schraufstatter er al,, 1986). ONOO™ at rela-
tively high concentrations (1 my{) has been shown to activate
the PARS pathway in vascular smooth muscle and to contri-
bute to the hyporssponsivensss seen in rat aorta in experi-
mental sepsis (Szabo er al, 1996). Our data support this
concept and show, for the first time, that the vasodilator effects
of relatively low concentrations of ONOQO™ are mediated by
PARS activation. In addition, we show that 3-aminobenza-
mide has no effect on acetylcholine-induced relaxation, sug-
gesting that NO per se does not relax pulmonary arteries via
PARS. By contrast, 3-aminobenzamide actually increased the
vasodilator properties of sodium nitroprusside. This suggests
that sedium nitroprusside activates PARS in such a way as to
reduce its biologial activity. :

ONOO~™ has been described as a toxic oxidant that can
cause endothelium dysfunction resulting in the inhibition of
acetylcholine-induced relaxation of rat coronary vessels (Villa
et al., 1994). However, this effect of ONOO™ was not concen-
tration-dependent since it inhibited acetylcholine responses at
3 pvoand at 1000 pM, but not at 30 g or 100 g™ (Villa er al,,
1994). By contrast, in bovine pulmonary arteries, ONOO™ had
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PEROXYNITRITE DILATES RAT PULMONARY ARTERIES AT CONCENTRATIONS
THAT DO NOT CAUSE ENDOTHELIAL DYSFUNCTION. F. Chabot, J.A. Mitchell, G.
Quinlan, T.W, Evans. Unit of Critical Care, National Heart and Lung Institute, Imperial
College and Royal Brompton Hospital, Sydney street, London SW3 6NP, UK.

Background. Under inflammatory conditions, such as occur in septic shock, copious
amounts of nitric oxide (NO) are produced by inducible NO synthase. During sepsis, the
presence of large amounts of activated leukocytes results in elevaled levels of superoxide
anions (O7) which are known to react rapidly with NO to form the potent oxidant
peroxynitrite (ONOQO), that could contribute to endothelium dysfunction in sepsis. Since the
pulmonary vasculature represents a prime site for ONOO" formation, we have characterised
its effects on pulmonary artery tone and on endothelial function. Methods. Isolated rat
pulmonary arteries were cut into rings and mounted in 2 ml organ taths containing warmed
(37°C) and gassed (95%60,:5%C0,) Krebs buffer. Force was measured using isometric force
transducers. After equilibration, ONOO™ was added in a cumulative manner (10%-10% M).
Results. ONOO" had no effect on resting tone. In vessels pre-contracted with thromboxane
mimetic U46619 (10° M), ONOO' caused concentration-dependent relaxation with a ECg, of
approximatively 10 pM. In scparate experiments, ONOQ™ was added 15 min before U46619.
Concentration response curves o acetylcholine were then constructed. At 1 or 10 pM, ONOO
had no effect on subsequent responses to acetylcholine, but at 100 M, ONOO™ increased
acetylcholine induced relaxation. Cooclusions. ONOQO' is a vasedilator of rat pulmonary
arteries at concentralions that do not cause vascular dysfunction. Trese observations detract
from ONOO™ being a toxic specics in the pulmonary vasculature. ONOO™ causes relaxation in
the pM range whercas NO is active in the nM range. Thus it is tempting to speculate that in
conditions where NO is released in excess, ONOO™ formation may quench NO and limit its
vasodilator actions. -

This nbstract is funded by: the British Lung Foundation and the British Heart Founda_Lion.
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CHARACTERISATION OF THE VASODILATOR PROPERTIES OF
PEROXYNITRITE ON RAT PULMONARY ARTERY: ROLE OF POLY-ADP
RIBOSYLTRANSFERASE. F. Chabot, J.A. Mitchell, G. Quinlan, T.W. Evans. Unit of

Critical Care, National Heart and Lung Institute, Imperial College and Royal Brompton
Hospital, Sydney street, London SW3 6NP, UK.

The pulmonary vasculature is exposed to oxygen species such as nitric oxide (NO) and
superoxide anions (O;) which can combine to form the powerful oxidant, peroxynitrite
(ONOQ"). ONOO" aclivates poly-ADP ribosyltransferase (PARS). During inflammatory
conditions, ONOO™ may be formed in excess leading to cellular damage. We have
investigated the contribution of PARS activation in the vasodilator properties of ONOO
in pulmonary artery. Methods. Isolated rat pulmonary arteries were cut into rings and
mounted in 2 ml organ baths containing warmed (37°C) and gassed (95%0,:5%CO5)
Krebs buffer. Tone was induced by the addition of U46619 (10 M). After equilibration,
ONOQO;, acetylcholine or sodium nitrite were added in a cumulative manner (10%-10™
M). In some experiments, NO synthase inhibitor N°-nitro-L-zrginine methyl ester (L-
NAME; 10 M), superoxide dismutase (SOD; 30 units ml™) or the PARS inhibitor 3-
aminobenzamide (107 M) were added 15 min prior to U46619. Results, ONOO™ caused
concentration-dependent relaxation of pulmonary arteries. L-NAME and SOD had no
cffect on ONOQO™ response. 3-aminobenzamide significantly inhibited the relaxation
caused by ONOO™ but did not effect that caused by acetylcholine or sodium nitrite.
Conclusions. ONOQO' relaxes rat pulmonary artery directly, without causing release of
NO or Oy, As 3-aminobenzamide inhibited the actions of ONOO™ but not acetylcholine,
this suggest that NO and ONOO" cause relaxation by independent mechanisms. We
propose that ONOO" activates PARS resulting in the depletion of cellular ATP reducing
all active process of vascular smooth muscle including vasoconstriction.

This nbstract is funded by: the British Lung Foundation and the Eritish Heart Foundation.

Congrés de 1'A.T.S., San Francisco, 16-21 mai 1997
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IIT - Etudes in vivo : les résistances

vasculaires pulmonaires périphériques
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La vasoréactivité pulmonaire périphérique a €€ étudiée in vivo par une technique
originale mise au point par le Dr. Schrijen a 1I’Unité14 de I'INSERM. Nous décrivons la
méthodologie proposée, les points spécifiques & chacune des études et les principaux résultats.
Les détails méthodologiques et les résultats complets sont présentés et discutés dans les

publications originales insérées au dela de la page 105.

Le premier objectif de ce travail est la mise au point d'une technique de détermination
de la relation pression/débit dans le lit vasculaire pulmonaire périphérique in vivo (cf p. 42).
Rappelons que cette nouvelle technique doit permettre de débuter 1'étude de la relation
pression/débit a débit nul sans interférer avec le reste de la circulation pulmonaire ou systémique
et de calculer les résistances vasculaires pulmonaires périphériques (RVPP) correspondant au
territoire vasculaire étudié.

Le deuxieme point de ce travail est I'étude des effets de la fraction inspirée d'O2 sur la
circulation pulmonaire périphérique. Rappelons que la concentration alvéolaire en oxygene est le
facteur physiologique le plus important dans le contrdle des RVP. La détermination des relations
pression/débit en normoxie puis en hypoxie et inversement apporte des €léments de validation
de notre méthode si le calcul des RVPP met en évidence en hypoxie une augmentation des
RVPP, proportionnellement supérieure a celle des RVP, et une diminution des RVPP par le
retour en normoxie.

Cette technique de détermination de la relation pression/débit dans la circulation
pulmonaire périphérique inclut une angiographie du territoire vasculaire étudié. Le troisiéme
objectif de ce travail est d'étudier avec cette technique les effets sur le lit vasculaire pulmonaire
périphérique d'un produit de contraste iodé. L'injection d'un produit de contraste iodé dans la
circulation pulmonaire a plusieurs conséquences. Initialement les pressions artérielles
pulmonaires et auriculaire gauche augmentent (Lange et al., 1984) puis dans un deuxieme temps
les résistances vasculaires pulmonaires et systémiques baissent (Rees et al., 1988). La viscosité
et l'osmolalité du produit influencent les effets vasculaires du produit de contraste (Haggmark et

al., 1985 ; Gomi, 1992). En raison des conséquences systémiques, l'action vasculaire
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pulmonaire n'est pas bien déterminée. L'objectif de ce travail est de la préciser au niveau des
petits vaisseaux pulmonaires, indépendamment de toute action systémique.

Ces trois premiers objectifs permettent de décrire la méthodologie, d’en préciser les
limites et de la valider par 1’observation des effets de I’hypoxie qui représente une application
physiopathologique particulierement intéressante dans le cadre de la circulation pulmonaire
périphérique.

L’analyse des données de la littérature nous a permis de souligner les multiples
mécanismes impliqués dans le contrdle du tonus vasculaire pulmonaire basal et en hypoxie (cf
p. 42-79). Ceci nous amene au quatriéme et principal objectif de ce travail qui est 1’étude par
cette technique des effets de différentes drogues sur la vasoréactivité pulmonaire périphérique,
indépendamment de tout effet systémique. La vasoréactivité pulmonaire est modulée par de
nombreuses substances. Nous avons choisi d’étudier les effets de produits agissant sur la voie
métabolique du NO comme le L-NAME, inhibiteur de la NO synthétase, le nitroprussiate de
sodium qui est un donneur de NO exogene et les effets du L-NAME puis du nitroprussiate de
sodium dans le méme territoire. Nous avons étudié les effets d’inhibiteurs des canaux calciques
et d’activateurs des canaux potassiques. Parmi les inhibiteurs des canaux calciques, nous avons
étudi€é une phénylalkylamine, le vérapamil, deux dihydropyridines, la nifédipine et la
nicardipine, et parmi les activateurs des canaux potassiques, le leveromakalim et le nicorandil.
Le nicorandil a un intérét particulier car il a au moins un double mécanisme d’action. Il
augmente le taux de GMPc par un effet «nitrate-like» et augmente la conductance membranaire
potassique en ouvrant les canaux potassiques dépendants de I’ATP. Nous nous sommes
intéressés aussi aux effets d’un antagoniste des récepteurs o,-adrénergiques, l'urapidil et a
’action de I’almitrine qui est une substance douée de propriétés vasoactives sur la circulation
pulmonaire mais dont le mécanisme d’action est encore hypothétique.

L’effet de la plupart des drogues a été étudié en normoxie et en hypoxie. Pour mieux
juger d’un éventuel effet vasodilatateur et en préciser le mécanisme, le tonus vasomoteur
pulmonaire a été augmenté, dans certains cas, en sus ou a la place du stimulus hypoxique, par
un agent vasoconstricteur (L-NAME, almitrine) dont nous avions démontré auparavant 1’action

vasoconstrictrice sur la circulation pulmonaire périphérique.
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A - Etude des RVPP a I'état de base (Schrijen et al., J Appl Physiol 1993; 74: 613-616)

1 - Méthodes

L'étude est réalisée chez 14 chiens, type beagle, d’un poids moyen de 23,7 + 0,7 kg.
L'anesthésie est induite par injection intraveineuse d’une dose initiale de thiopental et maintenue
par l'administration intraveineuse continue de thiopental par un pousse-seringue automatique.
Les chiens sont intubés avec une sonde trachéale a ballonnet et ventilent spontanément. La
ventilation est monitorée avec un pneumotachographe de Fleisch n°l, 'oxygéne expiré avec un
analyseur Servomex et le dioxyde de carbone (CO,) expiré€ avec un CO, test (Jaeger). Dans des
conditions stériles, un cathéter artériel fémoral est mis en place par voie percutanée pour 1'étude
de la pression artérielle systémique et des gaz du sang ; une veine jugulaire externe est dénudée,
puis canulée avec deux cathéters : un cathéter de thermodilution conventionnel de Swan-Ganz
avec une lumiere proximale a 20 cm de l'extrémité distale et un cathéter spécial avec une double
lumiére au niveau de l'extrémité (American Edwards Laboratories). Les deux cathéters sont
avancés dans l'artére pulmonaire sous contrdle radiologique, des pressions vasculaires et de
I'électrocardiogramme. L'extrémité du cathéter de thermodilution conventionnel est avancée
jusqu'au moment ol une pression capillaire peut étre obtenue par le gonflement du ballonnet (la
lumiére proximale est alors située dans l'oreillette droite). Le cathéter a double lumicre distale est
avancé jusqu'au moment ot il se bloque dans une artére pulmonaire périphérique.

Les cathéters sont périodiquement rincés avec du sérum hépariné. Les pressions
vasculaires, mesurées avec des manometres a inductance, et I'€lectrocardiogramme sont suivis
sur un oscilloscope et enregistrés. Les capteurs de pression sont placés 5 cm au-dessus du plan
de la table. Seules les pressions moyennes sont prises en compte ; elles sont obtenues par une
intégration €lectronique sur 3 cycles respiratoires. Un étalonnage statique est fait aprés chaque
expérience avec un manometre a mercure.

Les pressions artérielle pulmonaire, capillaire pulmonaire, auriculaire droite et le débit
cardiaque sont mesurés avec le cathéter de Swan-Ganz. Apres avoir bloqué le cathéter a double
lumiére dans une artére pulmonaire distale, une de ses lumigres est connectée a un capteur de

pression et l'autre a une pompe a galets (ISMATEC), pour déterminer la relation pression/débit.
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Le sang veineux mélé est prélevé dans l'artére pulmonaire par l'intermédiaire de la sonde de
Swan-Ganz, ballonnet dégonflé, reliée a la pompe, et injecté dans le territoire bloqué (Fig 11).
Les cathéters sont remplis de sang et la pression capillaire de référence est mesurée, puis la
pompe est démarrée. Le débit est augmenté par étapes de 0 & 9 ml/min au maximum, puis
diminué de fagon symétrique ; chaque débit est maintenu pendant au moins 3 cycles respiratoires
et la pression est mesurée a la fin de chaque période. Quand la courbe pression/débit est
terminée, du produit de contraste est injecté doucement dans le cathéter bloqué jusqu'a ce que
les veines de drainage soient visualisées (Fig 12). Le volume du produit de contraste injecté est
considéré comme une mesure du volume vasculaire du territoire bloqué. Selon I’orientation de
I’artere périphérique par rapport a celle du cathéter, ’artére est dénommée «coaxiale» si
’orientation est la méme ou latérale dans les autres cas.

La courbe pression/débit est déterminée dans 2 a 4 sites chez chaque chien, selon les
possibilités de blocage du cathéter. Dans 14 cas, la courbe pression/débit est refaite dans le
méme territoire apres avoir rincé le cathéter avec du sérum salé physiologique. Dans ces cas,
l'angiographie est faite apres la deuxieéme courbe en raison des effets potentiels du produit de
contraste sur les vaisseaux étudiés.

A la fin de chaque expérience, le cathéter & double lumiere distale est retiré. Du sang est
prélevé de l'artere pulmonaire par l'intermédiaire du cathéter de Swan-Ganz pour étalonner la
pompe avec un chronometre et un tube gradué. Ceci est réalisé en mesurant le volume de sang
recueilli en 30 secondes ou 1 minute avec les différentes vitesses programmées de la pompe a

galets.

Plusieurs variables dérivées sont déterminées ensuite. La pression de perfusion (PP)
durant la courbe de débit est la différence entre la pression capillaire bloquée mesurée (avec le
cathéter a double lumiére) & un débit déterminé et la pression capillaire pulmonaire de référence

mesurée a débit nul.
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Fig 11 : Etude des résistances vasculaires pulmonaires périphériques : préparation

AP : artére pulmonaire, q : débit a la pompe, M : manométre, P : pression. Le cathéter a
ballonnet de Swan-Ganz flotte librement dans I’artére pulmonaire ; le cathéter a double lumiere
est bloqué dans une artere pulmonaire périphérique. Du sang veineux mélé est prélevé dans
Iartere pulmonaire et perfusé a un débit déterminé dans D’artére pulmonaire périphérique
étudiée.
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Fig 12 : Angiogramme d’un territoire pulmonaire périphérique

Apres la réalisation de la courbe pression/débit, le produit de contraste (ioxaglate de sodium et
de méglumine) est injecté doucement dans le cathéter bloqué jusqu'a ce que les veines de
drainage soient visualisées. Le volume du produit de contraste injecté est considéré comme une

mesure du volume vasculaire du territoire bloqué. L’artére est coaxiale.
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Les résistances vasculaires pulmonaires (RVP) sont déterminées par la formule

suivante : RVP = 80 x ( l-:’ap- f’cp) /Q

oli les pressions sont exprimées en mmHg, le débit en I/min et les RVP en dyn s cm-5,

Les résistances vasculaires pulmonaires périphériques (RVPP) sont calculées en
appliquant la méme formule pour la courbe locale pression/débit avec une pression de perfusion
déterminée arbitrairement pour un débit de 5 ml/min.

L'hystérésis (ou différence de pression mesurée a un méme débit lors de
I’augmentation puis de la diminution du débit) a été estimé par la différence de pression de
perfusion entre les courbes ascendante et descendante de la courbe pression/débit, arbitrairement
mesurée a un débit de 7 ml/min ou plus bas si ce débit n'est pas atteint.

L'ordonnée a 'origine est la pression de perfusion a débit nul, calculée en extrapolant
la partie initiale de la courbe jusqu'a 0. L'ordonnée a l'origine correspond a la pression critique

d'ouverture.

2 - Principaux résultats de I'étude des RVPP

La relation pression/débit a éié déterminée dans 59 territoires. L'angiographie permet de
mesurer le volume du territoire bloqué (0,75 % 0,05 ml) et de visualiser la position du cathéter
par rapport a ’artére principale du territoire. Dans les territoires ou 'artére distale et le cathéter
ont la méme orientation ("artére coaxiale"), la courbe pression/débit moyenne a une ordonnée a
'origine pratiquement nulle et I’hystérésis est négligeable. L’angiographie révéle une position
latérale de l'artere principale par rapport au cathéter dans 11 cas. Les courbes pression/débit et
les variables dérivées correspondantes sont significativement plus €levées que celles obtenues
avec une artére "coaxiale".

Seules sont étudiées les relations pression/débit obtenues dans des territoires avec des
arteres coaxiales. La pente de la partie initiale de la courbe ascendante définit la RVPP. Il n'y a
pas de corrélation entre les RVPP et les RVP globales et les RVPP varient d'un site a l'autre

chez un méme chien. En moyenne, elles sont mille fois plus élevées que les RVP globales. Les

104



RVPP sont inversement corrélées au volume du territoire bloqué et directement avec 1’ordonnée
a l'origine et I’hystérésis. Les résultats de 2 courbes pression/débit consécutives réalisées dans
le mé€me territoire sont similaires, la différence étant de I’ordre de 1’erreur de la mesure (environ

1 mmHg).

B - Effets de I’hypoxie (Schrijen et al., J Appl Physiol 1993; 74: 613-616)

1- Méthodes

Une hypoxie est provoquée chez 4 chiens par l'inhalation d'un mélange hypoxique avec
une fraction inspirée d'O, a 0,10 et de CO, a 0,03. Le mélange gazeux est administré par
l'intermédiaire d'une valve qui empéche la réinhalation des gaz expirés. Aprés une lére courbe
en normoxie, la courbe pression/débit est répétée dans le méme territoire aprés 10 min de
ventilation hypoxique. Durant ce temps, un débit sanguin est maintenu dans le territoire bloqué
par l'intermédiaire de la pompe & galets. La normoxie est la premigre période dans 2 cas et
I'hypoxie la premiére période dans 3 cas. L'angiographie du territoire est toujours réalisée 2 la

fin de la deuxiéme période.

L’hypoxie (PaO, = 36 * 0,9 mm Hg; PaCO, = 39 £ 1 mmHg) induit une augmentation
des RVP a 260 dyn s cm-3, soit une variation de 48%. Au cours de l'hypoxie, il existe une
augmentation significative des RVPP (+71%). Aucune différence n'est observée entre les
territoires ol les mesures sont effectuées d’abord en normoxie ou en hypoxie.

Les résultats sont détaillés et discutés dans la publication insérée apres cette page.
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Peripheral pulmonary vascular resistance

F. SCHRIJEN, C. SAUNIER, AND F. CHABOT
Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale Unité 14, 54511 Vandoeuvre Cédex, France

ScHRUEN, F., C. SAUNIER, AND F. CHABOT. Peripheral pulmo-
nary vascular resistance. J. Appl. Physiol. 74(2): 613-616, 1993.
—The pressure-flow relationship has been studied in a periph-
eral portion of the lung vasculature in anesthetized dogs with
use of a double-lumen catheter wedged in a distal pulmonary
artery. One lumen was used to infuse mixed venous blood in the
wedged area and the other to measure the corresponding pertu-
sion pressure. Flow ranged from 0 to 9.2 ml/min, and the mean
volume of the wedged area (n = 59) was 0.75 £ 0.05 (SE) ml. In
the areas where the distal pulmonary artery was in the same
direction as the catheter (“coaxial”), the mean pressure-flow
curve showed a negligible y-intercept and no significant differ-
ence between ascending and descending flow. The slope of the
initial part of the ascending limb (peripheral pulmonary vascu-
lar resistance) varied from site to site and did not show a signifi-
cant correlation with the overall pulmonary vascular resis-
tance; it was inversely correlated with the volume of the wedged
area (r = —0.35, P < 0.05) and directly, as expected, correlated
with the y-intercept (r = 0.78, P < 0.0001) and hysteresis (r =
0.48, P < 0.001). The results of two consecutive pressure-flow
runs in the same site showed similar results, with no difference
exceeding the error of measurement. In contrast, the slope in-
creased by 71% during hypoxia (fraction of inspired O, was
0.10, n = 5). This procedure seems suitable to determine the
effects of physiological or pharmacological interventions on the
pulmonary vessels, without interference of the systemic circu-
lation.

pulmonary circulation; anesthetized dogs; closed chest; hyp-
oxia; pressure-flow relationship; wedge pressure

SEVERAL AUTHORS studied the relationship between
pressure and flow in the pulmonary circulation for the
entire vascular bed in situ (e.g., 3), for isolated lungs (10),
for isolated lobes (2), and for lobes in situ (5). It is usually
taken as linear for the most part, but for low flows a
“critical closing pressure” may be observed. When flow is
decreased in-an intact preparation, it is difficult to main-
tain the other variables constant. If oxygen consumption
stays unchanged, for instance, oxygen content in the pul-
monary arteries will decrease with the decrease in flow.
We designed a technique to determine the pressure-flow
relationship in the peripheral pulmonary vascular bed,
where flow could be modified without interfering with
the rest of the pulmonary or systemic circulation, and
starting from zero flow. This technique could be useful to
study the effects of physiological or pharmacological in-
terventions on the pulmonary vascular bed.

