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INTRODUCTION

Au cinquieme siécle avant notre eére, le philosophe grec Empédocle d’Agrigente
écrivait : “le principe de la vie est le sang”. Les connaissances actuelles sur la complexité
structurale et fonctionnelle de ce tissu essentiel 4 ’homéostasie confirment le bien fondé de
cette théorie millénaire. Les globules rouges en suspension dans le plasma ceuvrent a I'une des
missions vitales du sang, I’apport d’oxygéne aux tissus. La transfusion de sang est aujourd’hui
encore le seul moyen de pallier efficacement & une altération de I’oxygénation qui caractérise
des états pathologiques tels que le choc hypovolémique ou 1’anémie. Toutefois ce traitement
s’accompagne inévitablement de risques de contamination, en particulier virale, et
d’incompatibilité immunologique entre donneur et receveur. De plus, du fait de la durée de
vie limitée des globules rouges a I’issue de leur prélévement, I’approvisionnement en sang ne

suffit que difficilement a ’heure actuelle & subvenir aux besoins transfusionnels.

Pour résoudre ces limites, des alternatives a la transfusion sanguine ont fait I’objet de
recherches intensives depuis la fin du siécle dernier et elles se poursuivent encore aujourd’hui.
L’une des voies les plus abouties est celle de solutions injectables préparées a partir
d’hémoglobine issue de globules rouges arrivés a péremption. En 1998, 'un de ces produits,
appelés transporteurs d’oxygene a base d’hémoglobine ou HBOCs (hemoglobin-based oxygen
carriers), a obtenu une autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis, pour le traitement de
I’anémie chez le chien. Les HBOCs faisant I’objet d’essais cliniques sont aujourd’hui au
nombre de sept et, pour chacun d’entre eux, la survenue d’effets secondaires plus ou moins
marqués et transitoires reste un €cueil a surmonter. La compréhension de ces effets et la
possibilité de les corriger conditionnent I’utilisation a grande échelle des HBOCs et les
retombées économiques qu’ils pourraient générer. Parmi ces effets secondaires, nous nous
sommes particuliérement intéressés a ceux qui affectent le systéme cardiovasculaire en

perturbant I’équilibre hémodynamique et notamment en augmentant la pression artérielle.

Dans ce travail, nous avons évalué, au moyen de ’ultrasonographie Doppler pulsé, les
effets hémodynamiques induits par trois solutions d’hémoglobine humaine modifiée
chimiquement, deux étant en essais cliniques (une hémoglobine pontée, ou aa-Hb, et une

hémoglobine pontée et polymérisée, ou Hemolink™) et ’une en évaluation préclinique
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(hémoglobine conjuguée au dextran-benzene-tétracarboxylate, ou Hb-Dex-BTC). Cette étude
a ét¢ réalisée chez le lapin anesthésié, dans un modele d’hémodilution isovolémique qui
constitue une application potentielle des HBOCs. Apres avoir mis en évidence I’effet presseur
de ces trois produits, nous avons cherché a comprendre par quels mécanismes ils exercent leur
action. Dans ce but, nous avons eu recours a divers modeles d’investigation permettant
notamment de mettre en évidence les interactions de 1’hémoglobine avec la cellule
endothéliale in vivo et d’apprécier les effets des solutions sur la volémie, sur les propriétés

rhéologiques du sang et sur le tonus vasomoteur dans la microcirculation.

Apres un rappel bibliographique concernant les HBOCs et les différents moyens
techniques permettant de montrer et d’analyser leurs effets dans le compartiment
cardiovasculaire, nous exposerons nos résultats expérimentaux. Dans un premier temps, nous
décrirons les résultats montrant ’effet vasoconstricteur des trois solutions d’hémoglobine
testées. Dans un deuxieéme temps, nous présenterons les moyens expérimentaux utilisés pour
tenter de comprendre les mécanismes par lesquels les HBOCs modifient ’hémodynamique.
La dernicre partie de ce manuscrit sera consacrée a la discussion et 4 la confrontation de nos
résultats aux connaissances actuelles des divers facteurs susceptibles d’expliquer les effets

induits par les HBOCs dans le systéme cardiovasculaire.
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I-DE L’ERYTHROCYTE AUX TRANSPORTEURS
D’OXYGENE A BASE D’HEMOGLOBINE

1 - Origine et évolution du concept de "substitut sanguin”

L’idée de 1’élaboration d’un "substitut sanguin” a visée transfusionnelle remonte a
plusieurs décennies. Dans la perspective de permettre un remplacement temporaire de la
fonction oxyphorique des hématies en cas d’hémorragie importante et quand la transfusion de
sang total n’est pas possible techniquement, les recherches se sont orientées vers la séparation
du plasma et des cellules sanguines. L.’administration de plasma, conservé sous forme séche et
reconstitué extemporanement dans 1’eau distillée, fut le palliatif proposé durant la Seconde
Guerre mondiale par ’armée américaine. Apres la guerre, la recherche dans le domaine s’est
développée, en particulier a I’initiative des services de santé des armées de différentes nations.
Plus tard, la prise de conscience des risques de contamination liés a la transfusion sanguine
vint ajouter aux attentes militaires en matiere de "substitut sanguin" (Sloand AM., 1997).
Toutefois, au regard de la multiplicité des fonctions du sang, le terme ambitieux de "substitut
sanguin" fut progressivement abandonné au profit de celui, plus modeste, de "transporteur

d’oxygene".

Aujourd’hui, I'intérét médical et commercial d’un tel produit est devenu considérable
du fait :
- d’une part, de I’augmentation des besoins en sang, liée au vieillissement de la population et
donc au nombre croissant d’interventions chirurgicales pratiquées. En 1990, environ 12
millions d’unités de sang ont été transfusées aux Etats-Unis, dont la moitié¢ a des personnes
agées de plus de 65 ans. En 2030, on estime la demande en sang a plus de 19 millions d’unités
par an, avec environ 12 millions d’unités transfusées aux personnes de plus de 65 ans (figure 1
; Dietz NM. et al., 1996). En France, une transfusion est pratiquée toutes les dix secondes
environ, et 3,15 millions d’unités de sang sont consommées annuellement ; aussi les besoins
en sang sont estimés aujourd’hul a 8000 dons quotidiens (chiffres émanant de 1’Agence
Frangaise du Sang).
- et, d’autre part, de la diminution du nombre des dons du sang. En se basant sur la fréquence
de transfusion de sang aux Etats-Unis, estimée a 1 unité pour 20 personnes par an, et sur le
nombre d’unités collectées par an dans le monde, estimée a 90 millions, le manque global
annuel minimal serait de 135 millions d’unités (R. Winslow, XII'™ Congres ISABI, Beijing,

Chine, Septembre 1997).
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Dans ce contexte, 1’apport des transporteurs d’oxygeéne pourrait s’avérer essentiel a

condition que les critéres de sécurité transfusionnelle, d’efficacité et de cofit soient remplis.

80

. |D<65ans

60

40

20

Unités de sang (millions)

Personnes de plus de 65 ans (millions)

1990 2030 1990 2030

Figure 1. Estimation de [’effet du vieillissement de la population sur les besoins en
transfusion aux Etats-Unis. D’aprés Dietz NM. ef al., 1996.

La mise au point d’un transporteur d’oxygéne défini comme un substitut plasmatique a
capacité oxyphorique est régie par un cahier des charges précisant les impératifs auxquels
doivent répondre les candidats a cette fonction (Center for Biologics Evaluation and Research,
1994). Ces conditions peuvent étre décrites comme suit :

- produit parfaitement purifié ;

- non toxique ;

- non antigénique ;

- 1so-oncotique au plasma ;

- efficacité pour le transport et la cession de I'oxygene : affinité pour ’oxygéne similaire &
celle des globules rouges ;

- de durée de vie prolongée dans I’organisme ;

- conservation : produit stable (idéalement a température ambiante).

Deux types de produits pouvant répondre a ces impératifs sont en développement : les
émulsions de perfluorocarbure, produits de synthese, dans lesquelles I’oxygéne est dissous, et
les solutions a base d’hémoglobine dans lesquelles 1’oxygene est 1ié de maniére covalente.

Les perfluorocarbures sont obtenus par substitution compléte des atomes d’hydrogéne
d’hydrocarbures par des atomes de fluor suivie d’une mise en émulsion en trois phases. Ces

composés sont chimiquement inertes et possédent une forte capacité de dissolution de certains
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gaz dont I’oxygene et le dioxyde de carbone. Leur pouvoir oxyphorique n’est effectif que pour
de fortes pressions partielles en oxygene ce qui réduit considérablement le champ de leur
utilisation. De plus, des problémes de conservation et de radio-opacité des produits persistent.
- Plusieurs solutions de perfluorocarbure, dont Oxygent™ (Alliance Pharmaceutical Corp.,
USA) et Oxyfluor™ (HemaGen/PFC, USA) font I’objet d’essais cliniques. Ce sujet ne sera
pas développé dans ce travail, mais I’on pourra se référer a divers articles de synthese (Dietz
NM. et al., 1996 ; Sakas DE. et al., 1996 ; Riess JG., 1998).

Le second type de solutions présente I'intérét d’utiliser un transporteur d’oxygene
d’origine naturelle, I’hémoglobine contenue dans les globules rouges. L’idée de ce principe
est déja ancienne puisqu’en 1870, Paul Bert suggéra d’utiliser I’hémoglobine en solution & des
fins transfusionnelles. C’est en 1934 que furent publiés des travaux relatant 1’injection
d’hémoglobine bovine en solution chez le mouton dans un modéle d’exsanguino-transfusion
totale (Scott MG et al., 1997). Depuis, de nombreux groupes de chercheurs militaires puis
civils se sont attachés a mettre au point un transporteur d’oxygeéne a base d’hémoglobine
injectable a I’homme. D’un point de vue logistique, I’utilisation de 1’hémoglobine contenue
dans les globules rouges permet de valoriser les poches de sang périmé recueillies par les
¢tablissements de transfusion sanguine confrontés de nos jours a des problémes
d’approvisionnement de plus en plus sérieux. Toutefois, I’extraction de ’hémoglobine des
globules rouges induit des changements de ses propriétés physico-chimiques nécessitant la
mise en ceuvre de modifications de la protéine afin de maintenir sa fonctionnalité. Avant de
décrire ces modifications, nous allons envisager la structure et les fonctions de I’hémoglobine

humaine.

2 - Structure et fonctions de ’hémoglobine humaine

L’hémoglobine (Hb) humaine est une protéine tétramérique de 64,5 kD constituée
de quatre sous-unités identiques deux a deux, associées par des interactions ioniques. Les
sous-unités o sont formées de 141 acides aminés et les sous-unités  de 146 acides aminés.
Chaque sous-unité (ou globine) renferme un site actif de liaison de I’oxygene (O,), I’héme,
dans une poche hydrophobe (figure 2). L’héme est constitué de protoporphyrine IX et d’un
atome de fer qui, a 1’état réduit (F62+) est capable de fixer I’O, au niveau pulmonaire et de le
transporter jusqu’aux tissus (Rosa J. ef al., 1993). Chaque molécule d’hémoglobine peut fixer

quatre molécules d’O, (une par atome de fer) pour former I’oxyhémoglobine.
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Figure 2. Structure de ’hémoglobine humaine.

(a) Molécule d’hémoglobine composée de quatre sous-unités formant la globine et d’héme.
(b) Structure du groupement héme. D’apres Marieb EN. Anatomie et physiologie humaines,
2° édition, Ed. De Boeck Université, 1993, p 582.

Les propriétés oxyphoriques de l’flémoglobine sont liées a I’existence des deux types
de chaines (a et B) dans la méme molécule. En effet, au cours de la fixation d’O, (état reléché
ou R de I’hémoglobine) ou de la libération d’O, (état tendu ou T), les chaines o font une
rotation autour des chaines  avec glissement les unes sur les autres. Lors du passage de la
forme désoxy- a la forme oxyhémoglobine, les dimeres o,f; et o,B, subissent peu de
modifications, mais ils se déplacent I’un par rapport a ’autre par rotation d’un angle 6 de 12 a
15° (figure 3). Dans la structure oxygénée de I’hémoglobine, I’atome de fer offre 6 liaisons de
coordinence : 4 interviennent dans la structure de ’heéme, la cinquiéme amarre le fer a une
histidine dite proximale et la sixieéme fixe la molécule d’oxygene. Sous cette forme oxygénée,

’atome de fer hexa-coordiné est ramené dans le plan de ’héme (figure 4).
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Figure 3. Changement de structure quaternaire de ’hémoglobine lors du passage de la forme
désoxygénée a la forme oxygénée. D’aprés Heslot H. L’ingénierie des protéines et ses
applications, Ed. Lavoisier Tec & Doc, 1997, p. 192.

La libération de 1’0, est modulée par la pression partielle en oxygene (PO,) et par
Paffinité de I’hémoglobine pour la molécule. Cette affinité est régulée par un effecteur
allostérique, le 2,3-diphosphoglycérate (2,3-DPG), contenu dans une poche située entre les
sous-unités B, et B,. Lorsque le 2,3-DPG en sort, 1’0, peut se fixer sur le fer et y rester.
Lorsque le 2,3-DPG pénétre, 1’0, est libéré dans les tissus et I’hémoglobine se charge alors en
dioxyde de carbone (CO,) rejeté par ceux-ci pour I’acheminer aux poumons oﬁ il sera expiré.
Ainsi, au niveau pulmonaire ou la PO, avoisine les 100 mm Hg, la saturation de
I’hémoglobine en oxygéne est proche de 100% (sang oxygéné), tandis qu’au niveau tissulaire
ou la PO, est d’environ 40 mm Hg, [’hémoglobine est saturée & 75% environ (sang veineux).
L’affinité de I’hémoglobine pour I’oxygéne est définie sur la courbe de Barcroft (figure 5)
comme la valeur de PO, pour laquelle ’hémoglobine est saturée & 50% (Ps,). Celle-ciest de -

26 a4 28 mm Hg pour I’hémoglobine intra-érythrocytaire.
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Figure 4. Fixation de I’oxygene sur ’héme.
a. Structure de I’heme dans une sous-unité o de I’hémoglobine.

b. Modification de la géométrie de ’héme lors de la fixation de la molécule d’oxygéne.
D’aprés Heslot H. L’ingénierie des protéines et ses applications, Ed. Lavoisier Tec & Doc,

1997, p 193.

Outre cette fonction oxyphorique, I’hémoglobine assure en partie le transport du CO,
et des protons (H'). Le CO, libéré par les cellules pénétre dans les hématies pour y étre
transformé en acide carbonique (H,CO,) qui se dissocie en H' + HCO;". L’hémoglobine se lie
aux ions H' (effet Bohr) et les ions hydrogénocarbonates HCO,  regagnent le plasma ot ils
sont facilement dissous pour étre transportés jusqu’aux poumons. La PO, élevée favorise la
dissociation Hb-H" pour former I’oxyhémoglobine (HbO,). Les H" libérés réagissent alors
avec les ions hydrogénocarbonate dissous pour donner de I’eau et du CO, qui sera expiré.

Ainsi, par .capture des ions H', I’hémoglobine permet aux ions HCO,; plasmatiques de
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capturer d’autres H' provenant d’autres phénoménes. Elle empéche ainsi des trop fortes

modifications de pH par son effet tampon.

sang désoxygéné sang oxygéné
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Figure 5. Courbe de Barcroft ou courbe de dissociation de I'oxyhémoglobine, représentant le
pourcentage d'hémoglobine ayant fixé l'oxygéne en fonction de la pression partielle en
oxygene (PO,) exprimée en mmHg.

En plus de cette fonction de transport des gaz respiratoires, I’hémoglobine posséde un
role de transport et de relargage du monoxyde d’azote ou NO, molécule assurant la relaxation
des cellules musculaires lisses dans le systéme cardio-vasculaire. Elle contribue par ce biais a
la régulation du tonus vasculaire basal (voir paragraphe Régulation locale par l’endothélium
vasculaire). La liaison de NO a ’hémoglobine s’effectue par 1’intermédiaire des fonctions
thiol des résidus cystéine en position 393 (B%Cys), et est liée au fonctionnement allostérique
de la protéine. En effet, lors du passage alvéolaire, le sang s’enrichit en oxygéne et
I’hémoglobine est alors en conformation relachée (forme R) permettant aux résidus B93Cys
hautement réactifs de se charger en NO. Au niveau capillaire, la libération de I’oxygéne
modifie la conformation de I’hémoglobine qui passe alors sous forme tendue (forme T) et
change donc I’environnement des résidus [393Cys, permettant ainsi la libération de NO qui va
exercer son effet vasodilatateur (figure 6). C’est a 1’équipe de J. Stamler que ’on doit la
récente théorie de I’adaptation des débits sanguins locaux aux besoins en oxygéne par
I’hémoglobine S-nitrosylée (Jia L. ef al., 1996 ; Poyart C. et al., 1996 ; Stamler JS. et al.,

1997), théorie qui n’a toutefois pas €té confirmée par d’autres équipes.
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Figure 6. Représentation schématique du transport du monoxyde d’azote par I’hémoglobine
le long du gradient d’oxygeéne. a : fixation au niveau alvéolaire, b : libération au niveau
capillaire. D’apres Poyart C. et Bursaux E., 1996.

Hb : hémoglobine; NO : monoxyde d’azote; O, : oxygéne moléculaire; CO, : dioxyde de carbone; 93 S-
NOHbD : S-nitrosohémoglobine.

L’extraction de I’hémoglobine du globule rouge en vue de son utilisation en solution

conduit a des modifications de ses propriétés physiologiques que nous allons décrire.

3 - L’hémoglobine extra-érvthrocvtaire et les limitations a son utilisation

L’extraction de ’hémoglobine du globule rouge modifie les propriétés physiologiques
de la protéine d’ou découlent au moins cinq problemes majeurs (Everse J. et al., 1997) :

- L’hémoglobine extra-érythrocytaire se fragmente en diméres et monomeéres qui sont
rapidement filtrés et éliminés par les glomérules rénaux. De plus, du fait de leur petite taille,
ces dimeres et monomeéres peuvent facilement traverser 1’endothélium capillaire par
extravasation. Ces mécanismes réduisent la persistance intra-vasculaire de ’hémoglobine
acellulaire et font que sa demi-vie (2 a 4 heures chez les animaux) ne correspond pas aux

critéres requis pour que la solution soit injectable.
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- A Pintérieur du globule rouge, le 2,3-DPG est présent en forte concentration et régule
laffinit¢ de I’hémoglobine pour 1’oxygéne. Lors de la dimérisation de la protéine et en
I’absence de la membrane érythrocytaire, le 2,3-DPG, composé de petite taille, est éliminé.
L’affinité de I’hémoglobine pour I’oxygeéne est alors considérablement accrue et se traduit par
un relargage de ’oxygéne peu efficace au niveau tissulaire. La P, pour I’hémoglobine extra-
érythrocytaire passe ainsi de 26 a 15 mm Hg environ (Dietz NM. et al., 1996).

- La concentration d’hémoglobine acellulaire en solution ne peut excéder 70 g/L afin
de respecter une pression oncotique physiologique. Toutefois, cette concentration est trop
faible par rapport a la valeur normale d’hémoglobine qui varie chez I’homme de 130 & 180
g/L (Everse J. et al., 1997).

- L’hémoglobine extraite du globule rouge subit une oxydation de ses atomes de fer
qui passent alors a I’état ferrique (Fe3+). Cette forme oxydée de ’hémoglobine est baptisée
methémoglobine (metHb) et est impropre au transport de I’oxygéne. Dans le globule rouge,
I’oxydation de I’hémoglobine est compensée par un mécanisme de réduction visant a rétablir
la fonctionnalité de la protéine (figure 7). Ceci s’effectue par voie enzymatique grice a la
NADH-methémoglobine réductase (EC 1.6.2.2). La perte de ce systéme enzymatique lors de
Pextraction de I’hémoglobine du globule rouge entraine une oxydation importante de la
protéine en solution qui s’accompagne d’une production de radicaux libres oxygénés toxiques
(voir publication jointe en annexe 3).

- L’hémoglobine posséde naturellement une treés forte affinité pour le monoxyde
d’azote qui se lie aux atomes de fer (Fez+) de I’héme (Gibson QH. et al., 1957). En présence
d’oxygeéne, le composé formé, la nitrosohémoglobine, est transformé rapidement en metHb.
Dans le globule rouge, le systéme de réduction décrit précédemment permet de régénérer en
permanence de I’hémoglobine fonctionnelle (figure 7). Dans le cas des solutions
d’hémoglobine extra-érythrocytaire, le piégeage de NO par I’héme conduit d’une part a une
forte production de metHb, et d’autre part, a une inhibition de la fonction vasodilatatrice de

NO (Iwamoto J. et al., 1993 ; Alayash Al et al., 1993 ; Katsuyama SS. et al., 1994).
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Figure 7. Réactions aboutissant a la formation de methémoglobine dans le globule rouge.
A gauche : mécanismes d’auto-oxydation et de réduction par la NADH-methémoglobine
réductase (EC 1.6.2.2.). A droite : réactions avec le monoxyde d’azote, NO.

Afin de s’affranchir de ces difficultés et de mettre au point une solution aux
caractéristiques physico-chimiques requises pour une utilisation clinique, différentes
approches ont été envisagées pour modifier chimiquement ou génétiquement la protéine. Nous

allons envisager les modifications les plus couramment décrites dans le paragraphe suivant.

4 - Les principaux types de transporteurs d’oxygene a base d’hémoglobine

Les modifications appliquées a I’hémoglobine acellulaire visent a maintenir la protéine
sous forme tétramérique pour augmenter sa demi-vie circulatoire et a diminuer son affinité
pour I’oxygene afin d’assurer une bonne oxygénation des tissus. Les transporteurs d’oxygeéne
a base d’hémoglobine ou HBOCs (pour Hemoglobin-Based Oxygen Carriers) se divisent en
trois catégories selon que ’hémoglobine est modifiée chimiquement ou génétiquement ou
qu’elle est encapsulée. La syntheése des HBOCs comprend toujours plusieurs ¢tapes de
purfication afin d’éliminer tout composé cellulaire résiduel et notamment les constituants
membranaires dont la néphrotoxicité a été largement mise en évidence. L’évaluation des
produits comprend également des contréles de pyrogénicité, des traitements d’inactivation

virale et leur pureté est vérifiée par chromatographie (Highsmith FA. et al., 1997).
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4.1 - Les modifications chimiques

Trois grands types de modifications chimiques sont a l’origine de produits
actuellement en cours d’évaluation préclinique ou clinique.

- Liaisons intra-moléculaires entre différentes sous-unités, de type a-a, -3, ou a-pf.

Ce type de liaison permet de maintenir la structure tétramérique de 1’hémoglobine,
sans modification de la masse moléculaire, et de réduire 1’affinité¢ de 1’hémoglobine pour
I’oxygéne Le pontage entre les sous-unités s’effectue au moyen d’un agent bifonctionnel de
faible masse moléculaire. Par exemple, 1’agent utilisé dans la préparation de la DCLHb™
(diaspirin cross-linked hemoglobin) est le 3,5-dibromosalicyl bisfumarate (DBBF ou
diaspirine) qui permet un pontage entre les résidus cx99Lys des deux sous-unités o
d’hémoglobine humaine sous forme désoxygénée extraite de poches de sang périmé (figure
8). Cette hémoglobine modifiée a été élaborée par I'US Army et est actuellement développée
sous le nom d’HemeAssist™ par Baxter Healthcare Corporation (Round Lake, IL., USA)
(Winslow RM. et al., 1994 ; Nelson D. et al., 1992). La P, de la solution est de I’ordre de 29
mm Hg et, chez 'homme, elle posséde une demi-vie d’environ 2 heures pour une dose

injectée de 50 mg/kg et de 4 heures pour une dose de 100 mg/kg (Przybelski RJ. et al., 1996).

T —
X
o

c

Figure 8. Pontage intramoléculaire de I’hémoglobine humaine par le bis 3,5-dibromosalicyl
fumarate (a) entre les résidus 0L99Lys (b) ou entre les résidungzLys (c).
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Le DBBF est également utilisé pour lier les deux sous-unités  par I'intermédiaire des
résidus [382Lys d’hémoglobine humaine sous forme oxygénée (figure & ; Ulatowski JA. et al.,

1996b).

- Polymeérisation de I'hémoglobine par liaisons inter-moléculaires.

Ce type de pontage perfnet d’accroitre la masse moléculaire et donc d’augmenter le
temps de persistance vasculaire. Le glutaraldéhyde est utilis¢é comme agent de pontage
intermoléculaire dans la préparation de PolyHeme®, une solution d’hémoglobine humaine
issue de la recherche de Northfield Laboratories (Evanston, IL., USA). La polymérisation de 4
molécules d’hémoglobine par le glutaraldéhyde (figure 9) permet d’obtenir un conjugué
possédant une demi-vie de ’ordre de 24 heures chez I’homme pour une dose injectée
d’environ 300 g. La baisse d’affinité pour 1’oxygéne est réalisée par addition de phosphate de

pyridoxal et la solution finale posséde une Psy de 26 mm Hg (Gould SA. et al., 1998a).

| Y | I —a
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Figure 9. Etapes successives de la préparation de PolyHeme® faisant intervenir le
glutaraldéhyde comme réactif de pontage intermoléculaire. D’apres Gould SA. et al., 1998a.

NN

Hemopure™, le produit développé par la société Biopure Corp. (Boston, MA, USA)
est préparé a partir d’hémoglobine bovine, qui posséde naturellement une affinité réduite pour
I’oxygene par rapport a I’hémoglobine humaine. L’augmentation de la persistance vasculaire

de I’hémoglobine est réalisée par polymérisation au glutaraldéhyde. La solution posséde une
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Psy de 34 mm Hg et, chez I’homme, une demi-vie proche de 20 heures pour une dose

administrée de 45 g (Hughes GS. et al., 1996).

- Conjugaison de I’hémoglobine a des macromolécules.

Cette modification chimique a pour but d’augmenter la masse moléculaire de
I’hémoglobine afin d’accroitre sa demi-vie plasmatique, en réduisant notamment les
phénomeénes d’extravasation et de fuite rénale. Les agents utilisés pour ce type de
modification jouent de plus le réle d’effecteur allostérique pour se substituer a la fonction du
2,3-DPG.

Un exemple de conjugué est I’hémoglobine-dextrane 10-benzéne tétracarboxylate (Hb-
Dex-BTC, figure 10), mise au point conjointement par les laboratoires d’Hématologie-
Physiologie de la Faculté de Pharmacie de Nancy, Pasteur-Mérieux sérums & vaccins (Marcy-
L’Etoile, France) et 1’Ecole Nationale Supérieure des Industries Chimiques (ENSIC, Nancy,
France) (Menu P. et al., 1994 ; Prouchayret F. et al., 1993). Le conjugué d’Hb-Dex-BTC
présente une courbe de dissociation proche de celle de I’hémoglobine érythrocytaire avec une
valeur de Py, de I’ordre de 23 mm Hg. Sa demi-vie plasmatique a été estimée chez le cobaye a
7 heures pour une dose injectée de 0,35 g et a 9,6 heures pour une dose de 0,85 g (Faivre B,
1993). Les caractéristiques physico-chimiques de cette solution seront développées dans la

partie expérimentale de notre travail.
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Figure 10. Préparation de I’hémoglobine-dextrane-benzene-tétracarboxylate ou Hb-Dex-BTC.

D’aprés Prouchayret F. et al., 1993. 4
BTCA : anhydride benzéne-tétracarboxylique. Dex : dextrane. EDCI : 3 éthyl-1-(3 diméthylaminopropyl)-

carbodiimide. Hb-NH, : hémoglobine.

Partie bibliographique 15



Le o-carboxyméthyl w-carboxyméthoxy-polyoxyéthyléne (POE) est employé dans
I’élaboration d’un conjugué i base d’hémoglobine humaine, appelé PHP® (Pyridoxalated
Hemoglobin Polyoxyethylene) et développé par Apex Bioscience Inc. (Durham, NC, USA)
(figure 11). Le déplacement de la courbe de saturation de ’hémoglobine vers la droite est
obtenu par pyridoxylation et la solution posséde une Ps, d’environ 20 mm Hg (Yabuki A. et
al., 1990). La PHP® posséde une demi-vie estimée & 36 heures dans un modéle canin

d’échange transfusionnel de 80% du volume sanguin (Yabuki A. et al., 1990).
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Figure 11. Schéma de la réaction de synthese de la PHP® a partir de a-carboxyméthyl -
carboxymeéthoxy-polyoxyéthylene (POE) et d’hémoglobine humaine pyridoxylée (PLP-Hb).
D’apres Yabuki A. et al., 1990.

Le polyoxyéthylene glycol est également utilisé dans la préparation d’un conjugué
d’hémoglobine d’origine bovine développé par la compagnie Enzon (Piscataway, NJ, USA).
Le conjugué possede une demi-vie de 20 heures chez le rat et une Py, de 26-28 mm Hg (Nho

K. etal, 1992).

- Combinaison de plusieurs modifications chimiques

La préparation de certains transporteurs d’oxygéne a base d’hémoglobine peut
s’effectuer par une combinaison de plusieurs modifications chimiques décrites ci-dessus.
Ainsi, la société Hemosol Inc. (Etobicoke, Canada) a élaboré une solution d’hémoglobine
humaine pontée et polymérisée, HemoLink™, en utilisant un agent polyfonctionnel, le o-

raffinose (Hsia JC., 1989 ; Adamson JG. et al., 1998 ; figure 12). La solution finale est 4 la
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concentration de 100 g/L et présente une Psy de ’ordre de 34 mm Hg. HemoLink™ posséde
une demi-vie plasmatique chez ’homme de 5 heures a la dose de 0,1 g/kg et de 14,6 heures a
la dose de 0,5 g/kg (Carmichael FJL. IBC’s 6™ Annual Conference on Blood Substitutes and
Oxygen Therapeutics, Washington, DC, USA, 20-21 Novembre 1998).

Nous citerons également a titre d’exemple, une approche récente qui a consisté a
synthétiser une solution hémoglobine polymérisée contenant de la catalase et de la superoxyde
dismutase, enzymes permettant de réduire les effets toxiques dus a 1’oxydation de la protéine
et a la production de radicaux libres oxygénés qui en résulte (D’Agnillo F. et al., 1998). Les
auteurs ont pu mettre en évidence 'intérét de ce produit dans un modele d’ischémie-
reperfusion intestinale chez le rat, situation pathologique générant de nombreuses espéces

radicalaires hautement toxiques.
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Figure 12. Réactions chimiques aboutissant & la synthése d’o-raffinose polyhémoglobine
(Hemolink™). D’aprés Magnin AA., IBC’s 5™ Annual Conference on Blood Substitutes,
Boston, MA, USA - 20-21 Novembre 1997.

4.2 - Les modifications génétiques

La production d’hémoglobine recombinante par génie génétique est une approche plus
récente motivée par la raréfaction de la matiére premiére dans les établissements de

transfusion sanguine. Par ailleurs, des modifications appliquées au niveau génique permettent
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d’aboutir & la synthése d’hémoglobine acellulaire présentant des propriétés fonctionnelles
proches de celles de I’hémoglobine érythrocytaire. Ce type d’hémoglobine peut étre synthétisé
chez différents hotes tels que les bactéries et les levures, systémes permettant d’éliminer
virtuellement tout risque de transmission virale. La société Somatogen Inc. (Boulder, CO.,
USA) a développé une hémoglobine humaine recombinante exprimée chez Escherichia coli.
Les deux chaines o sont assemblées par liaison peptidique, pour empécher la dissociation du

108

tétramere, et I’hémoglobine présente une mutation naturelle des chaines B (B Asn—>Lys,

prl‘eSbyteﬁa"), qui permet de réduire I’affinité de la protéine pour 1’oxygene (Looker D. et al.,
1992). Le produit généré, rHbl.1 ou Optro™, posséde une Ps, de 30-33 mm Hg et a fait
’objet d’essais cliniques initiés en 1991 (Looker D. ef al., 1992 ; Murray JA. et al., 1995 ;
Shoemaker SA. et al, 1994). La société Baxter Healthcare Corporation (Round Lake, IL.,
USA) a pris en charge le développement de rHbl.1 depuis 1998.

La production d’hémoglobine humaine recombinante chez des porcs transgéniques fut
une voie envisagée par la société américaine DNX Inc. (Princetown, NJ, USA) (Rao M. et
al., 1994), mais elle souleva le probléme de transmissions virales de I’animal a I’homme, ainsi
que des difficultés d’ordre bioéthique et religieux, si bien que le développement du produit
dut étre interrompu.

Des travaux menés par la société Biocem (Groupe Limagrain, Aubiere, France) ont
abouti a la production d’hémoglobine humaine dans les racines et les graines de plants de
tabac transgénique (Nicotiana tabacum variété Xanthi transformé par Agrobacterium
tumefaciens) (Dieryck W. et al., 1997). L’hémoglobine obtenue est ensuite purifiée et
chromatographiée. Toutefois, la quantité d’hémoglobine synthétisée demeure actuellement

trop réduite pour un transfert a I’échelle industrielle.

4.3 - L’hémoglobine encapsulée

Une troisieme approche consistant & encapsuler I’hémoglobine extraite des globules
rouges dans une membrane artificielle fine, de type nanocapsule ou lipososme, permet de
réduire I’élimination rénale et I’extravasation et donc d’accroitre la persistance vasculaire de
la protéine (Chang TMS. et al., 1998 ; Rudolph AS. et al., 1994). Ces préparations peuvent
étre lyophilisées afin d’augmenter leur durée de conservation. L.’encapsulation d’hémoglobine
chimiquement modifiée, telle que la DCLHb™, permet d’obtenir des solutions aux propriétés
oxyphoriques proches de celles de I’hémoglobine érythrocytaire. Par ailleurs, certains auteurs

se sont proposés d’encapsuler conjointement certains systemes enzymatiques ou certaines
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molécules permettant de limiter les effets indésirables engendrés par I’hémoglobine libre.
Ainsi, le groupe Terumo Corp. (Kanagawa, Japon) a reconstitué dans des liposomes le
systéme de la methémoglobine réductase dans le but de prévenir ’oxydation de
- ’hémoglobine (Ohki et al., 1998).

Le développement de ces produits est actuellement au stade préclinique et certains
problémes restent a résoudre, tels que la viscosité élevée des solutions, la faible quantité

d’hémoglobine encapsulée, ou I’activation du complément (Szebeni J. et al., 1997).

En dépit de la variété de procédés développés pour 1’élaboration d’une solution
d’hémoglobine adaptée aux besoins transfusionnels (figure 13), les produits testés a ce jour en
essals cliniques sont peu nombreux. Parmi ceux-ci, la majorité résulte de modifications
chimiques de I’hémoglobine. Le tableau I regroupe 1’ensemble des produits faisant 1’objet des

essais cliniques les plus avancés.

Origines de ’hémoglobine
Essais cliniques

Essais précliniques
Micro-organisme T

HBOCs
A

Hémolyse ? Pso

¢ Filtration rénalg
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Figure 13. Représentation schématique des différents types de transporteurs d’oxygene a base
d’hémoglobine actuellement en développement. D’apres Dietz NM. et al., 1996.
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Tableau I : Description des principaux transporteurs d’oxygene a base d’hémoglobine faisant
I’objet d’essais cliniques.

Apex Bioscience, Inc. PHP® bovine Hbcon] gueeau
(USA) polyoxyéthyléne + PLP
Baxter Healthcare HemeAssist™ humaine pontage des sous-unités
Corp. (USA) o par le DBBF
Biopure Corp. Hemopure™ bovine Hb polymérisée par le
(USA) (HBOC-201) glutaraldéhyde + PLP
Enzon Inc. PEG-Hb bovine conjugaison au
(USA) polyéthyleéne glycol
Hemosol Inc. HemoLink™ . - - humaine pontage et
(Canada) polymérisation par le

o-raffinose

Northfield Lab. Inc. PolyHeme™ humaine polymérisation par le
(USA) glutaraldéhyde
Somatogen Inc. (repris Optro™ humaine recombinante | liaison des 2 chaines o
par Baxter Healthcare) (rHbl.1) (£. coli) et mutation
(USA) B'%®Asn—Lys

5 - Etat d’avancement des essais cliniques et effets secondaires

Les applications potentielles des transporteurs d’oxygene a base d’hémoglobine sont
nombreuses puisque ces produits sont destinés a réduire significativement les besoins en sang
durant certains actes médicaux nécessitant un recours a la transfusion de globules rouges.
Actuellement, I’utilisation clinique de ces produits est envisagée dans cing voies majeures :

- chirurgie élective :

- routine périopératoire
- hémodilution périopératoire

- chirurgie cardiovasculaire :

- remplacement volumique
- circulation extra-corporelle

- réanimation-urgences :

- remplacement volumique
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- choc septique
- perfusion des tissus ischémiés :

- thérapeutique thrombolytique

- maladies vasculaires périphériques
- accidents vasculaires cérébraux

- vaso-occlusion (drépanocytose)

- oxygénation de tumeurs radiosensibles.

Les essais cliniques débutérent en 1991, et les études les plus avancées sont
aujourd’hui en phases II et III pour les produits développés par Baxter Healthcare Corp. et
Northfield Lab. Inc. Lors des premiers essais cliniques, certains effets secondaires sont
apparus et la poursuite des investigations a nécessité des études complémentaires chez
I’animal. Si des effets indésirables tels ‘que fievre, dysphagie, maux de téte peuvent étre
contr6lés, les problémes de vasoconstriction systémique, d’hypertension ou de bradycardie
rencontrés avec la plupart des HBOCs demeurent rédhibitoires. Un récapitulatif non exhaustif
des observations tirées de diverses études effectuées avec les principaux produits en cours
d’évaluation clinique est proposée dans le tableau II.

Aujourd’hui, la transfusion de solutions a base d’hémoglobine d’origine bovine est
implicitement remise en question en raison des risques potentiels de transmission inter-espece
d’agents pathogenes dont la présence n’a pu étre formellement écartée (cas de I’encéphalite
bovine spongiforme). Aussi, les industriels américains tels que Enzon Inc. et Biopure Corp. se
sont tournés vers de nouvelles applications et en particulier vers la transfusion vétérinaire,
discipline pour laquelle les besoins et les perspectives financiéres sont importants. Biopure
Corp. (Veterinary Division) a obtenu fin 1998 une autorisation de mise sur le marché
américain pour Oxyglobin®, ou hemoglobin glutamer-200 (bovine), en vue du traitement de
I’anémie canine (Rentko VT. IBC’s 6™ Annual Conference on Blood Substitutes and Oxygen
Therapeutics, Washington, DC, USA, 20-21 Novembre 1998).

Dans la majorité des cas, les HBOCs exercent des effets secondaires sur le systeme
cardiovasculaire, aussi bien chez I’animal que chez I’homme. Les mécanismes a I’origine des
modifications hémodynamiques qu’ils induisent sont pour certains plus ou moins clairement
élucidés et nécessitent de comprendre a quels niveaux [’hémoglobine acellulaire peut

intervenir.
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Tableau II : Synthése des études précliniques et cliniques impliquant les principaux transporteurs d’oxygéne & base d’hémoglobine.

Apex Biosciences -
PHP®

Etudes précliniques (mouton,
porc) et cliniques de phase I/11

USA, Allemagne

Choc septique [100 mg/kg] (Aranow JS. et al., 1996 ; Fischer SR.
et al., 1997 ; Fischer SR. et al., 1998) :

- Correction de I’hypotension due au choc sans effet bénéfique sur
la vasoconstriction et I’hypoxie pulmonaires.

- Peu d’effet sur les principaux organes.

- Augmentation des taux d’endothéline-1 plasmatique et tissulaire.
Sujets sains [25-100 mg/kg] (Kilbourn RG. et al., 1997) :
Crampes abdominales, maux de téte, 1égére hypertension.

Baxter Healthcare -
HemeAssist™

12 études de phase I completes,
1 de phase Il et 3 de phase IIl en
cours

USA, Europe

Hémodialyse [25-100 mg/kg] (Swan S. et al., 1995) :
Hypertension, douleurs gastrointestinales, dysphagie.

Sujets sains [25-100 mg/kg] (Przybelski RJ. ez al., 1996) :
Douleurs abdominales, hausse du taux de créatine kinase sérique.
Chirurgie cardiaque, orthopédique [250-750 mg/kg] (Nelson DJ. et
al., 1998 ; Sloan EP. IBC’s 6™ Annual Conference on Blood
Substitutes and Oxygen Therapeutics, Washington, DC, USA, 20-
21 Novembre 1998) :

- Réduction des besoins post-opératoires en transfusion de sang.

- Hémoglobinurie, hypertension, cas de jaunisse.

Choc hypovolémique hémorragique [dose maxi : 1000 mg/kg]
(Sloan EP., 1998) :

- Pas d’apport en comparaison a une solution saline.

- Essais cliniques suspendus, redéfinition des protocoles.

Biopure -
Hemopure™ (HBOC-201)

Etudes de phase I/II

USA, Allemagne

Drépanocytose (hors vaso-occlusion) [200-600 mg/kg] (Gonzalez
P.etal, 1997):

- Pas d’effet secondaire rédhibitoire, pression artérielle stable,
1égére diminution du débit cardiaque.

Reconstruction aortique (hémodilution pré-opératoire) [400-1200
mg/kg] (Kasper S-M. et al., 1996 ; Kasper S-M. et al., 1998) :

- Capacité d’oxygénation insuffisante due a des effets sur le débit
cardiaque.

- Pas d’apport bénéfique en termes d’hémodynamique et de
transport d’oxygéne en comparaison a de 1’hydroxyéthylamidon.
Hémodilution en chirurgie hépatique [400 mg/kg] (Standl T. ef al,,
1998):

- Bonne tolérance aprés administartion d’une dose unique.
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Tableau II (suite) : Synthese des études précliniques et cliniques impliquant les principaux transporteurs d’oxygéne a base d’hémoglobine

Enzon - PEG-Hb

Etudes précliniques (rat),
1 étude clinique de phase Ib

USA

Adjuvant dans certains traitements anticancéreux [360-900 mg/kg]
(Shorr R. IBC’s 5™ Annual Conference on Blood Substitutes,

Boston, MA, USA, 20-21 Novembre 1997)_:

- Amélioration de 1’oxygénation des tumeurs et donc
potentialisation de 1’action d’agents anticancéreux.

- Pas de toxicité observée.

Hemosol - HemoLink™

Etudes de phase I et de phase II
complétes.
6 essais de phase Il en 1999.

Canada, Grande-
Bretagne, USA

Sujets sains [25-600 mg/kg] (Adamson ef al., 1998) :

- Hypertension dose-indépendante, bradycardie 1égeére.

- Fonction rénale et parameétres hématologiques inchangés.

- Douleurs gastrointestinales, dysphagie.

Chirurgie orthopédique [150-600 mg/kg] (Carmichael FJL. IBC’s
6™ Annual Conference on Blood Substitutes and Oxygen
Therapeutics, Washington, DC, USA, 20-21 Novembre 1998) :

- Pas de toxicité observée. :

- Hémodynamique stable, fonctions rénale, hépatique et
pancréatique normales.

- Poursuite des essais a plus haute dose (phase IIb). :
Circulation extracorporelle [330-1000 mg/kg] (Carmichael FJL.,
1998) :

- Réduction des besoins en sang autologue.

Northfield - PolyHeme™

Etudes de phase I completes,
études de phases Il et III en
cours

USA

Sujets sains [dose maxi : 700 mg/kg] (Gould S. er al., 1993 ;
Gould SA. et al., 1996) :
Absence de vasoconstriction, de dysfonction rénale et de douleurs

gastrointestinales.