MATERIALS AND METHODS

The results were obtained from 14 dogs weighing
23.7%0.7 (SE) kg. Anesthesia was induced with an initial

0161-7567/93 $2.00 Copyright © 1993 the American Physiological Society

dose of thiopental (20 mg/kg iv) and maintained by slow-
rate infusion (14 mg-kg™-h™) with an electric syringe
(Vial SE 400). The dogs were intubated with a cuffed
tracheal cannula; they breathed spontaneously. Ventila-
tion was monitored with a Fleisch pneumotachograph
no. 1. Expired O, was monitored with Servomex ana-
lyzer, and expired CO, with a CO, test (Jaeger,
Wiirzburg, Germany). Under sterile conditions, an exter-
nal jugular vein was cannulated with two catheters: a
conventional Swan-Ganz thermodilution catheter with
the proximal lumen opening at 20 ¢cm from the tip and a
7F custom-made balloon catheter with both lumens ex-
tending to the tip (part no. 600518 model, American Ed-
wards Laboratories). Both catheters were advanced,
under X-ray, pressure, and electrocardiogram (ECG)
control, into the pulmonary artery. The thermodilution
catheter tip was advanced until a wedge pressure could
be obtained by balloon inflation (the proximal lumen was
then in the right atrium). The double-lumen catheter was
advanced until it wedged itself in a peripheral pulmonary
artery, i.e., when the internal diameter was equal to the
external diameter of the catheter (2.3 mm).

The catheters were periodically flushed with heparin-
ized saline (1 ml heparin, i.e., 5,000 IU, in 500 ml saline).
The vascular pressures were measured with inductance
manometers, monitored together with ECG on an oscil-
loscope (Telco), and a Gould 3600 recorder. The trans-
ducers were placed 5 cm above the table plane. Only
mean pressures were taken into account, and they were
obtained by electronic filtering over three respiratory cy-
cles. Static calibration was checked after each experi-
ment with a mercury manometer.

Pulmonary arterial, pulmonary wedge, and right atrial
pressures, as well as cardiac output, were measured with
the Swan-Ganz catheter. After wedging the double-lu-
men catheter in a distal pulmonary artery, an attempt at
blood sampling was performed with a syringe. The ease
of blood sampling was ranked from zero (no blood) to two
(easy sampling). To determine the pressure-flow curve,
one lumen of the double-lumen catheter was connected
with a pressure transducer and the other one with a per-
istaltic pump (Ismatec, Zurich, Switzerland). Blood was
withdrawn through the pump from the distal lumen of
the thermodilution catheter, which was lying free in the
pulmonary artery. The catheters were primed with blood,
and the reference wedge pressure was measured. The
pump was then started and mixed venous blood was in-
fused into the wedged catheter. The flow was increased
by steps from 0 to 9.2 ml/min and then decreased sym-
metrically; each flow was maintained for three respira-
tory cycles or more, and the pressure was measured at
the end of that period.
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TABLE 1. Characteristics of the pressure-flow curve
according to the wedge angiogram

Pulmonary Artery Axis

Coaxial Lateral P
PPVR/10% dyn-s-cm™ 138+16 40573 <0.0001
DP flow, ml/min 9.2+1.0 2.4x0.7 <0.01
y-Intercept, mmHg 1.6+0.8 7.7x1.9 <0.001
Zero-flow Py, mmHg ~0.4+0.2 -1.5+0.8 <0.05
Hys, mmHg -0.1£0.5 1.9+2.4

Values are means = SE of 48 coaxial and 11 lateral azes. PPVR,
peripheral pulmonary vascular resistance; DP, driving pressure; zero-
flow Py, difference between the wedge pressure measured at the end
and start of the pressure-flow run; Hys, hysteresis, pressure difference
between the ascending and descending limb of the pressure-flow curve
{see MATERIALS AND METHODS). y-Intercept was computed from the
ascending part of the pressure-flow relationship.

After the pressure-flow run had been completed, con-
trast medium was slowly infused into the wedged cath-
eter until the draining vein was visualized. The volume
infused was taken as a measurement of the volume of the
wedged area; the wedge angiogram was recorded.

The pressure-flow curve was determined in two to four
different sites in an individual dog, according to the possi-
bility of wedging the catheter in different places. In 14
instances, after flushing the pressure lumen with saline,
the pressure-flow curve was repeated in the same site. In
these cases, the angiogram was performed after the sec-
ond run because of the possible drug effect on the vessels
studied.

In four more dogs (5 sites), the results were compared
with those observed during hypoxia: the dogs inhaled a
hypoxic mixture with fraction of inspired O, 0of 0.10 and
fraction of inspired CO, of 0.03, administered from a bag
through a nonrebreathing valve. The pressure-flow curve
was repeated after 10 min hypozxic ventilation. During
this time, blood flow was maintained in the wedged area.
Normoxia was the first period in two cases, and hypoxia
was the first period in the remaining three cases. The
angiogram was always performed at the end of the proce-
dure.

At the end of the experiment, the special catheter was
withdrawn and blood was sampled from the pulmonary
artery via the thermodilution catheter to calibrate the
pump with a stop-watch and a graduated tube.

Derived variables. The perfusion pressure {PP) during
the flow runs was taken as the difference between the
actual wedge pressure and the wedge pressure measured
at zero flow. Overall pulmonary vascular resistance
{PVR) was computed as 80 (pulmonary arterial — wedge
pressure, mmHg)/cardiac output (l/min). Peripheral
PVR (PPVR) was determined applying the same formula
to the local pressure-flow curve, with the PP taken at 5
ml/min flow. Flow at driving pressure (DP) was deter-
mined from the local pressure-flow curve, the flow ob-
served when the PP was equal to the overall DP, i.e,,
pulmonary arterial — wedge pressure. The pressure-flow
relationship was extrapolated when needed.

Hysteresis is the PP difference between the ascending
and descending limbs of the pressure-flow curve, and was
arbitrarily measured at 7.0 ml/min flow or lower in the
few cases this flow was not reached.

PERIPHERAL PULMONARY VASCULAR RESISTANCE

Statistics. Differences between groups were tested by
variance analysis, differences between periods were as-
sessed by paired t tests, and relationships between vari-
ables were assessed by least-squares regression analysis
(11). All values are expressed as means + SE.

RESULTS

The pressure-flow relationship could be determined in
59 sites. Flow was increased up to 9.0 ml/min in 45 cases;
in the other sites the pressure increase exceeded 50
mmHg, and flow was stopped before. Maximum flow was
8.2 ml/min in seven sites, and 6.6 ml/min in six sites. The
perfusion pressure became very high at the start in the

last case, and no measurements could be performed.

Blood gases and hemodynamic values during nor-
moxia were within normal limits: arterial Pco, (Pag,)
was 39.3 + 0.5 Torr, arterial Po, (Pay,) was 84.0 & 1.3
Torr, pulmonary arterial pressure was 19.2 = 0.5 mmHg,
wedge pressure was 7.5 £ 0.3 mmHg, right atrial pressure
was 3.9 £0.3mmHg, and PVRwas 228 +12dyn-s-cm™,
Ventilation was 5.2 = 0.3 I/min, and breathing frequency
was 19.7 = 1.2 breaths/min. During hypoxia (n = 5),

‘Pag, stayed unchanged, Pag, was 36 = 0.9 Torr, and

PVR increased by 260 dyn-s-cm™.

The volume of the wedged area was 0.75 = 0.05 ml. The
wedge angiogram showed a lateral position of the main
artery with respect to the catheterin 11 (of 59) cases. The
corresponding pressure-flow curves were significantly
different from the coaxial ones, with respect to the
PPVR, flow at DP, and y-intercept of the ascending part
(Table 1). Also, the zero-flow pressure tended to be
higher after the flow run than before in the lateral sites.
The mean curve for the 42 normal sites with a maximum
flow 0f 9.2 ml/min is shown in Fig 1. The mean regression
was of the form PP = 0.002 + 1.52 flow, with a correlation
coefficient of 0.997 for the ascending part, and PP =
0.079 + 1.48 flow for the descending part. Both parts
could thus be considered as linear with a zero originand a
similar slope. The flow corresponding to the mean DP
(11.7 mmHg) would be 8 ml/min.

A significant y-intercept (>2 mmHg) was present in
30% of the curves in the coaxial sites, and in 70% of the
lateral sites. No blood could be sampled from the wedged
catheter in 19 cases, it was difficult to sample in nine
cases, and was easy in 10. Variance analysis showed a
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FIG. 1. Mean pressure-flow curve from 42 coaxial sites with a maxi-
mal flow of 9.2 m!/min. Regression line is shown. PP, perfusion pres-
sure; Q, pump flow.
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significant relationship with the volume of the wedged
area (F = 5.72, P < 0.01) with PPVR (F = 6.36, P < 0.01)
and highly significant with DP flow (F = 21.75, P <
0.0001).

The results of two consecutive runs in the same site are
shown in Table 2. The mean difference in PPVR as well
as in DP flow was 14% of the first value. The variance
analysis did not show a significant difference between
periods. The pressure difference for the highest flows
was <1.5 mmHg, which can be considered as the error of
measurement of the pressure difference.

- There was no correlation between PPVR and the over-
all PVR, and PPVR varied from site to site in an individ-
ual dog. Both PPVR and DP flow showed significant
correlations with the volume of the wedged area: r =
—0.35 (P < 0.05) and 0.51 (P < 0.001), respectively, for

the coaxial sites. The y-intercept and the hysteresis

showed a positive correlation with PPVR: r = 0.78 (P <
0.0001) and 0.48 (P < 0.001), respectively. The y-inter-
cept was observed in the regions with high resistance and
low volume, where no blood could be sampled from the
wedged catheter.

_Table 3 shows the results during hypoxia: there was a
:-statistically significant increase in PPVR and in the ini-
tial slope. No difference was observed between the sites
where the measurements were performed first during
‘normoxia or hypoxia.

DISCUSSION

--To determine the pressure-flow relationship in the pe-

ripheral pulmonary vascular bed, we used the infusion of
mixed venous blood into a catheter wedged in a distal
pulmonary artery. During this procedure, the rest of the
pulmonary vascular bed was under normal conditions,
and the overall pressures were unchanged. In prelimi-
nary experiments (9), using saline, we observed no alter-
ation in the vascular pressures reflecting the whole pul-
monary circulation during the infusion. In particular, the
downstream pressure, which was considered as constant,
was monitored by wedging the thermodilution catheter
with balloon inflation in a proximal pulmonary artery.
This pressure, similar to left atrial pressure, did not vary
during saline infusion, although the maximal flow (60
ml/min) was much higher than in the present study. As
expected from the difference in viscosity (6), the slope of
the pressure-flow relationship was much higher with
blood than with saline. In the present study, the physical
relationships between the wedged area and the adjacent
structures were probably unchanged: the wedge angio-
grams, although requiring high infusion pressures be-

TABLE 2. Results of two consecutive pressure-flow runs
in 14 lung regions

First Run Second Run
PPVR/10% dyn-s-cm™ 122420 13919
DP flow, ml/min 7.3x1.3 6.2x1.0
Zero-flow Py, mmHg ~1+0.5 -0.9+0.2
Hys, mmHg 0.9x£0.6 0.8x0.8
Asc slope 1.43+0.06 1.54+0.08

Values are means + SE. Asc slope, slope of the pressure-flow curve
with increasing flow. None of these differences was significant.
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TABLE 3. Comparison of the pressure-flow curves
characteristics in five sites during normoxia and hypoxia

Normoxia Hypoxia
PPVR/10% dyn-s-cm™ 137+25 233+17*
y-Intercept, mmHg 1.0+0.2 1.8+0.7
Zero-flow Py, mmHg 0+0.5 —0.6:0.4
Hys, mmHg 2.2+1.8 4.6x1.4
Asc slope 1.7+£0.3 2.9x0.67

Values are means = SE. * P < 0.01; T P < 0.02.

cause of the high viscosity of the contrast agent, did not
show any leak toward the adjacent parenchyma. To keep
the conditions in the wedged area close to normal during

‘the interval between flow runs,; a normal driving pressure

was maintained by mixed venous blood infusion.
“Provided the wedged artery was in the same axis as the
catheter, the pressure-flow was mostly linear with a zero
origin, and without hysteresis, it could then be expressed
by its slope. This would no longer be the case with a
y-intercept: the slope then can only be computed from
two different pressure-flow points at least, as pointed out
by Lodato et al. (7). The DP flow corresponds to the

~blood flow going normally to the wedged area. It was

closely linked to PPVR, but it showed better correlations
with the other variables, perhaps because it is a more
physiological value.

The estimation of the wedged volume was certainly

-approximate. The contrast medium was of high viscosity,
~and it needed high pressure to be infused; this could have

distended the vessels in the wedged area. The infusion
was stopped as soon as the pulmonary veins could be
seen, which could depend on geometric factors. Neverthe-
less, the values obtained by this method were in good
correlation with other variables.

We did not find in the literature absolute values of the
PPVR in intact lungs in sity, but the values we obtained
do not seem unreasonable. The mean volume of the ves-
sels downstream the wedged catheter, according to our
measurements, was 0.75 ml, i.e., ~3 X 1072 of the pulmo-
nary blood volume of these dogs (8), and the correspond-
ing DP flow was 8.0 ml/min, which is of the same order of
magnitude with respect to cardiac output. The vascular
resistance computed from the pressure-flow curves was
~1,000 times the overall PVR, but because the large pul-
monary vessels, with low resistance, were excluded, this
ratio is of little value. Unlike the technique used by Bain
(1) and by Swan (12), our procedure did not include the
catheter resistance because the pressure was measured
at the site of infusion.

The technique was reproducible, with a mean variation
in PPVR between consecutive runs of 14%. The changes
from normoxia to hypoxia, however, were much larger
(71%). It thus seems that this technique could quantita-
tively analyze the effect of physiological or pharmacologi-
cal interventions. The relative increase in PPVR was
higher than that of the overall PVR (48%), probably be-
cause the proportion of constricting vessels is higher
when the large pulmonary arteries are excluded.

The procedure described here could be simplified for
comparisons between different situations, after physio-
logical or pharmacological interventions, by using one
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flow only, asin the Hyman technique (4). But care should
be taken to determine first whether the pressure-flow
relationship would be linear and going through the ori-
gin. An increase in PPVR could be accompanied by a
change in the shape of the curve, because even in the
present study, under natural conditions, the sites with
high resistance tended to show a y-intercept and hystere-
sis. These variables increased during hypoxia, although
not significantly.

Our results show that the pressure-flow relationship
can be determined in intact anesthetized dogs, starting
from zero flow, without interference on the overall pul-
monary or systemic circulation. The procedure seems
suitable to study physiological or pharmacological inter-
ventions, but the pressure-flow curve needs to be com-
pared in the same site because the PPVR varied widely
from one place to another because of local variations

such as differences in the volume of the wedged vascu-
lar bed.
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C- Effets de la perfusion d’un produit de contraste iodé : ioxaglate de sodium et

de méglumine (ioxaglate). (Chabot et al., Can J Physiol and Pharmacol 1997a; 75: 15-18)

1-_Méthodes

L'étude a été réalisée chez 9 chiens. Apres réalisation d'une courbe pression/débit dans
des conditions identiques a celles décrites pour la détermination des RVPP, une angiographie du
territoire bloqué est réalisée avec de l'ioxaglate de sodium et de méglumine pour mesurer le
volume du territoire bloqué. Le territoire est rincé par l'injection de 10 ml de sérum salé
isotonique et une deuxieme courbe pression/débit est réalisée S min plus tard.

La courbe pression/débit est réalisée dans 2 a 4 territoires chez chaque chien, 23
territoires au total (courbe 17). Dans 11 cas aprés l'angiographie, le débit de la pompe n'a pas
atteint la valeur maximum en raison d'une élévation importante de la pression de perfusion.
Dans 7 cas, une deuxieéme courbe pression/débit aprés ioxaglate (courbe I2) est répétée 2

minutes plus tard.

2- Résultats

Les caractéristiques de la courbe pression/débit sont modifiées par I’injection
dioxaglate. Les RVPP doublent. L'hystérésis et I'ordonnée a l'origine augmentent
significativement. Quand la courbe pression/débit est terminée, la pression bloquée retourne a la
valeur de controle mais la pression bloquée mesurée avant le début de la courbe est plus élevée
que les valeurs de contrdle. Les différences entre contrdle et ioxaglate sont comparées aux
différences entre 2 courbes contrbles consécutives. Pour les courbes controles, les différences
sont de faible amplitude et non significatives. Il n'y a pas de différence dans les caractéristiques
des 2 courbes I et Iz, hormis la pression bloquée de référence qui retourne a la valeur contrdle
pour la courbe I |

Les résultats sont détaillés et discutés dans la publication insérée au dela de cette page.
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Changes in peripheral pulmonary vascular
resistance after ioxaglate infusion in

anesthetized dogs

F. Chabot, C. Saunier, and F. Schrijen

Abstract: The pulmonary vascular resistance in a peripheral portion of the pulmonary vascular bed can be determined with a
catheter wedged in a peripheral branch of the pulmonary artery, from the pressure increase induced by infusion of mixed
venous blood at known flow rates. The volume of the wedged vascular bed can be estimated during fluoroscopy, from the
volume of a contrast agent infused until the corresponding pulmonary vein can be seen. The present work was undertaken to
determine the possible influence of this maneuver on the peripheral pulmonary vascular resistance (PPVR). In anesthetized
dogs, after a control flow run, Hexabrix (meglumine ioxaglate and sodium ioxaglate) was infused, then the catheter was
flushed with saline, and another flow run was performed. There was no significant difference between two consecutive control
runs in the same site (n = 14). Before Hexabrix (n = 23), PPVR was 162 (£24) x 10 dyn-s.em™ (1 dyn = 10 uN) during the
control run; it increased to 339 (£33) x 10° dyn-s-em™ after Hexabrix (p < 0.001). These results show that care should be
taken to avoid interference between Hexabrix and the results of physiological or pharmacological interventions with this

technique.

Key words: anesthetized dogs, contrast medium, peripheral pulmonary vascular resistance, pressure—flow relationship,

pulmonary circulation.

Résumé : On peut déterminer la résistance dans une partie du lit vasculaire pulmonaire en bloquant un cathéter dans une
branche périphérique de I'artére pulmonaire, puis en mesurant I'augmentation de pression induite par une perfusion de sang
veineux mélé A débits connus. Le volume du lit vasculaire bloqué peut étre estimé par radioscopie, 4 partir du volume d'un
agent de contraste perfusé jusqu'a ce que la veine pulmonaire correspondante soit visualisée. Le présent travail a été effectué
pour déterminer I'influence possible de cette intervention sur la résistance vasculaire pulmonaire périphérique (RVPP), Chez
des chiens anesthésiés, une perfusion témoin a été suivie d'une perfusion d'Hexabrix (ioxaglate de sodium et de méglumine),
puis le cathéter a été purgé avec une solution physiologique salée, et une autre perfusion a été effectuée. Il n'y a pas eu de
différence significative entre deux perfusions témoins consécutives au méme site (2 = 14). Durant la perfusion témoin
précédant celle d"Hexabrix, la RVPP était de 162 (£24) x 10* dyn-s.cm™; aprés la perfusion d'Hexabrix (= 23), laRVPP a
augmenté 4 339 (£33) x 10* dyn-s.em™ (p < 0,001). Ces résultats indiquent que des mesures doivent étre prises pour éviter
que I"Hexabrix n'interfere avec les résultats d'interventions pharmacologiques ou physiologiques utilisant cette technique.

Mots elés ; chiens anesthésiés, résistance vasculaire pulmonaire périphérique, relation pression-débit, circulation pulmonaire.

[Traduit par la Rédaction]

Introduction

A technique has been developed to determine the pressure—
flow relationship, and thus pulmonary vascular resistance, in a
small area of the pulmonary circulation (Schrijen et al. 1993).
Since resistance is related to volume, we measured the volume
of the lung portion examined by fluoroscopy, from the volume
of a contrast agent infused until the corresponding pulmonary
vein could be seen. The present study was undertaken to deter-
mine whether the contrast agent could influence the pressure—
flow relationship in the pulmonary vessels; bolus injection of
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contrast media has been shown to yield various effects on the
pulmonary circulation. A transient increase in pulmonary arte-
rial and left atrial pressures has been described (Lange et al.
1984; Tajima et al. 1991), as well as a decrease in pulmonary
(Peck et al. 1983) and systemic vascular resistance (Egashira
et al. 1989). In vitro, both vasoconstriction and vasodilatation
have been observed (Karstoft and Baath 1995).

Materials and methods

Nine dogs, weighing 14.9 + 0.3 kg (mean £ SEM), were used in the
study. All experiments were performed according to the Canadian
Council on Animal Care guidelines. Anesthesia was induced with an
initial dose of 20 mg-kg™! thiopental i.v., and maintained by slow-rate
infusion (14 mg-kg™"-h™"), with an electric syringe (Vial SE 400, Vial,
France). The dogs were intubated with a cuffed tracheal cannula; they
breathed spontaneously, and ventilation was monitored by a Fleisch
pneumotachograph (Metabo, Switzerland), expired O, with a
Servomex analyzer (U.K.), and expired CO, with a CO, test (Jaeger,
Germany). Under sterile conditions, an external jugular vein was can-
nulated with two catheters: a conventional 7F Swan-Ganz
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thermodilution catheter, with the proximal lumen opening at 20 cm
from the tip, and a custom-made 7 F balloon catheter with both lu-
mens extending to the tip (American Edwards Laboratories, Santa
Ana, Calif.). Both catheters were advanced into the pulmonary artery,
under x-ray fluoroscopy. ECG and vascular pressure were continu-
ously monitored. The thermodilution catheter tip was advanced in a
proximal branch of the pulmonary artery, with the proximal lumen in
the right atrium. The double distal lumen catheter was advanced until
it wedged itself in a peripheral pulmonary artery.

The catheters were periodically flushed with heparinized saline
(! mL heparin, i.e., 5000 IU, in 500 mL saline). The vascular pres-
sures were measured with inductance manometers, and monitored on
an oscilloscope (Telco, France) together with the ECG, and on a
Gould 3600 recorder (Gould, Cleveland, Ohio). The transducers were
placed 5 cm above the table plane. Only mean pressures were taken
into account; they were obtained by electronic filtering over three
respiratory cycles. Static calibration was checked after each experi-
ment with a mercury manometer.

Pulmonary arterial, pulmonary wedge, and right atrial pressures,
as well as cardiac output, were measured with the thermodilution
catheter. To determine the pressure—flow curve, one lumen of the
double distal lumen catheter was connected with a pressure
transducer, the other one with a peristaltic pump (Ismatec,
Switzerland). Blood was withdrawn through the pump from the distal
lumen of the thermodilution catheter, which was lying free in the
pulmonary artery. The catheters were primed with blood, and the
reference wedge pressure was measured; the pump was then started
and mixed venous blood was infused into the distally wedged cathe-
ter. The flow was increased by steps from 0 to 9.2 mL:min™!, then
decreased symmetrically. Each flow was maintained for three respi-
ratory cycles or more, and the mean pressure was measured at the end
of that period. '

After the control pressure—flow run had been completed, contrast
medium (Hexabrix) was slowly infused into the wedged catheter,
under fluoroscopy, until the draining vein was visualized. Hexabrix
consists of sodium and meglumine ioxaglate, an ionic low-osmolar
agent containing 320 mg iodine per millilitre. The volume of
Hexabrix infused (0.6 + 0.06 mL) was taken as a measurement of the
volume of the wedged area. The catheter was then flushed with 10 mL
saline, and another pressure—flow curve (Hexabrix) was established.
The interval between the end of the control pressure—flow run and the
start of the run after Hexabrix was about 3 min.

The pressure—flow curve was determined in two to four different
sites in an individual dog, according to the ability to wedge the cathe-
ter in different places. A total of 23 sites were examined. After
Hexabrix, the flow was not raised to the maximum because of the
large pressure rise in 11 cases. In seven instances the pressure—-flow
run after Hexabrix (H,) was repeated 2 min after the first one (H,).

At the end of the experiment, the double distal lumen catheter was
withdrawn, and blood was sampled from the pulmonary artery via the
thermodilution catheter, to calibrate the pump with a stopwatch and a
graduated tube.

Derived variables

The perfusion pressure during the flow runs was taken as the differ-
ence between the actual wedge pressure and the wedge pressure meas-
ured at zero flow. Peripheral pulmonary vascular resistance was
determined from the local pressure-flow curve, as perfusion pressure
(mmHg x 80; | mmHg = 133.3 Pa) divided by flow (L-min™'), with
the perfusion pressure taken at 5 mL-min™' flow, on the ascending
limb. Hysteresis is the perfusion pressure difference between the as-
cending and descending limbs of the pressure—flow curve, arbitrarily
measured at 7.0 mL-min™' flow, or lower in the few cases this flow
was not reached. The y-intercepl is the perfusion pressure at zero flow,
computed by extrapolating the initial part of the curve (from 2 to
6 mL:min™") towards zero.
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Table 1. Pressure—flow characteristics.

Control Hexabrix p
P (mmHg) 6.5£0.4 9.010.7 e
P, (mmHg) 6.7£0.5 7.4£0.5
Hys (mmHg) 1.5+0.6 3.3£0.7 *
y-intercept (mmHg) 1.8+0.6 8.5%1.2 ek k
PPVR (x10° dyn-s-cm™) 162424 339433 Lhid

Note: Values are means  standard error from pressure—flow curves
obtained from 23 sites. Py, initial wedge pressure; P,, final wedge pressure,
no pump flow; Hys, hysteresis, perfusion pressure difference between
ascending and descending limbs of the pressure-flow curve; y-intercept,
extrapolated perfusion pressure at zero flow; PPVR, peripheral pulmonary
vascular resistance, computed from the perfusion pressure at 5 mL-min™
flow. Statistical significance of the differences: *p < 0.05; **p < 0.01;

*¥%p < 0,001,

Statistics

The differences between control and Hexabrix were analyzed by
paired ¢ tests, and relations between variables by least squares regres-
sion analysis (Snedecor and Cochran 1967). All values were ex-
pressed as means * standard error.

Results

No change was observed in the overall pulmonary or systemic
circulation during the pressure—flow runs.

The characteristics of the pressure—flow curves are given in
Table 1. After injection of the contrast medium, the peripheral
pulmonary vascular resistance was doubled. In addition, the
hysteresis and the y-intercept increased significantly. After
Hexabrix, the reference wedge pressure was significantly
higher than during the control measurement, but when the
pressure—flow run had been completed, it returned to its con-
trol value. Figure 1 shows the average pressure—flow values
computed from the 12 curves where the flow run was com-
plete, in control and Hexabrix. After Hexabrix, the perfusion
pressure at each flow was higher, and the difference between
increasing and decreasing flow (hysteresis) was more pro-
nounced.

The differences between control and Hexabrix are com-
pared with the differences between two consecutive control
flow runs (Table 2). In the latter, the differences were of small
magnitude and not significant.

Because the time necessary to complete a pressure—flow
run was in the order of a few minutes, the lower perfusion
pressure when the flow was decreasing could reflect the return
to the control peripheral pulmonary vascular resistance; there-
fore a second pressure—flow curve after Hexabrix was re-
corded (H,, Table 3). Except for the reference wedge pressure,
which returned to its control value, there was no significant
difference in the pressure—flow characteristics between H, and H,.

Discussion

With this preparation, it is possible to study the effect of a drug
on a small portion of the lung vasculature, while avoiding sys-
temic effects. Our results suggest that an ionic low-osmolar
contrast agent injected in a peripheral pulmonary artery in-
creased the local vascular resistance. This effect was not due
to the repetition of the pressure-flow run, since no difference
was observed between two successive control runs.
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Fig. 1. Pressure—flow curve during the control period (C, O and @)
and after Hexabrix (H, A and A); average values from 12 sites. The
bars represent the standard error. PP, perfusion pressure; ¢, pump
flow; incr. flow, increasing flow; decr. flow, decreasing flow.
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In the present experiments, the contrast medium was in-
jected under the same conditions as it is used for wedge
angiograms. Looking at short-term effects (10 s), Shirai et al.
(1991) did not observe significant changes in the diameter of
small pulmonary arteries during wedge angiograms in cat
lungs. In our study, although Hexabrix had been displaced with
saline, its effect on vascular resistance could still be shown
during the pressure—flow run. It was not attenuated by the
blood infusion, since the peripheral pulmonary vascular resis-
tance was unchanged during the second flow run after
Hexabrix, i.e., several minutes after the Hexabrix infusion.
This long-lasting effect might be due to the diffusion of the
drug into the interstitial extracellular space. Uptake of contrast
media by the endothelial cells has been shown in the aorta
(Parvez et al. 1985), with long-lasting changes, and endothe-
lial damage was also observed in veins (Thiesen and Miitzel
1990).

At the time of the injection, the blood flow was interrupted
in the downstream vascular bed, and no dilution took place in
the area under study. This may explain the striking changes
observed. When the drug is injected centrally, an acute in-
crease in the pulmonary arterial pressure has been shown (Peck
etal. 1983), but most authors describe a decrease in pulmonary
vascular resistance (Peck et al, 1983; Lange et al. 1984).

Viscosity is an important factor in the peripheral pulmonary
vascular resistance, as shown by the difference observed be-
tween saline and blood infusion: with saline the perfusion pres-
sure at 5 mL-min~! flow was on average 4 mmHg (Schrijen
et al. 1992) and 8 mmHg with blood. The importance of vis-
cosity in the effects of contrast agents was also stressed by
Haggmark et al. (1985). In our setting, however, it is unlikely
to play a role, since resistance was measured during blood
infusion.

The initial increase in the reference pressure after Hexabrix
probably reflects a rise in the local pulmonary venous resis-
tance, creating a pressure difference between the pulmonary
vein and the left atrial pressure. This effect did not last, since
the pressure at zero flow at the end of the pressure—flow run

17

Table 2. Differences between two control runs and between control
and Hexabrix.

C;=0, H-C
Value P Value P
n 14 23
P (mmHg) 0.2+0.3 ns  2.6+0.8  **
P, (mmHg) 0.3£0.5 ns 0.720.6
Hys (mmHg) 0.14£0.3 ns 2.5+1.2
PPVR (x10* dyn'sem™)  —17£10 ns 179427 *hk

Note: Values are means * standard error of the differences between two
consecutive control runs (C1 and C2) in 14 sites, and between control (C)
and Hexabrix (H) runs in 23 sites. Abbreviations as in Table 1.

Table 3. Pressure—flow characteristics during two consecutive runs
after Hexabrix.

H, H, P
P (mmHg) 10.3£1.5 6.31£0.6 *
P, (mmHg) 7.9+0.8 8.1+0.7
Hys (mmHg) 3.9+1.3 1722
PPVR (x10* dyn-s-cm™) 342440 363+100

Note: H,, first run after Hexabrix; H,. second run. Abbreviations as in
Table 1.

was not elevated, nor was the reference pressure before the
second pressure—flow run. The drug may be washed out from
the pulmonary veins first, allowing the wedge pressure to re-
turn to the left atrial pressure value. However, this shows the
importance of checking the value of the reference pressure
with respect to the wedge pressure measured by balloon infla-
tion in a proximal pulmonary artery, which should remain
close to the left atrial pressure (Zidulka and Hakim 1985).

When the technique described in the present study is used
to study the effect of physiological or pharmacological inter-
ventions, if one needs to visualize the wedged area, Hexabrix
should be used after the pressure—flow runs have been com-
pleted, to avoid interference with the results.
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D - Etudes pharmacologiques (Chabot et al., Soumis pour publication).

1- Méthodes
a- Adaptation de la technique pour les études pharmacologiques

Au vu des résultats des travaux décrits précédemment, plusieurs éléments
méthodologiques ont ét¢ modifiés pour simplifier ’étude des résistances vasculaires
pulmonaires périphériques et permettre les études pharmacologiques.

Si I’artére du territoire bloqué est «coaxiale», la relation pression/débit est pratiquement
linéaire avec une ordonnée a I’origine nulle et sans hystérésis. Cette relation s’exprime alors par
sa pente. Dans ces conditions, la construction de la courbe peut étre simplifiée, avec 3 points
pour la partie ascendante et 2 points pour la partie descendante. L’angiographie est nécessaire
apres la construction des courbes pression-débit pour vérifier ’aspect «coaxial» de I’artére et
mesurer le volume du territoire.

La technique est reproductible avec une faible variation des RVPP mesurées dans le
méme territoire mais les variations des RVPP d’un territoire a 'autre sont importantes. 11 est
donc indispensable de débuter toutes les études pharmacologiques par la réalisation d’une
courbe pression/débit qui permet de calculer la RVPP basale du territoire étudié.

Les études pharmacologiques réalisées sont basées sur la réalisation de courbes dose-
réponse. Il est donc nécessaire de faire plusieurs (généralement 3) courbes pression/débit
consécutives avec des concentrations croissantes des drogues étudiées apres la courbe contrdle.
Des expériences ont été réalisées pour confirmer I’absence de variation significative des RVPP
dans un méme territoire avec une solution contrdle, apres réalisation de 4 courbes consécutives
pression/débit.

L’administration d’un produit vasoactif modifie le tonus vasculaire dans ce territoire.
L’utilisation de concentrations croissantes de la drogue étudiée permet la construction d’une
courbe dose-réponse mais ce type de préparation contre-indique I’utilisation d’une méme
substance a une concentration inférieure a la précédente dans un territoire donné au cours d’une
expérience. Apres avoir complété une courbe dose-réponse, il est nécessaire de changer la

position du cathéter pour refaire une nouvelle série de courbes pression/débit dans un autre
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territoire. Deux séries de courbes pression/débit consécutives peuvent étre réalisées dans le
méme territoire si elles sont faites avec un produit vasoconstricteur pour 1’une et vasodilatateur
pour ’autre.

Les €tudes pharmacologiques ont €€ réalisées en air et en hypoxie, selon un ordre
randomisé. La distribution des RVPP en air et en hypoxie est présentée sur la figure 13. La
méthodologie utilisée en hypoxie est celle décrite dans le chapitre consacré aux effets de
I’hypoxie mais ’effet d’un méme produit vasoactif n’a pas été étudié consécutivement dans le
méme territoire en air et en hypoxie pour les raisons détaillées quelques lignes plus haut. Les
variations de résistances vasculaires pulmonaires périphériques en air et en hypoxie
correspondent donc a des variations calculées sur des territoires différents. Le tonus vasomoteur
pulmonaire a €€ augmenté dans certains cas par du L-NAME ou de I’almitrine. Nous
démontrons 1’action vasoconstrictrice pulmonaire périphérique de ces produits par la mesure de
la RVPP avant I’administration de la substance vasodilatatrice.

L’administration d’un produit vasoactif a imposé quelques modifications de la préparation
initiale. Ce produit est administré par I'intermédiaire d’une tubulure branchée en Y en aval de la
pompe a galet. Le branchement est fait en aval pour maintenir un débit connu de sang veineux
mélé par I'intermédiaire de la pompe.

Les premigres expériences ont été faites avec une injection directe en bolus du produit
étudié, le vérapamil ou la solution contrble (sérum glucosé a 5%). Dans ces premicres
expériences, 1 ml de sérum glucosé a 5% était injecté directement en bolus dans le cathéter
bloqué dans le territoire pulmonaire périphérique, rincé avec 2 ml de sérum physiologique, puis
une premiere courbe pression/débit (courbe contrdle) était réalisée 5 minutes plus tard. Les
courbes suivantes €taient faites aprés injection en bolus de vérapamil A concentrations
croissantes, dilué dans du sérum glucosé a 5%, selon les mémes modalités. Les RVPP ont été
étudiées dans 4 territoires. Cinq courbes contrdles consécutives dans un méme territoire ont été
réalisées apres injection de sérum glucosé suivant les mémes modalités dans 2 territoires (2
chiens différents). Contre toute attente, nous avons observé une augmentation des RVPP avec

cette technique d’administration du vérapamil. Cela nous a amenés a modifier les modalités
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Distribution des RVPP
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Fig 13 : Distribution de résistances vasculaires pulmonaires et périphériques en air (n = 82) et en

hypoxie (n = 57).
Les RVPP sont obtenues lors de la réalisation de courbes contrdle, en air ou en hypoxie. Les

valeurs des RVPP sont plus élevées en hypoxie qu’en normoxie, en moyenne.
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d’administration. Nous avons réalisé quelques expériences en perfusant le vérapamil par voie
générale dans l'oreillette droite qui ont confirmé 1’absence d’effet vasoconstricteur du vérapamil
par voie générale. Par contre, I’effet vasoconstricteur pulmonaire périphérique a été retrouvé
lors de I’administration du vérapamil a la fois par voie générale et en bolus. Les résultats de ces
premicres expériences nous ont conduit & abandonner I’administration des substances étudiées
sous forme d’injection directe en bolus.

Toutes les études pharmacologiques ont été réalisées ensuite au moyen d’une perfusion
continue de la substance étudiée dans le territoire périphérique étudié. La solution contrdle ou la
drogue diluée dans du sérum glucosé a 5%, est perfusée a un débit prédéterminé, de 1’ordre de
15% de celui de la pompe, par 'intermédiaire d’un pousse-seringue automatique qui permet le
mélange avec le sang veineux mélé au niveau du raccordement de la tubulure en Y et du cathéter
artériel pulmonaire bloqué (Fig 14). La réalisation de la courbe pression/débit est précédée de la
mise en route de la pompe et de la perfusion pendant 1 minute. Apres retour a I’état d’équilibre,

la courbe pression/débit est faite par paliers de 1 minute pour chaque débit.

Rappelons que I'objectif de ces travaux pharmacologiques est d’étudier les effets de
drogues vasoactives sur le tonus vasculaire pulmonaire périphérique sans modification de la
circulation pulmonaire globale et systémique (cf p. 99). Dans des expériences préliminaires,
nous avons déterminé, pour chaque drogue, la concentration susceptible d’induire une
modification de la circulation systémique ou pulmonaire globale. Nous avons utilisé ensuite la
drogue a concentration croissante, la concentration maximale utilisée étant 100 fois plus faible
que la concentration a I'origine des modifications générales. La limitation de concentration n’a
pas permis de faire des courbes dose-réponse complétes.

Les résultats des expériences sont précisés et discutés dans ’article soumis pour
publication. Ils sont résumés ici. Seules sont détaillées les études pharmacologiques non
incluses dans 1’article, c’est a dire le vérapamil selon les 2 modalités d’administration (injection
en bolus ou perfusion locale), I'urapidil, I’almitrine en hypoxie et la nicardipine aprés

I’almitrine, également en hypoxie.
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Fig 14 : Etude des résistances vasculaires pulmonaires périphériques : préparation pour les
études pharmacologiques

La drogue est administrée par 'intermédiaire d’une seringue auto-pulsée dans une tubulure
branchée en Y sur le cathéter artériel pulmonaire & double lumiére bloqué en aval de la pompe a

galets. Abréviations : D : drogue étudiée ; PSA : pousse seringue automatique ; autres : cf Fig

11.
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b- Etudes pharmacologiques

Les solutions contrdles sont préparées & partir des solvants en I’absence du principe
actif. Les solutions contrdles et les solutions contenant les principes actifs sont diluées avec du
sérum glucosé isotonique. Le glucosé isotonique est utilis€é comme contrdle avant chaque
drogue. Le pH et la viscosité des solutions controles et des solutions contenant les principes
actifs sont les mémes.

Des expériences contrdles sont réalisées avec du sérum glucosé & 5%, administré 4 fois

de suite dans le méme territoire (12 expériences, 8 en air et 4 en hypoxie)

Dans les expériences faites avec des inhibiteurs calciques, les effets du vérapamil
(5.10"°, 5.10% et 5.10° M), de la nifédipine (3.10™", 3.10” et 3.107 M) et de la nicardipine
(2.1079, 2.10® et 2.10° M) sont étudiés.

Pour préciser le role du NO, les effets du L-NAME (107, 10° et 10® M) et du
nitroprussiate de sodium (107, 10° et 10 M) sont étudiés. Les effets du nitroprussiate de
sodium sont étudiés seuls ou aprés administration de L-NAME (10 M).

L’action vasculaire pulmonaire périphérique des activateurs des canaux potassiques a
été étudiée avec le leveromakalim (10, 10 et 10* M), et le nicorandil (10%, 10 et 10* M)
précédé de I’administration de L-NAME (10 M).

L’urapidil, antagoniste des récepteurs o,-adrénergiques, a €€ également étudi€é a 3
concentrations différentes (1,3.10° 1,3.107 et 1,3.10° M). Deux séries d’expériences ont été
réalisées avec ’almitrine. L’almitrine est un stimulant des chémorécepteurs périphériques mais
son mode d’action exact n’est pas connu. Dans la premigre série, nous avons étudié les effets
hémodynamiques de I’almitrine (6.10'° et 6.10° M) et nous nous sommes assuré de 1’absence
de retentissement sur la ventilation. L’almitrine (6.10° M) a été étudiée aussi avant

I’administration de nicardipine (2.10°, 2.10% et 2.107 M).

c- Préparation des drogues
Le L-NAME et le nitroprussiate de sodium ont été obtenus de Sigma (France), le
vérapamil de Knoll (France), la nifédipine de Bayer (Allemagne), la nicardipine de Sandoz

(Suisse), 1'urapidil de Byk (France) et I’almitrine de Servier (France). Le levcromakalim a été
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gracieusement fourni par Smith Klein Beecham (Grande-Bretagne) et le nicorandil par Bellon
(France). Les drogues sont solubilisées dans du glucosé a 5% (L-NAME, nitroprussiate de
sodium, vérapamil et nicorandil), dans de I’eau distillée (levcromakalim), dans de 1’alcool et du
polyéthyléne glycol (nifédipine), dans de I’acide chlorhydrique (nicardipine), dans du
propyléne-glycol et de I’hydrogene-phosphate (urapidil), et dans de I’acide malique (almitrine).
Une aliquote de ces solutions est dissoute dans du glucosé isotonique pour obtenir les
concentrations désirées. Toutes les solutions sont préparées immédiatement avant 1’expérience et

maintenues a 1’abri de la lumiére si nécessaire.

2- Résultats
a - Effets du vérapamil : importance du mode d’administration

Aprés injection directe en bolus de vérapamil dans le cathéter bloqué, les RVPP
augmentent. Les paramétres mesurés et calculés avec les courbes pression/débit aprés une
injection locale de vérapamil & concentration croissante dans le territoire étudié sont présentés
dans le tableau 2 (p. 115). Aux concentrations utilisées, le vérapamil administré dans le territoire
pulmonaire périphérique n'a aucune action sur la circulation systémique ou pulmonaire générale.
L'utilisation de concentrations croissantes de vérapamil est associée & une augmentation
significative des RVPP. Aprés vérapamil, la pression de perfusion est plus élevée pour chaque
débit. L'hystérésis et l'ordonnée a l'origine ne sont pas modifiés. Les différences entre 5

courbes controles consécutives pression/débit faites apres injection d'l ml de sérum glucosé a

5% dans un méme territoire, ne sont pas significatives.

L'effet sur les RVPP du vérapamil administré par voie générale a été étudié dans 4 sites.
Apres injection de 2 ml de vérapamil dans l'oreillette droite 4 la concentration de 5.10° M en 2
min suivis par une perfusion de vérapamil (20 ml/h & la concentration de 5.10* M), la courbe
pression/débit a été réalisée pendant la perfusion systémique de vérapamil (Fig 15). Les résultats
de l'administration de vérapamil par voie systémique sont présentés dans le tableau 3. Dans ces
conditions, la pression artérielle fémorale tend & diminuer. La baisse de la pression artérielle

systémique ne devient significative qu'a la troisieme période de cette étude, c’est & dire avec
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l'injection et la perfusion systémique de vérapamil. Les autres variables hémodynamiques,
systémiques, pulmonaires générales, et les RVPP ne sont pas modifiées.

L'étude des RVPP a ét€ complétée dans ces 4 territoires par une administration simultanée
de vérapamil par voie générale et locale & la concentration de 5.107"° M. Les résultats ont été
comparés a ceux obtenus avec le vérapamil perfusé par voie générale. L'administration
simultanée de vérapamil par voie générale et locale en bolus (tableau 3) diminue la pression
artérielle systémique (versus contrdle). La figure 15 représente les courbes pression/débit
contrble, sous vérapamil par voie générale et par voie générale associée a une injection directe
locale en «bolus». Dans les 4 sites périphériques en normoxie, les RVPP et I'hystérésis
augmentent avec I'injection directe locale «en bolus».