Choc hémorragique et chiryrgie en situation d’urgence [700-4000

mg/kg] (Gould SA. et al., 1997 ; Gould SA. et al., 1998D) :

- Diminution des besoins en transfusion allogénique.

- Pas de modification de fréquence cardiaque, pression artérielle,
température, fonctions enzymatiques rénales et hépatiques.

Somatogen - Optro™

Etudes cliniques de phase I et II
en cours

USA

Sujets sains [15-150 mg/kg] (Shoemaker SA. et al., 1994 ; Murray
JA.etal, 1995):

- Fievre, frissons, maux de téte, myalgie, spasmes oesophagiens.

- Vasoconstriction hétérogéne.




II - SYSTEMES DE REGULATION HEMODYNAMIQUE

1 - Descriptions anatomique et histologigue simplifiées du systéme cardiovasculaire

Nous allons décrire le systéme cardiovasculaire selon ses différentes composantes, du

ceeur vers les vaisseaux, arteres, capillaires et veines.

1.1-Lecceur

Le cceur a pour fonction de propulser le sang vers les cellules de ’organisme. Sa paroi
est formée de trois feuillets, un feuillet externe ou épicarde, un feuillet intermédiaire ou
myocarde et un feuillet interne ou endocarde. Le myocarde, constitué¢ de cellules musculaires
cardiaques, représente 1’essentiel de la masse de 'organe et est le feuillet donnant sa
contractibilité au cceur. Le cceur est composé de quatre cavités, deux oreillettes dans sa partie
supérieure et deux ventricules dans sa partie inférieure. On distingue le cceur gauche, qui est la
pompe de la circulation systémique et le cceur droit qui est la pompe de la circulation
pulmonaire. Les deux parties sont séparées par une cloison longitudinale. Les ventricules ont
pour role de propulser le sang dans la circulation et les oreillettes sont le point d’arrivée du
sang amené par la circulation. Le ventricule gauche éjecte le sang oxygéné dans 1’aorte, la

plus grosse des arteres, dont les ramifications constituent le systeme artériel.

1.2 - Le systeme artériel

La principale fonction du systéme artériel est la distribution du flux sanguin vers les
différents capillaires de I’organisme pour permettre I’apport de nutriments et 1’oxygénation
des tissus. Le systéme artériel est formé par la division de ’aorte en un grand nombre
d’artéres de distribution et d’irrigation aux diameétres décroissants, possédant une structure
pariétale uniforme composée d’une couche interne, I’intima, d’une couche moyenne, la média
et d’une couche externe, I’adventice (Tedgui A. et al., 1994).

L’intima est constituée d’une monocouche de cellules endothéliales (I’endothélium) et
d’une membrane basale extracellulaire (figures 14 et 15). La cellule endothéliale posseéde un
noyau ovoide et un cytoplasme aplati pauvre en organites contenant des filaments d’actine.
L’endothélium joue le rdle d’interface entre le sang circulant et la paroi artérielle et participe
directement a la régulation de la vasomotricité, de ’hémostase et de la vasotrophicité.

L’étanchéité de la barri¢re endoth¢liale dépend de Iintégrit¢ de la monocouche cellulaire, du
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degré de fermeture ou d’ouverture des jonctions intercellulaires, de la fonction de pinocytose

et de la structure de la lame basale (Laurent S. et al., 1996 ; Haller et al., 1997).
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Figure 14. Représentation schématique de la structure d’une artere élastique (A) et d’une
artere musculaire (B). D’apres Tedgui et al., 1994.

La média est formée de cellules musculaires lisses, disposées en couches successives
et s’appuyant sur une matrice fibreuse constituée de glycosaminoglycanes, d’élastine et de
collagéne. La cellule musculaire lisse est une cellule allongée & noyau ovalaire entourée par
une membrane basale. Chez le sujet jeune, les cellules musculaires lisses sont contractiles et
posseédent un cytoplasme riche en myofilaments. Avec [’age, les cellules changent
d’orientation, se mobilisent et migrent vers I’intima pour devenir en grand nombre des

cellules sécrétantes. Le cytoplasme perd les myofilaments et s’enrichit en organites élaborant
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de I’¢élastine, du collagéne et des glycoprotéines structurales (Laurent S. et al., 1996 ; Archer
S.etal., 1996 ; Dohi Y. et al., 1995).

L’adventice, constituée de tissu conjonctif lache, est le si¢ge de terminaisons nerveuses
libérant des neurotransmetteurs responsables de signaux divers pour la cellule musculaire

lisse.

Caplilaire
Cellules
endolhéliales

capillaire

Lumiére

Tunique interne:
» Endothélium

. Couche sous-
endothéliale

- Limitante ¢lastique interne

Artére X
Tunique moyenne

Tunique exlerne

(a)

Valvule

Figure 15. Structure des artéres, des veines et des capillaires. D’aprés Marieb EN. Anatomie
et physiologie humaines, 2° édition, Ed. De Boeck Université, 1993, p 634.

Selon la proportion des constituants de la couche moyenne, deux types d’arteres,
élastiques et musculaires (ou de résistance), sont décrits (figure 14). Les artéres élastiques ou
de compliance représentées par [’aorte et ses branches ont pour role de conduire le sang de la

sortie du cceur vers les artéres de faible calibre et les capillaires. Elles participent par leurs
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propriétés élastiques & la transformation du débit pulsatile en débit continu. Les artéres
musculaires ou de résistance ont pour role d’apporter le sang aux capillaires afin d’oxygéner
les tissus périphériques. La structure des petites artéres ou artérioles leur confére une capacité
vasomotrice active qui permet d’adapter les débits sanguins vers les capillaires a la demande
des tissus en oxygene. Lorsque les artérioles se contractent, le sang contourne les tissus
qu’elles irriguent tandis que lorsqu’elles se dilatent, le débit sanguin dans les capillaires

augmente.

1.3 - Les capillaires

Les capillaires sont les plus petits vaisseaux sanguins (figure 15). Ils sont formés d’une
seule couche de cellules endothéliales et assurent I’échange de substances entre le sang et le
liquide interstitiel. Ils se répartissent en capillaires continus, les plus abondants, dans lesquels
les cellules endothéliales sont réunies par des jonctions étanches, et en capillaires discontinus
ou fenestrés, dans lesquels la couche de cellules endothéliales est percée de pores recouverts
par une membrane. Les capillaires se regroupent en réseaux ou lits capillaires ou s’effectuent
les échanges. Les lits capillaires sont constitués de capillaires vrais (plusieurs dizaines) et
d’une métartériole, de structure intermédiaire entre artériole et capillaire. Les capillaires vrais
sont entourés a leur origine de sphincters précapillaires qui contrdlent le passage du flux
sanguin en modulant le nombre de capillaires ouverts. Ainsi, le sang peut soit emprunter la
métartériole et passer dans les capillaires vrais s’ils sont ouverts, soit circuler uniquement
dans la métartériole si les capillaires sont fermés (figure 16). Le débit de sang qui passe dans
les capillaires vrais est régulée par des fibres nerveuses vasomotrices en fonction des besoins
des tissus. Aussi, dans les conditions normales, seule une fraction des capillaires est perfusée.
En cas d’hypoxie tissulaire (diminution de la PO,), des signaux rétrogrades agissent sur les
artérioles et les sphincters précapillaires : les capillaires s’ouvrent et par voie de conséquence,

I’apport en oxygene augmente (figure 16).
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Figure 16. Représentation schématisée de la théorie du contréle local de la

microcirculation du muscle squelettique. D’apres Vallet B. ef al., 1995.
PO,: pression partielle en oxygéne.

1.4 - Le systéme velneux

La fonction du systéme veineux est d’amener le sang des capillaires au ceeur. De la
périphérie vers le cceur, on distingue des vaisseaux de faible diamétre formés par 1’union des
capillaires, les veinules, et des vaisseaux plus larges, les veines. Les veinules sont formées
d’une seule couche de cellules endothéliales- entourée de fibroblastes. Les veines sont
constituées, comme les artéres, de trois couches (intima, média et adventice), mais
comparativement leur paroi est plus fine et leur lumiere plus large (figure 15). La couche
externe est la plus épaisse et est recouverte de bandes musculaires dans les plus grosses
veines. En raison du large diamétre permettant de diminuer la résistance a 1’écoulement du
sang, la pression sanguine régnant dans les veines est faible et serait insuffisante pour
permettre le retour du sang vers le cceur sans la présence d’un systéme favorisant le retour
veineux. Le systéme est constitué de valvules qui sont des replis de I’intima s’opposant au
reflux sanguin et sont particulicrement abondantes dans les veines des membres ou ’effet de
la force gravitationnelle est le plus important. La contraction et le relachement des muscles
squelettiques entourant les veines profondes permettent d’assurer la propagation du sang en

direction du cceur. Enfin, la force exercée par le diaphragme sur les organes de I’abdomen lors
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de I’inspiration contribue a la compression des veines locales et favorise ainsi la propagation

du sang vers le cceur.
Les éléments décrits ci-dessus participent activement au maintien de 1’homéostasie
cardiovasculaire, en agissant sur le débit sanguin, la pression sanguine et la résistance a

I’écoulement du sang.

2 - Pression, débit et résistance

Ces trois grandeurs physiques sont essentielles dans la physiologie de la circulation.
Le cceur, assimilable a une pompe, régit le débit sanguin transmis aux artéres de compliance,
les arteres de résistance adaptent les apports aux capillaires, lieux des échanges, par
modification des débits sanguins locaux et les veines régulent le retour du sang au muscle

cardiaque par leur fonction de réservoir.

2.1 - Pression sanguine

La pression sanguine est la force qu’exerce le sang sur la paroi d’un vaisseau par unité
de surface. La pression est le résultat de la résistance qui s’oppose a I’écoulement du sang
propulsé par la pompe cardiaque. Elle s’exprime en millimetres de mercure (mmHg) ou en
Pascal (Pa). La pression sanguine veineuse dépend de la pression sanguine artérielle et c¢’est
donc ce dernier parametre qui est classiquement étudié. La pression qui s’exerce dans les
arteres ¢lastiques est liée au volume de sang propulsé par le cceur & chaque battement et aux
propriétés élastiques des arteres (Marchais ef al., 1993). Pour chaque cycle cardiaque, on
différencie la pression systolique qui correspond a la pression maximale exercée par le sang
lorsque les ventricules se contractent, et la pression diastolique qui correspond a la pression
minimale du sang lorsque le cceur se remplit. Le long de I’arbre artériel, la pression artérielle
décroit progressivement et la pulsatilité s’atténue pour &tre nulle a I’entrée des capillaires.
Dans le systeme veineux, la pression varie tres peu au cours du cycle cardiaque (figure 17).
Du fait de la pulsatilité de la pression sanguine dans les artéres de gros calibre, on calcule une
pression théorique assurant le méme débit dans un systéme continu et non pulsatile : la
pression artérielle moyenne (PAM). La pression sanguine est régulée par divers mécanismes
qui seront abordés plus loin et qui visent a s’adapter aux conditions physio-pathologiques de

I’organisme (Persson PB., 1996).
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Figure 17. Pression sanguine dans les différents vaisseaux de la circulation systémique chez
’homme. D’aprés Marieb EN. Anatomie et physiologie humaines, 2° édition, Ed. De Boeck
Université, 1993, p 640.

2.2 - Débit sanguin

Le débit sanguin est le volume de sang circulant dans un vaisseau en un temps donné.
On exprime classiquement ce parameétre en L/min ou en mL/min selon la taille du vaisseau
considéré. A la sortie du cceur, le débit sanguin est maximal et peut se calculer comme le
produit du volume de sang éjecté par le ventricule gauche et de la fréquence cardiaque. Tout
comme pour la pression, le débit sanguin est pulsatile dans les arteres de gros calibre et
devient graduellement continu a I’approche des capillaires. Physiologiquement, la relation
pression/débit est passive dans les territoires non vitaux (peau, muscles squelettiques). Dans
les organes vitaux, le débit sanguin instantané peut varier considérablement en fonction des
besoins immédiats et est autorégulé par des mécanismes visant a préserver les apports en

oxygene.

2.3 - Résistance

La résistance est la force qui s’oppose a I’écoulement du sang dans les vaisseaux
(Lautt WW., 1989). Selon le type de vaisseau, le sang en mouvement s’écoule de fagon
différente. On distingue classiquement deux types d’écoulement, I’un dit laminaire, 1’autre dit
turbulent. Dans les vaisseaux de gros calibre tels que ’aorte, I’écoulement est proche du
régime laminaire, tandis que dans les petites artéres, I’écoulement est plutdt turbulent.
Toutefois, dans la plupart des vaisseaux, I’écoulement n’est ni parfaitement turbulent, ni
parfaitement laminaire (Li JKJ., 1988).

En cas d’écoulement laminaire, les globules rouges contenus dans le fluide se
déplacent parallélement au grand axe du vaisseau. Leur vitesse est faible au contact des parois

et augmente selon un profil parabolique de la paroi vers le centre du vaisseau (figure 18).
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Dans ce type d’écoulement, les échanges entre les éléments du sang et les parois sont
médiocres. En cas d’écoulement turbulent, les globules rouges sont animés de mouvements
tourbillonnaires et le profil des vitesses tend a étre plat (figure 18). Ce type d’écoulement

favorise les échanges entre les éléments du sang et les parois.

Ainsi, la résistance a 1’écoulement est prépondérante dans les vaisseaux les plus petits,
ou les forces de friction du sang sur les parois vasculaires sont importantes ; pour cette raison
on parle souvent de résistance périphérique. La résistance a 1’écoulement est influencée par
trois facteurs : le diamétre du vaisseau, sa longueur et la viscosité du sang. Cette relation est

décrite par la formule de Poiseuille :

ou R est la résistance, g, la viscosité du sang, /, la longueur du vaisseau et r, le rayon du
vaisseau.

La longueur du vaisseau est un parametre invariable et la viscosité du sang fluctue peu
dans les conditions physiologiques. Le diamétre du vaisseau est donc le facteur essentiel de la
résistance périphérique puisque la résistance est inversement proportionnelle a la puissance
quatrieme du rayon d’aprés la relation de Poiseuille. Le diamétre des vaisseaux les plus
périphériques est susceptible de varier en fonction des contraintes physiologiques. Ainsi, une
diminution de diameétre (vasoconstriction) contribue a augmenter les forces de friction du sang
et donc a accroitre la résistance a ’écoulement du sang, et inversement, une augmentation de

diameétre (vasodilatation) réduit les forces de friction et donc diminue la résistance.
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Figure 18. Profils des vitesses (v) pour des écoulements laminaire (a gauche) et turbulent (a
droite). r: rayon du vaisseau. D’apres Péronneau P. Vélocimétrie Doppler. Applications en
pharmacologie cardio-vasculaire animale et clinique. Ed. INSERM, 1991, p 49.
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2.4 - Relation entre pression, débit et résistan
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Les trois grandeurs décrites ci-dessus sont liées. En effet, le débit sanguin varie
proportionnellement avec la différence de pression sanguine entre deux points donnés du
compartiment cardio-vasculaire et il est inversement proportionnel a la résistance périphérique

(Lautt WW., 1989). Ces relations peuvent s’exprimer suivant la formule:

différence de pression

Débit =
résistance périphérique

Dans la circulation générale, un ensemble d’éléments régule la pression artérieile,
tandis que les autres parametres tels que le débit cardiaque s’adaptent aux besoins. Plusieurs
mécanismes régulateurs coexistent et peuvent €tre mis en ceuvre a court, moyen ou long
terme, afin d’assurer une pression de perfusion et un retour veineux adaptés aux conditions

physiologiques (Persson PB., 1996).

3 - Régulation nerveuse

Le systéme nerveux autonome exerce son action sur les organes par I’intermédiaire de
médiateurs chimiques : ’acétylcholine pour le parasympathique et les catécholamines
(adrénaline, noradrénaline, dopamine) pour le sympathique. Ces médiateurs chimiques sont
libérés par des neurofibres vasomotrices efférentes qui innervent la couche musculaire des
vaisseaux sanguins et particulierement des artérioles. La plupart des neurofibres vasomotrices
libérent en permanence de la noradrénaline, substance vasconstrictrice, par [’intermédiaire de
récepteurs post-synaptiques o-adrénergiques (a; et a,) et maintiennent ainsi un tonus
vasomoteur basal. Le rythme des influx transmis a ces neurofibres est régi par le centre
vasomoteur, composé de neurones sympathiques situés dans le bulbe rachidien, qui assure la
régulation de la pression artérielle. Le systtme de régulation instantané de la pression
artérielle comprend trois éléments : ’arc baroréflexe, les chémorécepteurs et le réflexe

ischémique central (Persson PB., 1996).

3.1 - L arc baroréflexe

Les barorécepteurs sont des mécanorécepteurs situés dans le sinus carotidien et dans la
crosse aortique, pour le systéme baroréflexe a haute pression, et dans les grosses artéres du
cou et du thorax, pour le systéme baroréflexe a basse pression. Ces mécanorécepteurs sont
sensibles a la déformation de la géométrie vasculaire et réagissent instantanément et de fagon

fugace a des variations aigués de pression artérielle par I’intermédiare du centre vasomoteur
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(figure 19). Les anesthésiques intraveineux et halogénés ont des effets marqués sur I’arc

baroréflexe et pourront de ce fait avoir une influence dans nos expérimentations comme nous

le verrons plus loin (Edouard A. et al., 1985 ; Hatton DC. et al., 1997).
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Figure 19. Réflexes déclenchés par les barorécepteurs pour maintenir la pression artérielle.
D’aprés Marieb EN. Anatomie et physiologie humaines, 2° édition, Ed. De Boeck Université,
1993, p 643.

DC : débit cardiaque ; RP : résistance périphérique.

3.2 - Les chémorécepteurs

Les chémorécepteurs centraux (situés de part et d’autre du bulbe rachidien) et
périphériques (situés dans la crosse de l’aorte et dans les corpuscules carotidiens) sont
sensibles aux variations de la teneur en oxygeéne et du pH sanguins (Persson PB., 1996 ;
Alkjoer C. et al., 1996). Par I'intermédiaire du centre vasomoteur, ils induisent :

- une vasoconstriction réflexe en cas de diminution du pH et/ou de la teneur en oxygene, qui

permet d’accélérer le retour veineux vers le ceeur et les poumons.
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- inversement, une vasodilatation réflexe en cas d’augmentation du pH et/ou de la teneur en

oxygene.

3.3 - Le réflexe ischémique central

Ce systeme de régulation, plus puissant que ’arc baroréflexe, intervient lorsque la
pression artérielle au niveau du tronc cérébral atteint des valeurs critiques, au cours d’une
hémorragie importante par exemple. Les récepteurs adrénergiques vasculaires o, activés par
les catécholamines plasmatiques et les récepteurs adrénergiques neuronaux o, post-
synaptiques activés par la libération pré-synaptique de noradrénaline induisent une

augmentation globale de la résistance périphérique (Persson PB., 1996).

D’autres mécanismes mis en ceuvre & moyen terme, tels que le stress vasculaire et le
systeme de transfert liquidien transcapillaire participent a la régulation de la pression

artérielle. Toutefois, leurs capacités de régulation sont plus limitées (figure 20).

Aldostérone et
< P ”‘s.,

transcapillaire

Vasoconstriction
(systeme
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Figure 20. Intensité et durée de réponse des principaux mécanismes de régulation de la
pression artérielle. D’aprés Monod T. Mécanismes de régulation de la pression artérielle.
L’essentiel Euthérapie 1996;3:5-7. '

4 - Systéme de controdle pressionnel rénal : le systéme rénine-angiotensine-aldostérone
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Ce systéme rénal de régulation de la pression artérielle est trés étroitement intriqué
avec I’homéostasie sodique. Il est stimulé entre autres par une baisse de pression artérielle et
contribue a la régulation & moyen et long terme (figure 20).

La rénine sécrétée par I’appareil juxtaglomérulaire du rein dégrade 1’angiotensinogéne,
produit hépatique, en angiotensine I, transformée par ’enzyme de conversion en angiotensine
II. I’angiotensine II entraine un ensemble de réactions visant a élever la pression artérielle
(vasoconstriction rénale artériolaire, stimulation surrénalienne avec sécrétion de
catécholamines et d’aldostérone, stimulation de la réabsorption liquidienne intestinale, action
sur les centres de la soif). L’aldostérone, minéralocorticoide sécrété par stimulation
surrénalienne, augmente la réabsorption de sodium et d’eau au niveau tubulaire distal,

favorisant ainsi une augmentation de la volémie et donc une ¢élévation de Ia pression artérielle

(Guyton AC., 1991).

5 - Régulation locale par ’endothélium vasculaire

De multiples mécanismes locaux participent a la régulation du tonus vasculaire aux
niveaux artériel et artériolaire, visant a adapter le diametre des vaisseaux a I’apport
d’oxygene. Des substances vasodilatatrices et vasoconstrictrices sont synthétisées par les
cellules endothéliales vasculaires et assurent un équilibre permanent du tonus vasomoteur
basal en réponse a des stimuli mécaniques et humoraux aboutissant a la synthése de seconds

messagers qui vont agir sur les cellules musculaires lisses sous-jacentes (figure 21).

5.1 - Tonus vasodilatateur

5.1.1 - Le monoxyde d’azote (NO)

En 1980, R. Furchgott et J. Zawadski ont montré que la relaxation induite par des
subtances vasodilatatrices telles que P’acétylcholine est assurée par ’EDRF (Endothelium
Derived Relaxing Factor), sécrété par des cellules endothéliales in vitro (Furchgott RF. et al.,
1980). Sept années plus tard, S. Moncada et son équipe ont établi que ’EDRF est en fait le
monoxyde d’azote en montrant ’identité des deux composés en termes de stabilité chimique,
d’activité biologique, d’inactivation par [’hémoglobine et de potentialisation par la
superoxyde dismutase (Palmer RMJ. et al., 1987). Discutée par certains auteurs, la similitude
des deux molécules a fait I’objet d’une mise au point en 1994 et a permis d’écarter les
hypothétiques candidats a la fonction vasodilatatrice de 'EDRF (Feelisch M. et al., 1994).

NO est synthétisé en petites quantités (pmol/min par mg de protéine d’homogénat) dans les
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cellules endothéliales par l'isoforme III de la NO synthase (EC 1.14.13.39) ou NOSe
(Forstermann U. et al., 1994 ; Lincoln J. et al., 1997). 1l s’agit d’une dioxygénase de 133 kD
de masse moléculaire contenant un noyau héme. Cette enzyme spécifique des cellules
endothéliales est constitutive et son action est régulée par les ions calcium (Ca®™) et la
calmoduline (Forstermann U. et al., 1994). NO est formé par oxydation d’un atome d’azote du
groupement guanidique de la L-arginine (figure 22), substrat stéréospécifique de 1’enzyme
comme 1’ont montré des études avec plusieurs analogues structuraux de I’acide aminé (Palmer

RM]J. et al., 1988 ; MacAllister RJ. et al., 1996).

(%
TGFB1 Thr  Agti Etirement Ach ADP
| t

Figure 21. Régulation du tonus vasomoteur par I’endothélium vasculaire. D’apres : Gros plan
sur la fonction endothéliale. Parke-Davis, département cardio-vasculaire, 1996, p.7 (réf.
1150293).

TGFBI : Transforming Growth Factor f. Thr : thrombine. Ag I : Angiotensine 1. Ag II : Angiotensine I1.
Ach : Acétylcholine. ET-1 : Endothéline-1. ADP : Adénosine Diphosphate.
S : Sérotonine. BK : Bradikinine. PGI, : prostacycline. EDHF : Endothelium Derived Hyperpolarizing
Factor. TxA;: Thromboxane A, PGH,: prostaglandine H, NO : monoxyde d’azote. 'O; : anion superoxyde.
Tx : récepteur thromboxane. T : récepteur thrombine. A : récepteur de Pangiotensine. M : récepteur
muscarinique. P : récepteur purinique. S1 : récepteur sérotonine. B2 : récepteur bradykinine. ECA : Enzyme
de Conversion de I’Angiotensine.
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Figure 22. Mécanisme chimique de la synthé¢se du monoxyde d’azote (NO) par la NO
synthase. D’aprés Ducrocq C, Guissani A, Tenu J-P, Henry Y. Chimie et biochimie du
monoxyde d’azote. I- Synthése. Sang Thrombose Vaisseaux 1994;6:441-447.

Les analogues stériques de la L-arginine sont de puissants inhibiteurs de 1’enzyme
utilisés comme outils pharmacologiques pour inhiber I’effet relaxant de NO (Moncada S. et
al., 1991 ; MacAllister RJ. et al., 1996). La synthése de NO nécessite la présence de
cosubstrats : O, et NADPH. La régulation de cette synthése est en partie assurée par NO qui
exerce un rétrocontrdle négatif sur la NOS (Forstermann U. et al., 1994 ; Rengasamy A. et al.,
1993).

Synthétisé dans les cellules endothéliales, NO diffuse soit vers la lumiére du vaisseau
ou il peut étre capté par les plaquettes et inhiber alors leur agrégation et leur adhésion au
vaisseau, soit dans les cellules musculaires lisses sous-jacentes ou il participe a la régulation
du tonus vasomoteur basal (Moncada S. et al., 1991 ; Lincoln J. et al., 1997). Dans les cellules
musculaires lisses, NO se lie avec son récepteur, I’atome de fer du noyau héme de la guanylyl
cyclase. Cette liaison provoque une déformation de I’héme qui active la production de GMP
cyclique (GMPc) a partir de GTP. L’augmentation de la concentration intracellulaire de
GMPc conduit a une diminution du taux de calcium intracellulaire et par cela 4 une
diminution du tonus vasculaire responsable de la vasodilatation (Moncada S. et al., 1991 ;
Ignarro LJ. et al., 1991). Ce mécanisme de controle du tonus basal des vaisseaux est
déclenché par des stimuli tels que la fixation d’agonistes aux récepteurs endothéliaux et
principalement par les forces de cisaillement qu’exerce le sang en mouvement sur la paroi
endothéliale ; c’est le phénomene de débit-dépendance (figure 23) (Joannides R. et al., 1995 ;

Cabrera C. et al., 1995).
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L’adaptation des débits sanguins locaux par le monoxyde d’azote fait intervenir par
ailleurs I’hémoglobine S-nitrosylée, formée par fixation de NO & I’hémoglobine oxygénée
(sous forme R) au niveau pulmonaire (voir paragaraphe Structure et fonctions de
["hémoglobine, figure 6).

Le monoxyde d’azote n’ekerce pas uniquement une action vasodilatatrice directe, il
peut également moduler la synthése d’autres facteurs impliqués dans la régulation du tonus
vasomoteur. Il peut exercer par exemple un effet inhibiteur sur la libération de rénine ou

d’endothéline (Fenoy FJ. et al., 1995 ; Rubinstein . ef al., 1995 ; Richard V. et al., 1995).

Effet anti-agrégation i
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Iiieu
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Vasopressine Champs cisaillement
Thrombine magnétiques
Angiotensine It : X
Bradykinine \ \ .

\ ¢ .75 Caimaduline : B

Ceifule o :

erwjothéliale -, J«

Arginine. G Inkiibition de 4
i multiplication
des celiules
4 musculaires lisses

Ca** : ions calcium ; GMPc : guanosine monophosphate
cycliqgue ; NO : monoxyde d ’azote ; O, : oxygéne ;
PA : pression artérielle ; PO, : pression partielle en oxygéne

Figure 23. Mécanismes d’induction de la synthése du monoxyde d’azote dans la cellule
endothéliale et de son action sur la cellule musculaire lisse. D’aprés : Le NO. Actualités
Innovations-Médecine 1997;38:23.

La relaxation de I’endothélium n’est pas limitée & I’action du monoxyde d’azote et

d’autres substances vasodilatatrices sont synthétisées par les cellules endothéliales

vasculaires, comme nous allons le voir dans les prochains paragraphes.
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5.1.2 - La prostacycline (PGI,)

Ce dérivé de I’acide arachidonique métabolisé par la voie de la cyclo-oxygénase est
synthétisé par les cellules endothéliales vasculaires et produit une relaxation des cellules
- musculaires lisses par un mécanisme différent de celut de NO. La prostacycline se lie a
I’adénylyl cyclase et stimule la synthése d’AMP cyclique (AMPc) par les cellules musculaires
lisses dont I’augmentation de concentration intracellulaire conduit a la relaxation vasculaire
(Shireman PK. et al., 1996).

De méme que pour le monoxyde d’azote, la libération de prostacycline répond a des
stimuli mécaniques et humoraux (figure 21). Il existe ainsi un couplage entre la production de

NO et celle de prostacycline dont I’importance relative varie selon les lits vasculaires

(Shireman PK. et al., 1996 ; Michel JB., 1997).

5.1.3 - Le(s) facteur(s) hyperpolarisant dérivé(s) de I’endothélium (EDHF)

En plus de ces mécanismes agissant sur le taux de nucléotides cycliques dans la celiule
musculaire lisse, il existe un ou plusieurs facteurs pouvant induire la relaxation vasculaire par
hyperpolarisation de la membrane des cellules musculaires lisses (figure 21). L’identification
de cette substance diffusible baptisée EDHF (Endothelium Derived Hyperpolarizing Factor)
est rendue difficile du fait de sa demi-vie tres courte. Son activité fut révélée par la persistance
d’une relaxation vasculaire, en réponse a 1’acétylcholine, apres inhibition conjointe des voies
de la NO synthase et de la cyclo-oxygénase (De Mey et al, 1982). L’EDHF agit par
stimulation des canaux potassiques de la membrane des cellules musculaires lisses (Félétou
M. et al., 1996). La contribution de PEDHF au maintien du tonus vasomoteur basal est

comparativement plus importante dans la microcirculation que dans les artéres de gros calibre

(Félétou M. et al., 1996).

5.2- Tonus vasoconstricteur

5.2.1 - L’endothéline-1 (ET-1)

En 1988, M. Yanagisawa parvint a extraire de cellules endothéliales d’aorte porcine en
culture un peptide aux propriétés vasoconstrictrices trés importantes, mises en évidence sur
I’artere coronaire porcine (Yanagisawa et al., 1988). Ce peptide de 21 acides aminés (figure
24), appelé endothéline-1 (ET-1), est synthétisé a partir d’un précurseur, la pré-
proendothéline-1. La pré-proET-1 est clivée par une protéase en bigET-1, qui est convertie en

ET-1 par action d’une enzyme de conversion de ’endothéline (ECE). La pré-proET-1 est
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exprimée sous ’effet de stimuli d’hormones vasopressives (angiotensine II, adrénaline) et des
forces de cisaillement exercées par le sang (Kanaide H., 1996). Deux isoformes de I’ET-1
furent identifiées par la suite, ET-2 et ET-3. Les trois isoformes sont codées par des génes

. différents mais sont synthétisées suivant le méme processus enzymatique (Sokolovsky M.,

1995).

Figure 24. Structure primaire de [’endothéline-1. D’aprés Sokolovsky M., 1995.

Deux types de récepteurs a ’endothéline, ET, et ETy, ont été identifiés. Ils possédent
une identité structurale variant de 59% de similitude chez ’homme & 85% chez d’autres
especes de mammiferes (Sokolovsky M., 1995). Les récepteurs ET, situés sur les cellules
musculaires lisses présentent une forte affinité pour 'ET-1 et leur stimulation provoque une
vasoconstriction. Les récepteurs ETy localisés sur les cellules endothéliales présentent une
affinité semblable pour les trois isoformes d’endothéline et leur stimulation conduit aussi bien
a une vasodilatation qu’a une vasoconstriction. La présence de ces deux types de récepteurs
dans la paroi vasculaire permet d’expliquer le fait, apparemment paradoxal, qu’une injection
d’ET-1 entralne une vasodilatation a faible dose suivie d’une vasoconstriction dose-
dépendante (Kanaide H., 1996). Il existe actuellement des antagonistes sélectifs des récepteurs
ET, et ETy, mais la participation des récepteurs ETy aux effets vasoconstricteurs de I’ET-1 a
conduit certains groupes pharmaceutiques a mettre au point des antagonistes mixtes ET,/ETg,
tels que le bosentan (R0-470203, Clozel M. et al., 1994).

Dans les cellules musculaires lisses, le mécanisme d’action de ’ET-1 est complexe et
fait intervenir une cascade de signaux. Aprés liaison a son récepteur couplé a une protéine G
membranaire, ’ET-1 active la phospholipase C qui hydrolyse le phospho-inositol en deux
seconds messagers, I’inositol 1,4,5-triphosphate (IP;) et le diacyl-glycérol (DAG). L’IP'3
provoque la mobilisation d’ions Ca** intracellulaires et I'afflux d’ions Ca™" extracellulaires, le
DAG induit l’activation de la protéine kinase C. Ces deux mécanismes aboutissent

conjointement 4 la contraction vasculaire. Des mécanismes faisant intervenir la phospholipase
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D et la phospholipase A, qui convertit ’acide arachidonique en thromboxane A, et
prostaglandine E,, contribuent également a la vasoconstriction (figure 25).
Le dosage plasmatique de I’ET-1 ne refléte pas parfaitement sa concentration dans la

- paroi vasculaire, car I’ET-1 est rapidement métabolisée et peut étre synthétisée par la cellule

musculaire lisse.

Ca** Endothéline-1 Ca*
‘___—

canal ’
cationique @ PLC PLD PLA,
acides
phosphatidiques

v
v AA
Ca* /

v

IP; + DAG ! '
/ PGE,  Ca*'

PKC

g T Ca*

=

v

‘—

CONTRACTION <

Figure 25. Signaux intracellulaires activés par la liaison de ’endothéline-1 a ses récepteurs
membranaires dans les cellules musculaires lisses vasculaires. D’apres Sokolovsky M., 1995.
Ca’®* : ions calcium. R : récepteur a Uendothéline-1. PLC : phospholipase C. PLD : phospholipase D. PLA,:

phospholipase A, AA : acide arachidonique. IP; : inositol 1,4,5-triphosphate. DAG : diacyl-glycérol. PGE,:
prostaglandine E,. TxA,: thromboxane A, PKC : protéine kinase C.

5.2.2 - Le systeme rénine-angiotensine local
Une quantité importante de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine se trouve dans
les cellules endothéliales vasculaires. L’endothélium joue un rdle essentiel dans 1’activation

locale de ’angiotensine I en angiotensine II, qui exerce un effet vasoconstricteur direct en se
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liant a des récepteurs spécifiques localisés sur les cellules musculaires lisses. L’angiotensine 11
peut, de plus, stimuler la production d’ET-1 et de radicaux libres comme les anions
superoxyde' (Dohi Y. et al., 1992). L’enzyme de conversion de I’angiotensine peut également
moduler la présence de bradykinine, facteur provoquant une relaxation endothélium-

dépendante (par libération de NO, de prostacycline et d’EDHF), en la dégradant en peptides

inactifs.

5.2.3 - Les dérivés de ’acide arachidonique

La cellule endothéliale peut synthétiser des vasoconstricteurs, tels que le thromboxane
A, et la prostaglandine H,, produits de la voie de la cyclo-oxygénase, et les leucotrienes,
produits de la lipo-oxygénase. Physiologiquement, il existe un équilibre entre la production de
prostacycline et de thromboxane A, assurant le maintien du tonus vasculaire (Shireman PK. et

al., 1996 ; Davies MG. et al., 1993).

5.2.4 - L’anion superoxyde
La cellule endothéliale peut également synthétiser des anions superoxyde (O,) qui

provoquent la contraction de la cellule musculaire lisse, soit directement, soit indirectement
par inhibition de la fonction vasodilatatrice de NO. Les anions ‘O, réagissent en effet avec le

radical 'NO pour former des anions péroxynitrite ONOQO". A 1’état physiologique, cette
réaction est en compétition avec I’élimination des anions superoxyde par la superoxyde
dismutase intracellulaire présente en forte concentration (Beckman JS. et al., 1996). Les
anions superoxyde ne participent pas au tonus vasomoteur basal mais leur implication est

importante dans certaines conditions pathologiques, telies que 1’ischémie-reperfusion.

Parmi les éléments impliqués dans le maintien de 1’homéostasie cardiovasculaire,
certains sont susceptibles de voir leur production ou leur activité biologique modifiée en
présence d’hémoglobine acellulaire plasmatique. Ces changements aboutissent & une rupture
de I’¢quilibre entre l’action des facteurs relaxants et contracturants, conduisant a un

accroissement du tonus vasoconstricteur.
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ITI - INTERACTIONS DE L’HEMOGLOBINE ACELLULAIRE AVEC
CERTAINS ACTEURS DE LA REGULATION DU TONUS VASOMOTEUR

L’utilisation de modéles expérimentaux d’anneaux d’artéres mis en présence
d’hémoglobine acellulaire a permis de mettre en évidence l’effet vasoconstricteur de
I’hémoprotéine extraite du globule rouge. En 1985, Martin W. et al. ont démontré que
I’hémoglobine bovine acellulaire inhibe [’effet vasorelaxant de l’acétylcholine sur des
anneaux d’aorte de lapin (Martin W. et al., 1985). En 1993, le méme type d’expérience est
réalisé par Collins P. et al. sur des anneaux d’artére coronaire de lapin perfusés avec de

I’hémoglobine humaine (figure 26 ; Collins P. et al., 1993).

A
/ L\//\l‘/ 'e
I
i 1 Zmin
_ N
A KCU
5
AChY W
// 5 /\I
(" \~/ ig
! A —
i tib 4rmin
L KCl

Figure 26. Graphes représentant la réponse a [’acétylcholine d’anneaux d’artére coronaire de
lapin précontractés avec du KCl (30 mM), sans (A) et avec (B) perfusion d’hémoglobine

humaine. D’apres Collins P. et al., 1993.
Ach : acétylcholine 107 M. Hb : hémoglobine humaine 10°M. W lavage.

La majorité des études chez ’animal et des essais cliniques a confirmé I’action
vasoconstrictrice de 1’hémoglobine en solution dont la conséquence in vivo est une
augmentation immédiate de la pression artérielle. Cet effet secondaire doit étre
impérativement €liminé ou tout au moins contrdlé pour que ’emploi des HBOCs soit
envisageable a grande échelle. Différents mécanismes, plus ou moins bien élucidés,
permettent aujourd’hui d’expliquer [’action vasoconstrictrice de [’hémoglobine et par
conséquent de proposer des solutions pour y remédier. Nous avons choisi de présenter les trois

mécanismes les plus fréquemment décrits dans la littérature, a savoir [l’interaction de
bl
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’hémoglobine avec certains facteurs endothéliaux, avec les récepteurs a-adrénergiques et

avec la microcirculation.

1 - Interaction hémoglobine - facteurs endothéliaux

L’implication de [I’endothélium vasculaire dans [P’action vasoconstrictrice de
I’hémoglobine fut mise en évidence dés 1986 dans les expériences de Martin W. et al. sur des
anneaux d’aorte de lapin perfusés (Martin W. ef al., 1985). Les auteurs ont en effet montré
que l'inhibition de la relaxation acétylcholine-dépendante par 1’hémoglobine est abolie
lorsque 1’endothélium vasculaire est éliminé. Les deux facteurs endothéliaux généralement
mis en cause sont le monoxyde d’azote et I’endothéline-1 ; leur interaction avec

’hémoglobine acellulaire est présentée dans les paragraphes qui suivent.

1.1 - Interaction de ’hémoglobine avec le monoxyde d’azote

La découverte de la fonction vasodilatatrice du monoxyde d’azote (Palmer RMJ. et al.,
1987) a permis de suspecter I'implication de ce facteur endothélial dans I’action
vasoconstrictrice de ’hémoglobine. En effet, depuis longtemps déja, la grande réactivité de
cette substance radicalaire avec ’hémoglobine était connue, comme en témoigne 1’étude de

Gibson QH. et al. publiée en 1957 (Gibson QH. et al., 1957).

1.1.1 - Affinité de I’hémoglobine pour le monoxyde d’azote : bases moléculaires
En 1865, Hermann démontra la trés forte affinité de NO pour I’hémoglobine,
de I’ordre de 5 fois celle du monoxyde de carbone, soit une affinité 100 000 fois supérieure a
celle de ’oxygene (Gibson QH. ef al., 1957). Cette forte affinité s’explique par la structure
radicalaire du monoxyde d’azote qui lui confére une réactivité importante avec les métaux
paramagnétiques tels que le fer contenu dans les groupements héminiques. Ainsi, le récepteur
naturel de NO dans la cellule musculaire. lisse sous-jascente a I’endothélium est la guanylyl
cyclase, et plus particulierement le groupement héminique de 1’enzyme (figure 27). De la
méme maniere, qu’il traverse la membrane des cellules musculaires lisses, NO diffuse
aisément a travers la membrane érythrocytaire et réagit avidement avec le groupement
héminique de I’hémoglobine.
Dans le sang artériel, la saturation en oxygéne de 1’hémoglobine intra-érythrocytaire
est de 94 4 99% (figure 5) et de ce fait, NO réagit principalement avec I’hémoglobine sous

forme oxygénée (oxyhémoglobine). La réaction de 1’oxyhémoglobine Fe*') avec NO aboutit
ye g
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a la formation de nitrosylhémoglobine, rapidement convertie en anion nitrate (NOj’) et
methémoglobine (Fe’"), 4 son tour réduite par le systéme de la methémoglobine réductase du
globule rouge en désoxyhémoglobine (Fe**) fonctionnelle (figure 7). La réaction se résume &
. Péquation :

Hb(Fe*")0, + NO' —> Hb(Fe*") + NO;”

En milieu biologique oxygéné, la durée de vie de D’intermédiaire réactionnel, la
nitrosohémoglobine, est trés courte, mais ce composé¢ peut étre détecté par résonance
paramagnétique électronique (Eriksson LEG., 1994 ; Bemski G., 1997).

Le monoxyde d’azote peut aussi réagir avec la forme oxydée (Fe”) de ’héme et
conduire a une autre forme oxydée d’hémoglobine (Fe4+) ou ferrylhémoglobine (Goldman
DW., 1998). Toutefois, ce type de réaction reste mineur dans les conditions physiologiques
car le taux d’hémoglobine oxydée (Fe3+) est faible et régulé par les systémes de réduction
érythrocytaires et plasmatiques.

Le monoxyde d’azote réagit également de maniére physiologique avec les thiols des
résidus cystéine B93 de 1’hémoglobine pour former des S-nitrosothiols impliqués dans la
régulation des débits sanguins régionaux (voir paragraphe Structure et fonctions de

["hémoglobine, figure 6).
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Figure 27. Modélisation de la fixation du monoxyde d’azote sur I’atome de fer ferreux (Fe')
de I’héme. D’apreés Duprat AF. e al. Myoglobin-NO at low pH: free four-coordinated heme in
the protein pocket. Biochemistry 1995;34:2634-2644.

1.1.2 - Affinité de I’hémoglobine pour le monoxyde d’azote : conséquences
physiologiques
Dans le cas d’une administration intraveineuse d’une solution d’hémoglobine

acellulaire, ’ensemble de ces réactions se produira a une échelle beaucoup plus importante
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dans le plasma, puisque ’hémoglobinémie peut atteindre 5 4 30 g/L (soit 1000 a 6000 fois les
valeurs physiologiques).