Apres ces premieres expériences, 1’administration du vérapamil sous forme d’injection
directe, en bolus, a ét¢ abandonnée. Ces résultats soulignent I'importance du mode

d’administration de la drogue étudiée dans cette préparation.
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Tableau 2

Variations des RVPP avec le vérapamil par voie locale «en bolus»

injectat concentration RVPP (103 dyn s cm-5)
Contrdle 224 + 61
vérapamil 5.10-10M 303 + 96
vérapamil 5.10-8M 341 94
vérapamil 5.10-6M 362 £ 89

Anova (mesures répétées) : p = 0,026

n=4
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Fig 15 : Courbe pression/débit contrdle (C), sous vérapamil par voie générale (v gen) et par voie
générale + locale en bolus (v gen + loc). Valeurs moyennes de 4 territoires en normoxie.
Abréviations : PP : pression de perfusion ; q : débit & la pompe
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Tableau 3

Valeurs hémodynamiques obtenues avec le vérapamil par voie générale et locale «en bolus»

Controle v. gén. v. gén.+ loc. p*
Pas (mmHg) 150 + 5 145 + 6 131 + 8 0,02
Q (I/min) 43 + 06 4,1 0,8 48 % 1,0 n.s
Pap (mmHg) 188+ 1,0 193+ 1,4 22,5+ 1,6 0,02
Pcp (mmHg) 78 £ 09 80 £0,7 90 % 1,6 n.s.
RVP (dyn s cm-5) 230 & 37 262 * 84 262 + 93 n.s.
RVPP (103dynscm-5) 107 + 39 97 +27 237 + 74 0,02

v.gén. : vérapamil par voie générale

v.gén.+ loc. : vérapamil par voie générale et locale

* Anova (mesures répétées sur les 3 périodes)

Pas : pression artérielle systémique moyenne

Q : débit cardiaque

f’ap : pression artérielle pulmonaire moyenne

?cp : pression capillaire pulmonaire moyenne

RVP : résistances vasculaires pulmonaires

RVPP : résistances vasculaires pulmonaires périphériques

Valeurs moyennes + erreur standard dans 4 territoires
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Toutes les expériences suivantes correspondent a des expériences réalisées avec une
perfusion continue de la substance étudiée administrée par I’intermédiaire d’un pousse seringue
automatique et diluée dans du sang veineux mélé lors de son passage dans le cathéter artériel

pulmonaire.

b - Effets du glucosé isotonique
La répétition des courbes pression-débit, 4 fois consécutives dans le méme territoire, ne
modifie pas les résistances vasculaires pulmonaires périphériques en normoxie (n = 8) et en

hypoxie (n = 4 ; Fig 16).

¢ - Effets des inhibiteurs calciques

Phénylalkylamine : vérapamil. Le vérapamil (5.10"° & 5.10 M), administré sous forme
de perfusion continue diluée dans le sang veineux mélé ne modifie pas les RVPP en normoxie
(n = 5). En hypoxie (n = 5), les RVPP augmentent de 24% et diminuent de 22% apres
administration de vérapamil (Fig 17).

Dihydropyridines : nifédipine (3.10™"" 2 3.107M ) et nicardipine (2.10° 4 2.10° M). En
normoxie, la nifédipine (n = 9) et la nicardipine (n = 7) n’induisent pas de modification des
RVPP. En hypoxie, la nifédipine (n = 6) et la nicardipine (n = 9) diminuent les RVPP et la

variation des RVPP est corrélée a la valeur des RVPP en hypoxie.

d- Voie de la NO synthétase

Effets du L-NAME et du nitroprussiate de sodium. Durant la perfusion de contrdle, les
RVPP sont plus élevées en hypoxie qu’en normoxie. Le L-NAME (107 a 10" M) augmente les
RVPP en normoxie (n = 5) et en hypoxie (n = 5). Les RVPP sont égales en normoxie et en
hypoxie avec la concentration la plus élevée de L-NAME.

Le nitroprussiate de sodium diminue les RVPP en hypoxie. Aprés augmentation des
RVPP par le L-NAME (10 M), le nitroprussiate de sodium les diminue également en normoxie

(n = 5) et en hypoxie (n = 4).
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Fig 16 : Etude des résistances vasculaires pulmonaires périphériques : effets du sérum glucosé
isotonique. _

La répétition des courbes pression/débit avec du sérum glucosé isotonique ne modifie
pas les RVPP en normoxie et en hypoxie.
Abréviation : C : contrdle
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Vérapamil en perfusion locale
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Fig 17 : Etude des résistances vasculaires pulmonaires périphériques : effets du vérapamil en

perfusion locale.

Le vérapamil en perfusion locale ne modifie pas les RVPP en normoxie. La baisse des

RVPP en hypoxie atteint 22% mais n’est pas significative.
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e- Activateurs des canaux potassiques

Le levcromakalim, aux concentrations étudiées (10° 2 10 M), ne modifie pas les RVPP
en normoxie (n = 13) et en hypoxie (n = 12).

Apres administration de L-NAME (10 M), le nicorandil (10* & 10* M) diminue les

RVPP en normoxie (n =4) et en hypoxie (n = 4).

f- Antagoniste des récepteurs o,-adrénergiques : urapidil

L’urapidil, aux concentrations étudiées (1,3.10? a 1,3.10° M), ne modifie pas les RVPP
en normoxie (n = §) et en hypoxie (n = 7 ; Fig 18). Dans 5 expériences supplémentaires,
réalisées en hypoxie, des concentrations plus élevées d’urapidil (1,3.10° & 1,3.10* M) n’ont

pas modifié les RVPP (résultats non présentés).

g- Almitrine, almitrine et nicardipine

Deux séries d’expériences ont été réalisées en hypoxie. L’almitrine (6.10"° et 6.10° M)
augmente les RVPP de maniére dose-dépendante (n =13 ; Fig 19). L almitrine n’entraine pas de
variation significative de la ventilation. Dans la seconde série d’expériences, les RVPP ont été
augmentées par 1’administration d’almitrine (6.10° M) avant perfusion de nicardipine (2.10” a
2.107 M). Sous nicardipine, une baisse concentration-dépendante des RVPP est observée, les

RVPP retournant a la valeur contrdle obtenue avant almitrine (n = 13 ; Fig 20).
Les résultats non publiés et non soumis pour publications sont discutés dans les pages

suivantes (p. 125-130). Les résultats soumis pour publication et les résumés des affiches

présentés dans les congres internationaux sont insérés au-dela de la page 130.
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Fig 18 : Etude des résistances vasculaires pulmonaires périphériques : effets de 1’urapidil.

L’urapidil, aux concentrations étudiées, ne modifie pas les RVPP en normoxie et en hypoxie.
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Almitrine en hypoxie
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Fig 19 : Etude des résistances vasculaires pulmonaires périphériques : effets de 1’almitrine en
hypoxie.

L’almitrine augmente les RVPP significativement.
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Almitrine et nicardipine en hypoxie
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Fig 20 : Etude des résistances vasculaires pulmonaires périphériques : effets de ’almitrine et de

la nicardipine en hypoxie.

Les RVPP sont augmentées par I’almitrine. La nicardipine diminue les RVPP significativement.
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3- Discussion des résultats non publiés et non soumis pour publication

a- Effets du vérapamil : importance du mode d’administration

Le vérapamil est un inhibiteur de l'influx calcique. Il diminue la vasoconstriction
hypoxique du poumon de rat isolé (McMurtry ez al., 1976). Chez le chien, il diminue également
la vasoconstriction pulmonaire induite par la sérotonine (El-Kashef et al., 1990). L'effet
vasodilatateur pulmonaire n'est pas toujours retrouvé (Young et al., 1983). Par ailleurs, les
inhibiteurs calciques inhibent la contraction des fibres musculaires vasculaires et striées
cardiaques. Le but de ce travail est de préciser l'action du vérapamil sur le lit vasculaire
pulmonaire périphérique, selon le mode d’administration, indépendamment de toute action
systémique ou cardiaque.

Nos résultats suggeérent que le chlorhydrate de vérapamil injecté en bolus dans une
artére pulmonaire périphérique augmente la résistance vasculaire locale. Cet effet n'est pas dii a
la répétition d'une courbe pression/débit dans le méme territoire car il n'y a pas de différence
entre les courbes contrdles successives. Ces résultats different de ceux obtenus sur des
préparations de segments d'artéres pulmonaires dont le tonus vasomoteur est estimé par la
mesure de la tension isométrique développée dans différentes conditions. En 1'absence de

vasoconstriction préalable, la force de contraction isométrique de segments d'artére pulmonaire

n'est pas modifiée par le vérapamil & la concentration de 10° et de 10° M (Demiryurek et al.,
1991 ; Ohe et al., 1992 ; Demiryurek et al., 1993). Cette différence de résultats ne peut pas étre
expliquée par les concentrations de vérapamil qui, dans ces travaux, sont de 'ordre de grandeur
de celles que nous avons utilisées. Il en est de méme du diametre des vaisseaux étudiés, de 0,3
mm (Demiryurek et al., 1991; Demiryurek er al., 1993) a 2 (Ohe et al., 1992 ; Demiryurek et
al., 1993) et 4 mm (Demiryurek et al., 1993). Dans notre cas, I'artére pulmonaire bloquée par la
sonde a un diametre interne égal & celui de la sonde, soit 2,3 mm. Il est également peu probable
que la différence de résultats soit liée & une différence interespece, artéres humaines (Ohe et al.,
1992 ; Demiryurek ez al., 1993) ou de mouton (Demiryurek ez al., 1991) dans ces expériences.

Ces résultats différents des données de la littérature nous ont amenés a poursuivre nos
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expériences en étudiant les conséquences de l'administration par voie générale de vérapamil.
Dans ce cas, le vérapamil ne modifie pas le tonus vasculaire pulmonaire d'un territoire
périphérique. Nous avons observé une tendance a la baisse de la pression artérielle systémique
sans changement de I'hémodynamique pulmonaire générale. Ces résultats sont comparables a
ceux rapportés chez des chiens anesthésiés (Young et al., 1983), chez des moutons conscients
(Ahmed et al., 1988) ou dans des préparations de lobe pulmonaire isolé de chien (El-Kashef et
al., 1990).

Pour confirmer le role du mode d'administration locale du vérapamil dans
l'augmentation des RVPP, nous avons poursuivi ces expériences en associant injection locale en
bolus et perfusion par voie générale de vérapamil. Les résultats mettent en évidence une baisse
de la pression artérielle fémorale attribuée a la perfusion systémique de vérapamil, sans
changement de I'hémodynamique pulmonaire générale. Dans les territoires en normoxie, les
RVPP sont augmentées, résultat comparable a celui obtenu avec l'administration uniquement
locale de vérapamil, en injection directe sous forme de «bolus». Cette expérience confirme que
l'augmentation des RVPP en normoxie est due au mode d'administration locale du vérapamil.
Cette hypothese est confirmée par I'administration de vérapamil sous forme de perfusion
continue diluée dans le sang veineux mélé. Dans ces conditions, le vérapamil ne modifie pas les
RVPP en normoxie et tend & diminuer les RVPP en hypoxie.

Un effet inhibiteur de la vasoconstriction, plus important en hypoxie qu'en normoxie,
a déja été décrit avec le vérapamil (Yuan et al., 1990 ; Ohe et al., 1992) ; inversement,
l'administration en hypoxie d'un agoniste de l'influx calcique augmente le tonus vasomoteur
pulmonaire (Tolins et al., 1986 ; Ohe et al., 1992). Les résultats obtenus sur des préparations de
segments d'artéres pulmonaires exposés a une hypoxie sont variables. Sur des petites artéres de
rat (Yuan et al., 1990), l'augmentation de tonus induite par I'hypoxie diminue de 40% en
présence de 107 M de vérapamil et de 78% avec 10° M de vérapamil. Avec des segments
d'artéres pulmonaires humaines, certains auteurs (Ohe er al., 1992) ont des résultats
équivalents. A l'inverse, d'autres n'observent pas de modification de la contraction isométrique
avec du vérapamil 2 10 M (Demiryurek et al., 1993). Dans un modele de poumon de rat isolé,

le vérapamil a un effet inhibiteur sur la vasoconstriction pulmonaire (Mac Murtry et al., 1976).
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Cet effet est obtenu 2 partir d'une concentration de 2.10°* M et est concentration-dépendant. Sur
un modele de lobe isolé de chien avec une vasoconstriction induite par la sérotonine, le
vérapamil & des concentrations de 10° 2 10* M diminue les résistances vasculaires pulmonaires
(El-Kashef et al., 1990). A l'inverse chez des chiens anesthésiés et soumis & une hypoxie sous
vérapamil par voie générale, les résistances vasculaires pulmonaires augmentent, sans
modification de la pression artérielle pulmonaire et avec une baisse du débit cardiaque (Young ez
al., 1983). Les mémes résultats sont obtenus avec une hypertension artérielle pulmonaire induite
par une perfusion de prostaglandines PGF,.

11 est difficile de préciser le mécanisme d'augmentation des RVPP lors de I'injection
directe «en bolus» de vérapamil. La responsabilité isolée du cathéter dans l'augmentation des
RVPP ne peut pas &tre retenue car il n'y a pas de variation des RVPP sur les courbes contrdles.
Par contre, il est possible que l'administration du chlorhydrate de vérapamil sous forme de
bolus sur un endothélium 1ésé par le cathéter induise cette augmentation des RVPP. Plusieurs
mécanismes physiopathologiques peuvent étre envisagés au niveau de l'endothélium.
L'endothélium a un réle modulateur du tonus musculaire lisse vasculaire. Les cellules
endothéliales peuvent induire une vasoconstriction par la libération de facteurs constricteurs tels
le thromboxane A, ou les endothélines par exemple (Furchgott & Vanhoutte, 1989). L’injection
directe locale «en bolus» de vérapamil dans un cathéter distal bloqué peut léser ou agir sur
l'endothélium et modifier 1'équilibre entre facteurs constricteurs et dilatateurs. Cette derniére
hypothese a été confortée récemment. En effet, sur des anneaux vasculaires pulmonaires isolés
provenant de lapin, la tension pariétale induit une contraction vasculaire par activation de la voie
de la cyclooxygenase au niveau des cellules endothéliales avec augmentation de la libération de
thromboxane A, et du rapport thromboxane A,/PGI, (Nakayama et al., 1997). D'autres
mécanismes d'augmentation des RVPP peuvent étre envisagés, comme une stimulation directe
de la cellule musculaire lisse liée a la distension brusque du vaisseau par le bolus ou encore la
mise en jeu du systtme nerveux autonome ¢ adrénergique, mais I'importance du rdle du

systeéme nerveux autonome dans le contrdle du tonus vasomoteur pulmonaire est controversée

(Liu & Barnes, 1997).
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b- Effets de I’urapidil

Le tonus sympathique contribue au maintien du tonus vasculaire pulmonaire basal et a
sa modulation en hypoxie aigué (Liu & Barnes, 1997). Les artéres pulmonaires de chien ont une
innervation adrénergique importante. I.’administration d’antagonistes o-adrénergiques réduit la
vasoconstriction hypoxique chez des chiens anesthésiés (Brimioulle er al., 1997). la
distribution des différents sous-types de récepteurs o-adrénergiques n’est pas bien connue chez
le chien. Dans un modele de poumon perfusé chez le chien anesthési€, les agonistes o,-
adrénergiques induisent une vasoconstriction artérielle (Shebuski et al., 1986). La noradrénaline
induit une vasoconstriction des arteéres pulmonaires proximales (Greenberg et al., 1981 ; Hakim
1988), mais est dénuée d’efficacité au niveau des vaisseaux distaux (Hakim, 1988 ; Kemp et
al., 1997). Pour préciser le role des récepteurs o,-adrénergiques dans la circulation pulmonaire
périphérique, nous avons étudi€ les effets de 'urapidil, un inhibiteur des récepteurs o -
adrénergiques dot€ d’une activité centrale agoniste des récepteurs serotonine,, (van Zwieten,
1989). Dans notre modele, nous €tudions uniquement 1’action vasculaire périphérique. Nos
résultats montrent que, dans cette préparation, 1'urapidil, aux concentrations étudiées, ne
modifie pas les RVPP en normoxie et en hypoxie. Ces résultats suggerent 1’absence de
récepteurs o -adrénergiques fonctionnels dans la circulation pulmonaire périphérique chez le

chien anesthésié.

c- Effets de 1’almitrine

Nous avons terminé ce travail par 1’étude des effets de I’almitrine et de la succession
almitrine et dihydropyridine en hypoxie. Nos résultats mettent en €vidence une augmentation
dose-dépendante des RVPP en hypoxie sous I’effet de 1’almitrine sans variation significative de
la ventilation. L’almitrine chez le chien anesthésié potentialise en quelques secondes la

vasoconstriction hypoxique sans modifier la ventilation (Romaldini et al., 1983). Les effets de
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I’almitrine sont controversés. Dans un modele de lobe de chien isolé, I’almitrine a une action
vasoconstrictrice dans les territoires hyperoxiques mais a une action vasodilatatrice sur les lobes
siege d’une vasoconstriction hypoxique (Hughes et al., 1986). Dans un modele comparable,
I’effet de I’almitrine apparait dose-dépendant. De faibles doses d’almitrine augmentent la
vasoconstriction hypoxique et des posologies élevées I'atténuent (Nakanishi er al., 1988). La
constatation de résultats similaires aprés chémodénervation périphérique suggeére que la
potentialisation de la vasoconstriction hypoxique par I’almitrine est due a un effet direct de
I’almitrine sur les vaisseaux pulmonaires (Nakanishi ez al., 1988). De faibles doses d’almitrine
restaurent la vasoconstriction hypoxique chez les chiens ne présentant pas de vasoconstriction
en hypoxie dits «non répondeurs» mais sont dénuées d’effet chez les chiens «répondeurs». Cet
effet pourrait étre dii au fait que les animaux «répondeurs» ont une réponse vasopressive
importante a I’hypoxie qui ne peut pas éuwe augmentée. Les effets vasculaires pulmonaires de
’almitrine sont non seulement dose-dépendants mais également modulés par la vasoréactivité a
I’oxygene (Naeije er al., 1990). Ces résultats suggerent que dans notre €tude, les valeurs des
RVPP en hypoxie avant la perfusion d’almitrine reflétent une vasoconstriction pulmonaire
périphérique sous maximale en hypoxie, potentialisée ensuite par 1’almitrine.

Dans notre seconde séric d’expériences également réalisées en hypoxie, apres
augmentation des RVPP par I’almitrine, la nicardipine induit une baisse dose-dépendante des
RVPP avec retour a la valeur contrdle initiale. Nos résultats ne permettent pas de préciser si la
baisse des RVPP observée apres administration des inhibiteurs des canaux calciques correspond
a une réduction de la vasoconstriction induite par l’almitrine, ’hypoxie ou [’association de
I’hypoxie et I’almitrine. Rappelons que dans des expériences précédentes, la nicardipine avait
induit une baisse significative des RVPP en hypoxie avec une variation d’autant plus importante
que les valeurs des RVPP en hypoxie étaient plus €levées avant administration de nicardipine.
La nicardipine diminue donc 'augmentation de tonus observée apres almitrine en hypoxie. Ces
résultats obtenus in vivo confirment les données obtenues par 1’étude de I’effet de 1’almitrine sur
la tension isométrique d’anneaux vasculaires pulmonaires isolés de rat et dans un modele de
poumon de rat isolé (Gottschall et al., 1992). L’almitrine induit une vasoconstriction dans le

poumon de rat isolé mais n’a pas d’effet sur les anneaux vasculaires isolés. A faibles doses, elle
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potentialise la vasoconstriction hypoxique dans le poumon de rat isolé perfusé. La
vasoconstriction causée par I’almitrine a fortes doses réduit la vasoconstriction induite par
’hypoxie et inversement de fortes doses d’almitrine n’augmentent pas la vasoconstriction
hypoxique. Par ailleurs, la vasoconstriction induite par I’almitrine est inhibée par les inhibiteurs
calciques comme la nifédipine qui inhibent la vasoconstriction hypoxique (Gottshall et al.,
1992). Ces €léments et ’interaction entre I’almitrine et 1’hypoxie ont suggéré un mécanisme
commun de vasoconstriction a I’almitrine et a I’hypoxie (Gottshall et al., 1992). Cette hypothése

n’a pas été confirmée.

Les résultats obtenus avec les autres drogues sont présentés dans le manuscrit de
I’article soumis pour publication et dans les résumés d’affiches présentés a des Congres

internationaux avec Comités de Lecture.

130



Role of NO pathway, calcium and potassium channels in the peripheral pulmonary vascular
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SUMMARY

1- Pulmonary vasoreactivity may be different in proximal and peripheral vessels. Therefore,
we investigated the effects of several vasoactive stimuli on the peripheral pulmonary
circulation, in vivo. We studied the pressure-flow relationship in the peripheral pulmonary
circulation, and computed the slope of the initial part of the pressure/flow relation (peripheral
pulmonary vascular resistance or PPVR), using a double lumen catheter wedged in a distal
pulmonary artery, without interference on the overall pulmonary or systemic circulation.
Autologous mixed venous blood was infused at known flows in wedged areas (vascular
volume : about 0.7 ml) in anaesthetised spontaneously breathing dogs. We reported the
effects on PPVR of Nv-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), a nitric oxide (NO)
synthase inhibitor, sodium nifroprussidc (SNP), an NO donor, various calcium channel
blockers and potasium channel openers, during normoxia and acute mild normocapnic
hypoxia.

2- The NO synthase inhibitor L-NAME caused a +126+48% increase in PPVR during
normoxia (p<0.01), and potentiated the pulmonary vasoconstrictor response (increase in
PPVR +96+35%; p<0.01) to hypoxia. After an increase in PPVR by L-NAME, SNP
decreased PPVR during normoxia (-20+7%; p<0.001) and hypoxia (-23+4%; p<0.01).
During hypoxia, the decrease in PPVR induced by SNP only was similar to that after L-
NAME during hypoxia (-37+13%; p=0.07).

3- The calcium channel blockers, verapamil, nifedipine and nicardipine, did not modify
PPVR during normoxia but decreased PPVR (-21+23%, NS; -26£8%, p<0.01 and -
34+15%, p<0.05, respectively) during hypoxia.

4- Levcromakalim, a potassium channel opener did not modify PPVR during normoxia or
hypoxia. The effects of nicorandil, a potassium channel opener with NO donor properties,
were studied after administration of L-NAME. After an increase in PPVR induced by L-
NAME, nicorandil decreased PPVR during normoxia (-15+12%, p<0.05) and hypoxia (-
13+3%, p<0.02).

5- Our results underline the role of NO pathway in the peripheral pulmonary circulation, in
vivo. Endogenous NO is at least partially responsible for low basal pulmonary vascular tone,
acts to modulate the hypoxic pulmonary vasoconstriction, and is not involved in the
pulmonary vascular response to the SNP. Our results suggest that K, channels are not a

major component of pulmonary vasoregulation in the peripheral pulmonary circulation both



during normoxia and during mild acute hypoxia. The role of voltage-dependent calcium
channels seems essential during acute hypoxia in the peripheral lung vasculature.