Dans ces conditions, le piégeage de NO par I’he¢me de ’hémoglobine est massif et
aboutit  une inhibition de la fonction vasodilatatrice NO-dépendante. L’interaction de I’héme
avec NO est décrite dans la littérature comme la composante essentielle de la vasoconstriction
systemique et de I’effet hypertenseur des HBOCs observés in vivo (Everse J. et al., 1997 ;
Katsuyama SS. et al., 1994 ; Ulatowski JA, et al., 1996b). Cette interaction est également a
’origine des modifications de la motricité cesophagienne dont la régulation est assurée par des
cellules musculaires lisses (Murray JA. et al., 1995). La mise en évidence de ’interaction NO-
cystéine B93 a soulevé I’hypothése de I’implication de ce mécanisme dans la vasoactivite de
’hémoglobine (figure 6). Ainsi, Jia L. et al. ont montré, sur des anneaux d’aorte thoracique de
lapin précontractés a la noradrénaline, I’implication conjointe de [’interaction de NO avec
I’héme et avec les résidus cystéine 93 de I’hémoglobine (Jia L. et al., 1996). Pour ce faire,
les auteurs ont bloqué alternativement chacun de ces groupements réactionnels et ont
enregistré le pourcentage de relaxation des anneaux en réponse a I’acétylcholine. Les résultats
ont montre que I’effet de I’interaction heme-NO est quantitativement plus important que celui

de I'interaction cystéine $393-NO (figure 28).

Figure 28. Réponse a I’acétylcholine d’anneaux d’aorte thoracique de lapins précontractés a
la phényléphrine (PE) en présence d’hémoglobine humaine non modifiée (HbA),
d’hémoglobine humaine dont les groupements thiol sont bloqués (NEM-Hb), et
d’hémoglobine humaine dont les groupements heme sont bloqués (CN-Hb). D’aprés Jia L. et
al., 1996.

Dans une étude récente, Doherty DH. et al. ont synthétisé diverses hémoglobines
recombinantes se différenciant par la réactivité des formes oxy- et désoxy- pour NO (Doherty

DH. et al., 1998). Par cette approche originale, les auteurs ont montré que les hémoglobines
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possédant la plus faible affinité pour NO sont celles qui induisent le moins de variations de la

pression artérielle moyenne chez le rat.

L’inhibition de la fonction vasodilatatrice de NO peut étre contrdlée en administrant
un donneur de NO ou de la L-arginine, substrat de la syntheése de NO. Les travaux réalisés
notamment avec la DCLHb™ indiquent que ces opérations n’éliminent toutefois pas
complétement ’effet vasoconstricteur de I’hémoglobine (Sharma AC. et al, 1995b ;
Katsuyama SS. et al., 1994). Plus récemment, et au contraire de I’étude de Doherty DH. et al,
Rohifs RJ. et al. ont montré dans un modele d’échange transfusionnel chez le rat I’absence de
relation entre 1’affinité pour NO de diverses solutions d’hémoglobine modifiée chimiquement
et les variations de pression qu’elles engendrent (Rohlfs RJ. ef al., 1998). Ceci suggére donc

I’implication d’autres mécanismes dans 1’action vasoactive de I’hémoglobine (figure 29).

1.2 - Interaction de I’hémoglobine avec le systéme de régulation par 1’endothéline-1

L’influence de I’hémoglobine libre sur la fonction vasomotrice dépendante de I’ET-1 a
tout d’abord été abordée in vitro sur des cellules endothéliales en culture. Selon les conditions
expérimentales, incluant en particulier le type d’hémoglobine, les auteurs ont obtenus des
résultats opposés. Simoni J. et al. ont observé une inhibition de la synthése d’ET-1 par des
cellules endothéliales de veine ombilicale humaine en culture, en présence d’hémoglobine
bovine native dont le fer est sous forme réduite (Fez+). Dans la méme étude, les auteurs ont
montré 1’absence d’effet de !’hémoglobine polymérisée (sous forme réduite) et de
I’hémoglobine native sous forme oxydée (Fe3+) (Simoni J. et al., 1995). Cocks TM. et al. ont
a I'inverse observé une stimulation de la production d’ET-1 par des cellules endothéliales
d’aorte thoracique bovine en culture, mises en présence d’oxyhémoglobine (Fe2+) ou de
methémoglobine (Fe3+) (Cocks TM. et al., 1991). La divergence des résultats semble étre le
fait de la présence ou non d’une étape d’extraction de I’ET-1 avant son dosage, mais

¢également de la source des cellules endothéliales utilisées.

Les connaissances de D’interaction hémoglobine-ET-1 in vivo sont encore limitées
puisque ’identification de I’ET-1 est récente et que seules des études réalisées avec la
DCLHb™ ont été publiées a notre connaissance. Ces études ont toutefois permis de mettre
clairement en évidence la participation de I’ET-1 a ’effet vasoconstricteur de la DCLHb™

dans différents modeles expérimentaux et cliniques, par augmentation de sa synthése ou de sa
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libération (Gulati A. et al., 1995 ; Gulati A. et al., 1996 ; Gulati A. et al., 1997 ; Saxena R. et
al., 1998). Si le mécanisme exact des effets cardio-vasculaires induits par cette solution
d’hémoglobine reste encore a établir, il semble que celui-ci n’implique pas I’étape de
conversion de la big-endothéline en ET-1 (Gulati A. et al., 1995). Il a également été démontré
que 1’administration d’un antagoniste des récepteurs ET,, le BQ-123, permet de diminuer
Peffet vasoconstricteur de la solution, mais n’empéche pas 1’augmentation du débit sanguin

vers le ceeur qu’elle engendre (Gulati A. et al., 1996).

Cellules musculaires lisses

Autre
mécanisme

Relaxation

Interaction
héme-NO

Contraction

Contraction

Figure 29. Représentation schématique des interactions de ’hémoglobine libre avec les
mécanismes de régulation du tonus vasomoteur dans un vaisseau périphérique.

C—==> mécanismes physiologiques ; ===P> action stimulante de I’hémoglobine ;
— ¥ action inhibitrice par I’hémoglobine

Hb : hémoglobine; NO : monoxyde d’azote; ET-1 : endothéline-1; ET, : récepteurs a l'endothéline-1; « :

récepteurs a-adrénergiques

2 - Potentialisation de la réponse o-adrénergique vasculaire par 1’hémoglobine

acellulaire
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De méme que pour I'interaction entre hémoglobine et ET-1, peu d’études font état de
I’action de I’hémoglobine sur le systéme o-adrénergique vasculaire périphérique. Les
principaux travaux ont été effectués avec la DCLHb™ par I’équipe de A. Gulati. Ces auteurs
- ont démontré chez le rat que I’effet vasopresseur de cette solution n’implique pas le systeme
nerveux central, mais qu’il est en partie dépendant du systéme vasculaire périphérique (Gulati
A. et al, 1994). La DCLHb™ potentialise en effet la réponse a des substances
vasoconstrictrices comme 1’adrénaline, la noradrénaline ou la clonidine, ce qui suggere une
augmentation de la sensibilit¢ des récepteurs o-adrénergiques vasculaires périphériques
(Gulati A. et al., 1994). Les mémes auteurs ont montré que cette action vasopressive peut étre
annulée chez le rat par I’administration de prazosine, un antagoniste des récepteurs o-
adrénergiques, ou de yohimbine, un antagoniste des récepteurs o,-adrénergiques (Sharma AC.
et al., 1995a).

Le mécanisme de sensibilisation des récepteurs o-adrénergiques vasculaires
périphériques pourrait faire intervenir la stimulation de la synthese ou de la libération d’ET-1,
qui possede un effet potentialisateur sur ces récepteurs (Sharma AC. et al., 1995b).

L’implication d’autres mécanismes non encore définis est également probable (figure

29).

3 - Solutions d’hémoglobine et tonus microcirculatoire

Les bases de la théorie métabolique du contrdle local de la microcirculation indiquent
que le tonus microvasculaire est couplé a la demande métabolique, afin de maintenir la PO,
intracellulaire au-dessus du niveau critique entrainant une diminution de la production d’ATP
par phosphorylation oxydative (Vallet B., 1995). Ainsi, un apport excessif en O, provoque
une vasoconstriction artériolaire, une fermeture des capillaires et une diminution de la PO,.

Ces mécanismes d’autorégulation sont décrits dans la figure 16.

Dans un mod¢le de hamster anesthésié, il a ét¢é montré que ’administration de
DCLHb™, aussi bien en hypervolémie qu’en isovolémie, est suivie d’une réduction trés
transitoire du diameétre des plus petites artérioles (10-60 pum) et d’une diminution de leur
vasomotricité dans les deux premiéres minutes (Nolte D. et al., 1997a). Un retour rapide a la
normale de ces parametres, dii a la fonction d’autorégulation de la microcirculation visant a
adapter les apports en O, a la demande tissulaire, a ét¢ observé. Les auteurs ont suggéré que

ces phénomeénes sont a 1’origine de I’augmentation immédiate de pression artérielle induite
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par la solution, ce qui permettrait en outre d’expliquer que la réponse est dose-indépendante.
La persistance de I’hypertension serait due a 1’accroissement de la résistance dans les
artérioles de plus large diamétre, par diminution de leur capacité vasomotrice, sans
vasoconstriction. Une seconde étude a permis de conclure que les effets de la DCLHb™ sur la
vasomotricité microcirculatoire seraient dus a sa capacité de répartir de fagon plus homogeéne

la PO, dans les tissus et donc a une augmentation de la PO, (Nolte D. et al., 1997b).

4 - Conclusion

Les origines des effets secondaires générés par 1’injection d’hémoglobine acellulaire
en solution dans le compartiment cardiovasculaire sont donc multiples. Méme si la plupart des
auteurs s’accorde a penser que l’action vasoconstrictrice des HBOCs est principalement le
résultat de P’inhibition de la relaxation NO-dépendante des cellules musculaires lisses
vasculaires, I’ensemble des mécanismes impliqués dans cette action n’est pas encore
parfaitement compris. Des études expérimentales chez 1’animal sont menées parallelement
aux Investigations cliniques afin de mieux cerner ces mécanismes et d’étre en mesure de
proposer des solutions aux effets délétéres de certains HBOCs. Pour ce faire, divers modéles
expérimentaux permettant d’appréhender la fonction vasomotrice sont utilisés et décrits dans

la littérature. La présentation des principaux mod¢les fait 1’objet du prochain chapitre.
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IV - PRINCIPAUX MODELES EXPERIMENTAUX D’ETUDE
' DE L’ACTION DE L’ HEMOGLOBINE
DANS LE COMPARTIMENT VASCULAIRE

Le comportement tonique des vaisseaux en présence d’hémoglobine est abordé
expérimentalement par diverses techniques, allant de mesures in vitro sur des portions de
vaisseaux, a des mesures hémodynamiques (pression, débit et résistance) et/ou

morphométriques (diametre) sur I’organisme entier.

1 - Techniques in vitro

De nombreux auteurs ont utilis€ des modeles de vaisseaux isolés pour mettre en
évidence les bases moléculaires de ’action vasoconstrictrice des solutions a base

d’hémoglobine.

1.1 - Vaisseaux isolés immergés

Le modele consiste en la mesure des variations de tension circonférentielle d’une
portion de vaissecau placée en milieu physiologique, en réponse a 1’ajout de substances
d’intérét pharmacologique dans le milieu. La portion de vaisseau est fixée par un systeme
d’ancrage permettant de régler une tension de repos et est reliée par le haut & un tensiographe
(type myographe) par I’intermédiaire d’un systéme de fils selon le schéma proposé en figure
30. Différents types de vaisseaux peuvent étre étudiés, artéres ou veines, avec pour seule
contrainte une taille minimale & respecter.

Cette technique permet d’appréhender les mécanismes physiologiques de la circulation
au niveau structurel le plus simple, en faisant abstraction des phénomenes de régulation de
I’organisme. L’étude sur des vaisseaux désendothélialisés (par voie mécanique ou chimique)
permet de distinguer les mécanismes' dépehdants de l’endothélium des mécanismes
indépendants. Le modele permet en outre de réaliser des études dose-réponse en administrant
des doses croissantes de substance dans le milieu. A titre d’exemple, la découverte de ’'EDRF
(Endothelium Derived Relaxing Factor), depuis identifié au monoxyde d’azote, fut faite grace
a ce modele expérimental sur des portions d’aorte thoracique de lapin (Furchgott RF. et al.,
1980).

Ce modele expérimental a été largement exploité pour mettre en évidence I’action

vasoconstrictrice de différents HBOCs comme en témoignent les nombreux articles y faisant
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référence (Martin W. et al., 1985 ; Toda N., 1990 ; Collins P. ef al., 1993 ; Greenburg AG. et
al., 1995 ; Frears W. et al., 1995 ; Rioux F. et al., 1995a ; Rioux F. et al., 1995b ; Rioux F. et
al., 1996 ; Muldoon SM. et al., 1996 ; Nakai K. ef al., 1996 ; Hart JL. et al., 1997).

Myographe

A 4

|

Transducteur

Cuve d organe ————»

Vaisseau

Ancrage (vis
micrométrique)

Figure 30. Schéma du montage d’un vaisseau isolé immergg.

1.2 - Vaisseaux isolés perfusés

Cette technique permet de suivre les modifications de diametre interne d’un vaisseau
perfusé en reconstituant in vitro des conditions physiologiques de débit et de pression. Les
variations de diametre sont suivies par un systeme vidéo en temps réel ou différé. Le montage
implique ’utilisation de vaisseaux translucides, donc de petit calibre et contenant peu de
fibres élastiques. La portion de vaisseau est cannulée a ses deux extrémités et placée dans un
cuve a organes sous une tension appropri€e (figure 31). Un systéme de perfusion servo-
controlé permet d’adapter le débit et la pression 2 la taille du vaisseau pour respecter les
contraintes hémodynamiques physiologiques. Dans ce montage, et contrairement a la
technique précédente, la substance perfusée agit uniquement a la face luminale du vaisseau, ce
qui permet de reconstituer in vitro une situation proche des conditions physiologiques. Cette
méthode nécessite toutefois des volumes de solutions a perfuser plus importants que pour la
méthode de vaisseau immergé. Ce modele expérimental a notamment été utilisé par Rudolph
AS. et al. dans une étude portant sur les effets de I’hémoglobine encapsulée qui a montré que
ce type de produit possede une action vasoconstrictrice moindre que 1’hémoglobine en

solution (Rudolph AS. et al., 1997).
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Figure 31. Schéma du montage d’un vaisseau isol¢ perfusé. D’aprés Swynghedauw B.
Expérimentation animale en cardiologie. Ed. INSERM, 1987, p 94.

Ainsi, les mesures in vitro constituent une approche des phénoménes de vasomotricité
engendrés par I’hémoglobine acellulaire au niveau d’organisation le plus simple. Les études a
I’échelle des organes ou de ’organisme entier font appel a4 des mesures de pression et de
debit, lesquelles permettent d’estimer les résistances circulatoires régionales ou systémiques.

Sur les vaisseaux de plus gros calibre, des mesures de diamétre sont réalisables.

2 - Mesure de la pression artérielle

Chez I’animal, 1a mesure de la pression artérielle nécessite généralement 1’introduction
d’un cathéter relié a un capteur de pression, pour des raisons de précision et de simplicité
d’utilisation. Le signal est recueilli sous forme d’onde de pression qui permet de déterminer la
pression artérielle systolique, diastolique, pulsée et moyenne. Cette technique sera reprise plus
en détail dans la partie expérimentale de notre travail.

Aussi bien chez I’animal que chez ’homme, ce parametre est classiquement mesuré
pour étudier ’effet vasoconstricteur des HBOCs dans le compartiment cardio-vasculaire.
Toutefois, la pression artérielle moyenne étant le produit du débit cardiaque et de la résistance
périphérique, I’interprétation d’une variation de pression comme conséquence d’une variation
de résistance n’est possible qu’a débit cardiaque constant. La mesure conjointe de la pression

artérielle moyenne et du débit cardiaque permet de calculer la résistance périphérique,
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indicateur global de la fonction vasomotrice. Plusieurs techniques de détermination du débit

sanguin sont utilisées en expérimentation animale pour analyser les effets des HBOCs.

- 3 - Mesure du débit sanguin
3.1 - Technique des microsphéres

La mesure de débits sanguins par la technique des microspheres consiste a injecter des
indicateurs détectables et quantifiables dans le compartiment intravasculaire. Des particules de
différentes tailles et matieres peuvent étre administrées, mais les techniques les plus courantes
font appel a des microsphéres de plastique d’environ 10-20 um de diametre. 11 existe deux
grands types de marquage des microsphéres, 1’un basé sur 1’utilisation de radioéléments (46Sc,
95N“b, 103Ru, 113Sn, 1251, HiCe, 153Gd,...), I’autre sur celle de colorants (Heymann MA. et al.,
1977 ; Bauer R. et al., 1996).

La validit¢ de la technique de mesure repose sur une répartition homogéne des
microspheres dans la circulation de telle sorte que les concentrations dans les différents lits
vasculaires soient identiques. De plus, une capture compléte et permanente des microspheéres
dans les compartiments vasculaires en aval du site d’injection est indispensable pour une
quantification correcte des débits sanguins régionaux. Enfin, I’injection et la capture des
particules dans le compartiment vasculaire ne doivent pas perturber la répartition des débits
sanguins. En général, dans la plupart des espéces, 300 000 a 500 000 microspheres de 15 pm
de diamétre peuvent étre injectées par voie artérielle sans produire de modification aigué ou
chronique des parametres hémodynamiques (Heymann MA. et al., 1977).

La quantification s’effectue sur les tissus prélevés et pesés a un instant donné, par
comptage de la radioactivité au moyen d’un compteur gamma ou par détermination
spectrophotométrique, selon le type de marquage utilisé. Le débit sanguin absolu est calculé

par la formule :

[ débit,;,,, = nbre de microsphéres;;., x (débit s .. ./nbre de microspheéres ¢ponce) |

et est exprimé en unités de volume par unités de temps et par gramme de tissu.

[’avantage principal de cette technique est de permettre la mesure simultanée du débit
sanguin dans différents tissus et sur le méme animal. Un grand nombre d’animaux est
toutefois nécessaire dans le cas d’une étude temporelle. De nombreux travaux d’évaluation de
la DCLHb™ ont été réalisés chez le rat au moyen de cette technique (Gulati A. et al., 1994 ;
Locb A. et al., 1997 ; Noone RB. ef al., 1998 ; Sharma AC. et al., 1995b). La technique a
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également été décrite chez le chat dans un modéle d’échange transfusionnel avec de

I’hémoglobine bovine Bf-pontée (Ulatowski JA. et al., 1996a ; Ulatowski JA. et al., 1996b).

3.2 -_Ultrasonographie Doppler pulsé

La mesure du débit sanguin par ultrasonographie est basée sur le principe de ’effet
Doppler énoncé en 1843 par le physicien et mathématicien autrichien de ce nom. Selon
Doppler, tout phénomeéne périodique propagé est pergu par le récepteur a une fréquence
différente de sa fréquence d’émission lorsqu’il existe un déplacement relatif entre 1I’émetteur
et le récepteur.

En pratique, on utilise un cristal piézoélectrique émetteur et récepteur qui envoie des
ondes ultrasonores de maniére pulsée en direction des globules rouges circulant dans un
vaisseau. Ceux-ci réfléchissent les ondes et le cristal mesure la différence de fréquence entre
’onde émise et ’onde réfléchie. L’équation de Doppler montre que la vitesse du sang est
proportionnelle a la différence de fréquence :

| Af=2£,V.cos0/C

avec Af : différence de fréquence Doppler; f, : fréquence d’émission; V : vitesse du sang; C :
vitesse du son au sein du fluide; 6 : angle formé par le faisceau ultrasonore et la direction
d’écoulement du sang.

Pour que la linéarité entre Af et V soit effective, deux conditions doivent é&tre
respectées :

- I’angle 6 doit étre constant, ce qui implique que la source ultrasonore soit fixe par
rapport a la direction du sang. En pratique, cet angle 6 mesure 45 degrés (figure 32).

- ’onde incidente doit atteindre les érythrocytes passant par le centre du vaisseau.
En effet, ’écoulement sanguin étant normalement laminaire, la vitesse est fonction du
diametre du vaisseau : elle est maximale en son centre et minimale le long de sa paroi (figure
18). Le positionnement du signal ultrasonore au centre du vaisseau est ajustable par

I’expérimentateur au moyen d’une porte électronique réglable (figure 32).
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Figure 32. Principe de fonctionnement d’une sonde a effet Doppler pulsé en vue de la
détermination de la vélocité sanguine dans un vaisseau. D’aprés Van Orden DE. ef al., 1984.

Pratiquement, le cristal est enchassé avec une gaine en forme de gouttiere dont le
diameétre interne est choisi en fonction de la taille du vaisseau a étudier et de fagon a former un
angle 6 de 45° avec ’axe du flux sanguin. Deux fils conducteurs relient le cristal 2 un module
Doppler pulsé calculant la vitesse du sang a partir de la différence de fréquence mesurée
(figure 33). Ce méme module permet de fixer la fréquence d’émission des ultrasons et leur
fréquence de répétition. Dans le cas des petits vaisseaux (de 1 a 5 mm de diamétre), ces

valeurs sont respectivement 20 MHz et 62,5 kHz (Hartley CJ. et al., 1974 ; Haywood et al,,
1981 ; Van Orden DE. et al., 1984).

Figure 33. Représentation schématique d’une sonde Doppler. D’apres Hartley CJ. et al,
1974.
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Le débit sanguin peut étre calculé selon ’hypothése que le profil d’écoulement du sang
est laminaire, la sonde étant positionnée a 45° sur une portion rectiligne du vaisseau distante
de toute ramification. Dans ces conditions, le profil de vitesse du flux sanguin est supposé
- parabolique, la vitesse maximale étant située au centre du vaisseau (figure 18). Le débit
sanguin (Q) est calculé d’aprés la formule suivante :

0=125d Af

avec d : diamétre de la lumiere du vaisseau (mm) et Af : différence de fréquence Doppler
(kHz) (CBI-8000 - Physiologic Research System - User Manual, Crystal Biotech, 1996, p.26-
28).

Le choix de considérer a priori que le profil d'écoulement est parabolique (la vitesse moyenne
est alors la moitié de la vitesse maximale ou axiale) n'est valable que pour un vaisseau large,
lorsque le volume de mesure est bien placé au centre du vaisseau, ol il rencontre la vitesse la
plus ¢levée. Dans tous les autres cas (cas des vaisseaux les plus larges ou dans la majorité des
vaisseaux, lors de la phase d’accélération systolique), ce choix conduit a une incertitude plus
ou moins systématique. Sur un vaisseau large, le volume de mesure étant plus petit que la
lumiére, le signal obtenu donne une valeur supéﬁeure a la moyenne vraie si le volume est bien
placé au centre du vaisseau ou inférieure si le volume est placé au bord du vaisseau. Dés lors,
il existe donc un risque de sur- ou sous-estimation de la vitesse moyenne. Si le vaisseau est de
petit diametre, donc lorsque le volume de mesure couvre en grande partie la lumiére
vasculaire, un coefficient de correction est introduit dans 1I’équation précédente qui devient :

0 =0,817 d* Af

Quoiqu'il en soit, les appareils de mesure tels que celui qui sera décrit dans la partie
expérimentale de notre travail sont parfaitement utilisables pour transcrire des variations de
débit dans le temps (application choisie par la plupart des auteurs), plutdt que pour fournir des

valeurs absolues.

L’implantation sur I’animal de sondes de débitmétrie Doppler pulsé permet de réaliser
des études temporelles (aigués ou chroniques) des effets vasomoteurs de 1’hémoglobine
acellulaire. Dans ce type d’étude, les besoins en matériel vivant sont considérablement réduits
par rapport a la technique des microspheres. Toutefois, I'utilisation de la technologie
d’ultrasonographie a effet Doppler pulsé dans le cadre de I’évaluation des HBOCs est
relativement marginale (et récente) au regard du nombre d’études publiées (Aranow JS. et al.,

1996 ; Dietz NM. et al., 1997 ; Fischer SR. et al., 1997 ; Sakai H. et al., 1997).
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3.3 - Débit sanguin microcirculatoire mesuré par laser-Doppler

La débitmétrie laser-Doppler est une méthode non invasive de mesure du débit sanguin
tissulaire basée sur ’analyse de la différence de fréquence Doppler d’une lumiére réfléchie par
les éléments en mouvement du tissu. Un faisceau de lumiére monochromatique de faible
intensité émis par une diode laser et véhiculé le long de fibres optiques illumine, par
I’extrémité d’une sonde de contact, la portion de tissu a étudier. La fréquence du faisceau laser
réfléchi en direction de la sonde par les éléments réfléchissants du tissu est analysée par des
algorithmes permettant de calculer le débit sanguin tissulaire exprimé en mL/min/100 g de
tissu. Ces algorithmes servent a calculer la part de lumiére réfléchie par les éléments
immobiles et par les éléments en mouvement, essentiellement les érythrocytes.

La technique de débitmétrie laser-Doppler permet de refléter en continu la
vasomotricité de I’ensemble des microvaisseaux de la portion de tissu étudiée. Cette technique
est relativement peu décrite dans la littérature comme moyen d’investigation des effets des

HBOC:s sur le tonus vasomoteur microcirculatoire (Aranow JS. et al., 1996; Gulati A. et al.,

1998).

3.4 - Débit sanguin microcirculatoire mesuré par analyse en microscopie intravitale

Le modele mis au point par Endrich et al. sur le hamster permet de mesurer les
paramétres hémodynamiques et les gaz du sang au niveau microcirculatoire par analyse d’une
fenétre cutanée par microscopie intravitale. Une petite surface cutanée pincée dans une
chambre d’analyse implantée sur le dos de I’animal est illuminée et observée au moyen d’un
microscope inversé muni d’un objectif & immersion. Le microscope relié 4 un systéme
d’analyse d’images, permet d’étudier en temps réel ou différé le diamétre des microvaisseaux.
La vélocité sanguine dans les artérioles est mesurée en temps réel au moyen d’une fibre
optique et d’une photodiode. Le débit sanguin est calculé par combinaison des mesures de
diametre et de vélocité sanguine (Kerger H. et al., 1997a).

Ce modele a permis de mettre en évidence les effets de plusieurs HBOCs sur 1’état
vasomoteur des microvaisseaux et I’oxygénation tissulaire (Kerger H. et al., 1997b ; Nolte D.
et al., 1997a ; Nolte D. et al., 1997b ; Sakai H. et al., 1998). En particulier, Nolte D. ef al. ont
montré que ’administration de DCLHb™, aussi bien en hypervolémie qu’en isovolémie, est
suivie d’une réduction du diametre et d’une diminution de la vasomotricité trés transitoires

des plus petites artérioles (Nolte D. ef al., 1997a). Toutefois, ces résultats ne rendent compte
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de I’évolution du débit sanguin qu’au niveau cutané et ne peuvent étre extrapolés a tous les
tissus car les mécanismes de régulation de la microcirculation different d’un territoire a

I’ autre.

4 - Conclusion

Ces divers modéeles expérimentaux permettent d’étudier les effets des solutions
d’hémoglobine acellulaire dans le compartiment cardio-vasculaire chez ’animal, et ce a
différents niveaux structurels et fonctionnels. La complémentarité des modéles décrits dans la
[ittérature permet de mieux comprendre les mécanismes par lesquels les HBOCs exercent leur
action vasoconstrictrice et ainsi de proposer des améliorations en vue de [’utilisation
prochaine de ces produits chez 1’homme. Toutefois, un méme type de solution d’hémoglobine
est souvent évalué par un nombre restreint de techniques ou de modeles expérimentaux, ce qui
rend difficile une comparaison objective des effets secondaires de différents HBOCs. Notre
travail a consisté en partiec a mettre au point un modéle permettant de tester différentes
solutions d’hémoglobine dans des conditions expérimentales identiques. I’utilisation de
méthodes d’investigation alternatives, dont le but est de réduire le nombre d’animaux utilisés,

n’a pu €tre envisagé, leur apport ne permettant pas de satisfaire aux objectifs de notre étude.
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INTRODUCTION A LA PARTIE EXPERIMENTALE

Ce chapitre a pour but de présenter la situation du sujet au laboratoire au début de
notre doctorat et d’exposer les objectifs principaux que nous nous sommes fixés.

Nous tenons a préciser ici que les animaux utilisés dans les différentes études qui vont
étre présentées ont été manipulés selon 1’éthique de 1’expérimentation animale (Brugere H. et

al., 1992 ; Close B. et al., 1996 ; Close B. et al., 1997).

1. La situation du sujet au laboratoire

La préparation et la caractérisation physico-chimique d’un substitut érythrocytaire
potentiel, ont été réalisées au laboratoire en collaboration avec Pasteur-Mérieux sérums &
vaccins (Marcy-L’Etoile, France) depuis plusieurs années et ont abouti a la mise au point d’un
conjugué¢ d’hémoglobine humaine, I’hémoglobine-dextrane 10-benzéne-tétracarboxylate
[Dellacherie E, Léonard M, Sacco D, Vigneron C. Dex-BTC-Hémoglobine oxygénée. Brevet
EP 338916 (1992), Brevet USP 5 110 909 (1992)]. Son évaluation in vivo par des études
pharmaco-toxicologiques a révélé, entre autres, le pouvoir oxyphorique, I’aptitude a maintenir
en vie des animaux exsanguino-transfusés (jusqu’a 75% de la volémie) et, a I’instar des autres
produits en cours de développement, I’effet vasopresseur de ce produit quelque soit 1’espece
animale envisagée (Faivre B., 1993). A partir de ce dernier constat, les recherches du
laboratoire se sont logiquement orientées vers 1’analyse des effets vasoactifs induits par Hb-
Dex-BTC et plus généralement par les transporteurs d’oxygeéne a base d’hémoglobine.

A cette époque, les connaissances sur I’effet vasoconstricteur des HBOCs était limitées
et I’augmentation de pression artériclle semblait s’expliquer par I’interaction Hb/NO. Nous
avons cherché une technique ou un modele expérimental qui pourrait permettre de vérifier
cette hypothese et d’étudier le comportement de différents HBOCs. Pour ce faire, la technique
d’ultrasonographie Doppler pulsé a été choisie comme moyen d’investigation de I’influence
des solutions d’hémoglobine sur I’homéostasie cardiovasculaire. La premiére partie du travail
a consisté a adapter la méthode décrite dans la littérature (Hartley CJ. et al., 1974 ; Haywood
et al., 1981) au modele animal utilisé au laboratoire, le cobaye. Le principe de la méthode a
été présenté dans la partie bibliographique de ce travail et ne sera pas repris en détail ici. Pour

la mise au point de la technique, nous avons tout d’abord recherché un vaisseau aisément
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accessible et de taille adaptée au calibre des sondes commercialisées ; notre choix s’est porté
sur I’artére carotide primitive.

‘ Une étude préliminaire a permis de dégager les principales difficultés inhérentes a la
technique et de dessiner les grandes orientations de notre travail de these. Les résultats et les

conclusions 1ssus de ce travail sont proposés dans le paragraphe suivant.

2. Etude préliminaire des effets hémodynamiques induits par des solutions
d’hémoglobine acellulaire par ultrasonographie Doppler pulsé chez le cobaye anesthésié

Cette étude a consisté & suivre I’évolution de paramétres hémodynamiques (pression
artérielle moyenne ou PAM, fréquence cardiaque, vélocité sanguine carotidienne moyenne,
indice de résistance) au cours du temps, a la suite d’un choc hémorragique sévére et de son
traitement isovolémique par différentes solutions (albumine sérique humaine, hémoglobine
acellulaire non modifiée et Hb-Dex-BTC). L’instrumentation des animaux, les parametres
étudiés, le déroulement du choc hémorragique et de son traitement, et les caractéristiques
physico-chimiques des solutions testées ont été décrits dans les articles présentés dans

I’annexe 1.

Les principaux résultats indiquent que la restauration de la volémie par :
- le sang autologue permet un retour & la normale des valeurs de la PAM et de la vélocité
sanguine carotidienne moyenne. Ce retour est accompagné d’une augmentation transitoire de
I’indice de résistance (30% environ) ;
- la solution d’albumine assure le maintien des parameétres mesurés a la suite de la période
hémorragique ;
- ’hémoglobine non modifiée provoque une augmentation de la PAM (avec un maximum de
40%) durant les 2 heures suivant la restauration de la volémie, un accroissement de la vélocité
sanguine carotidienne moyenne (avec un maximum de 110%) et une augmentation de 1’indice
de résistance (avec un maximum de 20%) ;
- I’hémoglobine modifiée Hb-Dex-BTC induit une augmentation de PAM comparable a celle
de I’hémoglobine native, sans modification significative de la vélocité sanguine carotidienne

moyenne et de I’indice de résistance.
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Ces observations ont permis de montrer que les deux solutions d’hémoglobine testées
exercent un effet presseur en comparaison aux solutions de référence (sang et albumine), et
confirment les résultats décrits dans la littérature. Toutefois, ’interprétation des modifications
de vélocité sanguine et d’indice de résistance s’est révélée délicate du fait de I’intervention de
nombreux parametres autres que Iés seules propriétés vasoconstrictrices des solutions testées.
Par exemple, les fortes variations de vélocité sanguine carotidienne en présence
d’hémoglobine native pourraient s’expliquer par une combinaison de facteurs :

- les propriétés rhéologiques, dues a ’hémodilution avec une solution de viscosité plus faible
que celle du sang total, contribueraient a favoriser 1’écoulement du sang dans les vaisseaux
(cf. relation de Poiseuille) ;

- la Pysy plus faible de la solution (cf. Tableau 1, Caron A. et al. Transfus.Clin.Biol.
1995:2:453-462) ne permettrait pas une cession suffisante d’oxygeéne au niveau des territoires
irrigués par ’artére carotide et conduirait, par auto-régulation, a une augmentation du débit

sanguin visant & adapter la perfusion a la demande métabolique du cerveau.

La difficulté d’interprétation des modifications hémodynamiques observées et plus
spécifiquement des variations de vélocité sanguine et d’indice de résistance, nous a conduit a
proposer certaines améliorations a apporter au modele expérimental. Les principaux points

abordés sont exposés dans le paragraphe suivant.

3. Améliorations a apporter au modéle

3.1 - Choix de la solution témoin

Dans I’étude présentée au paragraphe précédent, nous avons d’emblée utilisé le propre
sang de I’animal comme solution de référence. Ce choix pouvait s’avérer 1égitime au regard
des faibles modifications de PAM, de FC et de vélocité sanguine carotidienne observées a la
suite de la transfusion autologue. Toutefois, la réinjection de sang a 1’animal ne permet pas de
se placer dans une situation d’hémodilution puisque I’hématocrite apres restauration de la
volémie est plus élevé qu’en cas de traitement de I’hémorragie par une solution de
substitution. Ceci permet notament d’expliquer I’augmentation de I’indice de résistance que
nous avons observée & la suite de la transfusion autologue (figure 4, Caron A. et al

Transfus.Clin.Biol. 1995:2:453-462). En effet, la résistance a I’écoulement est d’autant plus
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¢levée que I’hématocrite est important (Pries AR. ef al., 1998). 11 est donc apparu nécessaire
d’utiliser une solution témoin de viscosité proche de celle du plasma pour la suite de notre
travail.

La solution d’albumine était classiquement choisie comme solution de remplissage
vasculaire témoin du fait de certaines de ses propriétés physico-chimiques proches de celles
de ’hémoglobine libre (voir tableau 1, Caron A. et al. Transfus.Clin.Biol. 1995:2:453-462).
En particulier, sa masse moléculaire (68 kDa) est comparable a celle de 1’hémoglobine
tétramérique (64,5 kDa). Toutefois, les molécules d’albumine et d’hémoglobine n’ont pas la
méme forme tridimensionnelle et, de plus, l”hémoglobine libre a tendance a se dissocier en
diméres lorsqu’elle est en solution alors que 1’albumine ne se dissocie pas. L’argument de la
masse moléculaire n’est par ailleurs pas valable si ’on étudie des solutions d’hémoglobine
pour lesquelles la masse moléculaire de I’hémoprotéine est affectée significativement par les
modifications chimiques (polymérisation, conjugaison). Dans cette situation, un succédané du
plasma de masse moléculaire plus élevée devrait donc étre préféré a I’albumine ; il pourrait

s’agir de solutions de dextran, de gélatine fluide modifiée ou d’hydroxyéthylamidon.

3.2 - Choix du modéle d’hémodilution

Le traitement du choc hémorragique et ’échange transfusionnel sont deux modéles
expérimentaux courants visant a mimer des éituatibné cliniques potentielles durant lesquelles
’utilisation de transporteurs d’oxygene a base d’hémoglobine pourrait étre requise.

Pour nous rapprocher d’une situation clinique justifiant I’utilisation d’HBOC
(hypovolémie et oxygénation compromise), nous avons choisi dans cette étude de simuler une
hémorragie sévere (50% du volume sanguin total) suivie de la restauration de la volémie par
des solutions de remplissage vasculaire avec ou sans pouvoir oxyphorique. Toutefois, dans
cette situation particuliere d’hémodilution, les modifications hémodynamiques observées sont
a la fois le fait de la réaction de compensation de I’organisme a I’état hypovolémique et celui
de Paction vasopressive des solutions d’hémoglobine. En effet, a la suite de I’hémorragie, les
animaux se trouvant dans un état de choc (mis en évidence par une forte augmentation de
I’indice de choc, Caron A. et al. Artif.Cells' Blood Substit. Immobil Biotechnol. 1999;27:49-
64), des mécanismes de régulation a court terme sont mis en ceuvre afin de maintenir la
perfusion des organes principaux La répartition du débit sanguin s’effectue alors

prioritairement vers les organes vitaux (cerveau, foie, rein,..) par vasoconstriction
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périphérique, notamment due a une libération accrue de catécholamines. Dans ces conditions,
I’effet vasoconstricteur des solutions d’hémoglobine per se est donc difficile a évaluer et il est
nécessaire de tenir compte des mécanismes vasoconstricteurs induits par I’hémorragie.

Pour s’affranchir de ce probléme d’interprétation, nous envisagerons donc I’étude des
effets cardiovasculaires des solutions d’hémoglobine dans un modele d’échange
transfusionnel partiel isovolémique, correspondant a une situation clinique telle que la

circulation extra-corporelle.

3.3 - Choix des vaisseaux et des parameétres étudiés

Pour la mise au point de la technique d’ultrasonographie a effet Doppler pulsé chez le
cobaye, nous avons choisi de travailler sur un vaisseau de calibre adapté a la dimension des
sondes de mesure et aisément accessible, 1’artére carotide primitive. Toutefois, un certain
nombre de difficultés s’est posé lors de I’interprétation des enregistrements de vélocité

sanguine du fait de ce choix.

Le caractére spécifique de la physiologie de la circulation carotidienne, et en
particulier les phénoménes de régulation mis en ceuvre pour adapter en permanence la
perfusion a la demande métabolique du cerveau, rend délicat I’interprétation des variations de
vélocité sanguine observées suite a I'injection de solutions d’hémoglobine. Nous nous
proposons donc pour la suite de notre étude de disposer les sondes de mesure sur d’autres
vaisseaux dont le choix sera détaillé plus loin dans la partie expérimentale de notre rapport
("Adaptation du modéle a I’étude des effets cardiovasculaires induits par des solutions

d’hémoglobine en situation d’hémodilution'").

Sur P’artére carotide de cobaye, nous avons suivi I’évolution de la vélocité sanguine

déterminée selon la formule de Doppler (voir partie bibliographique) :

Af=2£,.V.cos@/C

Nous nous sommes heurtés, lors de ’analyse des enregistrements, a certaines difficultés
venant du fait que la vélocité sanguine est dépendante de plusieurs facteurs dont notamment la

viscosité du sang et le carré du rayon du vaisseau considéré. En effet, si I’on remplace dans la
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formule de Poiseuille la résistance a 1’écoulement R par le rapport AP/Q ou AP est la

différence de pression, Q, le débit, u, la viscosité du sang, / et 7, la longueur et le rayon du

vaisseau, on aboutit 4 la relation suivante :

8.1

AP/Q = U. (équation 1)

En remplagant alors dans 1’équation 1 le débit par le produit de la vitesse d’écoulement du

sang et de la section du vaisseau (Q = V.7r.r2), on aboutit a la formule :

AP

V=u N (équation 2)

8.1

L’équation 2 indique que la vitesse d’écoulément duv sang est proportionnelle a la différence
de pression mais également a la viscosité du sang et au carré du rayon du vaisseau. La mesure
simultanée du calibre vasculaire et de la vélocité sanguine permettrait donc de traiter les
résultats en terme de débit sanguin absolu (Q = V.7z.r2) et ainsi de s’affranchir de certaines
approximations nécessaires si I’on raisonne en terme de vélocité sanguine.

Pour la suite de notre travail, nous avons donc souhaité mettre au point un systéme
ultrasonographique de mesure du diametre vasculaire dont le principe sera développé plus
loin. 11 convient toutefois de noter que, du fait de la taille des cristaux de mesure
commercialisés (1 mm” minimum), ’utilisation d’un tel matériel chez le cobaye a di étre
écartée. Il a donc été nécessaire de transposer ce modele expérimental préliminaire 3 un
animal dont la taille permet de concilier ces impératifs techniques et une utilisation de
solutions d’hémoglobine adaptée aux ressources du laboratoire ; le lapin néo-zélandais blanc a

été choisi.

Enfin, le calcul de I’indice de résistance a partir de I’enregistrement de la vélocité
sanguine carotidienne n’a permis qu’une évaluation approximative de 1’état vasomoteur des
vaisseaux dans Jleur ensemble. La valeur de ce paramétre est en effet influencée par les
variations de la pression pulsée (Leftheriosis G. et al., 1995). Ainsi, dans ce type d’étude, les
variations de I’indice de résistance doivent étre interprétées d’autant plus prudemment que

’administration d’hémoglobine en solution induit d’importantes modifications de la pression
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artériclle. Une méthode de mesure des résistances plus adaptée & notre modele sera donc

proposée pour la suite de ce travail.

3.4 - Choix de ’anesthésique

La fragilité du cobaye rend son anesthésie délicate et limite les possibilités en maticre
de produits anesthésiants. Le choix de [’halothane comme anesthésique général s’est effectué
dans la continuité des travaux précédemment effectués au laboratoire. Toutefois, 1’effet
hypotenseur de ce produit (Hart JL . et al., 1993 ; Jing M. et al., 1998) pourrait expliquer pour
partie la baisse significative de PAM observée dans les groupes d’animaux témoins (sang et
albumine) au-dela des 120 minutes suivant la restauration de la volémie. Il est donc apparu
important de se tourner vers un anesthésique dont les effets sur la régulation des mécanismes
cardiovasculaires seraient moindres que ceux de I’halothane.

Le passage a un autre modele animal, le lapin pour les impératifs techniques évoqués
plus haut, a permis de tester plusieurs anesthésiques par voie i.v. dont les effets sur les
parametres hémodynamiques sont moins marqués. Parmi ceux-ci, nous avons utilisé dans un
premier temps la combinaison fentanyl/fluanisone (Hypnorm™, Janssen Animal Health,
Grande-Bretagne) en injections régulieres, puis la kétamine (Ketalar®, Parke-Davis, France)
en perfusion continue, et finalement la combinaison kétamine pour !’induction et
pentobarbital sodique (Sanofi Santé Animale, France) en injections horaires qui a été retenu

comme nous allons le voir dans le chapitre suivant.

En résumé, cette étude préliminaire a permis de souligner les points a considérer pour
I’élaboration d’un modeéle expérimental adapté a notre objectif, I’analyse in vivo des effets
vasoactifs induits par les transporteurs d’oxygeéne a base d’hémoglobine.

Dans le chapitre suivant, nous présenterons le modele expérimental de base mis au
point, puis nous décrirons comment il a été appliqué a 1’étude des effets de trois substituts

érythrocytaires a base d’hémoglobine sur la circulation centrale et périphérique.

4 - Annexe 1

Les deux articles cités en référence dans ce chapitre sont proposés ci-apres.
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Mesure par ultrasonographie Doppler pulsé,

des effets vasoactifs

de I’hémoglobine-dextrane 10-benzene-tétracarboxylate,
substitut érythrocytaire potentiel

A. CARON*, P. MENU*, B. FAIVRE*, P. LABRUDE",
C. VIGNERON"*

* Laboratoire d'Hématologie et de Physiologie, Faculté des Sciences Pharmuceutiques et
Biologiques, Université Henri-Poincaré-Nancy I, Nancy

** Laboratoire de Biologie Tr i e, Erabli de Transfusion Sanguine de
Lorraine, Vandeguvre-lés-Naney

Résumé

Les effets vasoactifs de 1'hémoglobine-dextrane 10-benzéne-
tétracarboxylate {Hb-Dex-BTC), transporteur d'oxygéne potentiel &
base d'hémoglobine modifiée chimiquement, ont été comparés a
ceux de solutions de référence, le sang en autotransfusion et une
solution d'albumine a 50 g/l, par des mesures de vélocité sanguine
carotidienne, de pression artérielle movenne et de fréquences
cardiaque et respiratoire, dans un modéle de choc hémorragique
chez le cobaye Hartley anesthésié. :

L'hémoglobine libre provoque dés l'injection une hypertension de
40 % et une augmentation de la vélocité sanguine de 110 % par
rapport aux valeurs initiales. Trois heures aprés !'injection, la
vélocité sanguine reste encore de 38 % supérieure a sa valeur
initiale. Le calcul des résistances vasculaires montre un
accroissement du tonus carotidien.

L'Hb-Dex-BTC induit une hypertension transitoire de 35 %, sans
modification significative de la vélocité sanguine et des résistances
vasculaires. Ses effets vasoactifs sont comparables a ceux de la
solution témoin d'albumine.

Ces résultats montrent que, contrairement a I'hémoglobine libre,
I'Hb-Dex-BTC n'affecte pas significativement le tonus vasculaire.
Ceci pourrait étre expliqué par une moindre interaction de
I'hémoglobine modifiée avec les différents facteurs de la
régulation du tonus vaculaire.

Mots-clés : Hb-Dex-BTC, hémoglobine libre, vélocité sanguine,
Doppler pulsé, choc hémorragique, transporteurs d'oxygéne.

Correspondance : A. Caron, Laboratoire d'Hématologic ¢t de Physiologic, Facult¢ des
Scienees Pharmaceutiques et Biologiques, Université Henri-Poincaré-Nancy, 1, 7, ruc
Albert-Lebrun, BP 403, 54001 Nancy cedex, France.
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Summary

Vasoactive effects of Dextran-Benzene-Tetracarboxylate-
Hemoglobin, a potential red cell substitute, assessed by
pulsed Doppler ultrasonography

The effects of Dextran-Benzene-Tetracarboxylate-Hemoglobin
{Dex-BTC-Hb), a chemically-modified hemoglobin-based oxygen
carrier, on the vascular tone were compared to those of standard
solutions, i.e. the animal’s own blood and a 50 g/l albumin
solution, by measuring the carotid blood flow velocity, the mean
arterial pressure, the heart rate and respiratory frequency, in
anesthetized Hartley guinea pigs after a hemorragic shock.
Stroma-free hemoglobin induced 40 % hypertension and a 110 %
rise in blood flow velocity immediately after injection. The
velocity was still increased 38 %, 3 hours after injection. The
calculations of the vascular resistances showed an increase in
carotid vascular tone.

Dex-BTC-Hb brought about 35 % hypertension for two hours with
no significant modifications of the vascular tone. These cffects are
similar to those of the albumin solution.

These results indicate that, unlike stroma-free hemoglobin, Dex-
BTC-Hb does not significantly affect the vascular tone, probably
because of its slight interaction with the factors that regulate

vascular tone.

Keywords: Dex-BTC-Hb, stroma-free hemoglobin, blood flow
velocity, pulsed Doppler, hemorragic shock, oxygen carriers.

Introduction

Les transporteurs d'oxygéne a base d'hémoglobine
ou HBOC {Hemoglobin-Based Oxygen Carriers} ont
été développés dans le but de se substituer tempo-
rairement 2 la fonction oxyphorique des hématies
dans les situations nécessitant une restauration de
la masse globulaire. La mise au point de tels produits
est devenue une priorité pour les transfuseurs et réa-
nimateurs afin de pallier les problémes de groupage,
de risques infectieux et pour aboutir a une sécurité
transfusionnelle satisfaisante. L'élaboration de solu-
lions A base d"hémoglobine recombinante, ou d'hémo-
globine chimiquement modifi¢e a permis la mise au
point de produits de substitution potentiels capables
de maintenir la volémie, et de transporter et céder
correctement l'oxygéne aux tissus [1}.

Toutefois, la plupart de ces produits provoquent
des modifications transitoires du tonus vasculaire,
mises en évidence aussi bien in vitro sur des modé-
les d'artéres isolées que in vivo, par des mesures de

pression artérielle et de débits sanguins locaux dans
des modéles de chocs hémorragiques [2-6].

Afin d'analyser les différentes composantes de
|'effet vasoconstricteur des HBOC, nous avons mis
en ceuvre la méthode de la vélocimétrie Doppler
pulsé [7, 8]. Cette technique permet de mesurer la
vitesse d'écoulement du sang dans les vaisseaux ct
d'en déduire d'éventuelles variations du diamétre
vasculaire, c’est-d-dire de la section du vaisseau,
sachant qu’'a débit cardiaque constant la relation débit
= vitesse x section s'applique. Ainsi, une augmen-
tation de la vélocité sanguine traduit une vasocons-
triction, tandis qu'une diminution traduit une vaso-
dilatation.

Cette étude compare les modifications du tonus
vasculaire induites par une solution de remplissage
ou du sang autotransfusé a celles induites par deux
solutions & base d'hémoglobine, l'une sous forme
native, l'autre sous forme chimiquement modifiée,
I'hémoglobine-dextrane 10-benzéne-tétracarboxylate

{Hb-Dex-BTC), un transporteur d'oxygéne élaboré
par notre équipe dont les caractéristiques pharma-
cologiques sont trés satisfaisantes [9-11].

Matériels et méthodes

Animaux et protocole opératoire

Des cobayes Hartley males de 417 + 27 g (Charles
River, France) anesthésiés, ont été utilisés et mani-
pulés selon les lois de I'expérimentation animale [12].
La dose d’anesthésique (Halothane, Belamont,
France} et le débit de carbogéne {95 %0,/5 % CO,)
sont modulés respectivement par un Fluotec 3
{Cyprane, G.B.} et un débitmétre (systéme Gaultier,
France). Sur l'animal placé en décubitus dorsal sur
une table chauffante, 'artére carotide gauche et la
veine jugulaire droite sont cathétérisées (cathéters
Biotrol, France, de diamétre interne respectifs
0,58 mm ct 0,30 mm]) en vue respectivement d'un
préicvement et d'une injection. Sur l'artére carotide
droite, une sonde Doppler pulsé 20 MHz (DBF-120A-
CP, Crystal Biotech, USA} est mise en place.
L'ensemble des cathéters et des fils de la sonde,
glissés sous la peau de l'animal, émergent au niveau
de la nuque ot ils sont maintenus par une ligature.

Choc hémorragique de 50 % du volume
sanguin et traitement isovolémique

La quantité de sang & extraire est calculée comme
suit : volume de sang (ml) = [poids corporel (g) x
6,5/100) x 0,5 {13].

Le choc hémorragique contrdlé est réalisé stérile-
ment par prélévements artériels réguliers de 1 ml
toutes les deux minutes au moyen de seringues. Cette
période d'extraction du sang a une durée moyenne
de 30 minutes au terme desquelles 50 % du volume
sanguin de l'animal a ¢été cxtrait. L'animal est alors
laissé cn hypovolémie durant encore 15 minutes afin
d’obtenir une phase hémorragique d'une durée totale
moyenne de 45 minutes. Ensuite, débute la phase de
simulation thérapcutique qui consiste en l'injection
1V, sous un débit de 2 ml/min, des solutions de subs-
titution a tester :

- autotransfusion du sang de I'animal recueilli sur

héparine, (n = 5);
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- solution d'albumine sérique humaine a 50 g/l
(Pasteur-Mérieux sérums & vaccins, France)
{n =5);

- solution d'hémoglobine humaine native purifiée
{lot expérimental PH 80, Laboratoire d'Hémato-
logie-Physiologie, Faculté de Pharmacie de
Nancy en collaboration avec Pasteur-Mérieux
sérums & vaccins, France} (n = 5};

- solution d'hémoglobine-dextrane 10-benzéne-
tétracarboxylate (lot expérimental FS 46, Labo-
ratoire d'Hématologie-Physiologie, Faculté de
Pharmacie de Nancy en collaboration avec
Pasteur-Mérieux sérums & vaccins, France)
{n = 5).

Ces solutions diluées en Tyrode [pH 7,80 ; glucose :
1,20 g/l; Na*: 141,0 mM; K*: 50 mM; Ca™:
2,5mM; Mg : 1,1 mM; Cl": 1158 mM ; phos-
phates : 0,8 mM ; hydrogénocarbonates : 30,0 mM)
sont isooncotiques et isoosmotiques. Leurs propres
caractéristiques physico-chimiques et physiologiques
sont précisées dans le tableau 1.

Parameétres mesurés et calculés

Sur ce modéle expérimental, différents paramatres
sont enregistrés en continu au moyen d'un systéme
informatique d'acquisition des données {UIM 100,
MP 100 et logiciel Acgknowledge, Biopac System,
USA} :

La vélocité sanguine

La sonde Doppler carotidienne est branchée a un
module Doppler pulsé de 20 MHz (PD-20, Crystal
Biotech, USA} alimenté par un module principal
(CBI-8000, Crystal Biotech, USA} permettant de
mesurer la vitesse d'écoulement du sang. A partir de
ce paramétre, 'indice de résistance, témoin du tonus
vasculaire, est calculé ponctuellement selon la for-
mule de Pourcelot {14]: Iz = (S - DJ/S ot S est la
vitesse sanguine systolique maximale et D la vitesse
sanguinc télédiastolique.

La pression artérielle moyenne

Le cathéter carotidien est relié a un capteur de pres-
sion [P-1000A, Narco Bio-Systems Inc., USA} qui,
branché a un enregistreur {Physiograph Desk Model,
Narco Bio-Systems Inc., USA) permet de mesurer la
pression artérielle moyenne (PAM).
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Tableau
Caractéristiques physico-chimiques ¢t physiologiques des diflférentes solutions injectées
Concentration {g/l) Viscosité Osmolalité Pression oncotique Mettb Py
Hb Proteines (1) | jePal {mosm/kg) {kPa (%) [Torrs)
plusmatiques
Sang (53 56 1,923 — 290-310 3.2-3,7 <1 29
Albuminge - 500 - 110 300 2 - -
Hemoglobine native 79 - - 0,85 305 3.1 2.3 17
{lot exp. PH 80}
[ Hb-Dex-BTC 83 - - |a2un 279 14 9.1 21
I ot exp. £5 46)

L'électrocardiogramme et le rvthme respiratoire

Ces paramétres sont fournis par trois électrodes
implantées sous la peau de I'animal selon la dévia-

Phase hémorragique
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*
Stabilisation

1. -
Extraction

* *

Etat basal

tion D, d'Einthoven et connectées & I'cnregistreur.

L'enrcgistrement des paramétres et le traitement
des données s'effectuent suivant le protocole décrit
en figure 1.

. Paramétres enregistrés et calculés :
*: VS, PAM, ECG, FR et FC

t: VS, ECG,FR et FC

Ik

Phase de traitement

= 45
= o+e

++

TEMPS (minutes)

Figure 1
Représentation schématique du protoesle expérimental.

VS o vélocité sanguine ; PAM : pression artériclle moyenne ;
cardiaque 1 IR @ indice de rdsistance,

69

240 270 300

ECG : ¢lectrocardiogramme ; FR : fréquence respiratoire ; FC : fréquence

Analyse statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne = 1 écart
sur la moyenne (m + sem). Ils sont soumis au test t
de Student pour lequel une valeur de p < 0,05 est
considérée comme significative.

Résultats
Aucunc modification des fréquences cardiague et
respiratoire n'a été mise en évidence aprés traitement
du choc hémorragique, et ce quelle que soit la solu-
tion injectée.

Une évolution des paramétres hémodynamiques
est observée au cours du temps pour chacune des
quatre solutions testées.
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a

Sang

A l'issue de la réinjection du sang en autotransfusion,
une augmentation transitoire {30 minutes) de la véio-
cité sanguine et de la PAM est observée. Par la suite,
il est constaté le retour de la PAM et de la vélocité
aux valeurs normales puis une diminution de la véio-
cité pour atteindre aprés deux heures une valeur de
30 % inférieure 2 celle d’avant le choc (Figures 2
et 3.

L'indice de résistance subit une augmenta-
tion importante dés 'administration du sang. Au-
deld de 3 heures, il retrouve sa valeur basale
[Figure 4).

;D Sang
* i S Albumine
! 8 Hb native |
‘ ‘= Hb-Dex-BTC |
b
| *
| 5
{
!
Ir
T
o
|

NN
v

15-30 min
60-120 min
120-180 min

Temps

Variations de fa vélocité sanguine par rapport aux valeurs initiales (indice 100) 4 différentes périodes du choc hémorragique
et de son traitement. (n = 5. m = sem pour chaque substitut).
“ ¢ valeur signilicativement différente de ta valeur d'avant le choe, p < 0,05.
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Figure 4

Variations de Iindice de résislance carotidicn caleulé @ difféeents temps du choe hémorragique et de son traitement.

Albumine

Des fa fin de la phase de traitement, la vélocité san-
guine (Figure 2, la PAM {Figure 3} et I'indice de résis-
tance {Figure 4) retrouvent leurs valeurs initiales. On
observe toutefois une légére diminution des valeurs
de vélocité et de PAM aprés 2 heures.

Hémoglobine native purifiée

La vélocité sanguine {Figure 2}, la PAM (Figure 3) et
I'indice de résistance {Figure 4) subissent respecti-
vement une augmentation de 110 %, 40 % et 40 %
par rapport aux valeurs d'avant le choc, et ce dés la
fin de U'injection de la solution de substitution. Au
bout de 3 heures, la PAM et l'indice de résistance
sont revenus aux valeurs initiales alors que la vélo-
cité sanguine est encore de 38 % supérieure.

Hémoglobine-dextrane 10-benzéne-
tétracarboxylate

L'injection d"Hb-Dex-BTC est suivie d'une hyperten-
sion transitoire de 2 heures avec un maximum de
35 % dés la fin du choc {Figure 3) alors que la vélo-
cité sanguine {Figure 2) et l'indice de résistance
(Figure 3) restent stables. 1 est & noter toutefois que
la vélocité sanguine tend & diminuer 2 heures aprés
'adjonction du substitut.

Discussion

Dans les conditions expérimentales retenues, la réin-
jection de son sang a l'animal (autotransfusion}, ou
I'injection de la solution d’albumine, ne provoquent
pas, dés la fin du choc, de modifications notables de
la pression artérielle moyenne et de la vélocité san-
guine. Cependant, il apparait une différence impor-
tante quant a la valeur de I'indice de résistance qui
est considérablement augmenté pour le sang et pra-
tiquement inchangé avec I'albumine. Cette forte per-
turbation de lindice induite par le sang non
hémodilué pourrait s'expliquer par sa viscosité éle-
vée qui ne permet pas, compte tenu de I'état de choc
dans lequel se trouve l'organisme, de lever et de traiter
tes ischémies provoquées par cet état. Du fait de cette
viscosité trop élevée et également de I'hématocrite
qui, en fin de choc, est le double de celui des autres
groupes, les animaux autotransfusés ne peuvent donc
pas constituer le groupe contréle. De plus, dans un
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tel état de choc, cet hématocrite et cette viscosité ina-
daptés pourraient étre 4 I'origine d'une augmentation
importante des contraintes de cisaillement stimulant
I'endothélium et induisant une réponse vasoactive.
Comme |'étude fréquentielle atteste que le débit
cardiaque reste constant, le travail a fournir pour lever
I'tschémie dans les tissus pourrait étre alors assuré par
vasoconstriction. L'augmentation trés importante de
I'indice de résistance avec le sang met en évidence
un accroissement trés net du tonus vasculaire tendant
donc a confirmer cette vasoactivité.

Pour sa part, I'albumine humaine a 50 g/l, substi-
tut plasmatique classiquement utilisé pour restaurer
et maintenir la volémie en situation hémorragique
grave, apparait comme une solution témoin adéquate
puisqu’elle ne modifie ni le tonus vasculaire, ni la
vélocité sanguine.

Toutefois, il est 2 noter une baisse de la pression
artérielle moyenne, conséquence possible d'un effet
hypotenseur dose-dépendante de I'Halothane.

Les solutions d’hémoglobine native ou modifiée
induisent une augmentation importante de la pression
artérielle moyenne durant les deux heures qui suivent
la fin du choe, mais cette hypertension est transitoire
et diminue au cours du temps. Ceci peut s’expliquer
différemment pour chacune des deux solutions :

- I’hémoglobine native, en se dimérisant, quitte

rapidement le compartiment vasculaire {demi-
vie de 1 & 2 heures} {15}, ce qui explique la dimi-
nution de |'hypertension et de I'effet vasoactif
au cours du temps.

- I'Hb-Dex-BTC, dont la demi-vie plasmatique est
de 10-12 heures [16], provoque une hyperten-
sion de méme ordre que I'hémoglobine native
mais de durée beaucoup plus bréve. Cette dif-
férence de comportement dans la durée s'expli-
que par le maintien prolongé de I'Hb-Dex-BTC
dans le lit vasculaire. Son champ d'action serait
alors limité a la barriére endothéliale, ceci
contrairement & I'hémoglobine native qui pour-
rait avec le temps pénétrer dans la paroi vascu-
laire et induire un effet nouveau, additionnel
et tardif au niveau des cellules musculaires
lisses vasculaires. Pour étayer cette hypothése,
nous avons mis en ceuvre des études histolo-
giques préliminaires qui montrent, dans la
média des vaisseaux, la présence d'hémoglo-
bine native ce qui n'est pas le cas de I'Hb-Dex-
BTC (résultats non publiés}.
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Cependant, l'effet hypertenseur d'environ deux
heures provoqué par I'Hb-Dex-BTC alors qu'clle per-
siste en grande quantité et pendant de nombreuses
heures encore dans le lit vasculaire reste actuelle-
ment inexpliqué.

Il faut enfin souligner I'importance des modifica-
tions chimiques subies par ['hémoglobine dans les
réponses vasculaires détectées au niveau de la cir-
culation centrale. En effet, la vélocité sanguine et
I'indice de résistance au niveau de la carotide ne sont
respectivement pas ou seulement trés peu perturbés
lors du traitement du choc par 'Hb-Dex-BTC a la
différence de I'hémoglobine native.

['évolution de la vélocité sanguine peut étre expli-
quée par la constriction ou la dilalation de vaisseaux
plus périphériques et par les modifications de viscosité
plasmatique induites par I'injection des sotutions dans
la circulation sanguine. Ainsi U'augmentation légére de
la vélocité en présence d'Hb-Dex-BTC peut étre due
4 la nature de sa viscosité [17], qui reste proche de
celle obtenue avec I'albumine humaine, et & une aug-
mentation modérée du tonus vasculaire comme sem-

blent le confirmer les valeurs de I'indice de résistance.
A l'inverse, 'hémoglobine native, par diminution nette
de la viscosité [17] et par un tonus vasculaire renforcé,
provoquerait une accélération de la vélocité sanguine.

Pour parvenir 4 mieux comprendre les phéno-
ménes vasoactifs observés en réponse a 'adminis-
tration de sotutions d’hémoglobine, il apparait indis-
pensable de poursuivre ce travail en y ajoutant des
mesures directes du diamétre de vaisseaux centraux
{artére carotide) et périphériques (artéres fémorale
et iliaque}.

Conclusions
Cette étude montre !'existence réelle d'un cffet
hypertenseur de deux HBOC avec participation
directe du tonus vasculaire. D'aprés la littérature,
celui-ci serait dG 4 une vasoconstriction [18, 19] qui
pourrait s'expliquer selon trois voies distinctes sus-
ceptibles d'agir seules ou conjointement.
L'hémoglobine peut interagir avec un ou plusieurs
facteurs responsables de ta régulation du tonus vas-
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Schéma mantrant les interactions possibles de I'hémoglobine avee différents facteurs impliqués dans la régulation du tonus

vasculaire,

culaire {20, 21]. Elle peut inhiber la relaxation EDRF-
dépendante soit en interagissant avee I'EDRF ou
oxyde nitrique {NO), facteur d'origine endothéliale
[22, 23], avant sa fixation au niveau de la guanylate
cyclase des muscles lisses des vaisseaux (24, 25], soit
en bloquant la synthése intra-endothéliale de celui-
ci. Elle peut également favoriser la contraction
endothéline-1-dépendante en stimulant la synthése
de ce peptide [2], et/ou encore elle peut, au cours de
l'auto-oxydation dont elle est 'objet, générer V'anion
superoxyde qui, en réagissant avec NO pour former
'anion peroxynitrite, se comporte alors comme un
puissant vasoconstricteur {26]. Ces différentes hypo-
théses sont résumées par la figure 5.

Cependant, pour étre en mesure de préciser la ou
les voies récllement responsables de ces effets, il sera
nécessaire de mener des études complémentaires sur
un plan histologique, biochimique et physiologique
ol la technique d'ultrasonographie Doppler pulsé
constitue une des approches possibles en offrant les
mémes avantages, sans en supporter les inconvé-
nients, que les techniques in vitro et in vivo dévelop-
pées par d'autres auteurs pour étudier la vasoactivité
(. 27]. -

Remerciements

Ce travail a été réalisé, pour la partie du traitement
des signaux, en collaboration avec M. Fabien Belloir
du Laboratoire d’ Application de la Microélectronique
|Pr G. Villermain-Lécolier] de la Faculté des Sciences
de Reims.

Références

{1] Dracker R.A. {1995) The development and use of oxygen-
carrying blood substitutes. fmmunol. Invest., 24, 403-410.

| Gulati A, Singh G., Rebello ., Sharma A.C. {1995) Effect of
diaspirin crosslinked and stroma-reduced hemoglobin on mean

al pressure and endothelin-| concentration in rats. Life

56, 1433-1442,

[rLer W., Llave R., Jing M., Hart ].. Mc Quillan P., Muldoon
S. {1993} Cnn(ru.nlL effects of diaspirin cross-linked hemoglo-

hm {DCLHL™) on isolaled porcine blood vessels. /. Lab, Clin.

Med., 125, 762767,

Ulatowski J.A., Kochler R.C., Nishikawa T. et al. {1995} Role
of nitric oxide scavenging in peripheral vasoconstrictor res-
ponse 10 88 cross-linked hemoglobin, Art. Cells, Blood Subs.
Immuob. Biotech., 23, 263-269,

5

{

artel

K

-

=

Greenburg AG., Kim HLW. {1995 Hemoglobin mediated
vasoactivity in isolated vascular cings. Art. Cells, Blood Subs.
Tmenob. Biotech., 23, 303-309,

EFFETS VASOACTIFS DE HB-DEX-BTC 461

16] Rioux F., Petitclerc E., Audet R,, Drapeau G., Ficlding RM.,
Marceau F. {1995) R bi human h lobin inhibits
both constitutive and cytokine-induced nitrie oxide-mediated
relaxation of rabbit isolated aortic rings. /. Cardiovasc. Phar-
macol., 24, 229-237.

[7] Hartley C.J., Cole ].S. {1974) An ultrasonic pulsed Doppler
system for measuring blood flow in small vessels. /. Appl.
Physiol., 37, 626-629.

{8] Haywood J.R., Shaffer R.A., Fastenow C., Fink G.D.. Brody
M.J. {1981) Regional blood flow measurement with pulsed
Doppler flowmeter in conscious rat. Am. /. Physiol. {Heart
Circ. Physiol. 10), 241, H273-H278.

(9] Prouchayret F., Fasan G.. Grandgeorge M.. Vigneron C..
Menu P., Dellacheric E. {1992} A potential blood substitute
from carboxylic dextran and oxyhemoglobin. 1. Preparation.
purification and characterisation. Biomat. Art. Cells [mmob.
Biotech., 20 319-322.

{10] Faivre B.. Menu P.. Labrude P., Grandgeorge M., Vigneron
C.. Dellacherie E. [1992) A potential blood substitute
from carboxylic dextran and oxyhemoglobin. I1. Physicoche-
mical and physiological asscssments. Preliminary results
on guinea pig. Biomat. Art. Cells Immob. Biotech., 20,
597-600.

{11} Meau P, Faivre B., Labrude P., Rilfard P., Grandgeorge M.,
Vigneron C. (1994} Human hemoglobin conjugated to car-
boxylate dextran as a potential red biood cell substitute. 11.
Pharmacotoxicological evaluation. Biomat. Art. Cells Immob.
Biotech., 22, 551-558.

(12] Brugére H., Laurent J., Le Bars D, et al, {1992) Expérimenta-
tion apimale : mode d’ melox INSERM éd., Chimie et Ecolo-
gie. 153 p.

[13] Mitruka B.M., Rawnsley H. M (1977) In : Clinical Biochemi-
cal and Hematological Rer’erences Values in Normal Experimental
Animals. Section [{ : Sample Collection, Preparation, and Pre-
servation. Masson Publishing USA Inc., 21-39,

(14} Dauzat M. [sous la dircction de} {1986). In : Pratique de I'ultra-
sonographie vasculaire (Doppler-Echographic). Chapitre 2
Principes d'utilisation de I'ultrasonographie vasculaire. V|got
éd., 63-117.

[15] Blecker W.K., Berbers G.A.M., Den Boer P.J., Agterberg J.,
Rigter G., Bakker J.C. {1992) Effect of polymerization on clea-
rance and degradation of free hemoglobin, Biomat. Art. Cells
Immob. Blotech., 20, 747-750.

(18] Dellacheric E., Vigneron C. [1991) Hemoglobin-based artifi-
cial blood : new polymeric derivatives of hemogiobin with
low oxygen affinity. Int. J. Art. Org., 14, 28-32.

[17] Menu P, Donner M., Faivre B., Labrude P., Vigneron C.
(199:)! In vitro cffects of dextran-benzene-tetracarboxylate

lobin on human rheological propertics. Art. Cells, Biood
Subs. Immob. Biotech., 22, 551-558.

(18} Vogel W.M., Dennis R.C., Cassidy G., Apstein C.S., Valeri
C.R. {1986] Coronary constrictor cffect of stroma-free hemo-
globin solutions. Am. J. Physiol. {Hcart Circ. Physiol.), 251,

H413-H420.
[19] Motterlini R., Mnchndld V.W. (1993} Cell-free hcmoglobm
potentiates acetylcholi duced coronary riction

in rabbit hearts. J. Appl. Physiol., 75, 2224-2233.

(20{ Cabrera C., Bohr D. {1995) The role of nitric oxide in the cen-
tral control of blood pressure. Biochem. Biophys. Res. Com-
mun., 206, 77-81.

[21] La M., Reid |.J. {1995) Endothelin-1 and the regulation of vas-
cular tone. Clin. Exp. Pharmacol. Physiol., 22 315-323.

(22} Furchgott R.F., Zawadski ].V. {1980) The obligatory rolc of
endothelial cclls in the relaxation of arterial smooth muscle
by acetylcholine. Nature, 288 (5789) 373.376.



d

oTejuswILIpdxs onre

CL

462 A. CARON ET AL.

(23} Palimer R.M.J., Ferrige A.G., Moncada S. {1987) Nitric oxide
release accounts for the biological activity of endothelium-
derived relaxing factor. Nature, 327, 524-526.

{24] Kosaka H., Uozomi M., Tyuma L. {1989} The interaction bet-

ween nitrogen oxides and hemoglobin and endothelium-

rclaxing factor. Free Radic. Biol. Med., 7, 653-658.

sai A.L. (1994} How does NO activate hemeproteins ? FEBS

. 341 141-145.

{26] Myers S., Hernandez R., Castaneda A. (1995} A possible
role for oxygen free radicals in the regulation of renal
nitri¢c oxide synthesis and blood flow. Am. J. Surg., 169,
604-608.

{27] Heymann M.A,, Payne B.D., Hoffmann ].1.E.. Rudolph A.M.
(1977) Blood {low measurements with radionuclide-labelled
particles. Prog. Cardiovasc. Dis., 20, 55-79.



orejuawLIpdx9 o1pRJ

ART. CELLS, BLOOD SUBS., AND IMMOB. BIOTECH., 27(1), 49—64 (1999)

THE EFFECTS OF STROMA-FREE AND
DEXTRAN-CONJUGATED HEMOGLOBIN ON
HEMODYNAMICS AND CAROTID BLOOD FLOW IN
HEMORRHAGED GUINEA PIGS
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Laboratoire d’Hématologie & Physiologie
Faculté de Pharmacie
Université Henn Poincaré
Rue Albert Lebrun, 54001 Nancy, France.

ABSTRACT

Hemoglobin solutions are potential resuscitative fluids with volume
expanding and oxygen delivery abilities developed to reduce the use of blood
transtusion. Most hemoglobin solutions in clinical trials increase transiently
arterial pressure by inhibiting nitric oxide-dependent vasodilation. Our
objective was to compare the effects on central hemodynamics and carotid
blood flow of two hemoglobin solutions after resuscitation from hemorrhage
in anesthetized guinea pigs. After anesthesia and instrumentation, severe
hemorrhage was induced by withdrawing 50% of the blood volume.

Resuscitation was performed after 15 min of hypovolemia with 5% albumin,

49
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stroma-free hemoglobin, or hemoglobin conjugated to dextran-benzene-
tetracarboxylate (Dex-BTC-Hb). The mean arterial pressure (MAP), carotid
blood flow (CBF), vascular resistance index and heart rate (HR) were
monitored for 3 hours after resuscitation. After hemorrhage, MAP and CBF
dropped to 57.6 + 4.4% and 58.9  3.7% of control values respectively.
Albumin failed to maintain hemodynamics in the decompensatory phase of
shock. Both hemoglobin solutions gave rise to a transient increase in MAP
(35%); stroma-free hemoglobin increased the CBF (150%) and resistance
index (24%) whereas Dex-BTC-Hb had no effect on CBF and vascular
resistances. None of the solutions affected the HR. Modified hemoglobin has
attenuated effects on CBF and resistance index compared to stroma-free
hemoglobin. This may be due to a balance between the stimulation of nitric
oxide synthesis by shear-stress and the inhibition of vasodilation by nitric

oxide trapping.

INTRODUCTION

Severe hemorrhage results in a decrease in cardiac output and blood
pressure. This is followed by a compensatory phase in which blood pressure is
maintained by sympathetic timulation and release of vasoconstrictive
mediators. Blood is preferentially distributed to vital organs as a result of
peripheral vasoconstriction. These are temporary mechanisms, and if the
hypovolemia is not corrected, a delayed decompensatory phase occurs, leading
to gradual irreversible vasodilation, necrosis of various organs and finally to
death (1). In clinical practice, blood volume is restored by injecting solutions
of hydroxyethyl starch, modified fluid gelatin or human albumin.
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Nevertheless, when the hemoglobin level falls below a given threshold, red
blood cells must be transfused in order to provide adequate oxygen supply (2).
Chemically and genetically modified human or animal hemoglobins have been
developed to minimize the nisks of donor-recipient incompatibility and
infectious disease transmission due to red blood cells transtusion, and to
create a blood substitute easy to store and to transport. These hemoglobin-
based oxygen carriers provide safe and stable solutions with appropriate
vascular lifespans, oncotic pressures and oxygen transport and delivery
abilities (3,4). Several hemoglobin solutions are presently undergoing clinical
trials, and the studies revealed their vasoconstrictor etfect (3.4). Previous
studies of isolated vascular rings demonstrated the potent vasoconstrictor
effect of hemoglobin in different vessels and species (5,6). There are several
possible reasons for this vasoactive action of hemoglobin. One explanation is
massive trapping of endothelium-derived nitric oxide. Hemoglobin has a
strong affinity for nitric oxide and this interaction results in the inhibition of
nitric oxide-dependent relaxation (7-9). Hemoglobin can also stumulate the
synthesis of the vasoconstrictor factor endothelin-1 by cultured endothelial
cells (10). Gulati er uf. have reported that stroma-free hemoglobin and
diaspirin cross-linked hemoglobin increased the plasma endothelin-1
concentration in vivo (11,12). Thus hemoglobin could influence the vascular
tone via several mechanisms.

Dex-BTC-Hb is a promising resuscitative fluid developed in our
laboratory and prepared from human erythrocytes by a protocol involving the
conjugation of oxyhemoglobin to an effector polymer, dextran-benzene-
tetracarboxylate (13). Its pharmacological and toxicological properties are
good, it has a long vascular half-life, a high level of oxygen saturation (Ps,)
and a high lethal dose (14,15). The solution of Dex-BTC-Hb is safe, pure and
pasteurized, and can be stored frozen for over a year. Its main potential
application is the restoration of blood volume and oxygen supply in
emergency situations and perioperative periods. Studies in guinea pigs
indicated that Dex-BTC-Hb was suitable to treat hypovolemia and could
improve the survival of animals after a 75% blood volume loss (14). Like most
hemoglobin solutions, Dex-BTC-Hb increased blood pressure in guinea pigs,
but the mechanism of this pressor effect remains unclear.

The present study was designed to compare the effects of a purified
stroma-free hemoglobin solution (SFHb) and Dex-BTC-Hb on hemodynamics
and carotid blood flow (CBF) in anesthetized guinea pigs resuscitated from
severe hemorrhage. The mean artenal pressure (MAP), heart rate, CBF and
resistance index (RI, a non-dimensional estimator of vascular resistances)
were measured for 3 hours after resuscitation. Our results demonstrate that the
chemically-modified hemoglobin solution has diminished etfects on CBF and
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RI as compared to stroma-free hemoglobin and was able to maintain adequate
blood pressure, HR and CBF. Several potential mechanisms explaining these
differences are discussed.

MATERIALS AND METHODS

Animals and surgical procedure.

Male Hartley guinea pigs weighing 350-400 g (Charles River, France)
were anesthetized with 1% halothane (Belamont, France) in a mixture of 95%
0O, with 5% CQ,. Penicillin (200,000 U/kg i.v., Diamant, France) was given
prior to the start of the operative procedure as prophylaxis against infections.
The left common carotid artery was cannulated with a polyethylene catheter
(Biotrol, France) for MAP measurements and blood withdrawal. The nght
jugular vein was cannulated with a polyethylene catheter (Biotrol, France) for
infusion of solutions. A directional pulsed Doppler flow probe (DBF-120A,
Crystal Biotech, USA), with a 0.9 mm lumen, and a 20 MHz ultrasonic
frequency was placed around the rght common carotid artery. The
instrumented animals were allowed to equilibrate for one hour before
hemorrhage. The study protocol was approved by the Animal Protection
Bureau of the French Ministry for Fishing, Agriculture and Food, and the
experiments were conducted in accordance with the national instructions for
laboratory animal use.

Hemorrhage and resuscitation.

Severe hemorrhage was induced by removing 50% of the total blood
volume (calculated as 6.5% of the body weight) via the arterial catheter, at a
flow rate of 1mL/min. Blood was collected in a sterile heparinized reservotr.
After hemorrhage, animals were maintained in hypovolemia for 15 min.
Animals were randomly allocated to one of the following groups for
isovolemic resuscitation:

- group l: animals received a human albumin solution (Pasteur-Mérieux
Sérums & vaccins, France, 50 g/L; n=5);

- group II. animals received a purified stroma-free hemoglobin (SFHbD)
solution (80 g/L; n=5);

- group III: animals received a chemically modified hemoglobin solution, Dex-
BTC-Hb, (80 g/L; n=5).

The solutions were infused continuously at a flow rate of 2mL/min. The
experimental protocol is summarized in figure 1.

Hemoglobin solutions preparation.
SFHb was prepared from venous blood according to the protocol
described by Menu et al. (15,16). Dex-BTC-Hb was prepared as descnibed by
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Hypovolemic

phase - albumin 5%
Resuscitation - SFHb
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FIGURE 1: Description of the experimental protocol.
SFHb: stroma-free hemoglobin; Dex-BTC-Hb: dextran-benzene-tetracarboxylate hemoglobin

Prouchayret er a/. (13). The solutions were dissolved in Tyrode (glucose: 1.20
g/L; Na™ 141.0 mM; K":5.0 mM; Ca™: 2.5 mM; Mg™ 1.1 mM; CI: 115.8
mM; phosphates: 0.8 mM; carbonates: 30.0 mM) and were isoosmotic and
isooncotic with plasma. The physicochemical properties of the hemoglobin
solutions are presented in the Table [.

Measurements and calculations.

The arterial catheter was connected to a pressure transducer (P-10004,
Narco Bio-Systems, USA) for measurements of the MAP. Because the arterial
catheter was used for blood withdrawal, measurement of blood pressure was
discontinued during the hemorrhage, and was restarted as soon as it ended.
The blood flow probe was connected to a pulsed Doppler flowmeter (PD-20
module and CBI-8000 mainframe, Crystal Biotech, USA) for blood flow
measurements (17,18). The resistance index is a non-dimensional estimator of
the vascular resistance calculated from the CBF signal with Pourcelot’s
formula: RI = S-D/§, where R1 is the resistive index, S is the maximal systolic
blood flow velocity and D is the telediastolic blood flow velocity. The
resistance index is directly proportional to the vascular resistance provided a
sufficient pujsatile blood pressure is maintained (19). For this reason, the RI
was not calculated during the hemorrhagic phase. The HR was calculated from
the CBF signal as the reciprocal of the interval between two consecutive
systolic peaks. Data were recorded with an analog multi-chanel acquisition
system (Acgqknowledge software and MP100, Biopac System, USA).
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Table L Physicochemical properties of hemoglobin solutions

Stroma-free Hb Dex-BTC-Hb

Total Hemoglobin (g/L) 80 80
Methemoglobin (%) 43 4.6
Free Hemoglobin (%) 100 <5
Free Dex-BTC (g/L) - <4.8
Pso (torr) 17 25
Osmolality (mOsm/kg) 305 290

Data analysis.

HR values are means = 1 SEM. The other parameters are expressed as
percent changes from baseline values and are means = 1 SEM. Values at each
postresuscitative time for each group were compared with baseline values by
repeated-measures ANOVA. The difference between the four groups at each
postresuscitative time were compared by ANOVA. A p value < 0.05 was
considered significant.

RESULTS

Effects of hemorrhage on hemodynamics

After hemorrhage the MAP dropped to 57.6 + 4.4% (figure 2) and the
CBFV dropped to 58.9 + 3.7% (figure 3) from baseline values. The shock
index, a non-dimensional estimator of physiological state and calculated as
pulse rate/systolic blood pressure (20), increased after hemorrhage to 10.4 +
09vs.42+0.5,99+40vs.45+09,94%19 vs. 41 £ 1.0, in albumin,
SFHb and Dex-BTC-Hb groups respectively. A non significant increase in HR
was observed (figure 5). The values were similar between the four groups.

Effects of resuscitation on hemodynamics

Albumin: MAP was not modified in the first hour after infusion of albumin,
and a decrease in MAP was observed after this period (figure 2). CBF did not
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FIGURE 2 Chapges in mean arterial pressure after hemorrhage and resuscitation, expressed as
percents from baseline value. Time is expressed in min.

Alb  5%: albumin, SFHb: stroma-free hemoglobin; Dex-BTC-Hb: dextran-benzene-
tetracarboxylate hemoglobin.

* : p<0.05 compared to baseline within groups.

#:p<0.05 SFHD versus Alb 5%; @: p<0.05 Dex-BTC-Hb versus Alb 5%,

No difference between SFHb and Dex-BTC-Hb.

change after resuscitation (figure 3) and the RI increased in the first minutes
following resuscitation (figure 4). The HR was not affected by albumin
infusion (figure 5).

SFHb: SFHb increased MAP during the first 30 min following infusion (figure
2). A large and sustained increase in CBF was observed (figure 3) and RI
increased immediately after infusion of SFHb (figure 4). HR was not affected
by SFHb infusion (figure 5).

Dex-BTC-Hb: Dex-BTC-Hb increased.transiently MAP in the first hour after
infusion (figure 2). CBF did not change immediately after infusion of Dex-
BTC-Hb, but a slight decrease was observed after one hour. CBF values were
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FIGURE 3: Changes in carotid blood flow velocity after hemorrhage and resuscitation,
expressed as percents from baseline value. Time is cxpres§cd in min,

Alg 5%: albumin; SFHb: stroma-frec hemoglobin, Dex-BTC-Hb:  dextran-benzene-
tetracarboxylate hemoglobin.

* - p<0.05 compared to baseline within groups.

# : p<0.05 SFHb versus Alb 5%; + : p<0.05 Dex-BTC-Hb versus SFHb.

No difference between Alb 5% and Dex-BTC-Hb.

different from those of SFHb group at each time (figure 3). RI was unmodified
by Dex-BTC-Hb compared to baseline. The resistance index values of Dex-
BTC-Hb-treated animals were different from those of SFHb-treated animals
(figure 4). No difference in HR was observed after infusion of Dex-BTC-Hb
(figure 5).

DISCUSSION

The influence of two hemoglobin-based solutions with identical
hemoglobin concentration on hemodynamics and vascular resistances was
evaluated in an anesthetized fixed volume bleed-out model of hemorrhage.
The mean drawback of our model is that the effects observed following
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FIGURE 4: Changes in resistance index afler resuscitation from hemorrhage, expressed as
percents from baseline value.

Alb  5%: albumin; SFHb: stroma-free hemoglobin; Dex-BTC-Hb: dextran-benzene-
tetracarboxylate hemoglobin.

* : p<0.05 compared to baseline within groups.

# : p<0.05 SFHb versus Alb 5%; @ p<0.05 Dex-BTC-Hb versus Alb 5%; + : p<0.05 Dex-BTC-
Hb versus SFHb.

hemorrhage may not solely be due to blood loss but could be due to the
combined effects of anesthesia and hemorrhage.

A resuscitative fluid (albumin) known to be without an active effect on
blood pressure was used as a control solution (21). Albumin solution is
devoided oxygen delivery capacity but has a molecular mass and an oncotic
pressure similar to those of hemoglobin. In the first hour following the
injection, albumin maintained MAP and CBF close to basal values. RI
increased significantly in the first 15 minutes following resuscitation. These
findings reflect the compensatory phase following hemorrhage in which the
sympathetic stimulation and systemic vasoconstriction contribute to maintain
blood pressure and tissue perfusion. This first phase is followed by a fall in
MAP and a return of the RI to basal values. These results indicate that blood
volume restoration with albumin failed to maintain hemodynamics and to
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FIGURE 5: Changes in HR after hemorrhage and resuscitation. Time is expressed in min.

Alb 5% albumin; SFHb: stroma-free hemoglobin; Dex-BTC-Hb: dextran-benzene-
tetracarboxylate hemoglobin.

* : p<0.05 compared to baseline within groups.