Key-words: peripheral pulmonary circulation; vasoreactivity; anaesthetised dogs; normoxia;
mild acute normocapnic hypoxia; NO; L-NAME, sodium nitroprusside; calcium channel
inhibitors; potassium channel openers.



INTRODUCTION

Under physiological conditions, a powerful vasodilator, nitric oxide (NO), is
continually released by endothelial cells to regulate organ blood flow and perfusion pressure
(Moncada et al., 1991). NO is derived from L-arginine through NO synthase (NOS). Various
inhibitors of NOS have been shown to increase the normoxic pulmonary vascular tone in
some (Archer et al., 1989; Perella et al., 1992) but not all experiments (Barnard et al., 1993,
Hasunuma et al., 1991a; Nishiwaki et al., 1992).

Alveolar hypoxia is an important regulator of pulmonary vascular tone and causes
vasoconstriction mainly in small pulmonary arteries. Hypoxic pulmonary vasoconstriction
(HPV) is a mechanism intrinsic to the pulmonary vascular smooth muscle (Madden et al.,
1992), but it is modulated by various agents, including substances released from the
endothelium. The role of NO in the pulmonary circulation during hypoxia has been debated.
However, the inhibition of NO synthesis increases hypoxic pulmonary vasoconstriction in
intact lungs, suggesting an increased NO synthesis in response to hypoxia and/or
vasoconstriction (Archer et al., 1989).

The calcium and potassium channels seem also to play a role in the mechanism of
HPV. Potassium channel blockers and openers cause pulmonary vasoconstriction
(Hasunuma et al., 1991b; Post er al., 1992) and vasodilatation (Chang et al., 1992),
respectively, largely through their effects on the membrane potential and the calcium
channels. It has been proposed that hypoxia might inhibit outward potassium current in
pulmonary smooth muscle cells, causing membrane depolarization and thus permitting
calcium entry through the voltage-dependent calcium channels sensitive to dihydropyridine
(Weir & Archer, 1995). Calcium channel blockers like verapamil, a phenylalkylamine, have
been shown to inhibit HPV (McMurtry et al., 1976) but Young et al. (1983) did not observe
this inhibition with verapamil whereas nifedipine, a dihydropiridine, appeared to be a more
effective pulmonary vasodilator. Finally, the links between calcium and potassium channels
and NO have been underlined recently (Zhao et al. , 1997).

Segmental differences in vasomotor reactivity are well documented in the pulmonary
vasculature. Hypoxia causes sustained constriction in resistance pulmonary arteries (Madden
et al., 1992) while causing a biphasic response in conduit pulmonary arteries (Bennie et al.,
1991). Investigations on resistance vessels have been performed mainly in vitro on small
isolated pulmonary artery rings. Studies of the peripheral pulmonary circulation are difficult



to perform in vivo. Some authors investigated the relationship between pressure and flow in
the pulmonary circulation in vivo for a lobe in situ (Kadowitz et al., 1989), but the
preparation includes the most part of the conduit vessels and the flow changes induce
modifications of other variables. We studied the pressure-flow relationship in a small
peripheral portion of the pulmonary vascular bed, excluding most of the conduit arteries,
where pressure could be pharmacologically modified without interfering with the rest of the
circulation (Schrijen et al., 1993). This technique was used to study, during normoxia or
acute normocapnic hypoxia, the action of NO pathway by the administration of sodium
nitroprusside (SNP), an NO donor, or by inhibition of NOS by N*-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME). The role of calcium channels was studied by a blockade with verapamil,
nifedipine and nicardipine, and the role of potassium channels by the administration of
potassium openers, levcromakalim and nicorandil, (the last one is both a potassium opener
and an NO donor) on the peripheral pulmonary vasculature.

Material and Methods
All experiences were conducted according to the “Guiding Principles in the care and
Use of Animals”, as approved by the council of the American Physiological Society.

Peripheral pulmonary vascular resistance model

The system used has been described previously in detail (Schrijen et al. 1993).
Anaesthesia was induced with an initial dose of 20 mg.kg" thiopental i.v., and maintained
by slow-rate infusion (14 mg.kg'.h™"), with an electric syringe (Vial SE 400, France). The
dogs were intubated with a cuffed tracheal cannula ; they breathed spontaneously. Ventilation
was monitored with a Fleisch pneumotachograph n°l, expired O, with Servomex analyzer
(Crowborough, U.K.), and expired CO2 with a CO,-test (Jaeger, Wiirzburg, Germany).
Under sterile conditions, a femoral artery was cannulated with a catheter and an external
jugular vein with two catheters : a conventional Swan-Ganz thermodilution catheter, with the
proximal lumen opening at 20 cm from the tip, and a 7F custom-made balloon catheter with
both lumens extending to the tip (part No 600518 model, American Edwards Laboratories,
Santa Ana, CA, U.S.A.). Both catheters were advanced, under X-ray, pressure and ECG
control, into the pulmonary artery. The thermodilution catheter tip was advanced until a
wedge pressure could be obtained by balloon inflation (the proximal lumen was then in the
right atrium). The double lumen catheter was advanced until it wedged itself in a peripheral
pulmonary artery, i.e. when the internal diameter of the artery was equal to the external
diameter of the catheter (2.3 mm).



The catheters were periodically flushed with heparinized saline (1 ml heparin, i.e.,
5,000 I.U., in 500 ml saline). The vascular pressures were measured with inductance
manometers, monitored together with ECG on an oscilloscope (Gould Windograph 980), and
a Gould 3600 recorder (Cleveland, OH, U.S.A.). The transducers were placed 5 cm above
the table plane. Only mean pressures were taken into account, they were obtained by
electronic filtering over 3 respiratory cycles. Static calibration was checked after each
experiment with a mercury manometer.

Femoral arterial pressure was continuously monitored. Pulmonary arterial, pulmonary
wedge, and right atrial pressures, as well as cardiac output, were measured with the Swan-
Ganz catheter. Blood samples were withdrawn simultaneously from both femoral and
pulmonary arterial catheters to determine arterial and mixed venous blood gases. To
determine the pressure/flow curve, one lumen of the double lumen catheter was connected
with a pressure transducer, the other one with a peristaltic pump (Ismatec, Zurich,
Switzerland). Blood was withdrawn through the pump from the distal lumen of the
thermodilution catheter, which was lying free in the pulmonary artery. The blood flow was
monitored with a Transonic Systems (Ithaca, NY, USA) flowmeter. Drugs or control
solution (isotonic glucose 5%), were mixed with the blood infusion using an electric syringe
(Vial SE 400, Grenoble, France). The catheters were primed with blood. To study the
pressure/flow curves, blood flow was increased by steps from 0O to about 5, 8 and 10 ml/min,
then decreased to 5 and 0. The drugs were infused at about 15% of these flows ; each flow
was maintained for one minute at least, and the pressure was measured, after equilibration, at
the end of each period. Using this model in preliminary experiments, we determined the
concentration for each drug that could induce any change in the overall systemic or
pulmonary circulation, and then for the study, we added drugs at 100 fold dilution for each
maximal determined concentration to avoid any hemodynamic change. Thus, the highest
concentration of the studied drugs were limited. For this reason, we were unable to determine
the concentration-response curves over the entire range.

After the pressure/flow runs had been completed, contrast medium was slowly
infused into the wedged catheter, until the draining vein was visualized. The volume infused
was taken as a measurement of the volume of the wedged area. As contrast medium increased
the PPVR (Chabot et al.,1997), angiogram was always performed after the pharmacological
study for each site.

The dogs breathed alternately, at random, room air or a hypoxic mixture with FIO2

0.10, FICO2 0.03, administered from a bag through a non-rebreathing valve.



Haemodynamic data were measured after 10 min hypoxic ventilation. During this time, blood
flow was maintained in the wedged area. Then, the pressure/flow curve was determined.

At the end of the experiment, the special catheter was withdrawn, and blood was
sampled from the pulmonary artery via the thermodilution catheter, to calibrate the flowmeter
with a stop-watch and a graduated tube.

Derived variables :

The perfusion pressure (PP) during the flow runs was taken as the difference between
the actual wedge pressure and the wedge pressure measured at zero flow.

Overall pulmonary vascular resistance (PVR, dyn.s.cm's) was computed as 80
(pulmonary artery - wedge pressure, mmHg)/cardiac output (I/min).

Peripheral pulmonary vascular resistance (PPVR, 10°dyn.s.cm™) was determined
applying the same formula to the local pressure/flow curve, with the PP taken at 5 ml/min
flow.

Phar, ical studies

The results were obtained from 114 experiments in 24 dogs, weighing 24.9 + 0.8 kg
(mean £ SEM). Control solutions were prepared from the solvants in the absence of active
principle. Isotonic glucose (5%) was used both to dilute carrier solutions in the same manner
as that used to dilute the drug solution and as control before each drug. The pH and the
viscosity of the control solutions and the drug solution were the same.

Control experiments were performed with isotonic glucose (5%) repeated 4 times
consecutively in the same areas (12 experiments). In separate experiments, the effects of L-
NAME (107, 10 and 10 M) were studied. The effects of sodium nitroprusside (107, 10”
and 10 M) were investigated alone and after L-NAME (10 M). To assess the effects of
calcium channel inhibitors, the effects of verapamil (5.107° 5.10°%, 5.10° M), nifedipine
(3.10", 3.10°, 3.107 M) and nicardipine (2.10% 2.10%, 2.10° M) were studied. In
experiments designed to assess the effects of potassium channel openers, the effects of
leveromakalim (10, 10® and 10* M) and L-NAME (10*M) before nicorandil (10, 10" and
10*M) were investigated.



Drugs

L-NAME and sodium nitroprusside were purchased from Sigma (Saint Quentin-
Fallavier, France). Verapamil was obtained from Knoll (Levallois-Perret, France), nifedipine
from Bayer (Leverkusen, Germany), nicardipine from Sandoz (Basel, Switzerland).
Levcromakalim was kindly supplied by Smith Klein Beecham (Worthing, U.K.) and
nicorandil by Bellon (Neuilly sur Seine, France). Drugs were solubilized in glucose 5% (L-
NAME, sodium nitroprusside and nicorandil), in distilled water (levcromakalim), in alcohol
and polyethylen glycol (nifedipine) and in hydrochloric acid (nicardipine). Then an aliquot of
these solutions was dissolved in isotonic glucose for obtaining the various concentrations
used. All solutions were prepared just before use.

Statistical analysis

Differences between groups were tested by variance analysis, differences between
periods by paired t-tests, and relations between variables by least squares regression analysis
(Snedecor & Cochran, 1967). All values are expressed as mean * standard error.

RESULTS

The pressure/flow relationship was determined in 56 sites during normoxia and 58
during hypoxia. The volume of the wedged area was 0.65+0.03 ml on average for the sites
studied in air, and 0.61£0.04 ml for those studied during hypoxia. Blood gases during
normoxia were within normal limits (table 1). During hypoxia, PaCO2 stayed unchanged,
PaO2 'was reduced, and ventilation doubled with increased breathing frequency.
Haemodynamic data are shown in table 2. They were within normal limits during normoxia.

During hypoxia, pulmonary artery pressure and pulmonary vascular resistance increased
significantly.

Effects of isotonic glucose. Peripheral pulmonary vascular resistance, computed from four
consecutive curves with isotonic glucose showed no difference with time during normoxia
(n=8) or hypoxia (n=4) (data not shown).



Effects of NOS inhibition and sodium nitroprusside. With L-NAME, PPVR increased under
normoxia (n=5) and hypoxia (n=10), and with the highest concentration, PPVR reached the

same value (Figure 1). The dose-response was significant in normoxia and in hypoxia
(p<0.01).

As shown in Figure 2, perfusion of sodium nitroprusside at 107, 10° and 10® M, after L-
NAME, induced a significant decrease in PPVR, during normoxia (n=5; p<0.001) and
hypoxia (n=4; p<0.05).

During hypoxia, sodium nitroprusside from 107 M to 10® M decreased PPVR (n=4;
p=0.07)(Figure 3).

Effects of calcium channel blockers. During normoxia, verapamil (n=5, Figure 4), nifedipine
(n=9, Figure 5), or nicardipine (n=7, Figure 6) did not change PPVR. During normocapnic
hypoxia verapamil (n=5) tended to cause a decrease in PPVR. Nifedipine (n=5) caused a
significant decrease in PPVR (p<0.01). These changes were significantly related to the
control value of PPVR during hypoxia (r=0.78, p<0.01). The changes with nicardipine were
of the same kind as with nifedipine: during hypoxia (n=9), PPVR decreased by 34+13%
(p=0.04). These changes due to nicardipine were also closely related to the control value of
PPVR during hypoxia (r=0.91, p<0.001).

Effects of potassium  channel  openers. Levcromakalim from 10° to
10* M (25 experiments) did not induce a significant change in PPVR, during normoxia

(n=13) or hypoxia (n=12), as shown in Figure 7.

After an increase in PPVR with L-NAME at 1 mM, nicorandil from 10°, 10 to 10* M,
induced a decrease in PPVR. The dose-response was significant both during normoxia (n=4;
p<0.05) and hypoxia (n=4; p<0.02) (Figure 8).

The summary of the effects of the various stimuli is shown in Table 3. We did not
observe any significant decrease in the peripheral pulmonary vascular tone with a vasodilator
when the pulmonary vascular tone was not increased before the vasodilator was perfused. L-
NAME induced an impressive increase in the PPVR. After an increase in the PPVR with L-
NAME or during hypoxia, vasodilator agents induced a decrease in the PPVR but the PPVR
did not reach the control value.



DISCUSSION

This study assessed the effects of various vasoactive drugs acting on the NO
pathway, Ca and K channels during normoxia and hypoxia, on the peripheral pulmonary
circulation, in anaesthetised intact dogs. In our preparation, we observed the effects of drugs
in a small portion of the lung vasculature, peripheral to a pulmonary artery with a 2.3 mm
inner diameter. The amount of drug infused was too low to generate any effect on the
systemic or overall pulmonary circulation. Our results show that 1/ L-NAME caused an
increase in the peripheral pulmonary vascular tone, potentiated the pulmonary vasoconstrictor
response to hypoxia and did not modify the vasodilation to sodium nitroprusside, 2/ the
calcium channel blockers dihydropyridines decreased the PPVR during hypoxia, 3/
potassium channel openers did not modify PPVR, during normoxia or acute hypoxia.

Some of our data are in agreement with those provided by other models. Our results
confirmed the importance of NO pathway and, during acute hypoxia, the importance of
calcium channels in the peripheral lung vasculature, in vivo. The role of NO as a modulator
of vascular tone in the pulmonary vascular bed has been demonstrated but its real importance
is still debated, presumably because of differences in species and experimental conditions.
The reported effects of NO inhibitors on the normoxic pulmonary circulation have been
variable. In adult animals, acute administration of arginine analogs did not influence
pulmonary vascular tone in perfused dog lungs (Barnard er al., 1993), in conscious dogs
(Nishiwaki er al.,1992), and in intact anaesthetized dogs (Leeman et al., 1994), and). In
other studies, however, inhibitors of NO synthesis increased normoxic pulmonary vascular
tone. N"-monomethyl-L-arginine, another NOS inhibitor, increased pulmonary vascular
resistance (Perella et al., 1992), and in isolated blood-perfused rabbit lungs, L-NAME
increased the pulmonary vascular resistance and the slope of the pressure-flow relationship
(Sprague et al., 1995). In response to acute hypoxia, the effects of NO synthesis inhibitors
have been shown to potentiate the pulmonary vasoconstriction in isolated lungs (Hasunuma et
al., 1991a) and in intact anaesthetized dogs (Perella et al., 1992 ; Leeman et al., 1994).

In our study, L-NAME did also significantly increase normoxic and hypoxic
pulmonary vascular tone. Our results show that, in vivo, the effects of NOS blockade by L-
NAME were the same during normoxia and during hypoxia and suggest that the background
production of NO is important in the modulation of the peripheral pulmonary vascular tone in
the dog. The low pulmonary vascular tone could be related to a basal release of NO during
normoxia, and during hypoxia the NO release would remain although the vascular tone was
increased, this would attenuate the pulmonary vasoconstriction.
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Sodium nitroprusside inhibited the hypoxic pulmonary vasoconstriction in dogs, as
estimated by the pulmonary arterial pressure/cardiac output relationship (Naeije ez al., 1987).
Moreover, sodium nitroprusside was an effective vasodilator of all pulmonary vessels with
the exception of the smallest arteries in a model of sheep isolated pulmonary arteries and
veins (Kemp et al., 1997) Another NO donor, S-nitroso-N-acetylpenicillamine showed a
dilator action in the isolated perfused rat lung during hypoxia, and was not consistently
affected by blockade of endogenous release by L-NAME (Emery et al., 1995). Our results in
the peripheral lung vasculature were consistent with these since sodium nitroprusside
decreased the PPVR during hypoxia, and the decrease was not modified by L-NAME.
Moreover, as increased pulmonary vascular tone (with L-NAME) was reduced by sodium
nitroprusside, during normoxia and hypoxia, our results confirmed that exogenous NO was
able to induce a decrease in the peripheral pulmonary vascular tone (Kemp ez al., 1997).

Our results about calcium channel inhibitors also are in agreement with those provided
with other models. The effects of verapamil, nifedipine and nicardipine on the PPVR were
dependent on vascular tone : these drugs were ineffective in normoxia, and during acute
hypoxia the vasodilation they produced was related to the increased resistance value.
However, vasodilator action did reach statistical significance for dihydropyridines only.
During normoxia, verapamil had no significant effect in sheep (Demiryurek et al., 1991) and
human (Demiryurek er al., 1993) isolated pulmonary artery rings, and in isolated dog lung
(El-Kashef et al., 1990). In anaesthetised dogs, verapamil and nifedipine did not change the
pulmonary vascular tone in normoxia (Young et al., 1983). Several lines of evidence suggest
an important role for voltage-dependent calcium channels during acute hypoxic pulmonary
vasoconstriction. The voltage-dependent calcium channel potentiator BAY K 8644 enhances
the hypoxic pulmonary response, both in isolated perfused rat lungs and in anaesthetized
dogs (Tolins et al., 1986). Verapamil inhibits hypoxic pulmonary vasoconstriction in isolated
rat lungs McMurtry et al., 1976) although in human pulmonary artery rings, it blocks
hypoxic vasoconstriction either partially (Ohe et al., 1992) or not at all (Demiryurek et al.,
1993). Several studies have been performed with dihydropyridines, because they have a
bigger vascular selectivity than phenylalkylamines. Although verapamil did not induce any
significant change in the pulmonary vascular tone in anaesthetised dogs, nifedipine decreased
pulmonary vascular resistance (Young et al., 1983). In anaesthetised cats, nifedipine also
was more potent than verapamil in reducing the pulmonary vascular resistance, at the infusion
rates which cause no or little haemodynamic changes (Erdemli et al., 1994). The results of
these studies as well as ours demonstrated that calcium channel inhibitors decreased the
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increased hypoxic pulmonary vascular tone. Moreover, our results showed that these
conclusions can be extended to the peripheral pulmonary vasculature.

Our results did not confirm a vasodilating action of potassium channel openers in the
peripheral pulmonary circulation. Several studies suggest the role of K* channel inhibition in
hypoxic pulmonary vasoconstriction (Hasunuma et al., 1991b; Post et al., 1991).
Cromakalim induced vasodilation of preconstricted pulmonary vascular bed (Erdemli ez al.,
1994). Levcromakalim, the active enantiomer of cromakalim, and nicorandil produce a
relaxation of smooth muscle as a consequence of K* channel opening producing a loss of
cytosolic K", cellular hyperpolarisation and closing of voltage dependent calcium channel
with functional relaxation : the potassium channel openers activate ATP-sensitive K" channels
(K,rp channels) in vascular smooth muscle (Nelson & Quayle, 1995). Levcromakalim and
cromakalim have a relaxant activity in K'-precontracted pulmonary vessels (Dumas et al.,
1993) and in hypoxic pulmonary vasoconstriction (Wiener et al., 1991), respectively. Dumas
et al. (1996) found that nicorandil caused vasorelaxation on hypoxic pulmonary
vasoconstriction in the isolated perfused lung of rat. Among the vasodilators, nicorandil is of
special interest because this drug has at least two mechanisms of action. It increases
guanosine 3’:5’-cyclic monophosphate (cyclic GMP) through a nitrate-like effect and
enhances membrane potassium conductance by opening K,;, channel. Our experiments
demonstrate that nicorandil decreased PPVR. However, it is not easy to discriminate between
its effect as an NO donor and as a K, channel opener. Our results did not show any effect
of levcromakalim on PPVR, during both normoxia and hypoxia, whereas sodium
nitroprusside decreased the PPVR, suggesting that in our preparation the effects of nicorandil
were due principally to its NO donor properties and that the role of the K,;, channel was not
important in the control of the peripheral pulmonary vascular tone during both normoxia and
moderate acute normocapnic hypoxia. Our results are in agreement with those of Hasunuma
et al. (1991), and Dumas et al. (1996) who found that K,;, channels were inactive in
normoxia. Contrasting data were reported during hypoxia. Although there is evidence that
K,rp channel openers induced vasodilatation during severe hypoxia i.e. PiO, below 35
mmHg (Wiener et al., 1991; Dumas et al., 1993; Dumas et al., 1996), it is apparently not a
major component of pulmonary vasoregulation when hypoxia is less severe (Hasunuma et
al., 1991).

Contrasting data reported regarding the effects of various drugs on the pulmonary
vascular tone may be due to both the diversity in experimental conditions and the regional
vasoreactivity. Kemp ez al. (1997) recently demonstrated in sheep that the reactivity to many

vasoconstrictors and vasodilators was not uniform along isolated pulmonary vessels. In the
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present study, most of the conduit arteries were excluded from the portion of the pulmonary
vascular bed under study. This model allowed to study the peripheral lung vasculature during
normoxia and mild hypoxia. Recent evidence underlined regional differences in pulmonary
vasoreactivity (Archer et al., 1996 ; Kemp et al., 1997). The pulmonary myocytes in conduit
and resistance arteries of rat and their response to NO and hypoxia were compared (Archer et
al., 1996). In conduit arteries the calcium activated K channels (K, channels) are
predominant, whereas resistance arteries have a majority of delayed rectifier potassium (Kpy)
channels but no K, cell was identified. In our experiments, we operated on a peripheral
portion of the pulmonary vascular bed, where the arteries are mainly resistance arteries. As
we did not find any activity of K,,, channels openers, our results are consistent with those of
Archer et al. (1996).

The comparison of RVPP differences with the vasodilators and vasoconstrictor agents
studied here in vivo, demonstrated that, in our model, the peripheral pulmonary
vasoreactivity to vasodilator agents was moderate. The absent or very low basal pulmonary
vascular tone could explain the absence of effects from vasodilator drugs when pulmonary
vascular tone was not previously increased, and their moderate effects despite increased
pulmonary vascular tone by hypoxia and vasoconstrictive drugs.

Our finding that the peripheral pulmonary vasculature during acute hypoxia failed to
totally relax to calcium channel blockers confirms previous work (Leach et al., 1990; Kemp
et al., 1997). The reason for this small response is unclear, but was observed also with NO
and b ~ adrenoceptor-mediated relaxation in other models (Kemp et al., 1997).

In summary, we reported the effects of several vasoactive drugs on the peripheral
pulmonary circulation without any effect on the systemic or overall pulmonary circulation, in
vivo, in anaesthetised intact dogs, during normoxia and during mild acute normocapnic
hypoxia. Our results underline the role of NO pathway, and the lack of functional K,
channels in peripheral pulmonary circulation during normoxia and during acute hypoxia. The
role of calcium channels seems essential during mild acute hypoxia in the peripheral lung
vasculature. This study has demonstrated that the peripheral pulmonary vasculature displayed
little reactivity to vasodilator drugs.
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Figure 1 : Effect of L-NAME (LN) on PPVR. L-NAME increased PPVR with a significant
dose-response during normoxia (o, n=5) and during hypoxia (¢, n=10). Results are
expressed as mean and standard error of 5-10 separate experiments. A statistically significant
difference was found by 2-way ANOVA between the responses of PPVR to L-NAME during
normoxia (p<0.01, **) and during hypoxia (p<0.001, ***), No significant difference was
seen between normoxia and hypoxia.

Figure 2 : Effects of sodium nitroprusside (SNP) after L-NAME (LN) on PPVR. L-NAME at
1 mM increased PPVR during both normoxia (o, n=5) and hypoxia (¢, n=4). A statistically
significant difference was found by 2-way ANOVA between the responses of PPVR to L-
NAME at 1 mM, during normoxia (p<0.001, #**) and during hypoxia (p<0.05, *) as well as
to sodium nitroprusside at 107, 10 and 10° M, after L-NAME, during normoxia and during
hypoxia (p<0.05, *). Results are the mean of 5 (normoxia) or 4 (hypoxia) separate
experiments and vertical lines show standard error of the mean. No significant difference was
seen between normoxia and hypoxia.

Figure 3 : Effect of sodium nitroprusside (SNP) on the PPVR during hypoxia. Sodium
nitroprusside, from 107 M to 10® M decreased PPVR but the difference did not reach
statistical difference (p= 0.07). Results are the mean of 4 separate experiments and vertical
lines show standard error of the mean.

Figure 4 : Effect of verapamil (V) on PPVR in air (o, n=5) and during acute hypoxia
(¢, n=5). Verapamil did not change PPVR in air and tended to cause a decrease in PPVR
during acute hypoxia. Results are the mean of 5 (normoxia) or 5 (hypoxia) separate
experiments; vertical lines show standard error of the mean. No significant difference was

seen between the responses to verapamil during normoxia or during hypoxia.
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Figure 5 : Effect of nifedipine (Nif) on PPVR during normoxia (o, n=5) and hypoxia
(», n=5). Nifedipine did not change the PPVR during normoxia. A statistically significant
difference (p<0.01, **) was found by 2-way ANOVA between the responses of PPVR from
control to nifedipine at 3.107 M during hypoxia. Results are the mean of 9 (normoxia) or 5
(hypoxia) separate experiments and vertical lines show standard error of the mean. A
statistically significant difference was found between normoxia and hypoxia by 2 way
ANOVA (p<0.001) and by unpaired t test after nifedipine at the concentrations illustrated
(p<0.05, *).

Figure 6 : Effect of nicardipine (NC) on PPVR during normoxia (o, n=7) and hypoxia
(s, n=9). Nicardipine did not change PPVR in air. A statistically significant difference
(p<0.05, *) was found by 2-way ANOVA between the responses of PPVR from control to
nicardipine at 2.10°M during hypoxia. Results are the mean of 7 (normoxia) or 9 (hypoxia)
separate experiments and vertical lines show standard error of the mean. No significant
difference was seen between normoxia and hypoxia.

Figure 7 : Effect of leveromakalim (LCK) on PPVR during normoxia (o, n=13) and hypoxia
(¢, n=12). Levcromakalim from 10 to 10* M did not induce a significant change in PPVR,
during normoxia or hypoxia. Results are the mean of 13 (normoxia) or 12 (hypoxia) separate
experiments and vertical lines show standard error of the mean.

Figure 8 : Effects of nicorandil (Nic) after L-NAME (LN) on PPVR during normoxia
(0, n=4) and hypoxia (¢, n=4). A statistically significant PPVR change was found by 2-way
ANOVA after L-NAME at 1 mM, during normoxia (p<0.001, ***) and during hypoxia
(p<0.01, **) as well as after nicorandil at 10*M, 10® M and 10 M, after L-NAME, during
normoxia and hypoxia (p<0.05, *). Results are the mean of 4 (normoxia) or 4 (hypoxia)
separate experiments and vertical lines show standard error of the mean. No significant
difference was seen between normoxia and hypoxia.
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Table 1

Blood gases and ventilation

Normoxia Hypoxia p
pH 7.34 +0.01 7.35 £ 0.01
PaCO, (mmHg) 37.3.+0.5 35.6 =+ 0.6
PaO, (mmHg) 84 *1 45 + 1 NA
V (I/min) 6.3+ 0.3 14.0 £ 0.6 < 0.001
f (c/min) 21 & 1 28 * 2 < 0.01

V : minute ventilation; f : breathing frequency; NA : not applicable
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Table 2

Haemodynamic data

Normoxia Hypoxia p

Pa (mmHg) 159 + 2 165 + 3

HR (b/min) 202 + 4 200 + 4

Q (/min) 49 + 0.2 47 + 0.2

Ppa (mmHg) 20 + 1 24 &£ 1 < 0.001
Pw (mmHg) 9 + 0.3 9 + 0.3

PVR (dyn s cm™) 181 + 10 269 + 14 < 0.001
PPVR (10°.dyn s cm™) 101 £ 9 126 + 10 < 0.05

Pa : mean systemic arterial pressure; HR : heart rate; Q : cardiac output; Ppa : mean
pulmonary artery pressure; Pw : mean wedge pressure; PVR : pulmonary vascular

resistance; PPVR : peripheral pulmonary vascular resistance.

21



Table 3

PPVR difference between control and drugs

Normoxia Hypoxia
L-NAME 70 £ 18*% (+126%) 55 x21% (+96%)*
SNP after L-NAMEf 35 £19  (-20%)* -30 £ 8% (-23%)**
SNP -67 * 26 (-37%)
Verapamil 17416 (-3%) -48 + 37 (-21%)
Nifedipine 2 %9 (+12%) -31 * 10* (-26%)*
Nicardipine 100 £:21 (+38%) -60 + 40* (-34%)
Levcromakalim 0 14 (0%) +7 + 14 (+20%)
Nicorandil after L-NAME ¥  -31 *10* (-20%) ) + 5% (-13%)*

"Difference" refers to the mean absolute RVPP difference (10°.dyn s cm?®) between the highest
drug concentration, and control or L-NAME. The % difference is this value divided by the control
(or L-NAME) PPVR.

Statistical significance of the differences: * p < 0.05; ** p < 0.01

T difference from L-NAME; SNP: sodium nitroprusside
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Sodium nitroprusside after L-NAME
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Sodium nitroprusside during hypoxia
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Verapamil
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Nifedipine
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Nicardipine
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Levcromakalim
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Nicorandil after L-NAME
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EFFECT OF VERAPAMIL ON PERIPHERAL PULMONARY VASCULAR

RESISTANCE IN ANAESTHETISED DOGS: ROLE OF THE ROUTE OF
ADMINISTRATION.

F. Chabol, E. Schrijen, C. Saunier, F. Poincelot
Unité 14 INSERM, Vandoeuvre 1és Nancy, France.

In 5 anaesthelised dogs spontaneously brealhing, mixed
venous blood was infused at known flows in a peripheral porlion of the

lung vasculature (vascular volume: about 0.75 ml) to sludy the
pressure/flow relation and to compute the peripheral pulmonary
vascular resistance (PPVR). The pressure/flow curves were
delermined afler local infusion of glucose or verapamil solution, after
local infusion of glucose or verapamil mixed with the blood infusion,
and after verapamil infusion inlo the general circulation. The local
infusion mixed with the blood infusion was repealed while the dogs
breathed a hypoxic mixture (FIO2 0.10, FICO2 0.03). Aftsr local
infusion of verapamil (diluted in glucose), PPVR showed & dose-
related increase, by 35% with 10°19M and 62% with 10-814. When
verapamil was mixed with the blood infusion, no change was observed
during normoxia. Hypoxia produced a 55% increase in the lotal
pulmonary vascular resistance, and a 24 % increase in RVPP.
Verapamil then caused a progressive decrease in PPVR, of 22% wilh
10°6M. A 10% decrease in PPVR was observed with vergpamil
infusion into the general circulation. These resulls show thal, in our
preparalion, verapamil administered direclly inlo the peripheral
pulmonary arlery produced an unexpecled PPVR increase. On the
contrary, when mixed with blood, it produced the expecled elfecl on
the peripheral pulmonary circulation, namely a vasodilation when the
vessel lone had been increased with hypoxia.

International Symposium Pulmonary Circulation VI,
Prague, 26-29 juin 1994,
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EFFECT OF NICARDIPI\F ON PERIPHERAL

PULMONARY
RESISTANCE IN ANAESTHETISED DOGS
F. Chabot, F. Schrijen, C, Saunier, ¥. Poincelot. Unilé 14 INSERM,
Yandoeuvre-les-Nancy, France,

The pressure/flow relation can be studied in a peripheral poriion of the Jung
vasculature, using a double lumen catheter wedged in a distal pulmonary

artery, without interference on the overall pulmonary or systemic circulation
(Schrijen F. et al. J Appl Physiol 1993; 74: 613-616). In 9 anuesthelised
dogs s;mnlancous\y breathing, mixed ‘venous blood w2s infused at known
flows in the wedged area (vascular volume: about 0.7 ml) to study the pres-
sure/flow relation nd 1o compute the peripheral pulmonary vascular resis-
tance (PPVR). The pressure/flow curves were determined during local

infusion of glucose or nicardipine solution mixed with the blood infusion
while the dogs breuthed a

normoxic or a hypoxic misture (FIO2: 0.10,
FICO2: 0.03). During normoxiz, ni

%._rdlpme induced no change in PPVR.
During hypoxia, nicardipine (2.107°M) caused a 36% decrease in PPVR.
-The PPVR .change due to nicardipine was closely related 1o the value of

PPVR during hypoxia (r=0.91, p<0.001). These resulis show that; in our
preparation, the effects of nicardipine on the peripherul pulmonary circula-
tion were dependent on the vascular tone and thut nicardipine was uble to
reverse partially an increase in vascular tone induced by zcule hypoxia

Congrés de 1'E.R.S., Barcelone, 16-20 septembre 1995.
Eur Respir 1995; 8: 250 S.



EFFECT OF URAPIDIL ON PERIPHERAL PULMONARY RESISTANCE IN

ANESTHETIZED DOGS. E, Chabol, F. Schrijen. C. Saunizr, F, Poincelol.
Unité 14 INSERM, Vandoeuvre-les-Nancy, France.

Vasodilalory properlies of urapidil are due 1o blockade of a1-
adrenergic receplors and slimulalion of cenlral serolonin receplors.
The aim of the sludy was to evaluale the elfecls of urapidil on
peripheral pulmonary vasculature. The pressure/flow relalion can be
-studied in a peripheral porlion of the lung vasculalure, using a double
lumen catheter wedged in a distal pulmonary arlery, wilthout
interference on the .overall pulmonary or syslemic circulation
(Schrijen F. et al. J Appl Physiol 1993). In 9 anesthelized
spontaneously breathing dogs, mixed venous blood wes infused al known
flows in 15 wedged areas (vascular volume : abou! 0.7 ml) 1o sludy the
pressure/flow relalion and lo compule the peripheral pulmonary
vascular resislance. The pressure/flow curves were delermined during
local infusion of glucose or urapidil solulion mixed wilth the blood
infusion while the dogs brealhed air or a hypoxic mixlure (FIO2 : 0.10,
FICO2 : 0.03). The sludy was repealed with increasing concenlrations of
urapidil (1.3 x10-¢, 1.3 x10-7 and 1.3 %10-5 M). During normoxia
or' hypoxia, urapidil induced no change in peripheral pulmonary
vascular resislance. These resulls show thal, in our preparalion, al the
concenlralions sludied, urapidil has no effecl on the peripheral
pulmonary circulation. These findings sugges! the lack of funclional

c11-adrenerglc receplors in the peripheral pulmonary circulation of
\he dog.

This nbstract is funded by:

Congrés de 1'A.T.S., New Orleans, 10-15 mai 1996
Am J Respir Crit Care Med 1996; 153: A 586
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Effect of L-NAME on peripheral pulmonary circulation in anacsthetized dogs

F. Chabot, F. Schrijen. C. Saunier, F. Poincelot. Unite 14 INSERM,
Vandoeuvre-les-Naney, France

. The role of NO in the modulation of pulmonary vascular tone is difficult to study

in vivo. The aim of the study was to evaluate the elfect of L-NAME, a NO
synthase inhibitor on peripheral pulmonary .vasculature, in normoxia and during
acute hypoxia. The pressure/flow relation can be studied in a peripheral portion of
the Jung vasculature, using a double lumen catheter wedged in 2 distal pulmonary
artery, without interference on the overall pulmonary or systemic circulation (Schri-
jen et al., J App! Physiol 1993; 74:613-616). In 9 anaesthetized spontaneously
breathing dogs, mixed venous blood was infused at known fiows in 15 wedged
areas (vascular volume: about 0.7 ml) to study the pressure/fiow relation and to
compute the peripheral pulmonary vascular resistance. The pressure/flow curves
were determined during local infusion of glucose or L-NAME solution mixed with
the blood infusion while the dogs breathed air or hypoxic mixture (FI02: 0.10,
FICO2: 0.03). The study was repeated with increasing concentrziions of L-NAME
(1077, 1073 and 10~* M). L-NAME caused a concentration-cepzndent increase
in peripheral pulmonary vascular resistance. Maximal increass was 50 and 45%,
during normoxia and hypoxia respectively. These results suppori the importance

of NO release to maintain low pulmonary vascular tone in normoxia and suggest
NO release to limit hypoxic vasoconstriction.

Congrés de l'E.R.S-., Berlin; 20-24 septembre 1997,
Eur Respir J 1997; 10: 254 s,



EFFECTS OF LEVCROMAKALIM AND NICORANDIL ON PERIPHERAL
PULMONARY RESISTANCE IN ANESTHETIZED DOGS. FE. Chabot, E.
Schrijen, C. Saunier. Unité 14 INSERM, Vandoeuvre-les-Nancy, France.

The role of potassium channels in the control of the pulmonary vascular tone is
controversial. The aim of the study was to evaluate the effects of ATP-sensitive
potassium (K,;,) channel openers, levcromakalim and nicorandil (the last one is
also an NO donor) on peripheral pulmonary vasculature. The pressure/flow relation
can be studied in a peripheral portion of the lung vasculature, using a double lumen
catheter wedged in a distal pulmonary artery, without interference on the overall
pulmonary or systemic circulation (Schrijen et al., J Appl Physiol 1993). In 10
anesthetized spontaneously breathing dogs, mixed venous blood was infused at
known flows in 32 wedged areas (vascular volume : about 0.7 ml) to study the
pressure/flow relation and to compute the peripheral pulmonary vascular resistance
(PPVR). The pressure/flow curves were determined during local infusion of
glucose, leveromakalim (n=25) or an NO synthase inhibitor, L-NAME (10-3 M)
before nicorandil (n=8) (solution mixed with the blood infusion). The dogs
breathed air or a hypoxic mixture (FIO2 : 0.10, FICO2 : 0.03). The study was
repeated with increasing concentrations of levcromakalim or nicorandil (10-8, 10-6
and 10-4 M). During normoxia or hypoxia, levcromakalim induced no change in
PPVR; L-NAME increased PPVR and nicorandil decreased PPVR. These results
show that, in our preparation, at the concentrations studied, levcromakalim has no
effect on the peripheral pulmonary circulation. These findings underline the role of
NO pathway and suggest the lack of functional K,, channels in the peripheral
pulmonary circulation of the dog, both during normoxia and acute hypoxia.

Congrés de 1'A.T.S., Chicago, 24-29 avril 1998
Am J Respir Crit Care Med 1998; A 383
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Dans ce travail, nous avons réalisé des études pharmacologiques de la circulation
pulmonaire in vitro et in vivo. Cette double approche nous a permis d’étudier la réponse
fonctionnelle vasculaire au niveau de I’organe isolé et de I’animal entier. Les réponses mesurées
ont un caractére multifactoriel et dépendent de nombreux facteurs physiologiques variables selon
le type de préparation. Aprés un résumé des résultats des différents travaux, nous discutons

leurs limites, notamment méthodologiques.

A - Résultats et limites des études in vitro

1- Vasoréactivité pulmonaire au cours de la cirrhose biliaire expérimentale

a- Résultats de I’étude

La réponse contractile & la phényléphrine des anneaux artériels pulmonaires isolés
provenant de rats ayant une cirrhose biliaire est réduite par rapport & celle d’anneaux provenant
de rats contrdles. Le prétraitement avec I'inhibiteur de la NOS, le L-NA, augmente la réponse
contractile des anneaux vasculaires de rats cirrhotiques mais ne modifie pas celle des rats
contrdles. Le L-NA restaure une réponse normale des anneaux vasculaires de rats cirrhotiques a
la phényléphrine. La relaxation des anneaux vasculaires pulmonaires des 2 groupes de rats en
réponse a I’acétylcholine et au nitroprussiate de sodium n’est pas différente. L’hyporéactivité
artérielle pulmonaire & la phényléphrine résulte probablement d’un exces de production de NO
dans la circulation pulmonaire. Cette hyporéactivité pourrait rendre compte au moins en partie

des anomalies hémodynamiques rencontrées au cours du syndrome hépatopulmonaire.

b- Limites de cette étude
Nous n’avons pas précisé I’état hémodynamique de ces rats qui ont subi 4 semaines
auparavant une ligature de la voie biliaire principale. Dans ce modgle, il a été démontré que les
rats présentaient les caractéristiques hémodynamiques et gazométriques d’un syndrome
hépatopulmonaire (Chang & Ohara, 1992).
Nous avons utilisé un inhibiteur de la NOS, le L.-NA. Certains inhibiteurs de la NOS

seraient plus spécifiques des isoformes constitutives (Schini & Vanhoutte, 1992 ; Zembowicz et
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al., 1993) et inductibles (Griffiths et al., 1993 ; Yu 1994 ; Wolff & Lubeskie, 1995) de la NOS
et pourraient, peut-étre, étre utiles pour mieux caractériser les effets observés.

Les résultats de ce travail sont en faveur d’un exceés de production de NO dans le
syndrome hépatopulmonaire mais nous n’avons pas mesuré le NO produit. La mesure des
produits d’oxydation du NO, comme cela a été effectué dans un modele de poumon perfusé
isolé (Isaacson er al., 1994) dans le bain d’organe aurait pu peut-étre confirmer cette hypothése.
Une étude récente a apporté des €léments importants en faveur de cette hypothése en utilisant
également le modele de syndrome hépatopulmonaire de Chang & Ohara (1992). 11 existe une
augmentation des taux de NOS endothéliale corrélée au gradient alvéolo-artériel d’oxygene et
associée a une augmentation de la densité de la NOS endothéliale dans les vaisseaux
pulmonaires alvéolaires (Fallon er al., 1997). La concentration et la localisation de la NOS
inductible ne sont pas modifiées.

Les anneaux vasculaires ont ét€ placés dans le bain d’organe avec de 1’'indométacine.
L’inhibition de la voie de la cyclooxygénase permet d’éliminer I’interférence des prostaglandines
dans les résultats obtenus. Mais a I'inverse, le role éventuel des prostaglandines dans les
anomalies de la vasoréactivité pulmonaire ne peut pas étre exploré. Comme nous 1’avons
mentionné dans le paragraphe consacré au syndrome hépatopulmonaire dans le chapitre sur la
circulation pulmonaire, les prostaglandines participent au contrdle du tonus vasculaire
systémique au cours de la cirrhose (Wu e al., 1993). Leur participation au contrdle du tonus

vasculaire pulmonaire ne peut pas étre exclue.

2- Propriétés vasodilatatrices du peroxynitrite : 1ole de la PARS

a- Résultats de I’étude
Le peroxynitrite n’a aucune action sur les anneaux vasculaires pulmonaires a 1’état de
base mais provoque une relaxation, dépendante de la concentration, des anneaux précontractés
(1 a 100 pM). Le peroxynitrite (1 ou 10 uM), ajouté dans le bain d’organe avant une
précontraction par l’analogue du thromboxane, 1’U46619, ne modifie pas la relaxation
dépendante de 1’endothélium induite par 1’acétylcholine. Cependant le peroxynitrite a la plus

haute concentration étudiée (100 pM) augmente la relaxation induite par I’acétylcholine.
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L’action vasodilatatrice du peroxynitrite n’est pas modifiée par I'inhibiteur de la NOS,
le L-NAME, ni par la superoxyde dismutase. L’inhibiteur de la PARS, le 3-aminobenzamide,
inhibe la relaxation induite par le peroxynitrite. Le 3-aminobenzamide n’a pas d’effet sur la
relaxation induite par I’acétylcholine mais augmente la relaxation induite par le nitroprussiate de
sodium.

Ces résultats montrent que le peroxynitrite a un effet vasodilatateur sur les arteres
pulmonaires de rat, probablement par activation de la PARS. Toutefois, aux concentrations
permettant d’obtenir une vasodilatation, le peroxynitrite ne modifie pas la vasoréactivité a
I’acétylcholine. Ces résultats suggerent que le peroxynitrite, et non pas le NO endothélial, active
la PARS, produisant une déplétion rapide en ATP a 'origine d’une réduction de la contraction
du muscle lisse vasculaire. L’inhibition de I’action du peroxynitrite et non pas de I’acétylcholine
par le 3-aminobenzamide suggére que le peroxynitrite et le NO ont un effet vasodilatateur par
des mécanismes d’action différents. Ces résultats suggerent que les inhibiteurs de la PARS
pourraient €tre utiles dans le traitement des troubles hémodynamiques induits par le

peroxynitrite, en particulier au cours du sepsis, sans modifier I’action du NO endothélial.

b- Limites de I’étude

Les propriétés vasodilatatrices du peroxynitrite sont trés probablement secondaires a
une activation de la PARS. Cette hypothése repose sur la réduction de ’effet vasodilatateur du
peroxynitrite par le 3-aminobenzamide qui est un inhibiteur spécifique de la PARS trés
largement utilisé (Banasik er al., 1992). L’hypothése aurait ét€ confirmée si nous avions mesuré
activité de la PARS et mis en évidence une augmentation de son activité aprés administration
de peroxynitrite.