No difference between groups.

reverse the delayed irreversible decompensatory phase of hemorrhagic shock
probably related, but not limited, to nitric oxide synthase activation (22).
Unlike the albumin solution, the two hemoglobin-based solutions had marked
pressor effects. Both stroma-free and chemically-modified hemoglobin gave
rse to a transient and similar increase in MAP and hence prevented the
secondary decline in blood pressure which occurs between 60 and 120 minuFes
after hemorrhaged animals have been resuscitated. In specific pathologies
including hemorrhagic shock and sepsis, this pressor effect could be of great
interest since hemoglobin could be used as a nitric oxide scavenger 10 reverse
the vasodilatory phase. It is possible that the increased catecholamine release
characterizing the compensatory phase of hemorrhagic shock may be
contributing to the increase in MAP since catecholamine sensitivity would be
increased after administration of a nitric oxide scavenger (23).
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The pressor action of the hemoglobin-based solutions has been
reported to be due to the interaction of hemoglobin with one or more factors
that contribute to the regulation of the vascular tone. Nitric oxide-dependent
smooth muscle relaxation is inhibited by a massive trapping of nitric oxide by
the ferrous iron atom of the heme. This inhibition can be reversed by nitric
oxide donors in vitro (5) and by the nitric oxide precursor L-arginine in vivo
(24.25). Schultz er ul. demonstrated that L-arginine (200 mykg) reduced the
increase in blood pressure elicited by diaspirin cross-linked hemoglobin in rats
(24). Other endothelial or plasmatic vasoactive factors including the
vasoconstrictor superoxide anions generated from hemoglobin auto-oxidation
in vive (26) may also contribute to the pressor action of hemoglobin. [t has
been also demonstrated that both stroma-free and cross-linked forms of
hemoglobin increased the production of the vasoconstrictive factor endothelin
in rats (11,12). More recently, Gulati et al. proposed in a model of
hemorrhaged rats that the action of endothelin was more important in the
benificial effect of diaspirin cross-linked hemoglobin than the NO mechanism
(27).

The differences in the hemodynamic changes between SFHb and Dex-
BTC-Hb solutions may be attributed to their chemical forms (Table [). SFHb
is an acellular unmodified hemoglobin solution with a high oxygen affinity.
The preparation of SFHb solution included a purification phase in order to
reduce the vasoactive effects due to stroma components (28,29). The solution
has a short vascular half-life (1-2 hours) because it is quickly removed from
the circulation by renal filtration and vascular leaks (30). The removal of
SFHb from the blood stream is illustrated by the gradual fall in the increased
MAP, CBF and RI (figures 2-4). The rerumn of the MAP to normal values 30
min after infusion may be due to a reduced circulating volume of SFHb,
leading to a decrease in its pressor action. The data demonstrate clearly that in
our experiments the constrictor etfect of SFHb is maximal in the first minutes
following infusion (figure 4). Nevertheless, the large nise in CBF cannot be
explained solely by the constrictor action of SFHb, but also by the low
viscosity and antisludge properties of this solution that tend to reduce the
blood viscosity and so facilitate its circulation within blood vessels (31).
Another explanation is that the high oxygen affinity of SFHb impaired tissue
oxygenation, and led to an increase in CBF by activation of the
chemoreceptors.

Dex-BTC-Hb is a purifed hemoglobin solution prepared from outdated
human blood according to a process designed to improve the oxygen delivery
to tissues and the vascular half-life (13-15). Studies in conscious guinea pigs
have shown that Dex-BTC-Hb had a half-life of 9.5 hours (4-5 times longer
than that of SFHb) and elevated MAP after resuscitation from severe
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hemorrhage (14). In the present study, Dex-BTC-Hb induced a 35% increase
in MAP in the 60 min following infusion and maintained a correct blood
pressure and CBF in the decompensatory phase of shock. The modifications of
CBF and resistances were significantly different between SFHb and Dex-BTC-
Hb groups, indicating that Dex-BTC-Hb has attenuated hemodynamic effects
compared to unmodified hemoglobin. At least two major differences between
SFHb and Dex-BTC-Hb formulation could contribute to these differential
macrohemodynamic effects. First, the conjugation of free hemoglobin to
macromolecules of Dex-BTC provide a solution with a vicosity close to that of
red blood cells in plasma and with red blood ceils aggregation capacity in
vitro. Red blood cells aggregation would thus be stimulated in our
experimental model of hemodilution with Dex-BTC-Hb, and lead to an
increase in the shear-stress-induced synthesis of nitric oxide contrary to SFHb.
This would improve the endothelium-dependent vasodilation and hence limit
the vasoconstriction elicited by nitric oxide scavenging by hemoglobin.
Secondly, the slight hemodynamic effects of Dex-BTC-Hb could be explained
by a possible attenuation of the nitric oxide-trapping action of the heme by
steric encumbrance of the ferrous iron atom due to the conjugation of
hemoglobin to dextran-benzene-tetracarboxylate. Accessibility of nitric oxide
to the heme could also be impaired by a deformation of the heme pocket
structure. The modification of hemoglobin may also have reduced the binding
of nitric oxide to the thiol groups of hemoglobin (cysteine $93) which has
been demonstrated by Jia er al. (9) to inhibit the nitric oxide vasodilatory
function. Moreover, the large size of the Dex-BTC-Hb may prevent it from
penetrating into the vascular wall. Consequently, the inhibition of nitric oxide-
dependent relaxation by Dex-BTC-Hb would be restricted to the vascular
lumen, whereas unmodified hemoglobin could interact with nitric oxide both
in the lumen and the vascular wall. This hypothesis is supported by recent
findings indicating that in rabbit aortic strips high molecular mass hemoglobin
derivatives are less potent inhibitors of endothelium-dependent relaxation than
low molecular mass hemoglobin derivatives (6). Complementary studies are
required to determine precisely the action of Dex-BTC-Hb on the vascular
tone.

In conclusion, this study underlines the macrohemodynamic
differences between unmodified and chemically-modified hemoglobin
solutions and suggests that Dex-BTC-Hb has attenuated short-term
hemodynamic effects compared to stroma-free hemoglobin. This may be due
to a balance between the stimulation of nitric oxide synthesis by shear-stress
and the inhibition of vasodilation by nitric oxide trapping.
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DESCRIPTION DUMODELE EXPERIMENTAL DE BASE

1 - Animaux

Des lapins males néo-zélandais blancs de 2,3 a 3,5 kg (élevage La Garenne, Villey-
Saint-Etienne) ont été utilisés pour les expérimentations. Avant les manipulations, les lapins
ont s¢journé en animalerie avec acces a la boisson et a la nourriture ad libitum. A la fin des
expérimentations, les lapins ont été euthanasiés par injection i.v. de pentobarbital sodique
(Sanofi Santé Animale, France) en exces, conformément aux recommandations publiées par la

Commission Européenne (Close B. et al., 1996).

2 - Anesthésie et préparation des animaux

L’induction de 1’anesthésie a été réalisée par injection intramusculaire d’une dose de
kétamine (Kétalar®, Parke-Davis, France) de 50 mg/kg de poids corporel. Aprés environ cing
minutes, le lapin a été placé en décubitus dorsal ‘et chauffé au moyen de lampes pour
maintenir sa tempéraure corporelle. Une dose de 40 mg/kg de pentobarbital sodique (Sanofi
Santé Animale, France) dilué au quart dans du sérum physiologique (NaCl 0,9%, Meram,
France) a ¢été injectée trés lentement par la veine marginale externe de 1’oreille au moyen d’un
cathéter intraveineux (nécessaire épicranien Salva, Coopération Pharmaceutique Frangaise,
France) relié & un robinet a trois voies (Discoﬁx®—3, Braun Melsungen, Allemagne). Pour
éviter tout phénomene de coagulation, une faible quantité d’héparine (150 Ul/kg, Sanofi
Choay, France) a ét¢ administrée par cette voie. Le maintien de I’anesthésie a été réalisé par
des injections horaires de pentobarbital sodique par la méme voie.

Une anesthésie locale a ét¢ pratiquée avant toute incision en complément de
I’anesthésie générale, par des injections en sous-cutané de lidocaine adrénaline & 2%
(Xylocal‘ne® 2%, Astra, France).

Afin d’éviter I’encombrement des voies aériennes supérieures, la trachée a été intubée
grace a une canule pédiatrique de 2,5 mm de diametre. Sur la durée des expérimentations, le

lapin a respiré spontanément 1’air ambiant.

3 - Procédure opératoire et appareillage des animaux

Partie expérimentale 82




Une incision a été pratiquée dans la région de I’aine du c6té droit sur environ 3 cm.
L’artére fémorale a été isolée du trajet du nerf et de la veine (figure 34) puis dégagée et
incisée afin d’y introduire un cathéter en polyéthyléne (diamétre interne 0,76 mm et diamétre
externe 1,22 mm, Merck-Clévenot Diagnostic, France) rempli de sérum physiologique
hépariné. Le cathéter a été avancé lentement sur une longueur d’environ 5 cm de maniére a

émerger dans la partie distale de 1’aorte abdominale.

V. femorals
A femaralis

Mm. adductores

AV saphena -
und N saphenus

Figure 34. Trajet des nerfs et des vaisseaux sanguins dans 1’espace crural de la cuisse droite
chez le lapin. D’aprés Hoffmann G. Les animaux de laboratoire (Précis), Ed. Vigot Freéres,
1963, p 138.

Une laparotomie longitudinale a été pratiquée du cartilage xyphoide au pubis, puis les
visceres ont été extraits de 1’abdomen et placés entre des compresses stériles imbibées de
sérum physiologique & 37°C. Les viscéres ont ensuite été réguliérement arrosés de sérum
physiologique & 37°C. Une portion de 1’aorte abdominale sous-rénale a été isolée du tissu
conjonctif sur une longueur d’environ 2 cm, a distance de deux ramifications lombaires
consécutives. Sur cette portion de vaisseau, une sonde de vélocimétrie Doppler a gaine rigide
de diametre interne 2 mm (HDP-20-2.0, Crystal Biotech, USA) a été positionnée et maintenue
en place au moyen de fils. Sur cette méme portion et du c6té céphalique, un cristal de mesure
de dimension, de 1 mm (DMT-20-1.0, Crystal Biotech, USA) a été positionné et maintenu
dans une "gaine" souple aménagée au moyen de Parafilm®.

Pour compenser les pertes hydriques par évaporation consécutives a I’ouverture du
péritoine, un soluté¢ de remplissage (NaCl 0,9%, Meram, France) a été perfusé en continu par

la veine marginale de I’oreille au moyen d’un pousse-seringue (SE 400, Vial médical, France)
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avec un débit de 10 mL.hr" kg "'. La valeur du débit de perfusion a été ajustée de maniére a
maintenir la volémie tout au long des expérimentations. Pour ce faire, I’évolution de
I"hématocrite (exprimé pour des raisons de simplicit€ en %, plutdt qu’en L/L, unité officielle)
dans le temps a été examinée chez des animaux témoins (n=8) selon le protocole décrit dans la
figure 38. Pour chaque mesure, lé volume de sang prélevé (environ 500 pL) au moyen du
cathéter artériel a été remplacé par un volume équivalent de sérum physiologique. Les
résultats de la figure 35 indiquent que ’hématocrite augmente de maniere non significative au

cours des 4,5 heures suivant la fin de la période opératoire.

Hématocrite (%)
45

40
35
307
25
20
15
10

5

-30 0 60 120 180

Figure 35. Evolution de I’hématocrite au cours du temps chez des lapins instrumentés
anesthésiés (n=8). Les temps sont exprimés en minutes.

4 - Mesure des paramétres et acquisition des données

4.1 - Pression artérielle

La pression artérielle a été recueillie sous forme pulsatile au moyen du cathéter artériel
fémoral relié a un capteur de pression (Viggo-Spectramed, France), lui-méme connecté a un

transducteur de pression (DA-100, Biopac system, USA).

4.2 - Vélocité sanguine aortique

La vélocité sanguine a été mesurée au niveau de I’aorte abdominale au moyen de la
sonde décrite précédemment connectée a un module de vélocimétrie a effet Doppler pulsé
(PD-20, Crystal Biotech, USA) alimenté par un module principal (CBI-8000, Crystal Biotech,

USA). Le vélocimetre fonctionne avec une fréquence d’émission ultrasonore de 20 MHz et

Partie expérimentale 84



une fréquence de répétition de 125 kHz, valeurs classiquement utilisées pour I’étude des
vaisseaux de petite taille (Hartley CJ. et al., 1974 ; Haywood JR. et al., 1981). La distance
optimale d’émission de I’onde ultrasonore a été ajustée grace au dispositif audio de 1’appareil
de maniére a obtenir la vélocité sanguine maximale (au centre du vaisseau). Cette distance

fixée n’a plus varié au cours de I’expérience.

4.3 - Diamétre aortique et coefficient de distensibilité

Les mesures de diametre aortique et de distensibilité ont été réalisées au moyen du
cristal piézoélectrique de mesure de dimension connecté a un module de poursuite d’écho
ultrasonore de 20 MHz (Wall Tracker, WT-20, Crystal Biotech, USA) alimenté par le module
principal. Ce module permet de mesurer le diamétre de vaisseaux d’une taille de 1 a 32 mm
avec une précision de 0,01 mm. Le principe de détermination du diametre vasculaire est le
sutvant : le cristal positionné au contact du vaisseau (paroi proximale) émet des ultrasons en
direction de la lumiére vasculaire et perpendiculairement a la direction d’écoulement du sang.
L’expérimentateur doit focaliser le faisceau ultrasonore sur la paroi opposée du vaisseau
(paroi distale), de maniére a recueillir I’écho qu’elle réfléchit. L’écho de la paroi distale est
visualisé grace a un oscilloscope (HM 303-4, Hameg, Allemagne) comme le montre la figure
36 et est repéré auditivement par un signal caractéristique. On procede alors a la calibration de
’appareil, puis le module est passé en mode poursuite d’écho de maniére a suivre en continu
le diametre vasculaire. Pour permettre la synchronisation de 1’écho de la paroi avec la
fréquence cardiaque et ainsi empécher la dérive du signal au cours du temps, le signal de la
sonde Doppler est transmis au module Wall Tracker et utilisé comme déclencheur interne de
remise en position initiale de I’écho a chaque battement cardiaque. Cette manipulation permet
d’utiliser les données recueillies pour procéder ultérieurement au calcul du coefficient de
distensibilité (DC) exprimé par la formule suivante :

DC = (2Ad/d)/AP

avec Ad, la différence entre diametre systolique et diameétre diastolique, d, le diameétre moyen
et AP, la pression pulsée (Lehmann ED. et al., 1993 ; Marchais SJ. et al., 1993). L’intérét de
ce coefficient dans notre problématique sera détaillé dans la partie intitulée "Etude
comparative des effets cardiovasculaires induits par trois solutions d’hémoglobine humaine

modifiée chimiquement''.
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écho de parot

Figure 36. Exemple d’échos recueillis sur I’aorte abdominale d’un lapin anesthésié par le
module de poursuite d’écho (Wall Tracker) et visualisés au moyen d’un oscilloscope.
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Figure 37. Exemple de tracés de pression artérielle, de diameétre aortique relatif, de vélocité
sanguine aortique et de diameétre aortique absolu recueillis sur un lapin contrdle anesthésié.

4.4 - Acquisition des données

Le transducteur de pression, les modules Doppler et Wall Tracker ont été connectés a
un convertisseur analogue-digital (Biopac system, USA). Les signaux numérisés de pression

artérielle (en mm Hg), de vélocité sanguine aortique (en cm/s) et de diameétre aortique (en
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artérielle (en mm Hg), de vélocité sanguine aortique (en cm/s) et de diametre aortique (en
mm) ont été recueillis en continu par un systéme d’acquisition (MP100, carte d’acquisition et
logiciel Acgknowledge®, Biopac system, USA) fonctionnant sur micro-ordinateur de type PC.
Le taux d’échantillonnage a été fixé a 100 Hz afin de respecter le théoréme de Shannon. Un
exemple de tracé polygraphique regroupant la pression artérielle, la vélocité sanguine aortique

et le diametre aortique moyen et pulsatile est proposé dans la figure 37.

L’interprétation des données recueillies a nécessité un traitement a posteriori afin de

calculer des parametres complémentaires de ceux fournis par le logiciel d’acquisition.

5 - Caractérisation du modéle expérimental

Afin de caractériser le modele que nous nous proposons d’utiliser, nous avons suivi
I’évolution au cours du temps de différents parametres hémodynamiques, a savoir la pression
artérielle moyenne, la fréquence cardiaque, la vélocité sanguine aortique moyenne et la
résistance périphérique en aval de ['aorte abdominale (estimée par le rapport pression
artérielle/vélocité sanguine aortique) chez des animaux témoins (n=8). Ces parametres ont été
enregistrés en continu durant 4,5 heures & partir de la fin du protocole opératoire. Le
traitement des données a été réalisé a des périodes prédéfinies sur des fenétres d’analyse de 5
minutes comme décrit dans la figure 38.

Les résultats de cette étude sont présentés dans la figure 39. Pour chaque parameétre, la
comparaison statistique des valeurs recueillies a chaque temps par rapport a la valeur de
référence (t = -30) a été réalisée par ANOVA avec mesures répétées (logiciel Statview®,
Abacus Concepts, USA). On observe une diminution progressive mais non significative de la
PAM et de la vélocité sanguine aortique. La fréquence cardiaque reste inchangée au cours du
temps. Le calcul de la résistance périphérique montre une augmentation non significative de
ce parametre au cours du temps, qui semble étre due a une modification progressive de la

répartition des débits sanguins probablement a la faveur des organes vitaux.
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Figure 38. Diagramme schématique représentant les différentes phases d’analyse des
parametres hémodynamiques chez des lapins témoins instrumentés. Les fenétres d’analyse
sont représentées en gris et les temps sont exprimés en minutes.

HCT : hématocrite.

Pression artérielle moyenne (mm Hg) Vélocité sanguine aortique (cm/sec)
80- ' 35+
70 30+
60 25+
50 20+
40
0 15+
30
201 10+
104 5t
0 0
60 120 180 -30 0 30 60 120 180
Résistance périphérique (mm Hg.sec.cm™) Fréquence cardiaque (pulsations/min)
4571 300
4 1
250
357
37 200
257
150
2 L
1,57 100
1
50
0,51
0 0
-30 0 30 60 120 180 -30 0 30 60 120 180

Figure 39. Evolution de la pression artérielle moyenne, de Ia vélocité sanguine aortique, de la
résistance périphérique et de la fréquence cardiaque au cours du temps (exprimé en min.) chez
des lapins témoins anesthésiés (n=8). Les valeurs sont exprimées en moyenne + 1 e.s.m.
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Les parametres hémodynamiques évoluent donc peu durant les 4,5 heures suivant la
fin du protocole opératoire, ce qui indique une reproductibilité et une stabilité des valeurs

recueillies durant cette période.

6 - Application du modéle a I’étude des effets d’un agent vasoconstricteur, le

L-NAME

Avant d’envisager |’adaptation de ce modele expérimental a 1’étude des effets
cardiovasculaires de solutions d’hémoglobine, nous avons comparé 1’évolution des différents
parametres hémodynamiques au cours du temps, entre des groupes d’animaux contrdles ou
traités par un agent vasoconstricteur classiquement utilisé en pharmacologie expérimentale, le
L-NAME (N, -nitro-L-arginine méthyl ester, figure 40), analogue stérique de la L-arginine et
inhibiteur de I’activité NO synthase (Bennett MA. et al., 1992).

NH
NH,

HZN/U\ N /\/\(C%H /\ COyMe
H OsN.N S

Figure 40 : Structures de la L-arginine (2 gauche) et d’un de ses analogues stériques, le L-
NAME (N, -nitro-L-arginine méthyl ester) (2 droite).

Pour ce faire, les animaux ont €té instrumentés selon le protocole décrit précédemment
et répartis de fagon aléatoire dans I’un des trois groupes expérimentaux suivants :
-un groupe "contrdle" dans lequel les animaux n’ont subi aucun traitement (n=8) ;
- un groupe dans lequel les animaux ont €té traités par le L-NAME, a la dose de 2 mg/kg de
poids corporel (n=5) ;
- un groupe dans lequel les animaux ont été traités par le L-NAME, a la dose de 10 mg/kg de
poids corporel (n=6).
Dans chacun des groupes, la PAM, la fréquence cardiaque, la vélocité sanguine aortique, le
diametre aortique moyen et la distension aortique (différence entre les diametres systoliques et
diastoliques) ont été suivis durant quatre heures a partir de la fin de la phase opératoire. Le L-
NAME (Fluka Chemika, Suisse), dissous extemporanément dans un faible volume de sérum

physiologique (2 mL) afin de ne pas modifier sensiblement la volémie, a été injecté en bolus
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par la veine marginale de ’oreille apres une période de stabilisation de 60 min. Les résultats
de cette étude-sont proposés dans la figure 3 et le tableau II de la publication jointe en annexe
2. En bolus et a la dose de 10 mg/kg (décrite dans la littérature comme efficace durant
plusieurs heures), nous avons observé une hypertension durable de 1’ordre de 20% de la PAM
initiale, accompagnée d’une chuté de la fréquence cardiaque. La vélocité sanguine aortique
moyenne est diminuée d’environ 50%, sans’modiﬁc.ation du diamétre aortique moyen. Ceci
traduit donc une réduction du débit sanguin aortique consécutive & une vasoconstriction
systémique engendrée par 1’inhibition de la relaxation NO-dépendante. Les essais réalisés
avec le L-NAME a 2 mg/kg ont permis de mettre en évidence une hypertension de moindre
durée, sans modification significative du débit sanguin aortique.

Notre modele d’étude permet donc de mettre en évidence des modifications
hémodynamiques suite a I’administration d’un agent vasoconstricteur tel que le L-NAME,
conformément a ce qui est décrit dans la littérature. Nous nous proposons maintenant
d’appliquer ce modele a I’étude des effets cardiovasculaires d’autres agents vasoconstricteurs

potentiels que sont les solutions d’hémoglobine.

7 - Annexe 2

L’article cité en référence dans le présent chapitre est proposé ci-apres.
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ART. CELLS. BLOOD SUBS., AND IMMOB. BIOTECH., 26(3), 293-308 (1998)

PROPOSITION OF A TECHNIQUE TO ASSESS THE VASOACTIVE £FFECTS OF
HEMOQGLOBN-BASED OXYGEN CARRYING SOLUTIONS [N VIVO : PRELIMINARY
RESULTS IN THE RABBIT AORTA

Alexis Caron, Patrick Menu, Pierre Labrude and Claude Vigneron
Departments of Hematology and Physiology, Henri Poincaré University, Faculty of Pharmacy,
Nancy, France.

ABSTRACT

Most of hemoglobin-based oxygen carriers (HBOCs) increase the biood pressure arter
injection in the blood stream by 2 mechanism tnvolving one or more factors that conatoute to
the rezulation ot the vascular tone. Many techniques make it gossiole to swudy the vascular
effects of HBQCs both in vivo and in virro. The in vivo methods assess the blood pressure and
some estimated regional biood lows (use of radioactive or colored microscheres).
Measurements of the real vessel diamezer and blood flow would be useful to understand
hemoyglobin-mediated vasoconsmiction mechanism. Our pwpose was o elatorate an
expenmental mode! in anesthetized rabbits to monttor the diamerter and the blood flow
velocity in the same vessel in order o calculate the absolute blood flow. The blood Jow
velocity (in crrv's) was assessed bv pulsed Doppier velocimemy and the diamezer (in mm) was
assessed by a technique of Wall Tracking. The {1rst results indicate that the method s well
adapred to study the etfects of resuscitatve fluids (plasma and blood substitutes) on the aorta

vascular tone after hemodilution or resuscitation from severe hemorrhage.

INTRODUCTION

Hemoglobin-based oxygen carrying solutions (HBOCs) are a2 possible alternative to
blood transfusion for the treament of’ larye hemorrhages and for pre-operadve or per-
operative hemodilution (1). Most of these soludons increase the blood pressure, by a

mechanism involving one or more factors that contribute to the reguladon of the vascular
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lone. The strong nﬂ'u;ily of hemoglobin for endotheliun-derived nilric oxide results in an
inhiibilion of the vascular relaxation as demonstrated in vitto (2) and in vivo (3). Other factors
such as cndolhclin—l_ar the superoxide anions generated in farge amounts by hemoglobin
auloxidation could lake part‘to lhe pressor effect of the hemuglubin soluions by eliciting a
conskiction in different vascular beds (4,5).

Peslusion of isolated artery rings is the basic model of investigation to measure the
modificalions of vascular lone “elicited by hemoglobin {6,7). In whole animal models, the
vasoactivily of HBU:Cs has been assessed by blood pressure and regiuna:l.bluud Now
measurcments (8.9). '_l'hcsc measurements undetline h:moglobin-m:diulcd
macrohemodynamic alterations hut the coutribution of specific vascular beds remains
unclear. Indeed, the size of Wic vessels is the main limilation to ditect in sily measurements of
absolute vascular dianteter i stnall aninals.

We propose here an experimental mode!l based on ultiasonography technology
designed 1o assess the short-1énm ellects of 1IDOCs on the rabbit aveta tone, The model was
applied 1o thice putential clivical situations requiring the use of hemoglobin 5().1.ulions: bolus

injection, resuscitation from severe hemorrhage and hemodilution.

MATERIALS AND METIHODS

Aniwals and anesthesia

Male New Zealand”White rabbits weighing 2.5-3.0 kg (La Garenne, -Villey-Saint-
Elienne, France) were ancs.lhglizcd wilh ketamine (25 mp/kg im; Ketalar, Parke-Davies,
France) and sodiun pcnluimbilnl (40 mg/kg i.v.; Sanofi Santé /\llill‘)‘ﬂlc_ France). The
anestlicsia was maintained. by infusion of sodium pentobarbital into lhc‘righl‘_mmginul ear
vein when required. “The animal temperature was maintained at 37°C all through the
experiment. Penicillin {200,000 Ul/kg i.v., Diamant, France) was given prior to the stact of the
opetative procedure. The protucol was approved by the Animal rotection Bureau of the
French Ministry for Fishing, Agriculture and Food, and the experiments were conducted in

accordance with the Guiding Principles for Research Involving Animals.

Surgical procedure
The right femoral artery was cannulated wilh a heparin-filled polyethylene calletes
(0.58 mm (D, Biotrol, France) fur measurements of blood pressure (P in mmllg) and for

blood withdrawal. Laparotomy was petformed and the abdominal aorta was spproached. A
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pulsed Doppler probe (Cryslal Biolech, USA) and a Wall Tracker crystal (Crystal Biolech,
USA) were placed st close distance on the vessel, to measure respeclively the aorta bloed
{low (in cnv/s) and absolute diameter (d in mm). Alles laparotomy, the animals were perfused

continuously with 0.9% saline (Meram, France) at a rate of 10 mL/kg/h for fluid maintenance.

Paramelers acquisition
The aotla blood flow was calculated by a 20 Milz pulsed Doppler velocimeter (PD-20,

Crystal Biotech, USA) which operates with a single transd crystal ted on the vessel

al 45 degrees (10). The avsta diameter was assessed by a 20 Mllz Wall Tracking module
(WT-20, Crystal Biotech, USA) which measures the absolute size of the arterial lumen from a
single crystal transducer placed ditectly on the vessel surface, within a range of 1-12 mm and
with 8 resolution of 0.01 mm. These two modules were alimented by a inainframe (CB1-8000,
Crystal Diotech, USA) connected to a personal compuler for continuous acquisition
(Acqknowledge® software, Biopac Systems, USA). The avrta distensibility was calculated as
the dilTerence between the systolic and diaslolic diameter for each heart beat. The blood
pressure was measured by a pressure transducer { Viggo-Spectramed, France) connected to the
computer and the mean arterial pressure (MAP) was calculated according to the formula:
MAP = (syslolic pressure - diastolic pressurey + diastolic pressure.
- The hearl rate was derived as the reciprocal of the interval between two consecutive syslolic

peaks. Concurrent tracings of the paramelers are presented in figure 1.

Drugs and solutions )

The nitric axide synthase inhibitor L-NAME (New-nitro-L-arginine methyl ester) was
putchased from  Sigma Chemical (St. Louis, MO). Dex-BTC-Hb (dextran-benzene-
lettracarboxylale hemoglobin) was prepared in our laboratory in collaboration with Pasteur-
Meérieux sérums & vaccins (Marcy L'Gtoile, France). Human hemoglobin wis conjugated to
macromolecules of dextran-benzene-tetiacarboxylale to increasc the plasmatic lifespan and to
decsease lhe oxygen affinity of hemoglobin as needed for a use as & potential oxygen carier.
This hemoglobin solution was prepared according lo the protocol described by Menu et al.
(11). The physico chemical chamclcrisli-.cs of Dex-BTC-Hb solullion uré presented in Table L
Human albumin solution (50 L) was purchased from Pastcur-Mérieux sérums & vaccins

(Mascy L'Ctoile, France).
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TABLE I Physico-chemical characteristics of Dex-BTC-ib.

Total Hemoglobin (g/1.) 75
Methemoglobin (%) ) 4.6
Free Hemoglobin (%) <‘5
Free Dex:71C (g/L) 4.8
Py (torr) . 25
Osmolality (mOsmvkg) 290

Experimental protocols
The ani i i
. animals were randomly assigned 10 one of the proups described below. After
instrumentati i v ili ‘
ation, the animals were allowed to equilibrate for 60 min before starting the
experime
periments. In each protocol, blood pressure, heant rate, aorta blood flow velocity, aorta

distensibility and diameter were recorded for 3 hours after the end of injection (t = 0)
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1) ¥alidation of the methodology
The accuracy of our methodology was checked by testing the reactivity of the

atdominal aorta with vasoaclive drugs. Control animals did not receive any drug (n=8).In

the secand and third groups, animals (n = S and n =6, respectively) received a bolus iv.

injection of L-NAME at the dose of 2 my/ky and 10 mg/kg respectively (in 2 mL of 0.9%
saline). Concurrent tracings of aorta blood flow velocity, blood brcssurc and aorta diameter

before and after injection of L-NAME 10 my/kg are presented in figure 2

2) Bolus injection of Dex-BTC-11b
The same protocol was applied to animals treated with 50 mg/kg of Dex-BTC-Hb (n

= 5) given as a bolus i.v. injection (in 2 mL of 0.9% saline).

3y Model of hemorrhage and resuscitation
In this third set of experiments, our methodology was lested in a model of

resuscitation from severe hemorrhage (30% of total blood volume, estimated as 6. %% of body

21%0 2200 2%

seconds

Figure 2. Simuliancous tracings of aorta blood {low velocity (top). pulsatile arterial pressurc
(mid) and aona diameter (bottom) in an anesthetized rabbit treated with L-NAME (10

mg/kg).
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weight). Animals were ancsthetized by continuous infusion of ketamine (Kelalar, Parke.

Davis). Hemonhage was sunted by withdrawing 30% of blood volume by the femoral
catheter. Because the arterial catheter was used for blood wilthdrawal, measurement of blood
pressure was discontinued dhn‘ng the hemonhage, and was restaned a5 5000 as it epded,
Animals were et jn hypovolémia for 15 minutes and fesuscitation was performed with s 50
/L albumin solution (0.975 g/kg) or Dex-BTC-Hb (1.460 gkp), injecled in the right marginal
car vein ala constant flow rate of 2 ml/min.

4) Experimental protocol of hemoditution

-7

s

This set of experiments consisted in & normovolemic hemodilution, another potential
clinical situation requiting the use of hemoglobin solutions. Nomovolemic hemodilution was
performed by panial Iransfusion cxchange (20% of 1otal blood volume) with a 50 YL albumin
solution (0.650 #/kg) or Dex-BTC-11ib (0.975 g/Xg). Blood was withdrawn by the femoral

catheter and the solutions were infused in the fight imarginal ear vein,
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RESULTS

1) Yalldatlon of the methodology

[RYROR

The results are presented in figure 3. In contral animuls, aonia disiensibility and
absolute diameter were stable all theough the experiments, A slight decrease in mean anerial
pressuce and aorta blood flow velocity was observed. -

Injection of L-NAME 2 mg/kg incrcased mean arterial piessure (71.0 £ 117 s Hiy
vs 66 1 £ 9.9 un ily), dccun‘scd aorta blood flow velocily (208 + 3.7 cuvs vs 269 t36
cm/s) and decrensed aorta dislcnsibilily (0.08 £ 0.02 mm vs 0.11 + 003 wm). The maximal
ellect on aona distensibility was obscrved in the first 30 minutes following injection,
Absolulc aorta diamcier was nol u:udiﬁch A decrease in heart rate wus obseived (Tuble 1)

Injection of L-NAME 10 my/ky increased mean ancrial pressuic (76.6 £ 2.7 mum 1y
vs$ 630t 1.9 mm Hg), decreased aonta blood flow velocily (15.7 1 4.4 cavs vs 263 t 54

(e suny

cm/s) and decreascd aorla distensibitity (0.08 t 0.02 i vs 0.13 £ 0.0) min). Tha maximal

°C unds
Aiqisuaisip guov "A1sopa moy poolq vuoe amssaud [eusu urow ul ssdury) ¢ andig

cllect on aora distensibility ‘was obscrved in the fist 30 minutes followiny injection,

- 43

Absolule aona diamcier was not modified. A decrease in hean fate was observed (Table i),

1) Balus injection of Dex-ll'l’C;lIb(ﬁgule 1)

lujection of Dex-BTC-) b increased mean arterial pressure (75.6 & 10.1 mun fly vs

o

622 £ 134 mm Hg) and decreased slighily aonia distensibitity (0.11 & 0.03 mmovs 013 ¢
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TABLE 11: Iteant rate values (in beats/min) in control animals and afler injection of L-NAME
2mg kg or L-NAME 10 mpky,

MAP (mow He)
Control L-NAMI 2 mgkg] L-NAME 10 mykg [ e, 6 . s ¥ BEBIEE
(n=8§) (n=5) (n=26) . g8 £ a B g !
Baseline 258129 2615 MmN . ‘ - 4 ‘
1 =0 min 257128 2519 249 £ 17 I tandl
-
t = 30 min 258 £ 27 245 121 238118 “Bm u i b il E
3 % ! H 5
(=60min | 258122 253121 236113 2 g 5 £ 3
i Z% 8 a s I, 2 s i !
t= 120 min 260 £ 21 257127 23447 e i 'i i PR
h . s : 1
L H [
(=180 min | 26825 261127 28119 LEE ] H i o
-] -8 E] .8 .
2e ’é- | l
E E 3 8 % ~—
. Sk | 8 R
0.03 mm). Maximal dccrease in aona distensibilly was observed 30 minutes aller injection, 5 2' B g P , {
3 o . = FE
Aora blood flow was not aliered in the first 60 ninules afler injection. Absotute aona e % B 8 H ? !
a = i -
diameler was not modified. A slight decrease in heart rale was observed (Table 111). '9‘2 E 3 3 ~ l '_J H g
. g lo e bt {8
Sge . -
!
Hemorrhage and resuscitation (figure 5) % T e Bhood Fiww Vebocky fems)
. < o ‘é - ~ o w B8 & B W ® ¥
Hemorrhage decreased mean arterial pressure and aorta blood Now velucity but had no g - - e & .
3T <
cfTect on aona absolute diameler and distensibility. ) 2 g §_
Resuscitation with albumin made it possible to maintain mean arterial pressure in : %'2" ° H °
basal values and increased aorta blood flow immediately (32.8 t 13.4 covs vs 24.7 192 % &g il l
2 g3 : ¥ '
cin/s). Thirty minutes later, aorta blood Now returned to basal values and decreased afler 60 B 2 g 8 ’_‘ — E . g
minules. Aorta absolute diameter was not modified and aoria distensibitity slightly increased § E .3 s : , a i E
afler resuscitation with albumin. $ieart rate decreased slightly afler resuscitation (Table V). wZ g i s : || % : ?
w e 2 H :
Resuscitation with Dex-BTC-tib gave tisc to an immediate and suslained increase in ; ? & H H \ g Iy P8
! 3w c o8 H i3
mean arterial pressure (84.9 £ 7.8 mm lig vs 58.4 £ 3.9 mm Hy) and a wransitory increase in (‘.‘J‘ g_» H l| 5 3
eorta blood Now velocity (33.9 1 11.7 civ/s vs 24.4 £ 6.4 cmv/s). Aler 60 minules, aorta blood z 5 i ,,.. |, i g
{low decreased progressively. Aorta dislensibility and absolute diameter were not modified J .
b H T B
afler resuscitation with Dex-BTC-Hb. lcart 1ate decreased afler injection (Table V), 8
B
Normovolemic hemodilution (figure 6) B e b

I temodilution with 50 g/l albumin failed to maintain correct tncan arterial pressure

but maintained correci aorta blpod flow velocity during 120 ininutes. Aorta blood flow
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TABLE HI: Hean rate values (in beats/min) in control animals and animals treated with a

bolus injection of Dex-BTC-Hb (50 mg/p).

Contsol Dex-BTC-ty
(n=8) (n=5) Distensibhky {men} MAP (mm Ho}
g 2 £ s w s ow e ow = ow B
Bascline 258129 262t 16 3 4 & = - & & 2222’ £
; ry B
t=0min 257128 253119 . $— e —a
1 =30 min 258127 251 121 g ° % °
3
1= 60 min 258122 25819 g“g g,’;;’ u o H
t=120min | 260121 © 263120 a=23 5 >
. B AE g :
t = 180 min 268 £25 256 £ 26 ; *gg.o i, 8 5 : H :
BogE 3 g 3
a%g 3 ] .
PEER i f is i
T SEs :
a8 03 3 -
decreased afler 120 minules. Aona absolute diamcler was unchanged after hamodilution und a ‘g‘ 8 L 2 X
aorta distensibilty slightly increased in the first hour (0.2 £ 0.03 mm vs 0.10 £ 003 mun). 3 E 8 H ‘ . '
y . = = 9 @ : s s
Aonta distensibilty retumed progressively (0 basal values aller 60 minutes. Heart rate was not qr;' 3 B 5 s g ? g
- 5 & 2
sltered by hemodilulion with albumin (Table V). ' ‘3 5 ? sl g
“wea s
Hemodilution with Dgx-BTC-Hb gave rise (o 8 sustained increase in mean arterial ; g ]
. . . . . . 2B}
pressure which was maximal-in the {irst 30 minuies following transfusion exchange (854 & o a g Diametas {mm) Bo0d Flow Velochy femn)
2 e - w  w . Lo wd a8 UYEKBL LS
4.2 oun Hy vs 65.5 £ 9.4 mm:tly). Aorta blood Now velocity increased in the first 15 minutes 5 é-" o 3 & ot =~ T ow e [r e x‘,- 3 B I
. N E2g ¢ : - i
following transfusion exchange (40.8 + 8.3 cuvs vs 299 t 2.2 cnvs) and decressed g 8 § —— o ; g I
= o ™ °
progressively afler 30 minutes. Aora absofute diameler was not modified afler hemodilution g a 2 e B ! 3 I|
. s 1
and soa distensibility slightly decreased (008 £ 0.03 m vs 0.10 £ 0.03 mm) lean rate @ % & iy ¥ i
(2} 3
decreased afler hemodilution with Dex-BTC-Hb (Table V). 1;,}: %g B i L 8 !
(-3 L 4 I
2%y B .
aia ;B " i 5 i I
DISCUSSION g5. 1 Pt '
gocgd 1 | & > '
3 ED g ]
. . . . . . 258 8 - i
la vitro studies have demonsirated the vasoconsirictor action of hemoglobin in 3 5 & R ;
isolated aneries duc lo nitric oxide scavenging (2,2,9). In vivo, measurements of absolute 33 g v ’ § I‘
diameter in anerics of small animals pecfused with hemoglobin is Yimited by the size of the { “ .
i = :
vessels. We proposed here an cxperimental model in anesthetized rabbils to monitor the g v >|
diameter and blood flow velocily in the same vesscl in order to calcutale absolute blood Now & SI R
- 8
values in real lime. The first experimental procedures were perfonued in the abdominal aora g oy g ‘
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TABLE IV: Hean rate values (in beatshimin) before and afier hemorrhuge and resuscitation

with albumin (0.975 p/kg) and Dex-BTC-1ib (1.460 g/ky).

albumin{n = $) Dex-BTCHb (n = $)
Distensibility tmen} MAP (mm Ha
o o
Bascline 2218 19 £28 S B geaassssasss
Hemorrhage 192t 8 176 £ 24
1= 0 min 200 £ 18 178122 .
)
1= 30nin 195 £ 24 165 ¢ 22 o - .
. . -4 2,:,- 8 [
t = 60 min 205 £32 160 £ 19 8 S w E E H
'2‘ £¢ad 2 H
= |2 H . :
(= 120 min 192129 155118 hoE e g 9 L2 — -
. Sy H g 3 :
= 180 inin 198 £27 160 £ 21 < § ‘é’ : i 2 i
IRz H g 3 :
= =5 5 ”5 = 5 EIE +— by
3 % o n e :
2 g 2 :
t o 33 5 :
°c8t L * 0o
and the use of the nilric oxide synthase inhibitor L-NAME made it possible to ¢heek out the = ? ; & ' * i
" - s . . . £ & . ’ @ i
abilily of the methodology 1o study changes in mechanical properties of arteries. As expecied, a ;:; g‘ g ? ! g !
the absolute diameter of this conductance vessel was not allected, bul the increase in mean ’a' s g‘a o ? s P S
ancrial pressure elicited by E-NAME gave tise 10 a decrease in aona distensibility ((ig. 2 and E 3 fg € LA
n
3). Simultancous measurements of blood flow velucily indicated that L-NAME induced a !: ‘,% B & -
. . . . IRy 7 Dlamatet {mm)
dose-dependent decrease inaora blood Now which may be attributed 10 peniphetal 85 B ° R - . R
5 o IR R R VIR MERVE e
vasoconstriction duc Lo inhibition uf nitric oxide-dependent relaxation. =4 § 8 ¢ gondewUBKLLE
m H +
The experimental protocol was applied 10 animals wreated with 4 solution of E.E 2
o = £ o .
chemically-modified hemoglobin, Dex-BTC-1b, in three diffecent situations. As described (é’ = s Eg E °
previously, Dex-BTC-Hb increased mean ancriad pressure immedialely aller infusion in ;-g g g '_. L g
223 .
animals (10). In none of the three sels of experiments, absolute aorta diameter was modified E g. 'N r—k 4—y e 8
38 :
afler injection of Dex-BTC-1lb, but differcntial alicralions of aoda biood Row and g 2 g 7 8 "—‘ I %
. 2 : : 5 2
distensibility were observed. Dex-DTC-b infused as a bolus (0.05 wkyg) increased transilory S g' E.‘ 2 < : é i’
: 4] o kS —e¢— I» 3
mean ancrial pressure and decrcasc aorta distensibility. Aona blood flow was similar E,rﬁ E_, H g LI
. . . R B £ = : 2
between conlrol animals and hemoglobin-trealed animals {fig. 4). The small amounts of uf:): 55 g ot fny
hemoglobin could explain the weak changes in hemodynamics. Indeed, hemoditution by B
pantial transfusion exchange and resuscitation from hemomhage with hemoglobin gave risc 10 g ! ;
- ¢
more marked inodifications. Dex-BTC-Hb (0.975 g/ky) increased mean arterial pressure and - s ?
g' - H
decreased aora distensibility .for the 3 hours of measurements (fig.6). In the protocof of . §
i .

rms sid [RURIY UrOR

TarD greg 1w -]
wonary |

}

Arsaiep moif poom wsoy

gy ——e—

l



SrejuswLadxa anred

86

306 CARON ET AL.

TABLE V: Heant rate values (in beats/min) before and at different times afler hemodilution
with albumin (0.650 g/kg) and Dex-BTC-Hb (0.975 g/kg).

albumin (n = 8) Dcx-B‘l‘C_—l b (n=8)
Bascline 255+23 275123
t=0min 25230 240 £ 1S
t =30 min 259126 258+ 29
t = 60 min 263129 259 t 30
t =120 min 264 £23 . 261 £22
t =180 min 261 £21 '2641:‘2:|

hemorthage and resuscitation (fig. $), the sorta distensibility was not allected, while a
decrease was observed afler pargial transfusion exchange (lig. 6). This may be due to
modifications of vascular tone by sympathetic stimulation aller hemorshage, Both afier
resuscitation from hemorrhage and pantial transfusion exchange, a decrease in aorta blood
flow was observed after 60 minutes, compared to albumin-treated animals. This could be
explained by peripheral va_;oconsl;iclion leading to blood flow redistiibution.

These results in abdominal aorta are being extended Lo peripheral vessels in order to
compare the action of hemoglobin in central and peripheral vasculatuce. Hence, the specilic
influence of hemoglobin on muscular and elastic arterial walls could be exgimined and the
interaction of hemoglobin with endothelial relaxing and conlracting faotors could be
understood better. Preliminary results indicated that the size of the erystals and probes is
suitable to study the vascular tone of superior mesenteric artery in anesthetized rabbits.

Our methodology bas several advanlages compared to common techniques assessing
regional blood flows in small animals described in the literature sbout HBOCs. Simulancous
measurements of absolute vessel diameter and blood flow velocily provide absolute blood
flow, contrary to single Doppler flowmetry in which blood flow values are estimated since
vessel lumen size is fixed (10). Moreover, implantation of Doppler probe and crysial in the
same animal makes it possible 1o reduce the number of animals, since (he paramelers can be
aquired in real time and continuously for severat hours. The experimental procedures we

described were tested in acule investigations, but long-term implantation of the Doppler
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probes are also possible for chronical investigations (12). Fixing of the Wall Tracker crystal is
a limitation to chronical measurements of absolute vessel diameter, and several altematives
are presently being tested to obtain optimal implantation for chronical investigations.

In conclusion, we propose a whole animal mode! based on ultrasonography to evaluate
the efTects of vasoactive drugs. Changes in aorta distensibility and blood flow were observed
with bolh a nitric oxide synlhase inhibitor, L-NAME, and a nitric oxide scavenger,
hemoglobin. This model could be applied to the evaluation and/or comparison of the

vasoconstrictor effects of HBOCs in development, both in central and peripheral vessels.
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ADAPTATION DU MODELE A I’ETUDE DES EFFETS
CARDIOVASCULAIRES INDUITS PAR DES SOLUTIONS
D’HEMOGLOBINE EN SITUATION D’HEMODILUTION

Dans le domaine des applications potenticlles des substituts érythrocytaires a base
d’hémoglobine, ’hémodilution intentionnelle représente une part importante des travaux de
recherche préclinique et clinique menés actuellement. Néanmoins, la variabilité des mod¢les
d’¢tude envisagés (dose injectée, état physio-pathologique, paramétres mesurés, etc.) rend
délicate une comparaison des effets cardiovasculaires des différents substituts testés.

Dans le but d’étudier de maniere objective I’action de trois solutions d’hémoglobine
humaine modifiée chimiquement (dont deux font actuellement 1’objet d’essais cliniques) sur
les paramétres hémodynamiques, nous avons voulu adapter le modeéle animal présenté au
chapitre précédent a une situation d’hémodilution. Le choix du protocole d’hémodilution a été
arrété en fonction des criteres énoncés dans 'introduction a la partie expérimentale. Nous
avons souhaité mettre au point un modele permettant de suivre les effets sur
I’hémodynamique a court terme d’une hémodilution isovolémique, par échange transfusionnel
partiel, avec différents succédanés du plasma, a la fois au niveau central et périphérique. Le
choix d’un vaisseau de la circulation périphérique de taille compatible avec la dimension des
sondes de vélocimétrie et des cristaux de mesure de diametre vasculaire a été le premier point

a considérer dans 1’adaptation du modéle.

1 - Mise au point des techniques de mesure de vélocité sanguine et de diamétre
vasculaire au niveau périphérique

Si la gamme des sondes de vélocimétrie disponibles permet de satisfaire au critére de
taille, la dimension minimale des cristaux de mesure de diamétre commercialisés étant de 1
mm, le choix d’un vaisseau périphérique accessible sans trop alourdir le protocole chirurgical
et satisfaisant a ce critére est restreint. Nous avons donc étudié la faisabilité des mesures sur

’artere mésentérique supérieure, I’artere rénale et artére fémorale.

1.1 - L’artére mésentérique supérieure
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L’artere mésentérique supérieure est accessible aprés laparotomie longitudinale, sans
intervention chirurgicale supplémentaire que celle décrite dans le modéle de base. Le vaisseau
a €t¢ dégagé sur environ 2 cm, a distance de sa naissance de 1’aorte et avant sa ramification en
artéres pancréatico-duodénales. Cette zone est particulicrement riche en vaisseaux
lymphatiques de gros calibre dont. I’intégrité doit étre respectée lors de ’approche de 1’artere
pour éviter tout épanchement de fluide perturbant la qualité du signal recueilli par le cristal de
mesure de diametre et susceptible de modifier I’homéostasie.

La mesure de la vélocité sanguine a été réalisée au moyen d’une sonde Doppler a gaine
rigide de diameétre interne 1,5 mm (HDP-20-1.5, Crystal Biotech, USA) maintenue en place
par des fils et connectée a un module de mesure de hautes vélocités a effet Doppler pulsé
(HVPD-20, Crystal Biotech, USA). Ce type de module a été choisi en raison des vélocités
sanguines ¢levées régnant dans l’artére qui ne peuvent étre déterminées par un module
classique tel que celui utilisé au niveau aortique. En effet, si la fréquence Doppler (ou Af) est
supérieure a la moiti¢ de la fréquence de répétition (dans notre cas, 125 kHz), le signal ne peut
étre correctement mesuré (équation de Nyquist). On observe alors le phénomeéne d’inversion
de pic ou "aliasing" : la partie haute du profil de vélocité est inversée et le signal recueilli a la
forme d’un "M" (figure 41A). La qualité du signal de vélocité sanguine obtenu par correction
de cet artéfact au moyen du module de vélocimétrie adapté aux hautes vitesses circulatoires
s’est avérée satisfaisante et parfaitement reproductible (figure 41B).

La mesure du diametre mésentérique a été effectuée au moyen d’un cristal de 1 mm de
diamétre (DMT-20-1.0, Crystal Biotech, USA) positionné du c6té céphalique par rapport a la
sonde et maintenu dans une "gaine" souple aménagée au moyen de Parafilm®. Le cristal est
connecté au module de poursuite d’écho ultrasonore de 20 MHz (Wall Tracker, WT-20,
Crystal Biotech, USA) précédemment décrit. La qualité des signaux recueillis sur artére
meésentérique supérieure s’est révélée trés variable, aussi bien sur un méme animal au cours du
temps que d’un animal a I’autre. En effet, le calibre de I’artére mésentérique, plus faible que
celul de ’aorte abdominale, ne permet d’obtenir que difficilement une surface de contact
suffisante entre le cristal de mesure et le vaisseau lui-méme. De plus, la stabilité du signal est
perturbée par la fréquence ventilatoire du fait de la proximité des muscles respiratoires,
comme en témoigne la figure 42. Pour tenter de remédier a la limitation de taille, nous avons
testé un prototype de cristal de 0,5 mm (Crystal Biotech, USA) afin d’améliorer le contact

avec le vaisseau, mais le probléme de perturbation du signal par la ventilation n’a pl étre
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résolu de maniére définitive. Nous ne sommes donc pas parvenus a obtenir une méthode de

mesure du diamétre vasculaire suffisament reproductible sur ce type de vaisseau.
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Figure 41. Le phénomene d’"aliasing".

A : Signaux de vélocité sanguine recueillis sur une artére mésentérique supérieure de lapin
anesthésié¢ mettant en évidence le phénomeéne d’"aliasing".

B : Signaux de vélocité sanguine recueillis sur une artére mésentérique supérieure de lapin

anesthésié avec correction du phénomene grace a un module de mesure des hautes vélocités.
Fréquence d’acquisition : 100 Hz
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Figure 42. Enregistrement des variations de diamétre de 1’artére mésentérique supérieure chez
le lapin anesthésié, mettant en évidence I’influence du cycle respiratoire sur la qualité du
signal (fréquence d’acquisition : 100 Hz).

1.2 - L artére fémorale

De la mé&me maniere que pour la pose du cathéter artériel, une incision a été pratiquée
dans la région de I’aine du c6té gauche puis I’artére fémorale a été dégagée. Une sonde
Doppler a gaine rigide de diamétre interne 1,0 mm (HDP-20-1.0, Crystal Biotech, USA)
maintenue en place par des fils et connectée au module de mesure de hautes vélocités (HVPD-
20, Crystal Biotech, USA) a été positionnée. La qualité des signaux recueillis a permis
d’étudier I’évolution de la vélocité sanguine artérielle fémorale au cours du temps (figure 43).

Les essais de mesure de diamétre vasculaire pratiqués sur l’artére fémorale se sont

avérés infructueux du fait du calibre trop faible de ce vaisseau.

1.3 - L artére rénale

Pour des raisons d’accessibilité, les viscéres étant exposés sur le coté gauche de
’animal, nous avons abordé I’artére rénale droite. L’artere a été isolée de la veine rénale puis
dégagée afin d’y poser une sonde identique a celle employée sur ’artére fémorale. Le signal
de vélocité artérielle rénale obtenu a permis d’envisager une analyse de ce parameétre pour la

suite de notre étude (figure 43).
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Les essais de mesure de diamétre vasculaire pratiqués sur ’artére rénale se sont

¢galement avérés infructueux du fait du calibre trop faible de ce vaisseau.

artére fémorale gauche artere mésentérique sup. artére rénde droite

160.000
140.000
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cnisec

60.0000
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Figure 43. Exemples de profils caractéristiques de vélocité sanguine recueillis sur les artéres
fémorale gauche, mésentérique supérieure et rénale droite de lapins anesthésiés (fréquence
d’acquisition : 100 Hz).

En conclusion, trois artéres de type périphérique ont été retenues dans notre modele
expérimental pour étudier les effets de solutions d’hémoglobine. Toutefois, du fait de la trop
faible reproductibilité du signal de diameétre vasculaire, seules des mesures de vélocité

sanguine seront réalisées sur ces vaisseaux.

2 - Principe de ’hémodilution isovolémique par échange transfusionnel partiel

Le choix du protocole d’hémodilution a été conduit en tenant compte des chiffres de
bonne tolérance a I’hémodilution le plus souvent admis, ceux de la régle des 10/30, soit 10 g
d’hémoglobine pour 100 mL et 30% d’hématocrite (Janvier G. et al., 1995). En d’autres
termes, nous avons fixé le volume sanguin a échanger a 20% du volume sanguin total, Iui-
méme estimé a 6,5% du poids corporel (Mitruka BM. et al., 1977). Le volume sanguin a

¢changer a donc été calculé d’aprés la formule suivante :

volume (en mL) = poids corporel (en g) x 6,5/100 x 20/100

Ce volume a été substitué par un volume identique de la solution étudiée, en trois étapes

successives de maniére a ne pas Induire de modifications drastiques de la volémie,
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susceptibles de provoquer des changements hémodynamiques importants. Nous avons
considéré qu’en dessous d’un seuil défini 4 environ 8% de la volémie, les perturbations
hémodynamiques engendrées demeurent modestes (Ovadia Z. ef al., 1995). Les prélevements
sanguins ont été effectués via le cathéter artériel fémoral au moyen d’une seringue stérile
entrainée par un pousse-seringue fnodiﬁé (SE 400, Vial médical, France) a un débit de 100
mL/hr. Les injections ont été réalisées via le cathéter disposé dans la veine marginale externe
de Poreille au moyen d’un second pousse-seringue (SE 200B, Vial médical, France) et & un
débit identique. La fin de I’échange transfusionnel partiel a été atteinte lorsque la troisieme
injection a été achevée ; le suivi des différents paramétres biochimiques et hémodynamiques

(figure 44) a alors débuté, comme décrit au paragraphe suivant.

3 - Acquisition en temps réel et analyse a posteriori des parametres biochimiques et

hémodynamiques

3.1 - Paramétres biochimiques

Les prélévements sanguins artériels ont été réalisés via le cathéter fémoral, aux temps
définis dans la figure 45 (les mesures de pression artérielle ont été interrompues durant ces
manipulations). Chaque échantillon sanguin (750 pL) recueilli au moyen de seringues stériles
a été utilisé pour déterminer les parametres décrits dans la figure 44. Le volume sanguin

prélevé a éte remplacé par un volume identique de sérum physiologique (NaCl 0,9%).

3.1.1 - Mesure des gaz du sang artériel |
Une fraction du prélévement (environ 200 u.L) a été injectée immédiatement dans un
microanalyseur de pH et gaz du sang automatisé¢ (ABL 330, Radiometer, Danemark). Pour
empécher tout échange de gaz avec ’atmosphere lors du transfert du prélévement vers le
microanalyseur, la sang a été maintenu dans une seringue hermétiquement fermée. L appareil
utilise trois électrodes pour la mesure quantitative du pH, et des pressions partielles en

oxygene (PO,) et en dioxyde de carbone (PCO,) en mm Hg.

3.1.2 - Mesure des concentrations des différentes formes d’hémoglobine
sanguine et plasmatique
Une fraction du prélévement (65 pL) a été utilisée pour déterminer au moyen d’un Co-

Oxymeétre 682™ (Instrumentation Laboratory, USA) les valeurs suivantes :
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- hémoglobine totale ou tHb (en g/L),
- oxyhémoglobine ou HbO, (en % de tHb),
- methémoglobine ou metHb (en % de tHb),
- désoxyhémoglobine ou rHb (en % de tHb).
La détermination de ces paramétrés s’effectue, aprés hémolyse de 1’échantillon sanguin, par
calcul matriciel des absorbances des différentes formes d’hémoglobine. Une lumiére
monochromatique a six longueurs d’onde spécifiques traverse 1’échantillon pour atteindre un
photodétecteur dont le signal est utilisé pour calculer les concentrations partielles des
différentes formes d’hémoglobine présentes dans 1’échantillon. L’appareil calcule également
la saturation en oxygeéne (% sO,m), la capacité en oxygeéne (CapO,) et la teneur en oxygene
(CtO,).

L’autre partie de 1’échantillon a été centrifugée a 4°C, a 2500 g pendant 10 minutes
(centrifugeuse Jouan CR 4 22, France), puis la fraction plasmatique a été utilisée pour réaliser

la détermination des parameétres précédemment décrits.

3.1.3 - Mesure de I’hématocrite artériel
Une partie de I’échantillon sanguin a ¢té répartie dans deux capillaires pour
hématocrite (75 mm/75 pL, diameétre interne : 1,5-1,6 mm). L’hématocrite artériel a été lu

apres centrifugation pendant dix minutes (Cellokrit 2, AB Lars Ljungberg & Co, Suede).

3.2 - Parametres hémodynamiques

Comme nous [’avons décrit précédemment, les parametres hémodynamiques
enregistrés en temps réel ont été :
- la pression artérielle,
- la vélocité sanguine aortique,
- la vélocité sanguine périphérique,
- le diametre aortique absolu (moyen) et relatif (pulsatile) (figure 37).
Afin d’analyser en temps différé les signaux enregistrés et d’en extraire différents parametres,
nous avons développé un outil informatique de traitement des données. Le logiciel élaboré
avec M. Dubuit (Centre Interuniversitaire de Ressources Informatiques de Lorraine,
Vandceuvre-lés-Nancy) a permis de calculer sur une méme fenétre de longueur modulable :

- la pression artérielle moyenne (PAM) ;

Partie expérimentale 106



- la pression pulsée (AP) égale a la différence entre les pressions systolique et diastolique ;
- la vélocité sanguine aortique moyenne (V) ;
- la section aortique (S) ;
- le débit aortique moyen selon la formule : 0=V x S
N.B. : cette formule implique I’assimilation de la vélocité sanguine au point de mesure du
diametre a la valeur de V mesurée par la sonde Doppler ;
- la résistance périphérique en aval de 1’aorte (RP) selon la formule : RP =PAM/Q ;
NLB. : ce mode de calcul ne permet pas de déterminer la résistance périphérique totale (rapport
de la PAM et du débit cardiaque) mais seulement une estimation de ce paramétre ;
- la fréquence cardiaque (FC) obtenue a partir du signal de vélocité sanguine comme étant
I’inverse de I'intervalle de temps séparant 2 pics systoliques.

Les opérations ont été effectuées aprés sélection d’une fenétre d’intérét par
Iexpérimentateur dans le logiciel AcqKnowledge® puis importation des données

(préalablement converties sous format .TXT) dans le logiciel de calculs.
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Figure 44. Le dispositif expérimental et les différents paramétres mesurés.
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3.3 - Découpage du protocole expérimental

L’acquisition et I’analyse des données ont été réalisées a différentes périodes selon le
protocole décrit par la figure 45. Aprés une période de stabilisation post-opératoire de 60
minutes servant a recueillir les Qaleurs de base biochimiques et hémodynamiques, on a
procédé a D’échange transfusionnel partiel (environ 50 minutes), puis les paramétres
hémodynamiques ont ét€ enregistrés en continu et les échantillons sanguins ont été prélevés

séquentiellement durant 180 minutes.

DEBUT
D'ACQUISITION

Ligne de base t=5' t=60" t=120" t=180"

STABILISATION ET.P.

-110 -50 0 30 60 90 120 150 180

Temps, (min) .

Figure 45. Diagramme représentant les différentes phases d’analyse des paramétres

biochimiques et hémodynamiques. Les fenétres d’analyse des paramétres hémodynamiques
sont représentées en gris.

i : préléevement sanguin de 750 uL ; E.T.P. : échange transfusionnel partiel

4 - Application du modéle a ’étude des effets induits par une solution d’hémoglobine

Avant de procéder a la comparaison des effets cardiovasculaires induits par plusieurs
solutions d’hémoglobine en situation d’hémodilution, nous avons appliqué le modele proposé
ci-dessus a 1’étude de l’influence d’une solution d’hémoglobine (Hb-Dex-BTC) et d’une
solution témoin d’albumine sérique humaine. Les caractéristiques physico-chimiques des
deux solutions seront présentées au chapitre suivant (Tableau IV, page 114). Les animaux ont
été répartis de maniére aléatoire dans deux groupes expérimentaux (n=6 pour Hb-Dex-BTC et

n=4 pour le groupe albumine) et le vaisseau périphérique étudié a été ’artére mésentérique
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supérieure. Pour les deux groupes, les valeurs des parametres hématologiques (hématocrite
artériel, hémoglobine et methémoglobine totales circulantes) et hémodynamiques aux temps
post-hémodilution (t=5, 30, 60, 120 et 180 min) ont été comparées aux valeurs pré-
hémodilution (t=-50 min) par ANOVA avec mesures répétées (logiciel Statview®™, Abacus
Concepts, USA). Pour chaque terﬁps post-hémodilution, la comparaison des valeurs entre les
deux groupes a ¢té réalisée par ANOVA avec mesures répétées suivie de la correction de

Bonferroni. Une valeur de P<0,05 est considérée comme significative.

4.1 - Evolution des paramétres biochimiques .

Dans ce modele, I’échange transfusionnel partiel a conduit a une hémodilution avec
réduction conjointe de I’hématocrite (figure 46 A) et de I’hémoglobine totale circulante
(figure 46 B) d’environ 30%. Les parametres hématologiques mesurés se sont révélés
similaires entre les deux groupes (pas de différence significative) et stables au cours des 3
heures de suivi.

L’injection de la solution d’Hb-Dex-BTC contenant environ 5% de methémoglobine
(figure 46 E) a provoqué une augmentation immédiate du taux de methémoglobine totale
circulante comme le montre la figure 46 C. On a observé ensuite une diminution de la
methémoglobine totale circulante qui est maximale durant la premiére heure suivant 1’échange
transfusionnel (-36%) et qui semble é&tre,principalement le fait de la réduction de la
methémoglobine par les systémes enzymatiques. On a observé parali¢lement une chute de
45% de la methémoglobine plasmatique durant la premiére heure (figure 46 E). Au dela de 60
minutes, la diminution du taux de methémoglobine totale circulante semble étre due a la fois 4
I’élimination de I’hémoglobine circulante, dont on peut estimer la demi-vie plasmatique & 6

heures dans ce modeéle (figure 46 D), et a la réduction enzymatique de la methémoglobine.

Tableau III. Evolution du pH et des gaz du sang artériel au cours des 3 heures suivant
’échange transfusionnel partiel avec une solution d’albumine (n=4) ou d’Hb-Dex-BTC (n=6).

pH sang artériel PCO, sang artériel (mm Hg)| PO, sang artériel (mm Hg)
ALBUMINE Hb-Dex-BTC ALBUMINE Hb-Dex-BTC | ALBUMINE Hb-Dex-BTC

-50 min 7,34 £ 0,03 7,35+0,03 4412526 | 4121+561 89,98+7,15 95,96 + 9,24
5min | 7,3510,04 7,36 + 0,02 43,18 £5,15 37,16 £ 5,35 93,52 + 8,01 108,94+12,88

60 min | 7,35+ 0,04 7,36 £ 0,04 42,67 £5,10 35,14 + 3,44, 90,03 1+6,32 105,11 £ 9,35
120 min{ 7,32 + 0,05 7,32+ 0,04 43,13+6,14 36,77 + 2,46 93,20 £5,97 100,97 17,14
180 min| 7,32+ 0,05 7,29 +£0,04 41,38 £ 5,98 36,41+£2,09 97,30+8,93 106,33 + 8,67
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Figure 46. Evolution des parametres biochimiques sanguins (A, B et C) et plasmatiques (D et
E) au cours des 3 heures suivant 1’échange transfusionnel partie]l avec une solution d’albumine

(n=4) ou Hb-Dex-BTC (n=6). Les temps sont exprimés en minutes.
* : P<0,05 pré-hémodilution vs. post-hémodilution
#: P<0,05 Hb-Dex-BTC vs. albumine

Les mesures du pH et des gaz du sang artériel n’ont montré aucune différence significative

entre les deux groupes expérimentaux aprés hémodilution (tableau III).

4.2 - Evolution des parametres hémodynamiques

L’hémodilution avec la solution d’albumine n’a pas provoqué de modification des
paramétres hémodynamiques durant les 3 heures de suivi, hormis une diminution de débit
sanguin aortique a partir de 120 minutes (figure 47). Toutefois, cette tendance a été observée

également chez les animaux traités avec Hb-Dex-BTC et le débit aortique n’est pas apparu
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différent entre les deux groupes d’étude. Il semble donc que cette diminution de débit soit
imputable au modéle expérimental lui-méme plutét qu’a I’effet propre des solutions. Lors de
la mise au point du protocole, nous avons en effet observé chez des animaux témoins, une
diminution semblable de la vélocité sanguine aortique (assimilable au débit puisque les
variations de diametre sont nulles). au cours du temps (figure 39). L’administration d’Hb-Dex-
BTC a induit une augmentation transitoire de la pression moyenne corrigée par une
diminution de la fréquence cardiaque (figure 47 A et B). Les débits sanguins aortique et
mésentérique ont diminué aprés 60 minutes (figure 47 C et E). La résistance périphérique
correspondant a la résistance en aval de I’aorte abdominale et la résistance mésentérique
(rapport pression/débit mésentérique) ont augmenté progressivement au cours du temps
(figure 47 D et F).

L’analyse statistique a permis, malgré la taille limitée des groupes, de tirer une
tendance générale de cette étude : en comparaison avec la solution de référence d’albumine
humaine a 5%, Hb-Dex-BTC provoque une augmentation de pression artérielle moyenne
accompagnée d’une diminution transitoire de fréquence cardiaque. Cette élévation de la
pression pourrait étre la conséquence de ’accroissement de résistance périphérique observée

en aval de I’aorte abdominale (figure 47D).

En conclusion, le modeéle d’hémodilution décrit a révélé une bonne stabilité des
parametres hématologiques, du pH et des gaz du sang durant les 180 minutes suivant
I’échange tranéfusionnel. Ainsi, on peut supposer que les mécanismes pH-dépendants
susceptibles de modifier les parametres cardiovasculaires tels que la pression artérielle
(Alkjoer C. et al, 1996) interviennent peu dans ce modele et que les changements
hémodynamiques observés avec Hb-Dex-BTC sont effectivement dus aux propriétés de la
solution elle-méme. Toutefois, notre propos n’étant pas de reprendre ici les mécanismes a
’origine de ces modifications, ceux-ci seront envisagés dans la partie "Discussion" du travail.
Au vu des résultats, le modéle d’hémodilution proposé apparait donc adapté a la comparaison
des effets d’autres solutions d’hémoglobine sur les parameétres cardiovasculaires, étude qui

fera 1’objet du chapitre suivant.
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Figure 47. Evolution des paramétres hémodynamiques au cours des 3 heures suivant
I’échange transfusionnel partiel (ETP) avec une solution d’albumine (n=4) ou Hb-Dex-BTC
(n=6). Les temps sont exprimés en minutes.

*; P<0,05 pré-hémodilution vs. post-hémodilution
#: P< 0,05 Hb-Dex-BTC vs. albumine
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ETUDE COMPARATIVE DES EFFETS CARDIOVASCULAIRES
INDUITS PAR TROIS SOLUTIONS D’HEMOGLOBINE HUMAINE
MODIFIEE CHIMIQUEMENT

Sur la base du modele expérimental d’hémodilution présenté précédemment, nous
avons comparé 1’influence de trois solutions d’hémoglobine modifiée chimiquement sur
divers parametres hémodynamiques et biochimiques. Bien que d’origine humaine, chacune
des solutions présente des caractéristiques physico-chimiques propres qui dépendent du type
de modification chimique apportée & ’hémoglobine et qu’il convient de considérer avant de

discuter les résultats.

1 - Caractéristiques physico-chimiques des solutions d’hémoglobine perfusées
Afin de respecter I'intégrité des solutions d’hémoglobine mises & notre disposition
pour ce travail, nous n’avons procédé a aucune modification de leurs caractéristiques physico-

chimiques.

1.1 - L’hémoglobine-dextrane 10-benzene-tétracarboxylate ou Hb-Dex-BTC

L’ hémoglobine-dextrane 10-benzeéne tétracarboxylate (Hb-Dex-BTC) a été mise au
point conjointement par les laboratoires d’Hématologie-Physiologie de la Faculté de
Pharmacie de Nancy, Pasteur-Mérieux sérums & vaccins (Marcy-L’Etoile, France) et de
I’Ecole Nationale Supérieure des Industries Chimiques (ENSIC, Nancy, France) (Menu P. et
al., 1994 ; Prouchayret F. ef al., 1993). La préparation de la solution s’effectue en trois étapes
principales résumées par la figure 48 :
- préparation de I'hémoglobine a partir des hématies issues de poches de sang humain arrivé a
péremption, fournies par le Centre Régional de Transfusion Sanguine de Nancy-Brabois.
- préparation du polymére de dextrane-benzéne-tétracarboxylate (figure 10, partie
bibliographique). Le dextrane-benzéne-tétracarboxylate joue le role d’effecteur allostérique en
se substituant a la fonction du 2,3-DPG. De plus, la masse moléculaire élevée de ce polymeére
permet d’accroitre la demi-vie plasmatique de I’hémoglobine en réduisant notamment le
phénomene d’extravasation.
- préparation du conjugué Hb-Dex-BTC (figure 10, partie bibliographique). Le conjugué
d’Hb-Dex-BTC est isotonisé¢ dans une solution de Tyrode (glucose : 6,7 mM ; Na': 141,0
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mM ;K ':50mM;Ca™ 2,5mM; Mg : 1,1 mM; CI': 115,8 mM ; phosphate : 0,8 mM ;
hydrogénocarbonate : 30,0 mM) et présente une courbe de dissociation assez proche de celle
de I’hémoglobine érythrocytaire.

Les principales caractéristiques du produit sont présentées dans le tableau IV.

Tableau IV. Principales caractéristiques physico-chimiques des solutions d’hémoglobine.
Exemple de 3 lots.

Hb-Dex-BTC oc-Hb HemoLink™
(lot 94PS235) | (lot 950404-00-X) (lot 95HM0404)
Concentration en 8,5 * 8,2 * 10,0 *
hémoglobine (g/dL) 8,37 £0.09 ** | 8,24+ 0.90 ** 10,11 £0.22 **
Hémoglobine libre * (%) 4,87 <5 4,2
Oxyhémoglobine (%) ND ND 78 *
92,69 £ 0,85** | 90,31 £ 0,66** 74,93 £1,43%*
Methémoglobine (%) < 5% < 5* <10*
4,88 + 0,46** 7,62 £0,52** 10,97 £ 0,67**
Désoxyhémoglobine (%) ND ND 8,7 *
1,31 £ 0,19%* 2,43 £ 0,41%* 7,62 £ 0,52%*
Masse moléculaire *
32 kDa - <5% <5%
64 kDa <5% >95% 32+6%
> 64 kDa >90% - 64 £ 7%
> 500 kDa <5% - <1%
Ps,* (mm Hg) 23 29,5 34
Viscosité & (cSt) 2,11 0,97 1,24
Pression oncotique* 40 34,5 26
(mmHg)
Osmolarité * (mOsm/L) 280 280 280-300
Endotoxines * (UE/mL) <0,5 0,25 <0,06
pH * 7,24 7,52 7,30

* : valeurs données par le fournisseur ; ND : valeur non déterminée

** : valeurs moyennes + 1 e.s.m. mesurées au Co-oxymetre 682 (Instumentation Laboratory) avant injection;
Hb-Dex-BTC : n=18 ; aa-Hb : n=10 ; Hemolink ™ : n=11

O : viscosité cinématique mesurée a 37°C par viscosimétre automatique (Viscomatic VCD, Amtec, France),

n=5 pour chaque solution (voir partie "Approches expérimentales des mécanismes responsables de la
vasoactivité induite par les solutions d’hémoglobine')

1.2 - L’hémoglobine aa-pontée ou aui-Hb

La préparation de cette solution d’hémoglobine est réalisée par pontage entre les deux
sous-unités a au moyen d’un agent bifonctionnel permettant de maintenir la structure

tétramérique et de réduire ’affinité de ’hémoglobine pour I’oxygéne. L’agent utilisé est le
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3,5-dibromosalicyl bisfumarate (DBBF ou diaspirine) qui permet un pontage entre les résidus
0L99Lys des deux sous-unités oo d’hémoglobine humaine sous forme désoxygénée extraite de
poches de sang périmé (figure 49) (Winslow RM. et al., 1994). Le produit final est oxygéné et
isotonisé dans une solution de Ringer-lactate (Na+ 0 123,9-137,0 mM ; K': 3,6-4,4 mM ; Ca™
:1,2-1,5mM ; Cl': 103,9-115,2 mM; lactate : 25,7-29,0 mM). Ce produit initialement élaboré
par 'US Army (Washington, D.C., USA) est encore appelé DCLHb™ (diaspirin cross-linked
hemoglobin) ; il est actuellement développé sous le nom d’HemeAssist™ par Baxter
Healthcare Corporation (Round Lake, IL., USA).

La solution d’aca-Hb dont les caractéristiques chimiques sont présentées dans le
tableau IV nous a été gracieusement fournie par le Docteur Al. Alayash (Center for Biologics

Evaluation and Research, US Food and Drug Administration, Bethesda, MD., USA).

1.3 - L’hémoglobine pontée polymérisée ou HemoLink™

La solution HemoLink™ est élaborée par stabilisation d’hémoglobine humaine A,
purifiée, provenant de globules rouges issus de poches de sang périmé, au moyen d’un
trisaccharide  naturel, le  p-D-fructofuranosyl-O-a-D-galactopyranosyl-(1—6)-o-D-
glucopyranoside ou raffinose (Adamson JG. et al., 1998 ; figure 12). Cet agent possede de
multiples groupements réactifs, permettant de réaliser le pontage et la polymérisation de
I’hémoglobine. La molécule d’hémoglobine sous forme désoxygénée est tout d’abord pontée
intra-moléculairement par le raffinose, puis différentes molécules d’hémoglobine pontée sont
reliées par le raffinose pour former des oligomeres de tailles limitées. Le produit final, o-
raffinose poly-hémoglobine, est oxygéné et isotonisé dans une solution de Ringer-lactate. Les
étapes de la synthése d’Hemolink™ sont résumées dans la figure 50. Les caractéristiques
physico-chimiques de la solution sont regroupées dans le tableau IV. Les lots d’HemoLink™

utilisés pour cette étude nous ont été généreusement fournis par la société Hemosol Inc.

(Etobicoke, Canada).
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Figure 48. Etapes de la préparation du conjugué d’hémoglobine humaine purifiée Hb-Dex-

BTC. D’apres Prouchayret F. et al., 1993.

UF : ultrafiltration ; EDCI : 3-éthyl-1-(3 diméthylaminopropyl)-carbodiimide ; BTC

tétracarboxylate
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NaHPO, (5 volumes)

l

Globules —— lavageenNaCl9g/l. —— hémolyse, centrifugation——>membranes
rouges (7 volumes ) et filtration
protéines plasmatiques Hb native diluée
diafiltration (500 kDa)

|

concentration / ultrafiltration (10 kDa)

Hb native purifiéd

N, —— désoxygénation (25°C)
Hb native désoxygénée
DBBF — pontage

chauffage (37°C) —

Hb pontée

l

filtration 3 pm  —» Hb non pontée

NaHPO, (7 volumes ) —* l oxygénation

Hb pontée oxygénée

l

concentration (70 g/L)

l

Ringer-lactate (10 volumes) ——  diafiltration

l

répartition en poches stériles

| congélation a -80°C

Figure 49. Schéma de la préparation d’hémoglobine aa-pontée (ooi-Hb) entre les résidus

0(99Lys a partir de globules rouges. D’aprés Winslow RM. et al., 1994.
DBBF : 3,5-dibromosalicyl bisfumarate ; Hb : hémoglobine
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Figure 50. Schéma de la préparation d’HemoLink™ & partir de globules rouges. D’apres

Adamson JG. et al., 1998.
PolyHb : polyhémoglobine
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2 - Analyse chromatographique des solutions d’hémoglobine perfusées

Afin de comparer la distribution massique des espéces chimiques constituant les trois
solutions perfusées dans des conditions identiques, une analyse qualitative a été effectuée par
éhromatographie d’exclusion stérique haute pression a 1’aide d’une colonne TSK G3000 SW
(Touzart & Matignon, Vitry-sur-Seine, France) par détection UV 4 580 nm (longueur d’onde
d’absorption maximale de 1’hémoglobine sous forme oxygénée, figure 51). Le tampon
phosphate 0,05 M, pH 7,2 a ét¢ utilisé comme éluant a un débit de 0,7 mL/min. Le volume de
la boucle d’injection est de 100 pL et les solutions injectées ont été diluées 40 fois. Le
systeme de détection utilisé a consisté en une pompe Varian LC 5020 et un détecteur UV100 a
longueur d’onde variable (Spectra Physics Analytical). Les caractéristiques de la colonne
(volume mort et volume total) et les chromatogrammes des solutions Hb-Dex-BTC, ac-Hb et
Hemolink™ et d’une solution d’hémoglobine humaine native dissoute en Tyrode (lot FS 43,

Pasteur-Mérieux sérums & vaccins, Marcy-L’Etoile, France) sont reportés dans la figure 52.

DO (UA)

0.1

0 AT T T T T T
450 465 480 495 510 525 540 555 570 585 600 615 630 645 660 675 690

Longueur d'onde (nm)

Figure 51. Spectres d’absorption des principales formes de I’hémoglobine humaine contenue
dans les globules rouges.
oxyhémoglobine (A, = 540 nm, 1, =580 nm)
— —e _ désoxyhémoglobine (A =560 nm)
.......... methémoglobine (1 =630 nm)
__ carbomonoxyhémoglobine (A =530 nm)
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ABSORBANCE

Ve (ml)

Figure 52. Chromatogrammes des trois solutions d’hémoglobine perfusées et de
’hémoglobine native (TSK G3000 SW - tampon phosphate 0,05 M - pH 7,2 - 25°C - détection
UV a 580 nm).
cao-Hb; _ _____:Hb-Dex-BTC ;
""""" : Hemolink™,; ~~— = = Hb native
V,: volume mort ; V, : volume total

La solution d’oct-Hb a un volume d’élution proche de celui de I’hémoglobine native, ce qui
est en accord avec les données du tableau IV. Les profils d’€lution des solutions Hemolink™
et Hb-Dex-BTC sont déplacés vers les masses moléculaires les plus élevées. I est & noter que
le profil d’élution de Hb-Dex-BTC est plus étalé que celui de Hemolink™ car il est aussi
déplacé vers les masses moléculaires les plus faibles. Il peut étre attribué a la présence de

molécules d’hémoglobine sous forme de dimeéres et/ou de monomeres.

3 - Caractéristiques physico-chimiques des solutions de référence

Le choix d’un substitut plasmatique pouvant servir de solution de référence dans notre
¢tude a été régi par les impératifs suivants :
- caractéristiques physico-chimiques les plus proches possibles de celles des solutions
d’hémoglobine testées ;
- demi-vie vasculaire suffisante pour les 3 heures de suivi post-hiémodilution ;

- effet limité sur I’hémodynamique.
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Parmi les solutés de remplissage vasculaire possibles (gélatines fluides modifiées, dextrans,
cristalloides de synthése), nous avons retenu 1’albumine sérique humaine (déja utilisée dans

nos études préliminaires) et un hydroxyéthylamidon de faible masse moléculaire.

3.1 - La solution d’albumine sérique humaine

Dans le domaine du remplissage vasculaire, I’albumine humaine purifiée et chauffée
est le soluté le plus physiologique (effet immédiat sur la pression oncotique, innocuité presque
totale) et le mieux toléré. Mais du fait des risques de transmission virale, de sa disponibilité,
de son colit élevé et de sa durée limitée d’expansion volémique, son utilisation en pratique
hospitaliere n’est plus de mise. Pour notre étude, I’albumine présente toutefois I’intérét de
présenter une masse moléculaire proche de celle de ’hémoglobine native (et de I’ac-Hb) et
des caractéristiques physico-chimiques adaptées (tableau V). La solution d’albumine humaine
purifiée (200 g/L) que nous avons utilisée a été fournie par Pasteur-Mérieux, sérums &
vaccins (Marcy-L’Etoile, France) et diluée extemporanément dans une solution de Tyrode

pour obtenir une solution isotonique a 50 g/L.

3.2 - La solution d’hydroxyéthylamidon Elohes® 6%
Les hydroxyéthylamidons (HEA) sont des polysaccharides naturels modifiés extraits

de mafs, riches en amylopectine, polymere de glucose de haute masse moléculaire (figure 53).
L’hydroxyéthylation (substitution sur le glucose de groupements hydroxyles par des radicaux
hydroxyéthyl-éthers) de 1’amylopectine permet de stabiliser la solution et de ralentir son

hydrolyse par I’amylase sérique.

CH2-0~CH2~CH2-0OH

L o " i i
C}):'H H\
o — 0o —IN\ i 0
I

t
H 0~CH2-CH2-0H H OH n

Figure 53. Formule chimique de I’hydroxyéthylamidon. L’hydroxyéthylation se fait
généralement en C,. D’aprés Baron J-F., 1992.
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Tableau V. Principales caractéristiques physico-chimiques des solutions de référence.

Albumine Hydroxyéthylamidon
humaine (Elohés® 6%)
(ot 91AS120)
Concentration (g/L) 50 60
Masse moléculaire 68 moyen en poids : 200
(kDa) moyen en nombre : 60
Viscosité (cSt) 0,92 1,93
Pression oncotique (mm Hg) 25 25
Osmolarité (mOsm/L) 300 . : 310
pH 7,5 4,0-7,0

Les HEA sont caractérisés par deux parametres, la masse moléculaire et le taux
d’hydroxyéthylation, quantifié par le taux de substitution molaire (rapport du nombre de
radicaux hydroxyéthyles de la molécule d’HEA sur le nombre de glucoses totaux). Les
caractéristiques physico-chimiques de la solution d’HEA que nous avons utilisé (Elohes® 6%,
Fresenius France Pharma, France) sont présentées dans le tableau V. Cette solution présente
donc une masse moléculaire moyenne en masse proche de celle des solutions d’Hb-Dex-BTC
et Hemolink™, une masse moléculaire moyenne en nombre (masse moléculaire moyenne des
molécules exergant le pouvoir colloido-osmotique) proche de celle de la solution d’oct-Hb, et

un taux de substitution molaire de 0,6.

4 - Conditions expérimentales

4.1 -Répartition des individus au sein des groupes expérimentaux

Le protocole d’hémodilution décrit au chapitre précédent a ¢té conduit dans deux
études ne différant que par la nature de 1’artere périphérique choisie (artere fémorale gauche :
étude n°1, ou artere rénale droite : étude n°2). Dans chacune des études, les animaux ont été
répartis de maniere aléatoire dans cing groupes expérimentaux selon la solution perfusée
(Tableau VI). L’acquisition des données biochimiques et hémodynamiques et le traitement a
posteriori des valeurs recueillies ont été effectués selon le modele proposé au chapitre
précédent sur les trois heures suivant I’échange transfusionnel. Dans la mesure ou le protocole

expérimental ne differe, entre les deux études, que par le choix du vaisseau sur lequel sont
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effectuées les mesures de vélocité sanguine périphérique, nous avons regroupé les résultats

communs.

4.2 - Traitement statistique

Pour les cinq groupes, les. valeurs des parameétres biochimiques et hémodynamiques
aux temps post-hémodilution (t=5, 30, 60, 120 et 180 min) ont été comparées aux valeurs pré-
hémodilution par ANOVA & un facteur avec mesures répétées (logiciel Statview®™, Abacus
Concepts, USA). A chaque temps post-hémodilution, la comparaison des valeurs entre les
cinq groupes a été réalisée par ANOVA a un facteur avec mesures répétées suivie de la
correction de Bonferroni. Pour chaque analyse, 1’inégalité du nombre d’animaux a été prise en

compte. Une valeur de P<0,05 a été considérée comme significative.

L’ensemble des résultats communs ou propres aux deux études est présenté ci-dessous.

Les résultats de I’étude n°1 sont par ailleurs décrits dans 1’ article joint en annexe 3.

Tableau VI : Distribution et poids des lapins au sein des groupes expérimentaux. Le poids est
exprimé en moyenne + 1 e.s.m.

Etude n°1 Etude n°2
Nombre Poids (kg) Nombre Poids (kg)
Albumine 8 2,82 +£0,31 7 2,60 £ 0,19
Elohes® 6% 7 2,59 £ 0,28 7 3,10+ 0,48
Hb-Dex-BTC 10 2,75 + 0,23 8 2,801 0,26
oa-Hb 5 2,85+ 0,13 5 2,38£0,15
Hemolink™ 6 2,60+ 0,16 5 2,45+0,15

5 - Données biochimiques sanguines et plasmatiques

5.1 - Les parameétres sanguins

5.1.1 - L’hématocrite artériel

L’échange transfusionnel partiel de 20% du volume sanguin conduit & une réduction
d’environ 29% de I’hématocrite (figure 54). On notera ici que la diminution d’hématocrite ne
suit pas de maniére linéaire la diminution du volume sanguin ; deux hypotheses peuvent

expliquer ce fait :
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- le volume sanguin échangé a été sous-estimé et ne correspond pas exactement a 20% comme
attendu en se basant sur les valeurs de la littérature estimant le volume sanguin du lapin a
6,5% de son poids corporel (Mitruka BM. et al., 1977),

- une redistribution de liquides entre le compartiment vasculaire et le compartiment cellulaire
aboutit & un volume érythrocytairé prélevé proportionnellement plus important que le volume
plasmatique.

La premiére hypothése a été vérifiée par des mesures de volémie (voir le chapitre "Influence
de deux solutions d’hémoglobine (Hb-Dex-BTC et aa-Hb) sur la volémie en situation
d’hémodilution chez le lapin' pour la méthode) et a permis de montrer que le volume
sanguin des animaux utilisés dans notre travail correspond & 6,74 % du poids corporel (voir
figure 80). L’erreur entre les valeurs réelles et théoriques du volume sanguin a échanger est
donc faible et correspond a 0,6 mL environ pour un animal de 2,75 kg, soit une erreur de
moins de 2%. La seconde hypothése pourrait faire intervenir divers mécanismes difficilement
chiffrables et susceptibles d’étre influencés par des facteurs tels que 1’anesthésie ou la
perfusion continue de la solution saline.