L’activation de la PARS par le peroxynitrite provoque une déplétion intracellulaire en
ATP. La mise en évidence d’une baisse du contenu intracellulaire en ATP aprés administration
de la solution de peroxynitrite apporterait un argument supplémentaire en faveur de notre

hypothése.
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3- Technique des anneaux vasculaires isolés : intéréts, limites

Cette méthode permet d’étudier la réponse propre d’un anneau vasculaire pulmonaire a
une stimulation pharmacologique. Ces études in vitro s’affranchissent des éléments de controle
du tonus vasculaire pulmonaire, en particulier nerveux et humoraux. Cependant les réponses
mesurées dépendent encore de nombreux facteurs physiologiques. Au niveau de I’anneau
vasculaire pulmonaire isolé, la réponse mesurée dépend de ’effet direct de la drogue étudiée sur
la tension isométrique mais aussi de I'intervention éventuelle de médiateurs libérés sous 1’effet
de la drogue par les cellules endothéliales de 1’anneau vasculaire. L’abrasion endothéliale permet
de distinguer les effets dus & I’endothélium de ceux dépendant des cellules musculaires lisses.
L’hétérogénéité de 1’anneau vasculaire doit €tre prise en compte dans D’interprétation des
résultats. Une Iésion endothéliale doit étre suspectée si I’acétylcholine ou un autre vasodilatateur
dépendant de I’endothélium ne provoque pas de relaxation. La fréquence des lésions
endothéliales induites par la préparation de I’anneau conduit certains auteurs a réaliser une étude
histologique aprés chaque expérience pour quantifier morphologiquement ces lésions
endothéliales.

Plusieurs €tudes ont souligné les différences régionales de réactivité vasculaire
pulmonaire. Ces différences sont structurelles mais €galement fonctionnelles (Leach ez al.,
1992 ; Frid et al., 1994 ; Archer er al., 1996 ; Kemp et al., 1997 ; Higashi et al., 1997). La
diversité régionale limite les conclusions des travaux réalisés aux segments vasculaires étudiés.
Dans la technique des anneaux vasculaires, les anneaux proviennent des branches principales de
I’artére pulmonaire. Les résultats obtenus & partir des anneaux vasculaires proximaux ne

peuvent pas étre extrapolés aux vaisseaux de résistance.

B- Résultats et limites des études in vivo

1- Résultats des études

Les résultats démontrent que la relation pression-débit peut étre déterminée dans la
circulation pulmonaire périphérique chez des chiens anesthésiés en partant d’un débit nul sans

interférer avec la circulation pulmonaire globale ni avec la circulation systémique. Quand I'artére
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bloquée est dans le méme axe que le cathéter, la relation pression/débit est linéaire avec une
origine a 0 et sans hystérésis. Cette relation peut €tre exprimée simplement par sa pente. Cela
n'est pas possible quand l'ordonnée a l'origine n'est pas nulle. La pente peut étre calculée dans
ce cas avec au moins 2 points sur la courbe pression/débit comme cela a déja été proposé
(Lodato et al., 1985). La résistance vasculaire pulmonaire périphérique varie d’un territoire a
’autre et est inversement corrélée au volume du territoire. Il est donc nécessaire de comparer la
résistance vasculaire pulmonaire périphérique dans le méme territoire.

L’angiographie est nécessaire pour préciser la direction de l'artére principale du
territoire par rapport a I’axe de la sonde. Cette angiographie ne doit e obtenue qu’aprés avoir
réalisé 1’ensemble des courbes pression-débit du territoire étudié car le produit de contraste
augmente la RVPP.

En hypoxie, les RVPP augmentent plus que les RVP globales. Ceci reflete le siege
périphérique de la vasoconstriction hypoxique (Madden er al., 1985). La correction de I'hypoxie
diminue les RVPP. Ces résultats apportent des éléments supplémentaires pour valider cette
technique et permettent aussi de préciser la différence entre la circulation pulmonaire entiére et
locale car les gros vaisseaux sont exclus dans ce modele.

Cette méthode a été simplifiée pour permettre la réalisation d’études pharmacologiques.
Ces études pharmacologiques de la vascularisation pulmonaires périphérique n’ont eu aucun
retentissement sur la circulation pulmonaire globale ni sur la circulation systémique. Les RVPP
ne sont pas modifiées en normoxie par les inhibiteurs des canaux calciques. La baisse des
RVPP en hypoxie est en faveur d’un rdle important des canaux calciques dépendants du voltage
dans le contrdle du tonus vasculaire pulmonaire en hypoxie. L.’augmentation de la pression de
perfusion par le L-NAME en normoxie suggere que le NO est partiellement responsable du
faible tonus vasculaire pulmonaire basal. La potentialisation de la réponse pressive a I’hypoxie
par le L-NAME montre que le NO module la vasoconstriction hypoxique. L’absence de
modification de la réponse des RVPP au nitroprussiate de sodium par le L-NAME indique que
la réponse vasodilatatrice pulmonaire induite par le nitroprussiate de sodium n’est pas
dépendante du NO endogéne produit a partir de la L-arginine. Les activateurs des canaux

potassiques ne modifient pas les RVPP en normoxie ni en hypoxie. Les canaux potassiques
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dépendants de I’ATP ont donc vraisemblablement un roéle mineur dans le contrle du tonus
vasculaire pulmonaire périphérique en normoxie et en hypoxie. L’absence d’effet de 1’urapidil
sur les RVPP en air et en hypoxie suggere l’absence de récepteurs o, -adrénergiques
fonctionnels dans la circulation pulmonaire périphérique. En hypoxie, le tonus vasculaire
pulmonaire périphérique est augmenté par I’almitrine. Les RVPP diminuent et reviennent a leur
valeur initiale aprés administration de nicardipine. La baisse des RVPP induite par la nicardipine
peut refléter une inhibition de la vasoconstriction induite par 1’almitrine, une inhibition de la
vasoconstriction hypoxique ou une inhibition partielle des deux mécanismes de
vasoconstriction.

L’ensemble des résultats démontre que, in vivo et dans ce modele, la vasoréactivité
pulmonaire périphérique est peu importante vis a vis de différents stimuli vasodilatateurs.
L’absence de tonus vasculaire pulmonaire de base ou sa trés faible valeur est probablement a
I'origine de I’absence d’effet des différents vasodilatateurs en I’absence de vasoconstriction
préalable, de leur effet modeste et difficile & mettre en évidence malgré une vasoconstriction
préalable et de I’augmentation significative des résistances vasculaires pulmonaires

périphériques apres perfusion de drogues vasoconstrictrices.

2- Technique de perfusion périphérique : intéréts, limites

Nous avons utilisé une technique originale. Comme toute technique originale, elle a di
étre validée. Les deux premicéres publications correspondent a la description et a la validation de
la technique. Au niveau de 1’animal entier, la réponse mesurée fait intervenir les mécanismes de
régulation paracrines comme au niveau de I’anneau vasculaire isolé mais aussi I’ensemble des
régulations nerveuses centrales et périphériques et des régulations humorales.

Ce modele permet une étude des RVPP de poumons intacts in situ. Nous n'avons pas
trouvé dans la littérature de valeurs des RVPP mais les résultats obtenus sont plausibles. Le
volume moyen des vaisseaux en aval du cathéter bloqué est, au vu de nos résultats, de 0,75 ml,
c.a.d. environ 3.10-3 du volume sanguin pulmonaire total de ces chiens. Les RVPP calculées a
partir des courbes pression/débit sont environ 1 000 fois plus €levées que les RVP globales

mais les gros vaisseaux pulmonaires qui ont une faible résistance (Madden et al., 1985) sont
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exclus. A la différence de la technique utilisée par Bain (Bain et al., 1963), notre procédé
n'inclut pas la résistance du cathéter car la pression est mesurée au site de perfusion. Cette
technique est reproductible avec une variation moyenne des RVPP de 14% entre 2 courbes
consécutives.

Le produit de contraste (ioxaglate de sodium et de méglumine) a été injecté dans
les conditions ot il est utilisé pour les angiographies des territoires bloqués. Quoique l'ioxaglate
ait ét€ purgé avec du sérum salé, ses effets sur les résistances vasculaires peuvent encore étre
observés pendant la courbe pression/débit. L’injection du produit de contraste permet de
visualiser la position du cathéter par rapport & 'artére principale du territoire mais cette
manoeuvre ne doit étre réalisée qu’a la fin de I’étude du territoire.

La procédure a pu étre simplifiée pour des études pharmacologiques, en utilisant
seulement 3 débits. Des études dose-effets ont été faites avec des concentrations croissantes des
drogues. Les résultats obtenus sont compatibles avec les données de la littérature fournies par
d’autres modeles d’étude de la circulation pulmonaire, notamment avec les études récentes
soulignant I’importance de la diversité régionale de la vasoréactivité pulmonaire (Archer et al.,
1996 ; Kemp et al., 1997). L’intérét de ce modele est la possibilité d’étude de différentes
substances pharmacologiques vasoactives dans un territoire pulmonaire périphérique, in vivo,
chez I’animal anesthésié.

Ce modele a également des limites qu’il convient de souligner. La premiére tient a la
réalisation des études chez I’animal anesthésié. L’animal conscient est le modele le plus
physiologique. Certains modeles in vivo utilisent des animaux cathétérisés au long cours,
permettant ainsi la réalisation d’études chez des animaux éveillés (Lodato, 1985). Ces animaux
sont équipés des différents cathéters de fagon chronique, la pose des cathéters étant réalisée au
moins 2 semaines avant les expériences pharmacologiques. Ce modele est difficile a utiliser
dans certaines conditions physiopathologiques. L hypoxie est source de stress et 1’agitation
induite dans ces conditions peut modifier I’hémodynamique. De plus ce modele est coliteux
(perte d’animaux en cours de chirurgie par hémorragie et au décours de ’acte chirurgical par
infection, chez le chien notamment). Enfin ce modele n’est pas adapté a notre modele d’étude de

la circulation pulmonaire périphérique qui nécessite le blocage du cathéter dans une artére
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distale. Le cathéter doit étre perfusé en permanence et ne peut pas &tre maintenu en place de
facon prolongée sans risque de thrombose et donc d’infarctus du territoire pulmonaire étudié.
Ceci nous a conduit a développer ce modele chez I’animal entier anesthésié.

L’étude est réalisée chez des animaux anesthésiés avec du thiopental. Les barbituriques
dépriment la contractilité myocardique et ont des effets vagolytiques. La fréquence cardiaque et
la pression artérielle systémique sont souvent élevées, d’autant plus que ’animal est stressé au
moment de I’induction anesthésique. Le retentissement des barbituriques sur la circulation
pulmonaire est discuté, minime pour certains (Bjertnaes, 1982 ; Benumof, 1985). Pour
d’autres, I’administration de barbituriques a des conséquences fonctionnelles sur la circulation
pulmonaire. Ainsi dans une préparation de poumon perfusé isolé de lapin, I’administration de
barbituriques (thiopental et pentobarbital) bloque la vasoconstriction induite par un analogue du
thromboxane et par le chlorure de potassium, suggérant une inhibition de I’entrée du calcium
dans la cellule, mais les effets sur la vasoconstriction hypoxique n’ont pas été étudiés dans ce
modele (Mc Shane et al., 1989).

La reproductibilité de la méthode est bonne (variations des RVPP dans un méme
territoire €gales a 14%), mais les variations des RVPP d’un territoire a 1'autre sont tres
importantes. Ceci rend compte de la dispersion des résultats, dés la perfusion de contrfle et
impose souvent la réalisation de nombreuses expériences pour pouvoir affirmer 1’effet vasoactif
ou surtout ’absence d’effet vasoactif d’une substance pharmacologique (levcromakalim,
urapidil).

Le temps de préparation pour chaque expérience est long. Ceci tient & la mise en place
des différents cathéters apes avoir anesthésié 1’animal et surtout aux difficultés de cathétériser un
territoire susceptible de faire I’objet de courbes pression/débit répétées. L’absence de variation
de pression lors de la perfusion du territoire fait suspecter la grande taille du volume du territoire
et il sera difficile de mettre en évidence une variation des RVPP. A 'inverse, une élévation
rapide de la pression de perfusion conduit & suspecter soit un territoire latéral (non coaxial), soit
un territoire dont les RVPP sont tres élevées. Les courbes pression/débit dans ces territoires ont
souvent une ordonnée a l'origine positive et la pente n’est pas toujours lin€aire. Par ailleurs,

apres la réalisation d’une courbe pression/débit, un territoire peut devenir inutilisable avec une
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augmentation trés importante de la pression de perfusion. Une série compléte de courbes
pression-débit ne peut pas €tre menée a son terme dans 20 4 30% des territoires cathétérisés. En
général, 1 & 2 territoires sont étudiés au cours de chaque expérience.

Nous n’avons pas observé de variations systématiques des RVPP avec le nombre
d’expériences chez un méme animal. Le nombre d’expériences chez un méme animal n’a jamais
dépassé 8 pour des raisons d’abord vasculaire jugulaire et pour limiter le nombre d’expériences
dans un méme territoire et chez le méme animal. Nous ne pouvons pas exclure une modification
de la vasoréactivité d’un territoire par les manoeuvres pharmacologiques antérieures dans le
méme territoire. Lors du cathétérisme d’un territoire chez un animal qui a déja fait ’objet d’au
moins une expérience antérieure, nous ne pouvons pas toujours étre certains, malgré 1’utilisation
d’un systéme de radioscopie, que ce territoire n’a pas €té utilisé antérieurement.

La méthode apparait meilleure pour I’étude des drogues vasoconstrictrices que pour les

la recherche d’un effet vasodilatateur, plus difficile & mettre en évidence méme aprés une

vasoconstriction au préalable.

C- Perspectives

Notre principal pdle d’intérét est la pharmacologie du contrdle du tonus vasculaire
pulmonaire en hypoxie. Malgré ses limites, ce modele d’étude pharmacologique de la circulation
pulmonaire périphérique nous apparait intéressant. Nous souhaitons perfectionner ce modele
pour diminuer la variabilité des résultats et donc améliorer la reproductibilité. Ce modele pourrait
étre utilisé pour étudier de nouvelles molécules et devrait permettre de définir de fagon plus fine
l'action de molécules in vivo sur le tonus vasculaire pulmonaire périphérique. Pour préciser le
mécanisme d’action des drogues, il est nécessaire de coupler ou de comparer ces études in vivo
avec des études in vitro. Nous souhaitons développer les études in vitro avec du matériel
humain prélevé lors d’interventions chirurgicales (Dinh-Xuan et al., 1991), en appliquant des
méthodes d’étude de la signalisation intracellulaire a différents types d’anomalies de la
vasoréactivit€ pulmonaire (hypertension artérielle pulmonaire hypoxique chronique,

hypertension artérielle pulmonaire primitive).
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La these du Docteur F. CHABOT commence par un résumé tres
clair et trés précis des caractéristiques anatomiques, fonctionnelles

et métaboliques de la circulation pulmonaire chez I’homme et
I’animal normaux.

Cette these se poursuit par les études de pharmacologie sur la
circulation pulmonaire réalisées in vitro et in vivo.

A - Résultats in vitro:

- La technique utilisée est la réponse fonctionnelle d’'un anneau
vasculaire pulmonaire & une stimulation pharmacologique.

- Une premiére étude concerne des rats ayant une cirrhose
biliaire et dont on pouvait penser qu’ils présenteraient une
hyporéactivité vasculaire pulmonaire. Il a été vérifié que ces rats
présentaient une réponse moindre a la Phenylephine ; le LINA en
pré-traitement, qui est un inhibiteur de la NO synthase, augmente
la réponse a la Phenylephine et restaure la réactivité vasculaire
pulmonaire.

Cette étude montre le réle du NO dans les anomalies de la
circulation pulmonaire en cas de cirrhose hépatique ; ils éclairent

la pathogénie du syndrome hépato-pulmonaire des cirrhotiques
chez ’homme.

- La deuxieme étude a étudié les propriétés vasodilatatrices du
peroxynitrite (PNO) ; ces propriétés ont été confirmées
probablement par activation du PARS, déplétion rapide en ATP et
réduction de la contraction du muscle lisse vasculaire. Le PNO et
le NO pourraient avoir des effets vasodilatateurs par des
mécanismes d’action différents ; 1ils suggerent Dutilité

thérapeutique possible des inhibiteurs de la PARS en particulier au
cours du sepsis.

B - Résultats in vivo :

- Les techniques utilisées permettent chez 'animal entier
d’étudier la circulation pulmonaire dans son ensemble et les
circulations pulmonaires localisées périphériques ; cette derniére

technique est originale ; son intérét, ses limites, sont treés
précisément décrites dans cette these.

- Tres intéressants sont les résultats pharmacologiques obtenus
au niveau des résistances vasculaires pulmonaires périphériques
(RVPP) : en particulier, I'hypoxie augmente plus les RVPP que les
résistances globales.

Les RVPP ne sont pas modifiées en normoxie par les bloqueurs des
canaux calciques.



Les activateurs des canaux K+ ne modifient pas les RVPP.

Les bloqueurs o- n'ont aucun effet en hypoxie et normoxie.

En hypoxie, le tonus vasculaire périphérique est augmenté par
I’almitrine ; il revient a la normale aprés administration de
nicardipine.

C - Commentaires :
- La these est claire et précise.

- Les résultats sont présentés en fixant toujours les avantages
mais également les limites de ces études.

- Les techniques utilisées sont intéressantes en particulier
I’étude des RVPP chez I'animal entier. D’autres techniques
auraient pu étre développées en particulier celles qui étudient la
répartition des résistances : pré-capillaire, capillaire et post-
capillaire.

- Il existe dans cette thése un ensemble de travaux qui est
homogene et intéressant ; la clinique humaine est souvent la base a
ces travaux (par exemple cirrhose du foie, sepsis). Des retombées
thérapeutiques sont envisagées.

- Il conviendrait pour l'avenir d’élargir probablement la
thématique développée. 11 faudrait surtout associer a I'exploration
physiologique classique des méthodes d’étude plus récentes :
biologie moléculaire, en particulier étude des signalisations intra-
cellulaire.

-Le rapporteur donne sans réserve un avis trés favorable a la
soutenance de theése du Docteur F'. CHABOT.

IFait a Clamart, le 9/5/1998

Professeur P. DUROUX



Introduction: I have read the thesis of Frangois Chabot “Etudes pharmacologique in vitro elin
vitro de la circulation pulmonaire. Applications & la circulation pulmonaire périphérique en
air et en hypoxic in vivo™.

The thesis is a compilation ol experiments conducted both in vivo (establishment of a new method
for studying pressure/volume relationship in the dog) and in vitro (studics using pulmonary artery
rings to cvaluate the role of nitric oxide (NO) in experimental cirrhosis).

The thesis locuses on three topics:

1. Hepatopulmonary syndrome-Dr. Chabot examines the hypothesis that excessive production of
NO inhibits various forms of pulmonary vasoconstriction, including hypoxic pulmonary
vasoconstriction (HPV), thereby promoting ventilation/perfusion (V/Q) mismatch and hypoxemia
2. Sepsis impairs responsiveness of the pulmonary arteries (PA) to vasoconstrictors -Dr. Chabot
hypothesizes that peroxynitrite (ONOO) is formed by the interaction of NO and O2 radicals and that
this then modulates pulmonary vascular tone

3. Pressure/flow relationships in vivo-Dr. Chabot proposes a new means of studying pressure/flow

(P/Q) in vivo to obviate the errors caused by reducing total lung flow to very low levels or using
non-blood perfusates

I am familiar with the publications Dr. Chabot has authored and have visited his laboratory in
Nancy.

Literature review: Dr. Chabot presents a balanced and thorough review of the literature. It is rare
to see as focused and clear a summary. The literature review deals with subject matter with which I
am quite familiar (HPV, the role of NO in the modulation of pulmonary vascular tone). He uses the
review to sct the stage for his thesis and cstablish the areas of investigation he wishes to pursue.

He indicates pulmonary vascular resistance (PVR) is largely controlled by muscular,
precapillary arteries. IHe discusses the many endothelial constrictor and dilator substances, which
modulate the tone of the pulmonary artery smooth muscle cell (PASMC). He is clearly well
grounded in pulmonary hemodynamics. However, he also understands the pharmacology and
electrophysiology of this circulation. He reviews the regulation of NO synthase (NOS) and
concludes pulmonary vasoconstriction is moderated by a compensatory incrcase in NO synthesis. |
enjoyed his discussion-of the role of K+ channels in HPV-he displays a mastery of the literature in
this area.

In the case of P/Q he points out the absence of an adequate means to characterize
pressure/flow in vivo, particularly at low flows. He indicates the potential value of an in vivo
means of determining P/Q, both to understand physiology and to test the hemodynamic effects of
various drugs.

He also establishes that there is an animal model for the human condition of
“hepatopulmonary syndrome”, in which cirrhotic patients develop a syndrome of depressed PVR
and hypoxemia. The hypoxemia appears to relate to excessive NO production, which suppresses
HPV and thus promotes intrapulmonary shunting. He then sets the stage for evaluating this
proposed mechanism in PA rings from cirrhotic rats.

In the case of sepsis, a condition with excess NO and O2 radical production, he notes there
is increased production of ONOO. He proposcs testing the hypothesis that this excess in ONOO
explains vascular hyporeactivity to a varicty of vasoconstrictors-such as phenylephrine.



Experimental Models:

Cirrhosis: The model of cirrhosis was created by ligating the biliary duct, allowing the rat to
recover and then awaiting the development of cirrhosis over the next month. The model is
reasonable and was validaled by histological conlirmation that cirrhosis did occur. The
experimental studies largely focused on studies ol vascular reactivity in isolated PA rings from
these rats.