Néanmoins, les conditions expérimentales permettent d’atteindre une valeur finale
d’hématocrite qui reste stable au cours du temps. De plus, cette valeur est similaire d’un
groupe a lautre, ce qui met en évidence I’absence d’influence de la nature de la solution sur
ce parameétre. La stabilité de I’hématocrite, qﬁi est déterminante pour 1’analyse des parametres
hémodynamiques (cf. relation de Poiseuille), autorise ainsi une comparaison de ces derniers

indépendemment de ce facteur sanguin.
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] Hb-Dex-BTC
oa-Hb

B Hemolink

HCT (%)

Pré-némodilution 5 60 120 180
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Figure 54. Influence de ’hémodilution par échange transfusionnel partiel avec les solutions
testées sur I’hématocrite artériel (HCT).

Les temps post-hémodilution sont exprimés en minutes. * : P<0,05 : pré-hémodilution versus temps post-
hémodilution. Pas de différence entre les groupes.

5.1.2 - Les gaz du sang

L’analyse des gaz du sang prélevé au niveau artériel n’a montré aucune altération de
I’'un ou 'autre des paramétres (pH, PCO,, PO,) entre les différents groupes (figure 55). Les
comparaisons intragroupes ont révélé des modifications ponctuelles de pH, a savoir une
diminution au temps 180 min dans le groupe Elohés, une diminution aux temps 120 et 180
min dans le groupe Hb-Dex-BTC et une augmentation aux temps 60 et 120 min dans le
groupe Hemolink™, Une augmentation significative de la PO, a été observée au temps 5 min

dans le groupe Hb-Dex-BTC.
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- Figure 55. Influence de I’hémodilution par échange transfusionnel partiel avec les solutions

testées sur le pH et les gaz du sang artériel (PCO, et PO,).

* : P<0,05 : pré-hémodilution versus temps post-hémodilution. Pas de différence entre les groupes.
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L’ensemble de ces résultats et notamment 1’absence de modification de la PCO,
indique une bonne stabilité de I’équilibre acido-basique dans ces conditions expérimentales.
L’absence de différence significative intergroupe pour chacun des paramétres indique par
ailleurs que I’intervention de mécanismes de régulation dépendants de 1’état acido-basique
(Alkjeer C. et al., 1996), a défaut d’étre inexistante, est similaire pour les cinq groupes. Cette
observation permet donc de conclure que I’analyse ultérieure des paramétres

hémodynamiques peut s’effectuer indépendemment de ce facteur biochimique.

5.1.3 - L’hémoglobine totale circulante (figure 56)

L’échange transfusionnel partiel de 20% du volume sanguin conduit a une réduction
significative de I’hémoglobine totale circulante, stable durant les trois heures de suivi et
similaire d’un groupe a ’autre. Cette diminution de la tHb sanguine est parfaitement corrélée
a la réduction d’hématocrite artériel et on aboutit & une situation pour laquelle les chiffres de
bonne tolérance a I’hémodilution (regle des 10/30 : 10 g d’hémoglobine par dL de sang et
30% d’hématocrite) sont respectés (Janvier G. et al., 1995). Dans ces conditions, on considére
classiquement que 1’oxygénation est maintenue a des valeurs physiologiques grace a ’effet
bénéfique de la réduction de viscosité sanguine s’opposant a 1’effet d’une réduction de la tHb.
Ceci se vérifie dans les groupes de référence ou le taux d’HbO, sanguine est maintenu, bien
que les solutions infusées soient dépourvues de capacité oxyphorique ; une légére
augmentation de ce taux est méme observée avec la solution d’HEA.

L’effet des solutions sur la concentration des différentes formes d’hémoglobine du
sang total est variable selon le produit injecté puisque ’on observe un maintien du taux
d’HbO, avec I’aa-Hb, une augmentation durant les 60 premiéres minutes avec Hb-Dex-BTC
et une diminution sur toute la durée du suivi avec Hemolink™. Au vu de ces données,
’amélioration de 1’oxygénation sanguine par les solutions d’Hb testées en comparaison aux
solutions de référence h’apparait pas clairement. Toutefois, I’intérét des solutions a capacité
oxyphorique peut difficilement étre mis en évidence par la mesure d’HbO, au niveau de la
circulation systémique centrale. Des mesures au niveau de la microcirculation seraient
nécessaires pour mettre en évidence I’apport des HBOCs en terme d’oxygénation, aussi nous
nous garderons d’interpréter ces changements d’HbO, comme étant le reflet de I’état

d’oxygénation tissulaire. Il apparait plus probable que les modifications de I’HbO, sanguine
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soient directement liées aux concentrations en HbO, présentes dans chacune des solutions

(Tableau IV). -
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Figure 56. Influence de I’hémodilution par échange transfusionnel partiel avec les solutions
testées sur les concentrations sanguines des différentes formes d’hémoglobine.

tHb : hémoglobine totale ; metHb : methémoglobine ; HbO, : oxyhémoglobine ; rHb : désoxyphémoglobine.

*: P<0,05 : pré-hémodilution versus temps post-hémodilution.

§: P<0,05: solution d’Hb vs. Albumine ; # : P<0,05 : solution d’Hb vs. Elohés ; * : P<0,05 : Hb-Dex-BTC
vs. Hemolink ; § : P<0,05 : Hb-Dex-BTC vs. aa-Hb.

L’administration des solutions d’Hb provoque une augmentation de la metHb sanguine
immeédiate et dépendante de la concentration initiale de metHb de la solution (Tableau IV). La
metHb sanguine est maximale au temps t = 5 min puis décroit progressivement et
spécifiquement pour chacune des solutions. Ainsi, la concentration de metHb sanguine reste
supérieure aux valeurs relevées durant la période pré-hémodilution pendant 60 min pour Hb-
Dex-BTC, 120 min pour 'aa-Hb et 180 min pour Hemolink™. La diminution de la metHb
sanguine au cours du temps est maximale dans la premiére heure puisque 1’on observe une
réduction de son taux de 35% pour Hb-Dex-BTC, de 31% pour oo-Hb et de 28% pour

Hemolink™. Puis, entre 60 et 120 min, la réduction de la metHb est de 18% pour Hb-Dex-
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BTC et Hemolink™ et de 22% pour I’aci-Hb. Enfin, entre 120 et 180 min, la metHb sanguine
diminue de 2% pour Hb-Dex-BTC, 25% pour I'ac-Hb et de 19% pour Hemolink™. Les
mécanismes réducteurs responsables de la diminution de la concentration de methémoglobine
ne seront pas envisagés ici mais sont détaillés dans I’article de synthése joint en annexe 3.

A la suite de I’échange >transfusionnel, I’équilibre physiologique entre les taux
sanguins de rHb et d’HbO, est maintenu puisque ces deux parametres varient de maniére
inverse. Ainsi, il apparait clairement que la diminution de ’HbO, et ’augmentation de la
metHb observées pour les groupes oo-Hb et Hemolink™, s’accompagnent d’une
augmentation du taux de rHb sur la durée du suivi post-hémodilution. Celle-ci s’expliquerait
principalement par les concentrations de rHb présente dans les solutions injectées (Tableau
IV). A P’inverse, la diminution de la rHb sanguine observée jusqu’a t = 60 min dans les
groupes Elohes et Hb-Dex-BTC s’oppose a ’augmentation du taux d’HbO, relevée aux

mémes temps.

Il apparait donc que les concentrations sanguines des différentes formes
d’hémoglobine sont dépendantes de ces mémes concentrations au sein des solutions infusées.
L’analyse des échantillons plasmatiques prélevés aux mémes temps, proposée au paragraphe
suivant, permettra de confirmer ces observations et de comparer les produits de ce point de

vue.

5.2 - Les parameétres plasmatiques

5.2.1 - Analyse quantitative de D’élimination de I’hémoglobine par co-oxymétrie
(figure 57)

De méme que dans les échantillons de sang total, le taux des différentes formes
d’hémoglobine a ét¢ mesuré dans le plasma. La concentration physiologique de tHb
plasmatique étant inférieure a 0,5 mg/dL, il apparait que dans notre modele sa valeur est
multipliée par un facteur 5000 a 6000 selon la solution administrée. Cette concentration est
similaire pour les trois solutions au temps t = 5 min aprés la fin de la perfusion puis devient
dose-dépendante au-deld. La diminution de la tHb plasmatique au cours du temps permet
d’estimer la demi-vie plasmatique des solutions ; elle serait respectivement de 4, 6 et 7 heures

pour aa-Hb, Hb-Dex-BTC et Hemolink™.
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Figure 57. Influence de ’hémodilution par échange transfusionnel partiel avec les solutions
testées sur les concentrations plasmatiques des différentes formes d’hémoglobine.

tHb : hémoglobine totale ; metHb : methémoglobine ; HbO, : oxyhémoglobine ; rHb : désoxyhémoglobine.

A P<0,05 : Hb-Dex-BTC vs. Hemolink ; ~ : P<0,05 : ac-Hb vs. Hemolink ; § : P<0,05 : Hb-Dex-BTC vs.
aa-Hb.

A tous les points de mesure, les taux de metHb, rHb et HbO, plasmatiques sont différents
d’une solution a I’autre et apparaissent fortement liés aux taux initiaux au sein de ces mémes
solutions (Tableau IV). Ainsi, dés la fin de 1’échange transfusionnel, Hb-Dex-BTC est
présente a pres de 95% sous forme oxygénée dans le plasma et n’est présente que pour moins
de 4% sous forme oxydée (metHb) et environ 1% sous forme réduite. La forme oxygénée
d’aa-Hb représente plus de 90% de la tHb plasmatique et les formes oxydées et réduites
constituent respectivement 6,5% et 3% environ de la tHb. La solution Hemolink™ présente un
taux d’HbO, aux environs de 78% de la tHb et des taux de metHb et rHb d’environ 9% et
13% respectivement. Le catabolisme et I’élimination des solutions font évoluer les parametres
plasmatiques de maniére spécifique a chacun des produits. Le taux d’HbO, varie peu au cours
du temps pour la solution Hb-Dex-BTC et le taux de rHb semble augmenter de fagon

réciproque & la réduction de la metHb. Pour 'oa-Hb et Hemolink™, on observe une
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augmentation modeste du taux des formes oxygénées et réduites aux dépends de la forme
oxydée.

Les variations du taux de metHb sont quantitativement les plus importantes et mettent
en évidence la "métabolisation" de cette forme impropre au transport de 1’oxygéne (voir
annexe 3). Ainsi, de méme que bour la metHb sanguine, on observe une diminution de la
metHb plasmatique qui est maximale dans la premiere heure suivant 1’échange transfusionnel.
La metHb diminue entre 5 et 60 min, respectivement de 47%, 36% et 27% pour Hb-Dex-
BTC, ao-Hb et Hemolink™., De méme, entre 60 min et 120 min, la diminution de metHb

passe alors a 16%, 30% et 24%, et entre 120 et 180 min, elle décroit de 12%, 7% et 19%.

L’injection dans le compartiment vasculaire de grandes quantités d’hémoglobine
acellulaire aboutit a des modifications des concentrations sanguines et plasmatiques
d’hémoglobine directement liées aux taux des différentes formes d’hémoglobine présentes en
solution. Le pourcentage des formes d’hémoglobine impropre au transport de I’oxygene doit
donc étre minimisé dans la formulation des solutions afin que, lors de leur "métabolisation”, la
fonction oxyphorique des produits injectés soit réelle. En particulier, le taux de metHb doit
étre surveillé car une élévation de la methémoglobine sanguine (au-dela de 1,5% chez
I’homme) peut engendrer des états de cyanose. De ce point de vue, Hb-Dex-BTC se révele
étre la solution perturbant le moins les parameétres sanguins parmi les trois HBOCs utilisées
dans notre modeéle. Les solutions d’ac-Hb et Hemolink™ testées ici présentent en effet des
taux de metHb (et de rHb) conduisant & une élévation relativement conséquente de ces mémes
paramétres au niveau sanguin et plasmatique. Si dans notre étude les conséquences de ces
modifications sur 1’état physiologique des animaux ne semblent pas déléteres (cf. I’évolution
des gaz du sang), il convient toutefois de s’interroger sur leurs effets a long terme (suivi que
ne permet pas notre modele) ou en cas d’une administration plus massive, car les résultats
montrent que la présence d’hémoglobine dans le plasma est dose-dépendante. En effet, une
saturation des systémes hépatiques et rénaux impliqués dans le catabolisme de I’hémoglobine
est susceptible de survenir en cas de dosage trop important. A notre connaissance, peu d’effets
secondaires permettant d’argumenter dans ce sens ont été décrits dans la littérature avec les
nouvelles générations d’HBOCs (Adamson JG. et al., 1998 ; Gould SA. et al., 1997 ; Standl
T. et al., 1998).
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5.2.2. Analyse qualitative par HPLC de ’élimination de I’hémoglobine

Pour chacun des groupes, une analyse chromatographique d’échantillons plasmatiques
prélevés sur le méme animal aux temps 5, 60, 120 et 180 min a été réalisée afin de suivre
Qualitativement le devenir des solutions d’hémoglobine. Cette étude a été effectuée selon la
méthodologie décrite au paragraphe 2 ("Analyse chromatographique des solutions
d’hémoglobine perfusées'). L’analyse de plasma en I’absence de solution d’hémoglobine
n’a révélé aucun signal susceptible d’interférer avec les pics dus & I’hémoglobine. Les
résultats présentés dans les figures 58 et 59 permettent d’apprécier la diminution du taux
d’hémoglobine plasmatique dans le temps et n’indiquent aucune modification de I’allure des
pics des solutions. Cette observation permet d’affirmer que, pour chacune des solutions, la
structure de I’hémoglobine modifiée est préservée durant les trois heures de suivi envisagées

dans notre modéle.

5 min

/’\‘“m

129 meia
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! T i —-—
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\

Figure 58. Chromatogrammes obtenus a partir d’échantillons plasmatiques recueillis a
différents temps aprés échange transfusionnel avec la solution Hb-Dex-BTC. Le
chromatogramme de la solution infusée est proposé pour rappel. (TSK G3000 SW - tampon
phosphate 0,05 M - pH 7,2 - 25°C - détection UV a 580 nm).

V, :volume mort ; V, : volume total
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Figure 59. Chromatogrammes obtenus a partir d’échantillons plasmatiques recueillis a
différents temps apres échange transfusionnel avec la solution ac-Hb (A) ou Hemolink™ (B).
Les chromatogrammes des solutions infusées sont proposés pour rappel. (TSK G3000 SW -
tampon phosphate 0,05 M - pH 7,2 - 25°C - détection UV a 580 nm).

V, : volume mort ; V, : volume total
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6 - Données hémodynamiques

Apres ’analyse des données biochimiques, nous allons comparer les effets de chacune

des solutions testées sur les parameétres hémodynamiques.

6.1 - La pression artérielle moyenne (PAM) (figure 60)

Les mesures de PAM mettent clairement en évidence 1’effet presseur des trois HBOC:,
largement décrit dans la littérature. Toutefois, les variations observées different d’une solution
a 'autre. L’augmentation de la PAM n’est en effet significative que durant une heure pour
Hemolink™, alors qu’elle le demeure durant les trois heures de suivi pour les solutions Hb-
Dex-BTC et ao-Hb. Malgré cette différence dans la durée de 1’effet presseur, aucune
différence significative quant a I’intensité de cet effet n’a pu étre mise en évidence d’une

solution d’Hb a ’autre.
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Figure 60. Variations de la pression artérielle moyenne (PAM) en réponse a I’hémodilution
par échange transfusionnel partiel avec les solutions testées. Les valeurs sont exprimées en

moyenne *+ 1 e.s.m.
*: P<0,05 : pré-hémodilution versus temps post-hémodilution ; § : P<0,05 : solution d’Hb vs. Albumine ; # :
P<0,05 : solution d’Hb vs. Elohées.

A I'inverse des solutions d’Hb, I’hémodilution avec les solutions de référence conduit

a une diminution de la PAM, immédiate avec I’albumine et apparaissant a t=120 min avec
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I’HEA. Pris dans leur ensemble, ces résultats suggerent qu’il existe une "compétition" entre
Ieffet vasoactif des solutions infusées qui se manifeste notamment par des variations de la
PAM et ’effet propre a ’hémodilution (modifications des propriétés rhéologiques du sang).
Ainsi, les résultats montrent que ’effet presseur des solutions d’Hb surpasse I’hypotension
résultant de I"hémodilution.

Pour la suite de notre analyse, il sera donc nécessaire de garder en mémoire cette

situation de "compétition" dont les effets sont susceptibles d’affecter I'hémodynamique dans

son ensemble.

6.2 - La fréquence cardiaque (figure 61)

Dans les trois groupes d’HBOCs, la fréquence cardiaque varie de maniére inverse a
’augmentation de PAM observée. On note en effet une diminution de la fréquence cardiaque
par rapport & sa valeur pré-hémodilution durant 30 min pour Hemolink™, durant 60 min pour
ooa-Hb et sur les 3 heures du suivi pour Hb-Dex-BTC. En dépit des modifications de

fréquence cardiaque, aucune différence significative n’a été mise en évidence d’une solution

d’Hb a Pautre.

Albumine
Elohes
Hb-Dex-BTC
oo-Hb
Hemolink

300+

08B

Fréquence cardiaque (bpm)

Pré- 5 min 30 min 60 min 120 min 180 min
hémodilution

Figure 61. Variations de la fréquence cardiaque en réponse a I’hémodilution par échange
transfusionnel partiel avec les solutions testées. Les valeurs sont exprimées en moyenne * 1
e.s.m.

*: P<0,05 : pré-hémodilution versus temps post-hémodilution.
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Les variations de fréquence cardiaque pourraient étre dues en partie a une correction de
type baroréflexe qui vise a adapter le débit cardiaque a la pression de perfusion (voir figure
19). Cette réponse réflexe ne semble pas étre mise en jeu dans les groupes de référence,
probablement du fait de ’amplitude limitée des variations de pression observées. Un effet
bradycardisant direct des solutions-n’est toutefois pas a exclure puisque les variations de PAM
ne sont pas toujours corrélée a la fréquence cardiaque. Un tel effet a déja été mis en évidence
pour la DCLHb™ (Migata R. et al., 1997).

L’évolution d’autres parametres hémodynamiques va maintenant étre abordée.

6.3 - La vélocité sanguine aortique (figure 62)

L’évolution de la vélocité sanguine aortique se fait selon le schéma observé dans les
études décrites précédemment (figures 39 et 47) avec une diminution marquée aprés 60 min.
Les comparaisons inter-groupes n’ont mis en évidence que peu de différences significatives
d’une solution a 1’autre. Ces résultats indiquent donc que la vélocité sanguine semble plus
influencée par les conditions expérimentales que par les éventuelies propriétés vasoactives des

différentes molécules.
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@ Elohés
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oa-Hb
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Figure 62. Variations de la vélocité sanguine aortique en réponse a 1I’hémodilution par
¢change transfusionnel partiel avec les solutions testées. Les valeurs sont exprimées en

moyenne + 1 e.s.m.
*: P<0,05 : pré-hémodilution versus temps post-hémodilution ; # : P<0,05 : solution d’Hb vs. Eloheés.
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Au regard de la littérature, une hémodilution isovolémique avec réduction de
I’hématocrite aux environs de 30% se traduit généralement par une augmentation du débit
cardiaque visant a adapter 1’apport d’oxygene et de nutriments a la demande métabolique
(Spahn DR. et al., 1994 ; Birchérd GF., 1997). Or, si ’on assimile la vélocité sanguine
aortique au débit aortique (2 défaut de mesurer le débit cardiaque absolu dans notre modéle),
nous observons une diminution de ce parameétre, résultat d’une probable vasoconstriction, ce
qui laisse préjuger que d’autres facteurs interviennent dans le modele.

L’analyse des autres données hémodynamiques telles que la vélocité sanguine mesurée

sur des vaisseaux plus périphériques et la résistance devrait permettre de répondre a cette

question.

6.4 - La résistance périphérique (figure 63)

Comme nous I’avons souligné dans le chapitre décrivant le mode de calcul des
différents parametres hémodynamiques, la résistance telle que nous [’utilisons dans notre
modele ne peut rendre compte du tonus vasomoteur dans sa totalité, mais seulement du
comportement des vaisseaux résistifs situés en aval du point de mesure de la pression
artérielle et de la vélocité sanguine aortique.

A Tinstar de la PAM, la résistance augmente en réponse a I’injection des solutions
d’Hb, deés la fin de 1’échange transfusionnel et pour la durée du suivi. Toutefois, on note des
différences d’incréments d’une solution d’Hb a I’autre, avec une augmentation constante de la
résistance pour ao-Hb et Hb-Dex-BTC, alors que pour Hemolink™, la résistance est stable a
partir de 60 min. Néanmoins, les calculs statistiques n’ont pas mis en évidence de différence
significative entre les trois HBOCs. L’absence de variations de résistance dans les groupes
contrdles indique que 1’éventualité d’une vasoconstriction due au modele, telle que nous
I’avons évoquée au paragraphe précédent, ne semble pas se confirmer. Ces résultats tendent
donc a démontrer ’effet vasoconstricteur des solutions d’Hb per se et permettent notamment
d’expliquer I’augmentation de PAM observée.

L’étude de la vélocité sanguine en périphérie (artéres rénale et fémorale), envisagée

dans les deux paragraphes suivants, devrait permettre d’affiner cette proposition.
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Figure 63. Variations de la résistance périphérique en réponse a I’hémodilution par échange

transfusionnel partiel avec les solutions testées. Les valeurs sont exprimées en moyenne + 1
e.8.1m.

* : P<0,05 : pré-hémodilution versus temps post-hémodilution ; § : P<0,05 : solution d’Hb vs. Albumine ; # :
P<0,05 : solutionn d’Hb vs. Elohes.

6.5 - La vélocité sanguine rénale (figure 64)

Les comparaisons statistiques intra- et inter-groupes n’ont révélé aucune modification
de la vélocité sanguine rénale (VSR), quelle que soit la solution infusée, ce qui indique que
I’hémodilution est sans influence sur ce paramétre. L’intervention des mécanismes
d’autorégulation rénale pourrait expliquer le fait que les variations hémodynamiques
engendrées par I’hémodilution et/ou ’effet propre des solutions ne s’observent pas a ce
niveau. Le systéme intrinseque des reins vise en effet & maintenir constante la filtration
glomérulaire, élément essentiel de ’homéostasie, en dépit des fluctuations hémodynamiques
systémiques et, pour ce faire, met en jeu plusieurs voies d’autorégulation comprenant un
mécanisme myogeéne, un mécanisme de rétroaction des tubules sur les glomérules, un
mécanisme NO-dépendant et le systeme rénine-angiotensine (Tack . et al., 1997).

Ainsi, la seule mesure de la VSR ne nous a pas permis de mettre en évidence un effet
vasoconstricteur des HBOCs au niveau artériel rénal, tel que nous l’avons proposé au

paragraphe précédent. La détermination simultanée du diamétre de ’artére rénale permettrait
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de vérifier cette hypothése, mais comme nous 1’avons vu cette mesure n’a pu étre réalisée

dans notre modéle.
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Figure 64. Variations de la vélocité sanguine rénale en réponse a I’hémodilution par échange
transfusionnel partiel avec les solutions testées. Les valeurs sont exprimées en moyenne * 1
€.S.m. Pas de différence.

6.6 - La vélocité sanguine fémorale (figure 65)

La vélocité sanguine fémorale (VSF) est diversement modifiée selon la solution
injectée. Ainsi, aprés administration d’albumine, la VSF est stable, puis augmente
significativement a partir de 120 min. L’injection des solutions d’HEA et d’aa-Hb conduit a
une diminution de la VSF qui n’apparait toutefois pas significative d’aprés les calculs
statistiques. Les solutions Hb-Dex-BTC et Hemolink™ induisent une diminution significative
transitoire de la VSF (entre 30 et 120 min). En dépit des évolutions divergentes de la VSF
entre la solution ava-Hb d’une part, et les solutions Hb-Dex-BTC et Hemolink™ d’autre part,
I’analyse statistique ne montre pas de différence entre les trois HBOCs.

Les résultats montrent donc une diminution globale de la VSF, plus ou moins marquée

et transitoire selon la solution d’Hb, qui serait la conséquence de I’effet vasoconstricteur des

HBOCs.

En conclusion, I’analyse des données hémodynamiques indique que, dans notre

modele, les modifications de pression, résistance et vélocité sanguine centrale et périphérique
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sont dans leur ensemble comparables entre les trois HBOCs testés. Pour tenter de confirmer
Peffet vasoconstricteur que décrivent ces données, nous avons étudié deux parametres
décrivant la tonicité des vaisseaux, de maniére individuelle (coefficient de distensibilité

aortique) ou globale (indice de pulsatilité).

B Albumine
B Elohés
0 Hb-Dex-BTC
ao-Hb

B Hemolink

Vélocité sanguine fémorale (cm/sec)

Pré-hémodilution 5 min 30 min 60 min 120 min 180 min

Figure 65. Variations de la vélocité sanguine fémorale en réponse a 1’hémodilution par
échange transfusionnel partiel avec les solutions testées. Les valeurs sont exprimées en
moyenne * 1 e.s.m.

* : P<0,05 : pré-hémodilution versus temps post-hémodilution ; § : P<0,05 : solution d’Hb vs. Albumine ; # :
P<0,05 : solution d’Hb vs. Elohés.

7 - Parameétres du tonus vasculaire
Les calculs du coefficient de distensibilité et de 1’indice de pulsatilité ont été effectués
au moyen du logiciel Achnowledge® (Biopac system, USA), sur des fenétres d’analyse de

cing secondes environ et aux temps définis précédemment. Le détail des calculs est présenté

dans les deux paragraphes suivants.

7.1 - Le coefficient de distensibilité aortique (figure 67)

Les modifications hémodynamiques reportées aux paragraphes précédents sont en
accord avec les données obtenues in vifro montrant I’effet constricteur de différentes solutions
d’hémoglobine sur des portions d’arteres isolées et notamment d’origine aortique (Martin W.

et al., 1985 ; Nakai K. et al., 1996 ; Rioux F. et al., 1997a ; Hart JL. et al., 1997). Afin
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d’étudier in vivo ’action des HBOCs sur le tonus aortique, nous avons procédé a des mesures
de dimensions du vaisseau par la technique d’echo-tracking. Nous tenons a rappeler que le
module ultrasonore Wall-Tracker, dans la configuration ou nous 1’avons utilisé, n’autorise pas
ﬁne mesure absolue des variations du diamétre de ’aorte abdominale, mais permet de mettre
en évidence d’éventuelles modifications des propriétés mécaniques du vaisseau (voir partie
"Description du modéle expérimental de base").

Ainsi selon le protocole de I’étude n°l, nous avons montré que les variations de
pression induites par les solutions d’hémoglobine se traduisent par une diminution de la
distension aortique (Ad) (annexe 3). Toutefois, les variations de diamétre des vaisseaux de
gros calibre étant dépendantes de la pression qui s’exerce sur leur paroi (figure 66), la
détermination de Ad ne nous a pas permis de conclure a un effet direct des HBOCs sur le
tonus aortique. Pour ce faire, il est nécessaire de normaliser les variations de diameétre par
rapport aux variations de pression ; cette opération se réalise par le biais du calcul de
parametres de 1’élasticité vasculaire pariétale (Lehmann ED. et al., 1993 ; Marchais SJ. et al.,

1993 ; Rouviere R., 1998).

Diamétre

Pression —_—

Figure 66. Relation pression-diameétre pour un vaisseau de gros calibre. La compliance est
définie par la pente a chaque valeur de pression (-O-). La compliance peut étre modifiée sous
’effet de substances vasoactives de maniere passive (effet pression-dépendant, fleche de A
vers B) ou de manieére active (fleches de A vers C et de A vers D). D’apres Marchais SJ. et al.,
1993.
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Classiquement, la compliance (C,) est définie comme la variation de volume AV pour

une variation donnée de pression AP :

[ C,=AV/AP

La distensibilité, décrite par le coefficient de distensibilité (DC), correspond quant a elle au
pourcentage de variation de volume (AV/V) pour une variation de pression :

DC = (AV/V)/AB

En considérant que les variations de volume du vaisseau sont dues a sa distension plutot qu’a

son élongation, la précédente équation peut s’écrire en fonction de ’aire de section A du

vaisseau :

[2nd . Ad) / 4] [4/ nd?]

DC = (AA/A)/AP =
AP

Le coefficient de distensibilité peut ainsi s’écrire aprés simplification :

DC = (2Ad/d)/AP

A partir des données recueillies par le module Wall-Tracker (Ad et d) et par le capteur

de pression (AP), nous avons appliqué ce calcul et obtenu les résultats présentés dans la figure

67.
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Figure 67. Variations du coefficient de distensibilité aortique en réponse a I’hémodilution par
échange transfusionnel partiel avec les solutions testées Les valeurs sont exprimées en
moyenne *+ 1 e.s.m.

* : P<0,05 : pré-hémodilution versus temps post-hémodilution ; # : P<0,05 : solution d’Hb vs.Elohes..
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Sur la durée du suivi post-hémodilution, I’analyse statistique intra- et inter-groupe n’a révélé
aucune différence chez les animaux traités avec les solutions d’albumine, Hb-Dex-BTC, aa-
Hb et Hemolink™. Pour la solution d’HEA, I’analyse révéle une augmentation significative
de DC par rapport a la valeur de base et par rapport aux valeurs des trois groupes d’HBOCs.
Ces résultats suggerent que les solutions d’hémoglobine n’ont pas d’effet direct sur les
propriétés mécaniques de ’aorte abdominalé. A Pinverse, la solution d’HEA provoque une
augmentation immédiate et durable de la distensibilité aortique, laissant supposer un effet

vasodilatateur de ce produit sur le vaisseau.

7.2 - L indice de pulsatilité (figure 69)

L’indice de pulsatilité est un estimateur non dimensionnel de la résistance périphérique
calcul¢ a partir du signal de vélocité sanguine aortique. Comme nous ’avons vu dans la partie
"Description du modéle expérimental de base" (figure 37), ce signal présente une allure
sinusoidale. L’indice de pulsatilité (Ip) se calcule selon la formule :

’TP = (Vinax = Venin) / Vmoyl

avec V.. représentant la vitesse maximale, V,, la vitesse minimale et V., la vitesse

moyenne (Herment A. et Peronneau P. Estimateurs de I’écoulement. In : Vélocimétrie

Doppler. Applications en pharmacologie cardiovasculaire animale et clinique, édité par P.

Péronneau. INSERM éd., 1991, pp 69-82) (figure 68).
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Figure 68. Définition de I’indice de pulsatilité (Ip), a partir d’un signal de vélocité sanguine
aortique recueilli sur un lapin anesthésié.
Vay * vitesse maximale ; V., : vitesse minimale ; V., : vitesse moyenne
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Cet indice présente donc un intérét particulier pour notre problématique puisqu’il
permet d’exprimer la résistance périphérique indépendamment des variations de débit et de
pfession. Le calcul de I’indice de pulsatilité, réalisé¢ a partir des données fournies par les
études n°1 et 2, a donné les résultats présentés dans la figure 69. Ils mettent en évidence une
évolution différente de I’indice de pulsatilité immédiatement aprés hémodilution entre les
groupes de référence (I, inchangé) et les groupes HBOCs (I, diminué). Les comparaisons

inter-groupes n’ont révélé aucune différence significative entre les trois solutions

d’hémoglobine.

B Albumine
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0 Hb-Dex-BTC
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Indice de pulsatilité
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Figure 69. Variations de l'indice de pulsatilité en réponse & 1’hémodilution par échange
transfusionne] partiel avec les solutions testées. Les valeurs sont exprimées en moyenne * 1
e.s.m. '

*: P<0,05 : pré-hémodilution versus temps post-hémodilution ; § : P<0,05 : solution d’Hb vs. Albumine.

8 - Conclusion

Nous avons pu observer que les modifications hémodynamiques engendrées par les
trois HBOC:s testées dans le modele proposé sont clairement différentes de celles provoquées
par les solutions de référence et en faveur d’une action vasoconstrictrice se traduisant par une
augmentation de la résistance. Cette augmentation de résistance n’a pu étre confirmée par le
calcul de I’indice de pulsatilité qu’a court terme et aucun effet direct sur le tonus aortique n’a
été mis en évidence. L’effet hypertenseur des HBOCs semble résulter de 1’augmentation de la

résistance et il permet en partie d’expliquer la baisse transitoire de fréquence cardiaque. Les
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variations de pression sont apparues stables en dépit de 1’augmentation croissante de
résistance dans le temps et suggeérent donc la mise en ceuvre d’une régulation efficace.

La mise en évidence de I’impact ‘éventuel. de la formulation de chaque HBOC
(modification chimique appliquée a I’hémoglobine ou encore caractéristiques physico-
chimiques des solutions) est réndue délicate au niveau macrohémodynamique, par les
multiples parametres non contrdlables pouvant &tre impliqués. Dans notre mode¢le, les
données hémodynamiques sont en effet influencées par les propriétés pharmacologiques des
solutions mais aussi par I’hémodilution per se. Cette derniére engendre une réduction de la
viscosité du sang et donc une diminution de la résistance a I’écoulement.

Nous avons donc tenté de contourner cette difficulté en abordant différents
mécanismes susceptibles d’intervenir dans notre modele expérimental, indépendamment les

uns des autres. Ces études expérimentales sont proposées au chapitre suivant.

9 - Annexe 3

Les deux articles cités en référence dans le présent chapitre sont proposés ci-apres.
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Cardiovascular and hemorheological effects of three
modified human hemoglobin solutions in hemodiluted rabbits

ALEXIS CARON,! PATRICK MENU,! BEATRICE FAIVRE-FIORINA,!

PIERRE LABRUDE,! ABDU I. ALAYASH,2 AND CLAUDE VIGNERON!

Department of Hematology and Physiology, School of Pharmacy, University Henri Poincaré-
Nancy 1, 54001 Nancy cedex, France; and *Laboratory of Plasma Derivatives, Center for Biologics
Euvaluation and Research, Food and Drug Administration, Bethesda, Maryland 20892

Caron, Alexis, Patrick Menu, Beatrice Faivre-Fio-
rina, Pierre Labrude, Abdu I. Alayash, and Claude
Vigneron. Cardiovascular and hemorheological effects of
three modified human hemoglobin solutions in hemodiluted
rabbits. J. Appl. Physiol. 86(2): 541-548, 1999.—The cardio-
vascular effects of human albumin (Alb) and three human
hemoglobin (Hb) solutions, dextran-benzene-tetracarboxyl-
ate Hb, aa-crosslinked Hb, and o-raffinose-polymerized Hb
were compared in anesthetized rabbits undergoing acute
isovolemic hemodilution with Hct reduction from 41.4 * 2.7
to 28.8 * 1.6%. The impact of the vasoconstricting properties
of Hb was examined by measuring heart rate (HR), mean
arterial pressure (MAP), abdominal aortic, and femoral arte-
rial blood flow, vascular resistance (VR), and aortic distension
during the first 3 h after hemodilution. The impact of the
hemorheological parameters was assessed by measurements
of hemodiluted blood viscosity. In contrast to Alb, the Hb
solutions elicited an immediate increase in MAP (20-38%).
The effects of Alb and Hb solutions on HR, as well as on aortic
and femoral arterial blood flow, were similar. VR decreased
with Alb (20-28%) and increased with all three Hb solutions
(30-90%), but the MAP and VR rising trends were different
with each Hb solution. Aortic distension decreased in Hb
groups compared with the Alb group for the first 60 min. The
viscosity of hemodiluted blood was similar for all groups at
high shear rates but was dependent on the viscosity of the
solutions at low shear rates. We conclude that the vasoconstric-
tion elicited by the Hb solutions overrides the vasodilation
associated with viscosity changes due to hemodilution and
would be the major factor responsible to the cardiovascular
changes.

oxygen carriers; blood flow; hemodilution; viscosity

PRESENTLY, HEMOGLOBIN (Hb)-based solutions are under-
going advanced clinical trials with the aim of reducing
blood transfusion in situations of preoperative and
intraoperative hemodilution. These solutions make it
possible to reduce serious complications associated
with transfusion and have the advantage, compared
with plasma exchange fluids, of possessing Og-carrying
capacity (25). However, many studies reported an in-
creased arterial pressure after infusion of Hb solutions,
in both animals and humans, as a result of vasoconstric-
tion (1, 4, 6). This property has been demonstrated in
vitro in various preparations of vessels immersed in or
perfused with Hb (9, 15, 23). The most commonly

The costs of publication of this articie were defrayed in part by the
payment of page charges. The article must therefore be hereby
marked “advertisement” in uccordance with 18 U.S.C. Section 1734
solely to indicate this fact.
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accepted explanation is that free Hb (in the ferrous
form Fe2*) traps nitric oxide (NO) released by the
endothelium and thus impairs the vasodilating action
of this relaxing factor (14, 19, 23). Nakai et al. (19)
compared cellular Hb forms and free Hb derivatives in
rabbit aorta strips. Nakai et al. emphasized the contri-
bution of Hb chemical form to the NO-trapping action of
the solutions. However, in a recent report, Rohlfs et al.
(24) concluded that the blood pressure increases ob-
served in rats after 50% exchange transfusion with Hb
solutions could not be the result of NO scavenging by
the heme and indicated that other physiological mecha-
nisms were more likely to be involved. Gulati et al. (8)
also suggested a contribution by endothelin to the
pressor action of diaspirin cross-linked Hb (aa-Hb) in
hemorrhaged rats. Stimulation of «-adrenergic recep-

“tors has also been proposed as a reason for peripheral

vasoconstriction after ac-Hb administration in rats (7,
26). An autoregulatory control of blood pressure in
response to changes in tissue oxygenation was also
proposed by Intaglietta et al. (13) as a contributing
mechanism to vasoactivity. Nolte et al. (20, 21) indi-
cated that the increased blood Oy-carrying capacity in
the microcirculation after injection of aa-Hb could also
contribute to the pressor response of Hb as a result of
alterations in vasomotion frequency and amplitude.
Despite the large number of studies of Hb-based O,
carriers, the incidence of the type of modification
applied to Hb on the cardiovascular function after
hemodilution is poorly documented. Therefore, we exam-
ined the effects of three human Hb solutions: dextran-
benzene-tetracarboxylate-conjugated Hb (Dex-BTC-
Hb), aa-Hb, and o-raffinose-polymerized Hb (PolyHb)
after acute isovolemic hemodilution, compared with
albumin (Alb), a solution used in clinical practice for
intravenous volume replacement. Hemodynamic param-
eters and vascular resistance (VR) were examined

- periodically during the first 3 h. We also measured the

variations in aortic distension, a mechanical parameter
of conductance vessels which is likely to be affected by
an increase in blood pressure. In separate experiments,
measurements of blood viscosity after hemodilution
were performed to determine the possible impact of this
rheological parameter on hemodynamic changes.

METHODS

Animals and anesthesia. Thirty male New Zealand White
rabbits (La Garenne, Villey Saint-Etienne, France), which
weighed 2.7 * 0.3 kg, were anesthetized with ketamine
(Ketalar 50, Parke-Davis, France; 50 mg/kg im) and pentobar-
bital sodium (Sanofi, France; 40 mg/kg iv, followed by infusion
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at 5 mg-kg ' h~!in the right ear marginal vein). The rabbits
were placed in the dorsal decubitus position on a heating
table, and they were warmed to maintain a constant body
temperature. The trachea was intubated, and the animal
spontaneously breathed room air. At the end of the experi-
ments, the animals were killed by excess dose of pentobarbital
sodium. The study design was approved by the Animal Protection
Bureau of the French Ministry for Fishing, Agriculture, and

Food, and the experiments were conducted in accordance with ’

the Guiding Principles for Research Involving Animals.
Surgery and instrumentation. The left femoral artery was
exposed, and a directional, pulsed, Doppler flow probe (DBF-
120A, Crystal Biotech, Holliston, MA) was placed on it. The
right femoral artery was cannulated with a heparin-filled
polyethylene catheter (0.56 mm ID) that was advanced in the
abdominal aorta for arterial pressure measurements and
blood collection. After a midline laparotomy was performed,
the abdominal aorta was carefully exposed 2 cm above the
emergence of the catheter. A directional, pulsed, Doppler flow
probe (HDP-120A4, Crystal Biotech) and a single-crystal trans-
ducer designed to measure the absolute arterial diameter,
within a range of 1-12 mm and with a resolution of 0.01 mm
(DMT-120-CP, Crystal Biotech), were placed on the vessel.
Saline (10 ml-kg~!-h~! iv) was infused by the right ear
marginal vein to maintain fluid after the laparotomy.
Data acquisition. The femoral arterial catheter was con-
nected to a pressure transducer (Viggo-Spectramed, Paris,
France) to measure the pulsatile arterial pressure. The aortic
and femoral arterial flow probes were connected to 20-MHz
modules with pulse-repeated frequency of 125 kHz (PD-20,
Crystal Biotech) to measure the blood flow, as reported by

Haywood et al. (10). The crystal was connected to a 20-MHz -

echo-tracking module (WT-20, Crystal Biotech) to measure
the aorta diameter in millimeters. The blood flow and echo-
tracking modules were connected to a dedicated amplifier
(CBI-8000, Crystal Biotech). The pressure transducer and the
amplifier were connected to a personal computer for on-line
data acquisition at a rate of 75 Hz (Acqknowledge + MP100
hardware and software, Biopac Systems, Goleta, CA).

Acute isovolemic hemodilution. The rabbits were randomly
allocated to experimental groups in which hemodilution was
performed with human Alb (n = 8) or with Dex-BTC-Hb (n =
8), aa-Hb (n = 8), or PolyHb (n = 6). After instrumentation
was completed, the animals were allowed to equilibrate
during a 1-h baseline period. Hemodilution with one of the
solutions described below was then initiated by partial-
exchange transfusion to achieve a final Het of ~28%. Blood
was withdrawn at 100 mlh with a syringe pump (Vial
Médical SE 400, Saint-Martin-le-Vinoux, Grenoble, France)
connected to the femoral arterial catheter. The solutions were
infused at the same rate with a reciprocating syringe pump
(Vial Médical SE 400) by the right ear marginal vein. The
exchange transfusion was achieved in ~50 min, and the end
of the infusion was considered as time point ¢ = 0.

HEMODILUTION WITH HEMOGLOBIN SOLUTIONS

Blood samples and hematologic parameters. Blood samples
consisting of 750 ul were collected at the end of the baseline
period and at various time points (¢ = 5, 60, 120, and 180
min), and they were replaced by an equal volume of saline.
Blood samples were used for Het determination, pH, and
analysis of blood gases (ABL2, Radiometer, Copenhagen.
Denmark) as well as blood and plasma total Hb concentra-
tions (Hby,; Co-oximeter 482, Instrumentation Laboratory,
Lexington, MA). Because blood was collected by the femoral
arterial catheter, measurements of arterial pressure were
discontinued during the collection procedure.