V/Q: He uses the anesthetized dog to study P/Q. Unlike conventional models in which V/Q
is studied by varying flow to the entire lung, he uses a model in which a double-lumen catheter was
wedged into a lobar artery. Flow (o the lobe can be terminated by balloon inflation (wedge) and
wedge pressure is measured, flow can be varied by graded infusion of blood (aspirated from a
proximal port on the catheter). This allows flow to reduced to 0 ml/min without causing acidosis or
hypotension. Furthermore, since the flow is augmented using mixed venous blood, artifacts caused
by use of saline or blood of inappropriate PO2 are avoided. The model was effective in showing a
shift in V/Q caused by acute hypoxia. The model was shown to be highly reproducible, although
there were considerable regional variations in PVR discovered. He is aware of the need (o have the
catheter and the PA branch aligned to avoid artifactually high resistances. Dr. Chabot then used this
model to document that the contrast agent, Hexabrix, augments regional PVR. Ie also presents data
using this model to prove that almitrine, a respiratory stimulant, increases PVR in a manner, which
can be reduced by a calcium channel blocker (verapamil).

PA rings £endothelium in experimental sepsis:ONOOQ is a dilator of pre constricted PA
rings. This vasodilator effects is not inhibited by SOD or L-NAME but is blocked by the putative
PARS inhibitor, 3-aminobenzamide. Dr. Chabot convincingly shows that ONOO causes pulmonary
vasodilation at doses, which do not inhibit endothelial function.

Training: Dr. Chabot has had excellent training the laboratories of Dr. Time Evans (London
England) and Prof. Stridden, Nancy France. In addition he has worked closely with Dr. Tuan Dinh-
Xuan, Cochin, Paris. Dr. Evans is an internationally recognized expert in the study of sepsis and the
pulmonary circulation. Dr. Schrijen has a long and productive carcer in pulmonary physiology. Dr.
Dinh-Xuan is an authority of nitric oxide in the lung. This superb laculty has provided the

candidate with the necessary techniques and tiiining to produce several excellent publications and a
very lucid thesis.

Productivity: The candidate has been quite productive and has produced 4 excellent, first authored,
publications in high quality peer-reviewed journals. I read cach of these and found them clear and
thorough. Dr. Chabot has also had several adbstiacts at important international meetings.

Work in progress: The thesis includes an interesting paper using the in vivo P/Q technique to show
that NO is important in regulating PVR whereas KATP channels play litte role in determining
PVR. These results are consistent with reports using in vitro models.

Limitations of the studies-Virtually all of the limitations of the thesis have been identified by the
candidate. For each of his studies Dr. Chabot has done a good job discussing the limitations of his
experiments. The main area in which he acknowledges weaknesses is in the failure to measure



PARS activity. Ie also appropriately acknowledges that the V/Q studies are done in anesthetized
dogs and the anesthesia itscll may have hemodynamic effects.

Questions for Dr. Chabot:

The following arc the questions that I would pose il 1 were present for the thesis. None of these
questions require a modification of the thesis.

1. Hepatopulmonary syndrome: It might have been useful to pharmacologically disscct the
molecular origins of the excessive NO in this syndrome. Could Dr. Chabot please discuss the use of
the preferential iNOS inhibitors, such as aminoguanidine, to inhibit iNOS and ascertain the relative
contribution of various NOS isoforms to this syndrome,

2. Effect of NOARG in normal PA rings: If scpsis causes excess NO production it makes sense that
a NOS inhibitor should, as demonstrated, restore constrictor responses to phenylephrine. However,
it is surprising (and unexplaincd) why NOS inhibition does not enhance phenylephrine-constriction
in normal arteries. Most studics have found that NOS-inhibition enhances vasoconstriction even in

normal arteries, since there is a compensatory NO synthesis, which counters vasoconstriction.
Pleasc discuss.

3. PARS: Dr. Chabot presents evidence that ONOO inhibits vascular tone by inhibition of a
mitochondrial enzyme, PARS (adenosine S-diphosphoribose synthase). Inhibition ol this enzyme is
thought to diminish the production of high cnergy phosphates. It is concerning that this conclusion
rest primarily of the speciflicity ol a single PARS inhibitor-3-aminobenzamide. Dr. Chabot should
discuss what measurements could be made to document changes in energy state (phosphocreatine,
ATP) and what other PARS inhibitors might now be available (if any).

4. Applicability of the P/Q technique to studics in humans-It would be interesting to hear Dr.
Chabot discuss the possibility of using this technique in humans.

Conclusions: I regret that I will not be able to be present for the thesis defense. However, this is an
excellent thesis and I strongly support that Frangois Chabot be awarded his Ph.D. with felicitations.
Based on the quality of the thesis, the merit of the associated publications and my personal
interaction with Dr. Chabot I have complete confidence he will be a great credit to L'Universite
Henri Poincare. Thank you for giving me the chance to be involved in this outstanding thesis.

Yours sincerely, - ;
Spartn A
Stephen L. Archer MD. FRCP(C)
Professor of Medicine

Director Division of Cardiology
Heart and Stroke Foundation Chair
University of Alberta Hospitals
2C2.36 Walter Mackenzic Health Sciences Cenler
Telephone:1-403-492-6353

Fax: 1-403-491-6689
slarcher@cha.ab.ca



Responses to the questions of Pr ARCHER

To the first question: «Hepatopulmonary syndrome: It might have been useful to

pharmacologically dissect the molecular origins of the excessive NO in this syndrome. Could Dr
Chabot please discuss the use of the specific iNOS inhibitors, such as aminoguanidine, to

inhibit iNOS and ascertain the relative contribution of various isoforms to this syndrome?».

Various methods can be used to dissect the molecular origins of the excessive NO in this
syndrome :

A- Pharmacological methods with specific inhibitors of iNOS such as aminoguanidine or
thialorphine, specific inhibitors of cNOS such as calmidazolium or ebselen. The comparison of
the effects of these various inhibitors of NOS on pulmonary vascular rings would be useful.

Mechanical removal of the endothelium is another interesting method to study the relative
importance of eNOS (endothelial localization) and iNOS (in endothelium and vascular smooth
muscle).

B- Biochemical studies of the NO pathway :
- biological assays of NO : measurement of the production of citrulline (as a surrogate for NO)
from arginine could be studied by chromatography.
- eNOS and iNOS proteins can be detected by specific antibodies (Western blot).
- mRNA : use of specific probes for eNOS and iNOS mRNA.
- Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) to identify DNA.

C- Immunihistochemical staining with antibodies to identify cells expressing e-NOS or i-
NOS.

Recently an increase in the NO synthesis was shown to occur in hepatopulmonary
syndrome (Fallon et al., 1997). In the study, the authors, using the same animal model as we
did (Chang & Ohara, 1992), showed an increase in pulmonary endothelial eNOS. No change in
pulmonary iNOS levels or localization was detected. Increased eNOS levels correlated with the
alterations in gas exchange and were accompagnied by enhanced NO activity and a blunted
response to phenylephrine, reversible by NOS inhibition, in pulmonary artery rings (Fallon et
al., 1997).



To the second question: «Effect of L-NA in normal PA rings: if sepsis causes excess NO
production, it makes sense that a NOS inhibitor should, as demonstrated, restore constrictor
responses to phenylephrine. However, it is surprising (and unexplained) why NOS inhibition
does not enhance phenylephrine-constriction in normal arteries. Most studies have found that
NOS-inhibition enhances vasoconstriction even in normal arteries, since there is a compensatory
NO synthesis, which counters vasoconstriction. Please discuss».

Two hypotheses could be considered:

A- partial NO endothelial dysfunction induced by endothelial lesions during dissection of the
pulmonary vascular rings.

B- difference in the type of rate used (Sprague-Dawley) in the experiments. In some studies,
NOS inhibition does not enhance phenylephrine-constriction in normal arteries, like for

example, in the study of Fallon et al. This study was made with Sprague-Dawley rats.

To the third question: «Dr Chabot presents evidence that ONOO inhibits vascular tone by
inhibition of a mitochondrial enzyme, PARS. Inhibition of this enzyme is thought to diminish
the production of high energy phosphates. It is concerning that this conclusion rests primarily of
the specificity of a single inhibitor, 3-aminobenzamide. Dr Chabot should discuss what
measurements could be made to document changes in energy state (phosphocreatine, ATP) and
what other PARS inhibitors might now be available (if any)».

A- Various techniques could be used to measure changes in energy state

a- RMN with *'P spectroscopy is useful to show a spectrum of intracellular pH, creatine
concentration, ATP, inorganic phosphate and ATP/phosphocreatine.

b- cAMP and cGMP could be measured by immuno or enzymatic assay.

c-ATP tissue levels.

d- Microdialysis: this method, used in other organs (gut, brain), has not been applied to
vascular rings. The method allows measurements of ATP or adenosine from pericellular
interstitial liquid.

B- Other PARS inhibitors

3-aminobenzamide is the most often used PARS inhibitor (Banasik et al., 1992). Its specificity
is low but in our experiments, it inhibited effects of peroxynitrite but did not inhibit actions of
acetylcholine (and thus NO).

Drugs as thymidine or nicotinamide are not used in vivo because of their side effects. More
specific inhibitor have a very low aqueous solubility and need to be dissolved first in Me,SO
and then in water (Banasik ef al., 1992). We do not know of any other PARS inhibitor which
would be easier to use and more specific.



To the fourth question: «Applicability of the P/Q technique to studies in humans. It would be
interesting to hear Dr Chabot discuss the possibility of using this technique in humans».

We do not think that this technique could be used in humans for several reasons:

A- The technique requires right heart catheterization. It is invasive and slow, and needs the
insertion of another pulmonary arterial catheter, with extracorporeal circulation. It thus carries
the risks of right heart catheterization and extracorporeal circulation.

B- The pathophysiological interest of the study is unquestionable but the therapeutic
consequences for the patient are less certain. Very few drugs can be studied during each
experiment and, after vasodilator use, it would be necessary to study another peripheral
pulmonary site. Moreover, for patients with pulmonary hypertension, it would be necessary to
study several peripheral pulmonary sites to be sure of the beneficial effects of a vasodilator.

C- For these reasons, it is doubtful that an ethical committee would allow the use of this
technique in humans.



Réponses aux questions posées par le Pr S. Archer

Premiére question : « Syndrome hépatopulmonaire (SHP): il aurait pu étre utile de préciser

I’origine moléculaire de I’exceés de NO observé dans ce syndrome avec 1'utilisation d’inhibiteurs
de I'iNOS comme I’aminoguanidine pour inhiber I'iNOS et préciser la contribution relative des
différentes isoformes de I’enzyme au SHP ».

11 est certain qu’il aurait été intéressant de préciser 1’origine de ’excés de NO. Plusieurs
méthodes pourraient étre utilisées. Ces méthodes sont complémentaires.

A- Méthode pharmacologique.

a- Nous avons utilisé un inhibiteur de la NOS, le L-NA. Certains inhibiteurs de la
synthése de NO sont plus spécifiques des isoformes constitutives comme le calmidazolium, un
inhibiteur de la calmoduline qui est un cofacteur indispensable a I’action de la ¢tNOS (Schini &
Vanhoutte, 1992) ou I’ebselen qui, par I'intermédiaire de radicaux thiols, inhibe 1’action
catalytique de la ctNOS (Zembowicz et al., 1993). D’autres inhibiteurs sont spécifiques de la
NOS inductible, comme [’aminoguanidine (Wolff & Lubeskie, 1995) et la thaliporphine (Yu
1994). Dans notre étude, 1’origine du NO aurait pu étre précisée en réalisant les expériences
avec 4 sous groupes d’anneaux vasculaires pulmonaires isolés prétraités selon le protocole
suivant (1- inhibiteur spécifique de I'iNO : aminoguanidine; 2- inhibiteur de la c¢cNOS :
calmidazolium; 3- inhibiteur non spécifique de la NOS : L-NA; 4- contrdle : absence
d’inhibiteur) dans chaque groupe d’animaux, cirrhotiques et témoins. La comparaison des
résultats aurait permis sans doute de préciser I’origine de I’exces de NO.

b- Le retrait mécanique de I’endothélium est une technique intéressante car la cNOS est
localisée uniquement dans I’endothélium. Pour chaque animal, I’endothélium de la moitié des
anneaux vasculaires pulmonaires aurait pu étre retiré. La comparaison des résultats obtenus lors
des expériences pharmacologiques sur les anneaux vasculaires isolés, avec et sans endothélium
aurait permis d’établir le réle de 1’endothélium et donc 1’origine de I’excés de NO (endothéliale
ou inductible).

B- Les études biochimiques de la voie du NO pourraient apporter des résultats
complémentaires utiles.

a- les dosages biologiques du NO
Le principe repose sur une étude de la production de citrulline a partir de la L-arginine. Cette
production est le témoin de I’activité biologique du NO car pour chaque molécule de citrulline
libérée, une molécule de NO est synthétisée. Cette étude est faite par chromatographie
échangeuse d’ions. L’arginine marquée au tritium est mise dans la colonne ol en présence
d’oxygene elle est transformée en citrulline. L’arginine tritiée est bloquée dans la colonne. La
quantité de citrulline tritiée libérée reflete une libération équivalente de NO. En utilisant un milieu
riche en cofacteurs (Calmoduline et calcium), le taux de NO d’origine endothéliale est estimé.



Un milieu dépourvu de ces cofacteurs donne le NO d’origine inductible. Toutefois, la faisabilité
et la signification de ces dosages biologiques dans le liquide du bain d’organe est a évaluer.

b- les dosages de protéines, voire d’ARNm et d’ADN peuvent &étre fait aprés les
expériences pharmacologiques, sur un broyat d’anneaux vasculaires pulmonaires isolés :
- Les protéines eNOS et iNOS sont identifiées par Western blot avec des anticorps spécifiques.
- L’utilisation de sondes spécifiques dirigées contre les ARNm permet d’identifier les ARNm
d’eNOS et d’iNOS et donc de préciser I’origine de ’exceés de NO.
- Apres identification de I’ARN, I'utilisation de la Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) permet d’identifier le segment de DNA a I’origine de la synthése de NO.

C- L’immunohistochimie. 1.’ anneau vasculaire pulmonaire est fixé puis incubé avec des
anticorps. L’utilisation d’anticorps marqués dirigés contre une protéine (e-NOS ou i-NOS)
permet 1'identification des cellules exprimant ces protéines. LLa comparaison des anneaux
vasculaires provenant de rats cirrhotiques et de rats témoins identifie I’origine de 1’excés de NO.

Une étude récente (Fallon et al., 1997) a apporté des €léments importants en faveur d’une
augmentation de la synthése de NO au cours du syndrome hépatopulmonaire en utilisant
certaines de ces techniques dans le modele de syndrome hépatopulmonaire de Chang & Ohara
(1992). Les taux de protéines, la localisation régionale des iNOS et eNOS dans le poumon et
I’activité NO dans des anneaux vasculaires pulmonaires isolés estimée par ’effet du L-NAME
ont été étudiés. 1l existe une augmentation des taux de NOS endothéliale. Cette augmentation de
NOS endothéliale est corrélée au gradient alvéolo-artériel d’oxygene qui reflete la sévérité du
SHP. Il s’y associe une augmentation de la densité de la NOS endothéliale dans les vaisseaux
pulmonaires alvéolaires provenant de rats ayant un syndrome hépatopulmonaire. La
concentration et la localisation de la NOS inductible ne sont pas modifiées par rapport aux rats
témoins (Fallon et al., 1997). L’augmentation de I’expression de la NOS endothéliale pourrait
étre secondaire a une augmentation des forces de cisaillement sur les parois vasculaires induites
par le syndrome hyperkinétique, la nature du stimulus a I’origine du syndrome hyperkinétique
restant a déterminer,



Deuxiéme question : « Syndrome hépatopulmonaire. Effet du L-NA dans des anneaux

vasculaires pulmonaires isolés provenant de rats témoins : il est surprenant de ne pas observer
d’augmentation de la réponse vasoconstrictrice a la phényléphrine aprés inhibition de la NOS.
Dans la majorité des études, I’inhibition de la NOS augmente la vasoconstriction des artéres
provenant de rats témoins car il existe une augmentation de synthése du NO qui limite la
vasoconstriction ».

Dans la majorité des études, les analogues de la L-arginine potentialisent la vasoconstriction
pharmacologique d’artéres pulmonaires provenant de rats sains. Deux hypothéses pourraient
étre envisagées.

a- une déplétion endothéliale partielle en NO liée a des lésions endothéliales lors de la
dissection. En effet, lors de I’administration d’acétylcholine, la relaxation était de I’ordre de 40 a
50% de la valeur de base obtenue aprés précontraction. La valeur de cette vasorelaxation est
moins importante que celles souvent rapportées dans des conditions expérimentales similaires.
Nous ne pouvons pas exclure que des Iésions endothéliales expliquent en partie 1’absence
d’effet du L-NAME sur les vaisseaux témoins. Toutefois, dans la mesure ol les conditions
expérimentales sont les mémes, cette hypothése ne rend pas compte de 1’augmentation de tonus
observée avec le L-NAME sur les vaisseaux provenant de rats souffrant de syndrome
hépatopulmonaire.

b- la race de rats (Sprague-Dawley) utilisée pour les expériences pourrait peut-étre
intervenir. Les résultats observés dans les différentes expériences avec les analogues de la L-
arginine dépendent de ’espece étudiée (Barnard et al., 1993). Dans la majorité des études
réalisées chez le rat, les analogues de la L-arginine potentialisent la vasoconstriction
pharmacologique d’artéres pulmonaires provenant d’animaux sains. Cependant d’autres études
ne confirment pas ces résultats. Par exemple, dans I’étude de Fallon et al., le prétraitement des
anneaux vasculaires pulmonaires isolés provenant des rats témoins (Sprague-Dawley, poids
200-250g) par du L-NAME (0,3 mmole/L), n’augmente pas de maniére significative la réponse
contractile des anneaux vasculaires 2 des doses croissantes de phényléphrine (107 a 10° M)
(Fallon et al., 1997). Cette étude, comme la nbtre, a été réalisée avec des rats Sprague-Dawley.



Troisiéme question : « Le peroxynitrite diminue le tonus vasculaire pulmonaire en inhibant

la PARS. L’inhibition de cette enzyme est probablement a I’origine d’une baisse de la
production de phosphates riches en énergie. Les résultats observés dans I’étude reposent sur la
spécificité d’un seul inhibiteur, le 3-aminobenzamide. Quelles mesures auraient pu étre faites
pour préciser les changements d’état énergétique (phosphocréatine, ATP) et quels autres
inhibiteurs sont actuellement disponibles ? ».

A- Plusieurs techniques peuvent é&tre utilisées pour mesurer les changements d’états
énergétiques :

a- La spectroscopie RMN au *'P permet de visualiser sous forme de spectre, le pH
intracellulaire, les concentrations en créatine, ATP, phosphate inorganiques et la balance entre
ATP et phosphocréatine.

Cette technique permet un monitorage continu de I'état énergétique tout au long de
I’expérimentation. Toutefois, elle ne permet pas de préciser 1’origine cellulaire des variations
énergétiques mises en évidence (endothélium, cellule musculaire lisse vasculaire, adventice).

b- Les dosages dans le bain d’organe des composés riches en énergie : ATP, GTP,
AMPc, GMPc peuvent révéler des variations énergétiques.

ATP et GTP : dosages par HPLC en fluorescence (greffe d’un radical fluorescent puis HPLC
avec phase mobile en acide sulfurique et colonne thermostatée a 37°C). AMPc et GMPc sont
dosés par méthode enzymatique ou immunologique.

c- Des mesures du contenu tissulaire en ATP peuvent étre réalisées dans un broyat
tissulaire avec un dosage en HPLC ou enzymatique.

d- La microdialyse permet le dosage de I’ATP ou de 1’adénosine contenu dans le liquide
interstitiel qui baigne les cellules. C’est une méthode intéressante car I’ ATP est non seulement
un composé riche en énergie mais a également un réle de signalisation. La mise en place de la
sonde dans la couche cellulaire musculaire lisse ou l'intima devrait permettre de préciser
I'origine cellulaire des molécules recueillies. Toutefois, cette technique validée pour d’autres

organes (myocarde, intestin, cerveau) n’a pas €t€ encore étudiée sur des anneaux vasculaires.

B- Autres inhibiteurs de la PARS

Le 3-aminobenzamide est I'inhibiteur de la PARS le plus utilisé (Banasik et al., 1992). Sa
spécificité n’est pas excellente mais, dans nos expériences, il inhibe I’action du peroxynitrite et
non pas celle de 1’acétylcholine (et donc du NO).

Il existe d’autres inhibiteurs de la PARS. Certaines molécules (thymidine, nicotinamide) ne sont
pas utilisables in vivo en raison de leurs effets secondaires. Les molécules les plus spécifiques
ont une faible solubilité dans I’eau et doivent étre solubilisées dans du Me,SO pour pouvoir étre
dissoutes dans I’eau ensuite, ce qui limite leur utilisation (Banasik et al., 1992). Ces éléments



rendent compte de notre choix pour le 3-aminobenzamide. Nous ne connaissons pas d’autre

inhibiteur de la PARS récent plus spécifique et d’usage aisé€.



Quatrieme question : « Applicabilité de la technique d’étude des relations pression/débit

dans la circulation pulmonaire périphérique chez I’homme ».

Cette technique apparait inapplicable actuellement chez I’homme pour plusieurs raisons.

a- Cette technique devrait étre envisagée a 1’occasion d’un cathétérisme cardiaque droit aprés
réalisation des mesures hémodynamiques usuelles. C’est une technique invasive et longue,
nécessitant au minimum la mise en place d’un deuxiéme cathéter artériel pulmonaire et incluant
une circulation extracorporelle. Cette technique comporte donc des risques inhérents au
cathétérisme cardiaque droit (complications des ponctions vasculaires, rupture vasculaire,
infection) et également a la circulation extracorporelle (hémolyse, activation de radicaux libres de
I’oxygéne).

b- L’intérét physiopathologique de ces études est certain mais les conséquences thérapeutiques,
utiles pour le patient étudié, plus incertaines. Le nombre de drogues étudiées au cours d’une
méme séance est réduit avec nécessité de changer de territoire apreés I'utilisation d’un
vasodilatateur. Cette régle pourrait peut étre étre modulée, notamment chez les patients souffrant
d’HTAP, avec utilisation d’un nouveau vasodilatateur en 1’absence de vasodilatation
périphérique avec la premiére molécule. Cependant, plusieurs territoires devraient étre étudiés
pour confirmer 1’effet vasoactif de la drogue étudiée. Le rapport bénéfice attendu/risque potentiel
est donc faible.

c- Pour toutes ces raisons, il parait peu vraisembalable que le Comité Consultatif pour la
Protection des Personnes se prétant a la Recherche Biologique accepte, dans I'état actuel des

choses, de donner son accord pour I'utilisation de cette technique chez 1’homme.
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July 10th, 1998

Congratulations!

I have read the responses to my questions and am entirely satisfied with their spirit and

content. I recommend they be considered adequate and the thesis considered complete.

Yours sincerely,

Professor Stephen Archer
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