Solutions. Human Alb (5 g/dl) dissolved in Tyrode medium
(in mM: 6.7 glucose, 140 Nat, 5.0 K+, 2.5 Ca2?*, 1.1 Mg?-.
115.8 Cl1-, 0.8 phosphates, 30.0 carbonates) was supplied by
Pasteur-Mérieux Sérums & Vaccins (Marcy I'Etoile, France).
The Alb solution was sterile and pyrogen free. Dex-BTC-Hb
consists of 8.5 g/dl of human Hb extracted from outdated red
blood cells and conjugated to a macromolecular allosteric
effector, dextran-benzene-tetracarboxylate. Dex-BTC-Hb was
produced in collaboration with Pasteur-Mérieux Sérums &
Vaccins, according to the protocol previously described, and
was suspended in Tyrode medium (pasteurized, sterile, pyro-
gen free) and then frozen at —20°C without preservatives (17,
22). aa-Hb (from the US Army) consists of 8.2 g/dl of
heat-treated human Hb obtained from outdated red blood
cells, stabilized by cross-linking between the two a-subunits
with bis(3,5-dibromosalicyl)fumarate, suspended in Ringer
lactate, and frozen at —~80°C (28). PolyHb consists of a 10 g/dl
pasteurized solution of human Hb extracted from outdated
red blood cells, cross-linked internally with raffinose, and
polymerized to form PolyHb (11, 12). PolyHb was suspended
in lactated Ringer injection [US Pharmacopoeia (in mM):
123.9-137.0 Na*, 3.6-4.4 K*, 1.2-1.5 Ca®*, 103.9-115.2 Cl -,
25.7-29.0 lactate] and was frozen at —80°C without preserva-
tives. PolyHb was generously provided by Hemosol (Etobi-
coke, Ontario, Canada).

Each of the solutions had low endotoxin levels, and their
mean physicochemical characteristics are described in Table 1.

In vitro viscosity measurements. The kinematic viscosity of
Alb, Dex-BTC-Hb, aa-Hb, and PolyHb was determined at
37°C with an automatic capillary viscometer (module V,
Amtec, Villeneuve-Loubet, France) and expressed in centi-
stokes (Table 1). The principle of the instrument is to measure
automatically the flowing time of a solution in a capillary
between two points that are optically defined. The measure-
ment of this time is equivalent to the measurement of the
kinematic viscosity.

Ex vivo viscosity measurements. In separate experiments,
25 male New Zealand White rabbits weighing 2.4-2.7 kg (La
Garenne) were used. While the animals were under general
anesthesia with 1% halothane (Belamont, France) mixed in
95% 04-5% CO,, a polyethylene tube was inserted into the
right carotid artery and tunneled subcutaneously to emerge
at the top of the back. The animals were treated with

Table 1. Physicochemical characteristics of solutions used for hemodilution

Protein Molecular Kinematic Onecotic MetHb Endotoxin
Concentration, Maass, P:a, Viscosity, Pressure, Osmolality, Content, Level,
Solution g/dl kDa mmHg eSt mmHg mosmol/] % EU/ml
Albumin 5.0 68 0.92 25 300 <0.5
Dex-BTC-Hb 8.5 64-500 23 2.11 40 280 <5 <0.5
aa-Hb 8.2 64 29.5 0.97 34.5 280 <5 0.25
PolyHb . 10.0 64-500 34 1.24 26 280-300 <10 0.06

Dex-BTC-Hb, dextran-benzene-tetracarboxylate hemoglobin (lot 94PS235); aa-Hb, aa-cross-linked Hb (lot 950404-00-X); PolyHb, o-
raffinose polymerized Hb (lot 95HMO0404); Pso, oxygen half-saturation pressure of Hb measured at 37°C; MetHb, methemoglobin. Kinematic
viscosity was determined at 37°C with an automatic capillary viscometer (module V, Amtec, France).
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penicillin (200,000 U/kg im) and were allowed a recovery
period of 1 day before. experiments. On the day of experi-
ments, the animals received heparin (150 U/kg iv); 5 min
later, an exchange transfusion was performed to decrease Het
to 28%. In these experiments, Alb, Dex-BTC-Hb, ca-Hb, and
PolyHb (n = 5, each) were used for hemodilution. The whole
blood and the blood + solution mixtures were collected with
5% EDTA (wt/vol). The viscosity was determined-5 min after
the end of exchange transfusion, at 37°C, by using a Couette
viscometer (Low Shear 30, Contraves, Zurich, Switzerland)
for shear rates ranging from 0.5 to 128 s~! and expressed in
millipascals per second. For determination of control blood
viscosity, the Hct was adjusted to 40 and 30% (n = 5 each) by
addition or subtraction of autologous plasma.

Data analysis. Mean arterial pressure (MAP) was calcu-
lated as [1/3 (systolic pressure — diastolic pressure) +
diastolic pressure). Heart rate (HR) was calculated from the
aortic blood flow signal as the reciprocal between two consecu-
tive systolic peaks. VR was calculated as MAP/aortic blood
flow. Aortic distension was expressed as the difference be-
tween the aortic systolic and diastolic diameters for each
beat. MAP, HR, aortic blood flow, aortic distension, VR, and
femoral blood flow are expressed as means * SE. Statistical
comparisons were made before hemodilution and at posthemo-
dilution time points (¢ = 5, 30, 60, 120, and 180 min) for each
group by using an analysis of variance for repeated measures.
Comparisons between groups were made for each time point
by using an analysis of variance for repeated measures with
Dunn-Bonferroni correction. A value of P < 0.05 was consid-
ered significant.

RESULTS

Hematological results. Hct decreased similarly in
each group after exchange transfusion (from41.4 = 2.7
to 28.8 = 1.6%; P < 0.05) and was stable for the 3 h of
experiments (Fig. 1A).

Hemodilution led to a decrease in blood Hb,, which
was significant in the Alb group (Fig. 1B). Hb appeared
in plasma immediately after exchange transfusion with
the three Hb solutions, and plasma Hb,, decreased
with time (Fig. 1C).

The order of the kinematic viscosity of the solutions
measured in vitro was Dex-BTC-Hb > PolyHb =
ao-Hb > Alb (Table 1). At 5 min after exchange
transfusion, marked differences were found in blood
viscosity at low shear rates; blood hemodiluted with
Dex-BTC-Hb exhibited a higher viscosity than blood
hemodiluted with aa-Hb, PolyHb, and Alb, respectively
(Fig. 2). In contrast, at high shear rates, the viscosity
values were similar between the groups.

No major changes in arterial blood gases and pH
were found after exchange transfusion; this.indicates
that the acid-base status and oxygenation were well
maintained all through the experiments (Table 2).

Effects of hemodilution with Alb. Hemodilution with
Alb caused a progressive decrease in MAP of 12-25%
ind had no effect on HR (Fig. 3). Aortic blood flow
lecreased by 26% at ¢ = 180 min, and femoral arterial
slood flow increased by 33% after 120 min (Fig. 4). VR
lecreased (20%) after 30 min (Fig. 5). Aortic distension
iignificantly increased by 20% in the first 30 min after
:xchange transfusion (Fig. 5).
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Fig. 1. Variations of hematocrit (Hct; A), blood total hemoglobin
(Hby,e; B), and plasma Hby, (C) after exchange transfusion with
albumin (n = 8 rabbits), dextran-benzene-tetracarboxylate Hb (Dex-
BTC-Hb; n = 8 rabbits), aa-cross-linked Hb (aa-Hb; n = 8 rabbits),
and o-raffinose-polymerized Hb (PolyHb; n = 6 rabbits). Values are
means * SE. *Significant difference, posthemodilution vs. baseline
within groups; P < 0.05. No symbol indicates no difference between

groups.

5 min

Effects of hemodilution with Dex-BTC-Hb. Dex-
BTC-Hb induced an increase in MAP (37% maximum)
in the 3 h after exchange transfusion; MAP values were
significantly higher than in the Alb group (Fig. 3). A
12% decrease in HR was observed 5 min after exchange
transfusion, and HR was not different from baseline
value after this time (Fig. 3). Aortic blood flow increased
by 35% 5 min after hemodilution, thereafter the values
were not different from those of the other groups (Fig.
4). Femoral arterial blood flow decreased between 30
and 120 min (25-40%) after exchange transfusion (Fig.
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Fig. 2. Plot of whole blood viscosity (mPa/s) vs. shear rate (s~!)
determined in rabbit blood samples collected 5 min after end of
exchange transfusion with albumin, Dex-BTC-Hb, aa-Hb, and PolyHb.
Bold lines, mean values obtained from all control samples, both after
adjustment of Hct at 30 and 40%. Data points are mean of 5
experiments.

4). VR progressively increased (40-60%) after 30 min
and was higher than in the Alb group (Fig. 5). Aortic
distension decreased by 25% in the first 60 min after
hemodilution and was lower than in the Alb group all
through the experiments (Fig. 5).

Effects of hemodilution with aa-Hb. MAP increased
by 35% for the 3 h after hemodilution with aa-Hb

compared with baseline value (Fig. 3) and was higher

than in the Alb group. HR and femoral arterial blood
flow remained unchanged after exchange transfusion
(Fig. 3 and 4). A significant decrease (35%) in aortic
blood flow was observed at ¢ = 180 min (Fig. 4). VR
progressively increased (by 30-90%) after exchange
transfusion and was higher than in the Alb group all

Table 2. Variations of blood-gas values

after exchange transfusion with albumin,
Dex-BTC-Hb, aa-Hb, and PolyHb

Time Albumin Dex-BTC-Hb aa-Hb PotyHb
pH
Baseline 7.340.03 735+0.03 7.33+0.02 7.33x0.02
5 min 7.35*+0.04 736+002 7.36*0.03 17.34x0.04
60 min 7.34%0.04 7.36+0.04 7.36%0.02 7.35x0.03
120 min  7.32£0.05 7.32*+0.04 7.35*002 7.35x0.03
180 min  7.32+0.05 7.29+0.04 735*0.02 17.35%0.02
POz, Torr
Baseline 89.98+7.15 95.96+9.24 92.10*7.56 86.70=9.90

108.94+12.88 87.38+15.18 81.556=17.45
105.11+9.35 89.38x4.90 87.25=8.15
100.97+7.14 86.84%6.29 93.10+10.50
106.33 +8.67 85.26+11.53 89.45%9.45

Pco,, Torr

41.215.61
37.16%5.35
135.14 £ 3.44
36.77+2.46
36.41+2.09

93.52+8.01
90.03+6.32
93.20+5.97
97.30+8.93

S min
60 min
120 min
180 min

35.75=4.95
45.65 +4.45
35.15+3.75
33.70 % 4.80
30.50 = 1.50

45.04 % 4.15
42.12*+5.18
39.82+4.50
38.44 2 4.40
3586 £ 1.93

44.12+5.28
43.18 £5.15
42.67*+5.10
120 min 43.13x6.14
180 min 41.38+5.98

Baseline
5 min
60 min

Values are means *'SE; albumin, n = 8 rabbits; Dex-BTC-Hb, n =
8 rabbits; ac-Hb, n = 8 rabbits; PolyHb, n = 6 rabbits.
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Fig. 3. Variations of mean arterial pressure (MAP) and heart rate
(HR) after exchange transfusion with albumin (n = 8 rabbits).
Dex-BTC-Hb (n = 8 rabbits), aa-Hb (n = 8 rabbits), or PolyHb(n = 6
rabbits). Values are means * SE. Significant differences, P < 0.05:
* posthemodilution vs. baseline within groups, #Dex-BTC-Hb vs.
albumin, & aa-Hb vs. albumin, $ PolyHb vs. albumin.

through the experiments (Fig. 5). Aortic distension
slightly decreased compared with baseline (Fig. 5).
Effects of hemodilution with PolyHb, MAP increased
after hemodilution with PolyHb compared with the
Alb-exchanged group, and the values were significantly
different from baseline value until 180 min (Fig. 3). HR
was not altered after exchange transfusion (Fig. 3).
Aortic blood flow was reduced after 120 min, and
femoral arterial blood flow decreased by 30% between
60 and 120 min after hemodilution (Fig. 4). VR progres-
sively increased (25-38%) after 30 min and was higher
than in the Alb group all through the experiments (Fig.
5). Aortic distension was slightly reduced compared

. with baseline (Fig. 5).

Comparative effects of the three Hb-based solutions.
The increase in MAP was immediate in Dex-BTC-Hb
and PolyHb groups, and MAP decreased with time,
whereas it was stable in the ca-Hb group (Fig. 3).
Aortic blood flow was significantly higher in Dex-
BTC-Hb group compared with aa-Hb and PolyHb at ¢ =
5 min, but the flow was not different after this time
(Fig. 4). No statistical differences in HR, femoral arte-
rial blood flow, and aortic distension were found be-
tween the three Hb groups at the various time points
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Fig. 4. Variations of aortic blood flow (top) and femoral arterial blood

flow (bottom) after exchange transfusion with albumin (n = 8
rabbits), Dex-BTC-Hb (n =
PolyHb (n = 6 rabbits). Values are means = SE. Significant differ-
ences, P < 0.05: *posthemodilution vs. baseline within groups,
# Dex-BTC-Hb vs. albumin, &aa-Hb vs. albumin, $ PolyHb vs. albu-
min, ~ Dex-BTC-Hb vs. PolyHb.

(Figs. 3-5). Although no significant differences were
found in VR, the increments were different in the
groups (Fig. 5). There was a progressively rising trend
in the Dex-BTC-Hb and ac-Hb groups at each time
point, whereas VR increased until 60 min and was
stable thereafter in the PolyHb group.

DISCUSSION

We examined the cardiovascular effects of three
human Hb solutions that were undergoing preclinical
or clinical evaluation: Dex-BTC-Hb (preclinical evalua-
tion), and ca-Hb and PolyHb (clinical evaluation). The
possible influence of the type of chemical modification
applied to Hb was assessed in an exchange-transfusion
protocol that led to a reduction in Hct from 41 to 28%.
The model we chose did not aim at being a clinical
model but was intended to permit a comparative study
of cardiovascular parameters after hemodilution. An
important point to consider was to have a reduction in
Het that was similar among the experimental groups to
allow valid comparisons of blood flow measurements.
Blood flow is indeed directly propertional to blood
viscosity, and, therefore, to Hct (2) as indicated by
Poiseuille-Hagen equation
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8 rabbits), ax-Hb (n = 8 rabbits), or *

Q= AP m r8n-L

where Q is blood flow, AP is the pressure difference, 1 is
blood viscosity, and r and L are vessel radius and
length, respectively.

The contribution of Og-transport parameters and
acid-base status to hemodynamics was comparable in
the experimental groups, because no changes in arte-
rial blood gases and pH were observed after hemodilu-
tion (Table 2). Blood Hb,, content was above 10 g/dl
(Fig. 1), the commonly accepted threshold at which
oxygenation is correctly maintained. Moreover, the low
endotoxin levels of the infused solutions make it pos-
sible to assume that the animals did not react to this
parameter. Thus we can assume the cardiovascular
changes observed with Hb solutions are related to their
vasoactive and/or hemorheological effects.

Comparative effects of Alb and Hb solutions. Human
Alb was used as a control solution because it has a
viscosity similar to that of plasma and most Hb solu-
tions presently undergoing clinical tests. The cardiovas-
cular responses to hemodilution with non-Oq-carrying
and Hb solutions have been extensively characterized.
Unlike the case with Hb solutions, hemodilution with
volume-replacement solutions devoid of Os-carrying
capacity increases cardiac output by a compensatory
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Fig. 5. Variations of vascular resistance and aortic distension after
exchange transfusion with albumin (n = 8 rabbits), Dex-BTC-Hb(n =
8 rabbits), aa-Hb (n = 8 rabbits), or PolyHb (n = 6 rabbits). Values
are means * SE. Significant differences, P < 0.05: * posthemodilution
vs. baseline within groups, #Dex-BTC-Hb vs. albumin, &aa-Hb vs.
atbumin, $ PolyHb vs. albumin.
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mechanism that aims at maintenance of O, delivery at
prehemodilution values (27). In clinical practice, such
as cardiopulmonary bypass, hemodilution is conducted
to reach a final Hct of <30% (3, 5, 27). In our protocol,
we did not measure absolute cardiac output, but it was
estimated by aortic blood flow. We did not find major
differences in aortic blood flow between the Alb and Hb
groups, although Hct was reduced to ~28%, nor did we
find any major difference in HR.

Blood viscosity reduction has been proposed as the
major factor responsible for the increase in cardiac
output with non-O,-carrying solutions rather than de-
creased O, delivery (27). In a recent study, Dietz et al.
(6) compared the effects of Alb and aa-Hb in a partial-
exchange transfusion model in which blood viscosity
changes were similar with both solutions. They con-
cluded that the vasoconstricting properties of the Hb
solution had a greater effect on vasculature than blood
viscosity. Our viscosity measurements are consistent
with these findings: at high shear rates, reflecting the
rheological behavior of blood in the conductance ves-
sels, such as the abdominal aorta, the viscosity of
hemodiluted blood was similar for Alb and Hb, despite
differences in the proper viscosity of the solutions (Fig.
2, Table 1). In contrast, at low shear rate values (0.5-5
s7!), reflecting the hemorheological behavior in the
small vessels, the viscosity of hemodiluted blood is
highly dependent on the viscosity of the solutions (Fig.
2). The beneficial effect of the low viscosity of Hb
solutions in the microcirculation is of great interest,
because these solutions could thus improve oxygen-
ation more efficiently than whole blood in ischemic
tissues (3, 20, 21). But the improvement of oxygenation
due to viscosity reduction could also induce vasoactive
responses by autoregulation mechanisms, as proposed
by Intaglietta et al. (13).

We observed major differences between Alb and Hb
groups in MAP, VR, and aortic distension; these differ-
ences are related to the vasoactive properties of the
solutions. MAP and VR decreased after exchange trans-
fusion with Alb, whereas Hb solutions increased both
MAP and VR. The VR, calculated in our experiments as
the ratio of MAP to aortic blood flow, describes the
vascular bed distal to the location of the flowmeter (i.e.,
the abdominal aorta). The rise in VR after Hb infusion
in the three groups confirms the vasoconstricting effect
of these solutions, which led to increased pressure (1,
6-8, 14, 20, 27). In contrast, the decrease in VR and
MAP in the Alb-hemodiluted group indicates that hemo-
dilution with a solution without vasoconstrictor proper-
ties (Alb) evokes vasodilation, as previously reported
(6). Aortic distension was expressed as the difference
between systolic and diastolic aorta diameter as mea-
sured with an echo-tracking device. In our experimen-
tal model, aortic distension was reduced in the three
groups of animals hemodiluted with Hb compared with
Alb-hemodiluted animals for the first 60 min after
exchange transfusion (Fig. 5). In contrast, the transient
increase in aortic distension aftér hemodilution with
Alb may be due tt decreased blood pressure. Although
we did not measure the absolute distensibility |the
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property of conductance vessels which contribute to
propagate the pressure pulse and to buffer stroke
volume [expressed as Adiameter/(diameter X Apres-
sure)] (16)), we can assume that the changes in aortic
distension after Hb infusion are caused by increased
wall stress elicited by increased blood pressure.

As discussed above, the impact of the viscosity of Alb
and Hb solutions was similar at the macrohemody-
namic level; thus the alterations in MAP, VR, and aortic
distension can basically be attributed to the Hb-
induced vasoconstriction. Many mechanisms have been

"proposed to explain the vasoconstrictor action of Hb: 1)

inhibition of the NO-dependent vascular smooth muscle
relaxation by NO-scavenging action of free Hb (4, 9, 14,
15, 23), 2) sensitization of a-adrenergic receptors (7,
26), 3) involvement of endothelin (8), and 4) increase in
microcirculation vascular tone as a response to in-
creased blood Oj-carrying capacity (13, 20, 21).
Comparison of Dex-BTC-Hb, aoa-Hb, and PolyHb
effects. The three solutions were prepared from human
Hb that was extracted from outdated banked red blood
cells according to specific protocols previously described
(11, 12, 22, 28). The three Hb solutions are isosmolar to
plasma, but each solution has specific physicochemical
properties, the contribution of which to the hemodynamic
effects cannot be absolutely defined (Table 1). There is a
clear difference in oncotic pressure between Dex-BTC-Hb
and aa-Hb vs. PolyHb that would differentially affect the
plasma volume expansion ability of the solutions (18). This
could explain at least in part the large increase in aortic
blood flow after administration of Dex-BTC-Hb, as a result
of an increase in preload. However, the colloid oncotic

" pressure measured in vitro is only an approximation of the

oncotic behavior of the macromolecules in vivo, and the
exact quantitative effect is unknown.

The Hb concentration was similar for Dex-BTC-Hb
and aa-Hb, (administered dose, 3.1 g) and was higher
for PolyHb (administered dose, 3.7 g). The concentra-
tion of plasma Hb was dose dependent, because it was
higher in PolyHb group vs. Dex-BTC-Hb and aa-Hb
(Fig. 1C). The plasma retention times, estimated from
the data shown in Fig. 1C, indicated that ca-Hb had a
shorter half-life (~4 h) than Dex-BTC-Hb (~6 h) and
PolyHb (~7 h) in this experimental model. Despite
these differences, we could have expected that the
impact of the dose administered on the blood pressure
was similar, because only a small dose of free Hb is
necessary to achieve maximal pressor effect immedi-
ately (plateau effect). The three Hb solutions induced a
significant increase in MAP, with specific increments
for each of the solutions (Fig. 3). Dex-BTC-Hb and
aa-Hb induced a significant rise in MAP compared with
preexchange values for 3 h, whereas the increase with

" PolyHb was no longer significant after 2 h. There was

also a progressive rising trend in the VR in Dex-
BTC-Hb and «a-Hb groups, whereas VR increased
until 60 min and was stable thereafter in the PolyHb
group (Fig. 5). In contrast, statistical comparisons
indicated that Dex-BTC-Hb, aa-Hb, and PolyHb had
similar acute effects on HR, aortic blood flow, femoral
blood flow, and aortic distension (Figs. 3-5).
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As discussed previously, despite large differences in
viscosity between Dex-BTC-Hb vs. aa-Hb and PolyHb
(Table 1), the rheological properties of the Hb solutions
had limited impact on the hemodynamic changes (Fig.
2). The differences in the pressor action elicited by the
solutions could instead be attributed to the specific
permeability characteristics of the modified Hbs. The
NO-scavenging action and the role it plays in inhibiting
vasodilator mechanisms are indeed thought to be re-

- lated to the leakage of Hb across the endothelial barrier
into the space directly surrounding the smooth muscle
cells (1, 19). The polymerization of Hb, aiming to
increase its molecular size, would hence result in an
impaired penetration into the vascular wall (1, 19) and
could explain the limited vasoconstricting action of
PolyHb compared with aa-Hb and Dex-BTC-Hb. The
structural modification of the heme pocket induced by
the chemical modifications applied to Hb, and thereby
the changes in affinity of the heme moiety for NO, is
another factor likely to be involved in the different
cardiovascular effects of the solutions. The accessibility
to the B93 cysteine residue of the globin, known to react
with NO and thus to contribute to its transport by Hb
(14), may also be different from one solution to another,
thus resulting in different vasoactive effects. The inter-
action of Hb with other regulatory elements involved at
the vascular wall level (endothelin, «-adrenergic recep-
tors) could also be specific to the type of modification
applied to Hb and requires further investigation.

In summary, Dex-BTC-Hb, aa-Hb, and PolyHb have
specific vasoactive effects, but in regard to the multiple
parameters possibly involved, the proper action of the
chemical modification is difficult to establish in vivo.
The contribution of viscosity to the macrohemodynamic
changes induced seems, however, to be blunted by the
vasoconstricting properties of Hb solutions.
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Résumé. L'oxydation de I'hémoglobine est normale et constante dans les glo-
bules rouges comme dans tout autre milieu biologique. Si les connaissances
actuelles des indcanismes qui régissent 1'état d'oxydation de ce transporteur
J"oxygéne permettent de traiter la plupart des méthémoglobinémies acquises
et quelques méthémoglobinémies constitutionnelles, ces connaissances sont
insuffisantes pour optimiser I'utilisation de substituts érythrocytaires 2 base
d’hémoglobine comme le démontrent quelques travaux précliniques sur I'oxy-
dation de ces substituts in vive dans le plasma. Cette revue fait le point sur fes
différents mécanismes d’auto-oxydation et d’oxydation de I'hémoglobine
dans les globules rouges et dans le plasma par les différents agents oxydunts
endogénes (anions peroxyde nitrite, oxyde nitrique, anions superoxyde, per-
oxyde d'hydrogéne). elle souligne les différentes especes oxygéndes radica-
laires ou non (radicaux superoxyde et hydroxyl, peroxyde d'hydrogéne) résul-
tant de I'oxydation de I'hémoglobine ainsi que les mécanismes physiologiques
et thérapeutiques susceptibles de prévenir ou de réduire les différents états
d’oxydation (HbFe*, HbFe*) de I’hémoglobine dans le sang. L'état d’oxyda-
tion de I'hémoglobine dans le sang est le résultat de phénomenes trés com-
plexes et s7il apparait que I'organisme lutte contre la formation de méthémo-
globine, forme impropre au transport de l'oxygéne, l'oxydation de
I’hémoglobine est parfois nécessaire car elle offre une voie de défense contre
les nombreuses formes de molécules oxydantes radicalaires ou non. Ainsi,
tous ces mécanismes d'oxydation et de réduction soat éroitement liés entre
eux et le taux de méthémoglobine circulante est le résultat d’une remarquable
régulation de ces mécanismes.

Mots clés : Hémoglobine - Oxvdation — Réduction — Ervihrocytes - Substitu
érythrocytaire.

Sumnrary. Oxidation of hemoglobin is constant and normal in red blood cells
and in all biological media. The knowledge of the mechanisms which manage
oxidation state is perhaps switicient 10 treat acquired and some hereditary
methemoglobinemia. But in case of transtusional treatment with hemoglobin-
based oxygen carrier (HBOC), some preciinical investigations on the oxida-
tion of these products in vivo in plasma showed that our knowledge was not
sufficient to understand and control all oxidations which could occur. This
review analyses the literature on the different mechanisms in red blood cells
and plasma by which hemoglobin autooxidizes and by which endogenous oxi-
dizing agents or their precursors (nitric oxide. peroxynitrite. superoxide.
hydrogen peroxide) could oxidize it. It shows the production of different radi-
cal or non-radical oxygen species during hemoglobin autooxidation anpd oxi-
dation processes and the different physiological or accessory mechanisms that
could prevent or reduce the various oxidizing states of hemoglobin (HbFe*",
HbFe*) in blood. Plusina contains a few anti-oxidizing or reducing systems
but it profits by antioxidizing and reducing activity from red blood cells. In
blood. oxidation stute of hemogiobin results trom very complex phenomena
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and if the bady struggles against methemoglobin formation o maintim oxy -
gen transport, the oxidation of hemoglobin is sometimes useful w protect lis-
sues against various and numerous endogenous radical or non-radical oxidi-
zing agents, In"blood, a balunce between all these oxidizing and reducing
mechanisms makes it possible to regulate civeulating methemoglobin rate,

Key words: Hemoglobin ~ Oxidation = Reduction = Ervilirocyies - Blood sub-

Mitute,

L'hémoglobine, dans le globule rouge ou dans le
plasma, a la particulanité de s’auto-oxyder ou de s'oxy-
der sous laction de différents agents chimiques ou
physiques endogénes ou exogenes en formant la
méthémoglobine.

Cette auto-oxydation/oxydation de I’hémoglobine est
normale et quotidienne. Elle est nécessaire puisqu'elle
constitue la premidre étape du catabolisme physiolo-
gique de cette molécule dans le plasma et dans les glo-
bules rouges retournés 4 la moelle osseuse pour y étre
dégradés. En revanche, dans le globule rouge circulant,
le phénomene est A I'origine d'une diminution du
transport de I"oxygéne et peut aboutir 3 des méthémo-
globinémies. Pour réguler cette auto-oxydation/oxyda-
tion, le globule rouge posséde de nombreux systémes
enzymatiques ou chimiques, anti-oxydants ou réduc-
teurs, permettant de maintenir le taux de méthémoglo-
bine circulante 2 une valeur voisine de 1 % chez
I'adulte.

Les mdeanismes par lesquels I"hémoglobine s’auto-
oxyde, s'oxyde et se réduit sont mal connus, tant dans
le globule rouge que dans le plasma. Si les connais-
sanees actuetles permettent cependant de traiter la plu-
part des méthémoglobines érythrocytaires, elles sont
certainement insuffisantes pour comprendre ces méca-
nismes lors de I’administration de substituts sanguins
transporteurs d’oxygéne 2 base d’hémoglobine. Les
substituts de premiéres géndrations, dont certains sont
en phase IV des essais cliniques et en attente d’une
autorisation de mise sur le marché, seront administrés
par voie veineuse et I'hémoglobine ne disposera d’au-
cune protection membranaire ou enzymatique [l].
L'hémoglobine persistera dans le plasma plusieurs
heures, voire plusieurs jours, puisque la demi-vie plas-
matique des différentes especes chimiques potentielles
est de 8 & 24 h selon le type. Elle sera aussi A des
concentrations vardant de 5 4 30 g/l, soit 1000 a
6 000 fois supédrieures 2 1'hémoglobinémie physiolo-
gique qui est inférieure & 5 mg/l.
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L’objectif de cette revue est de faire le point sur les
principaux mécanismes par lesquels I"hémoglobine est
susceptible de s’auto-oxyder etou de s’oxyder et par
conséquent de perdre sa fonction oxyphorique, ainsi
que sur les mécanismes physiologiques principaux ou
accessoires dont dispose l'organisme pour réguler
I"état d’oxydation de I’hémoglobine, que ce soit dans
les globules rouges ou dans le plasma. Il est & noter par
ailleurs que, dans la littérature traitant de I'auto-oxyda-
tion/oxydation de 1'hémoglobine, il est souvent fait
une confusion entre les réactions concernant les mono-
meres ou les tétraméres ; or, selon que 1'on considére
les uns ou les autres, les mécanismes d’auto-oxyda-
tionfoxydation difterent.

La structure de I'hémoglobine

L'hémoglobine de Fadulte (Hb) est une chromopro-
téine constitude de quatre sous-unités (a,B,). compo-
sées chacune d’une fraction protéique. la globine, de
type o (141 acides aminés) ou de type B (146 acides
aminés) et d’un centre actif, I'héme. Celui-ci, formé
d’une protoporphyrine 1X et d'un atome de fer ferreux
apolaire, est logé dans une poche hydrophobe « amé-
nagée » dans la globine (figure 1). L'héme est forte-
ment lié 2 la globine par une liaison covalente avec
I"histidine proximale F8, par des linisons hydrogénes
avec quelques acides aminés (aVal™, BVal”™) et par
environ 80 interactions hydrophobes. L'atome de fer
posséde six liaisons de coordinance, une avec chacun
des atomes d'azote des quatre noyaux pyrrole de la
protoporphyrine, soit quatre liaisons avec la protopor-
phyrine, une avec un atome d'azote du cycle imidazole
de I'histidine proximale F8 et enfin une sixiéme qui
permet de fixer réversiblement une molécule d’oxy-
gene diatomique en fonction de la pression particlle en
oxygéne (pO,). Cette fixation est régulde par une
molécule effectrice, le 2,3 diphosphoglycérate
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Figure 1. Les liaisons héme-globine.

(2.3 DPG), dont le site d’action est une poche situde au
centre du tétramere d'hémoglobine et délimitée par les
quatre sous-unités. Cette molécule de 2.3 DPG régule
la fixation d'une molécule d’oxygéne sur chacun des
quatre atomes de fer ferreux du tétramere d'hémoglo-
bine. Les atomes de fer étant les seuls aptes 2 fixer
I'oxygene, leur état d'oxydation est d'une importance
fondamentale pour la fonction oxyphorique de I'hémo-
globine.

Dans le cas des substituts sanguins 3 base d’hémoglo-
bine, le térrameére a été soit extrait du globule rouge.
humain ou bovin, pour subir ensuite ditférentes modi-
fications chimiques, soit produit par génie génétique.
Les hémoglobines ainsi obtenues sont stabilisées dans
teur conformation tétramérique, ont une masse molé-
culaire comprise entre 64 et 400 kDa, et possédent
ainsi une demi-vie plasmatique élevée (8 3 24 h). Par
ailleurs, Uaffinité pour I'oxygéne de 'hémoglobine
extraite du globule rouge dtant trés fortement accrue
par suite de la perte du 2.3 DPG au cours de la prépa-
ration des substituts, les modifications apportées chi-
migquement ou génétiquement permettent au tétramere
de retrouver une affinité plus physiologique (P =222
30 mmHg) et de présenter des caractéristiques oxypho-
riques proches de celles de I"hémoglobine intra-éry-
throcytaire,
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Les principes de I'oxydation
de ’hémoglobine

L'hémoglobine est constamment exposée 2 I'oxyda-
tion. Celle-ci porte essentiellement sur I'atome de fer
mais peut aussi concerner la molécule protéique. Nous
mentionnerons plus loin la possibilité de cette oxyda-
tion de la protéine.

Bien que I'héme soit A I'abri dans sa poche hydro-
phobe, environnement permettant 3 'atome de fer de
se maintenir 3 I"édtat ferreux (Fe™) lors de I"oxygéna-
tion et de la déoxygénation, il arrive que cet atome
perde un électron et passe 3 I'état ferrique (Fe').
L'héme est alors appelé hématine et I'hémoprotéine,
méthémoglobine (metHb) mais aussi ferrihémoglobine
ou encore hémiglobine.

La liaison de coordination avec I'histidine proximale
F8 ne parvenant pas A neutraliser cette troisiéme
charge positive, le fer ne peut plus tixer I'oxygéne par
sa sixieme liaison de coordinance et il devient alors
capable, selon le pH, de capter une autre molécule,
telle que I'eau ou un anion cyanure ou fluor, qui, 3 pH
acide, viendra se placer entre I'atome de fer et I'histi-
dine distale pour former respectivement |’aquométhé-
moglobine, la cyanméthémoglobine ou la fluorométhé-
moglobine. Avec I'alcalinisation, les anions hydroxyl
(OH") viendront se coordiner au fer ferrique pour for-
mer I'hydroxyméthémoglobine. Tous ces ligands étant
liés de fagon stable, une simple augmentation de la pO,
ne pourra les déplacer. Des systémes chimiques et
enzymatiques sont donc nécessaires 3 leur déplace-
ment. 3 la réduction du fer ferrique et au rétablisse-
ment de la capacité de ['hémoglobine 2 fixer et  trans-
porter I'oxygeéne.

Dans le cas des substituts érythrocytaires, 1'hémoglo-
bine est supposée s'oxyder sclon le méme principe. Les
modifications génétiques ou chimiques n'influent théo-
riquement pas sur celle-ci, méme si ces modifications
font intervenir un hydrate de carbone tels le dextrane et
le ratfinose, ou une enzyme réductrice ou antioxydante.
La présence d'une telle enzyme pourra en revanche
modifier la cinétique ou 1'équilibre oxydation/réduction.

L'auto-oxydation de l’}lémoglobine

Si le principe de I'oxydation de I"hémoglobine parait
simple, dans les faits le phénoméne est trés complexe
car I"hémoglobine ne participe pas 3 une seule mais a
de nombreuses réactions d'oxydation plus ou moins
imbriquées les unes dans les autres.

547




ned

7

adxa 9

a[eIULUI

961

revue générale

Les réuctions faisant intervenir des agents toxiques
exogenes sont les plus connues et ne seront pas déve-
loppdes ici. En revanche, I'hémoglobine peut éire oxy-
dée soit spontanément, soit par différents agents phy-
siologiquement présents dans la circulation sanguine.
Aussi, envisager I'oxydation de ["'hémoglobine, c’est
avant tout considérer son auto-oxydation qui est i
I"origine d’une production quotidienne de méthémo-
globine dans les globules rouges, d'un stress oxydant
endogene et de I'instabilité des substituts érythrocy-
taires.

L'état 3 partir duquel I"hémoglobine s’auto-oxyde est
trés controversé selon que I’on considére une sous-
unité ou le tétramére. L'analyse de la littérature montre
que I'auto-oxydation est possible A partir de la forme
oxygénde d’une sous-unité, mais aussi qu'elle est faci-
lit€e au niveau du dtramere lorsque celui-ci est partiel-
lement déoxygéné [2]. De plus, selon 'hypothése de
Weiss |3, 4], les sous-unités d'oxyhémoglobine (HbO,)
seraient sous la forme superoxoferrihémoglobine
HbFe’*O, (réaction 1), forme qui serait due au dépla-
cement, pendant 1'oxygénation, d'un électron du fer
héminique vers la molécule d'oxygéne et qui serait
responsable de cette auto-oxydation. Lors de la déoxy-
génation, cet électron est normalement restitué 2
"atome de fer. Cependant, mulgré I'environnement
protégé, cet atome est susceptible de perdre son élec-
tron. L'HbFe* 0, ne se déoxygeéne plus, mais se disso-
cie en méthémoglobine HbFe® et en radicaux super:
oxyde <O, (réaction 2) {5-7]. C’est I'auto-oxydation
de "atome de fer.

Selon Wallace er al. (8], cette dissociation ne peut pas
étre responsable de toute oxydation de 1"hémoglo-
bine. Différents truvaux ont clarifié cette question en
démontrant in virro que 31 % de I'auto-oxydation de
I"hémoglobine pouvait étre inhibée par la présence de
superoxyde dismutase, 53 % par la présence de cata-
lase, 76 % par la présence simultande de ces deux
enzymes, 23 % par la présence de mannitol et 50 %
par la présence de thiourée. Aussi |'auto-oxydation ne
se limite pas A la production de radicaux superoxyde et
de mdéthémoglobine, mais est généralement accompu-
gnée de 'oxydation de nouvelles sous-unités d"hémo-
globine par ce méme type de radical et par d'autres
especes oxygéndes réactives telles que le peroxyde
d’hydrogene et fes radicaux hydroxyl (5, 9).

La part de responsabilité de chacune de ces espéces
oxygénées réactives et de la dissociation de I'hémoglo-
bine dans le phénomeéne d'oxydation spontanée n’est
pas définie précisément, toutes les réactions dépendant
plus ou moins les unes des autres. Aussi. on peut
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considérer que I’auto-oxydation de "hémoglobine soit
assimilée comme la dissociation spontande de tu super-
oxoterrihémoglobine additionnée aux réactions qui en
découient. En fait, la dissociation de I'HbFe**O,” n'est
responsable que d'une faible fraction de la mdéthémo-
globine formée, mais cette dissociation constitue
I"étape initiale de I"auto-oxydation de I'hémoglobine.
Ainsi, la séquence réuctionnelle la plus souvent rete-
nue 5, 10) et capable d’expliquer cette auto-oxydation
dans les globules rouges ou dans le plasma est Ta sui-
vante : une sous-unité d’oxyhémoglobine se dissocice
directement en méthémoglobine et radical superoxyde
(réaction 2).
(réaction 1) HbFe** O,  —=—m HbFe O,
(réaction 2) HbFe™ O, ——=  HbFe’ + 0,
Ce radical superoxyde (réaction 2) peut ensuite oxyder
le fer d'une nouvelle sous-unité d'oxyhémoglobine (9]
en produisant du peroxyde d’hydrogéne (réuction 3)
qui & son tour oxyde une sous-unité d’oxyhémoglobine
en générant un radical hydroxyl [5, 6] (réaction 4)
selon une réaction de type Fenton utilisant le fer
comme donneur d’électrons,

(réaction 3)
HbFe*O, + +O,+ 2H* —  HbFe® + H,0, + O, libéré

(réaction 4)
HbFe™O,+ H,0, — HbFe’* + OH" + *OH + O, libérd
Ce radical hydroxy! «OH peut ensuite attaquer une sous-
unité d’oxyhémoglobine (réaction d’Haber-Weiss) :

(réaction 5)
HbFe»O, + *OH  ——>  HbFe™ + OH"+ O, libéré
La dissociation d'une sous-unité d’oxyhémoglobine
engendre ainsi Poxydation en cascade de trois nou-
velles sous-unités, Ce schéma réactionnel est générale-
ment résumé par |'équation -

(réaction 6)
4 (HbFe™*0,) + 2H* — 4HbFe®* + 20H" + 30, libéré
avec production des intermédiaires : 0,7, «OH, et H,0,.
I faut cependant noter que la littéraure ne précise
jamais si cette cascade d’oxydation concerne préféren-
ticllement les sous-unités d’un méme tétramere ou non.,
Celte équation est en accord avec les travaux (5, 8} gui
alftrment que, pour chaque mole d'hémoglobine oxy-
dée, 0,75 mole d’oxygene moléculaire est relargude,
Cependant, ce schéma réactionnel est toujours discuté,
en particulier Phypotheése {11] que le fer li€ & la molé-
cule d’hémoglobine est capable de catalyser une réac-
tion de Fenton [12], ¢’est-2-dire la production, & partir
du peroxyde d’hydrogene, de radicaux hydroxyl +OH
hautement réactifs (réaction 4). D’aprés Alayash et «l.
[7, 13, en cas de lurge excés, le peroxyde d’hydrogene
décompose 'oxyhémoglobine. Les atomes de fer sont
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ators libérés et deviennent aptes A catalyser une réac-
tion de Fenton. En revanche, en cas de faible exces, le
peroxyde d'hydrogene réagit directement avec 'oxy-
hémoglobine, at surtout avec la méthémoglobine 4 pH
acide. en provoguant la formation d'états d’oxydation
tres élevés de 'héme, les ferryl-hémoglobines
HbFe"OH (réactions 7 et 8).

(réaction 7)
20,+ H,0, — HbFeOH+ OH" + O, libéré

(réaction 8)
HbFe’* + H,0, + H* — HbFe'*OH + H,0
Trés récemment, Svistunenko {14] précise que I'oxy-
dation de la méthémoglobine (activité péroxydasique
de I"hémogiobine) se ferait en fait concomitamment
sur deux sites différents :
- I'néme, dont le fer ferrique s'oxyderait en fer ferryl,
avee formation de ferrylhémoglobine (HbFe'*=0),
- et Iu globine qui formerait un radical protéique, une
ferrylhémoglobine radicalaire «HbFe*=0.
La nature du radical protéique est encore trés discutée
bien que sa formation in vitro au niveau d'une tyrosine
ait € démontrée [14]. Cependant, la présence de tels
radicaux dans le sang in vivo n’a pour l'instant jamais
été mise en dvidence, car ils s'auto-réduisent spontané-
ment, trés rapidement {14} et leur formation est inhibée
par fixation de I'hémoglobine 2 I"haptoglobine [15).
Aussi, seules les ferrylhémoglobines non radicalaires
(HbFe*=0) sont-elles généralement trouvées et seule-
ment en res faibles quantités car, dans les globules
rouges, elles sont soit réduites par I'oxyhémoglobine
selon la réaction 9, soit prises en charge par les sysiémes
réducteurs intraglobulaires tels que Macide ascorbique et
le glutathion [16], soit autoréduites spontanément [ 14].
(réaction V) HbFe* + HbFe* O, —= 2HbFe* + O,
La mdthémoglobine obtenue par toutes ces voies est
ensuite réduite par la méthémoglobine réductase intra-
drythrocytaire.
D'une fagon générale, 1"auto-oxydation de I"hémoglo-
bine est inhibée in virro par la Haison du fer au
monoxyde de carbone ou & des anions tels que cyanure
(CN-), azoture (azohydrate ou azide) Ny~ ou thiocya-
nate (SCN-). Ces ligands anioniques (L), convertis-
sant "oxyhémoglobine en hémoglobine HbL, stoppent
I"auto-oxydation dés la réaction 2 et par suite toutes
celles qui pourraient s’enchainer [9). Ainsi, la forme
oxygdnée de la sous-unité d’hémoglobine et la disso-
ciation de sa forme superoxoferrihémoglobine
HbFe'*O,” en méthémoglobine et radical superoxyde
+O, serzient bien les conditions indispensables de
I"auto-oxydation et la dissociation de la superoxoferri-
hémoglobine en serait I'dtape clé.

Hbf
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It a été démontré [5, 17] que cette dissociation dtait activée
in virro par une augmentation de température, par I'acidifi-
cation du milieu, par la présence d’ions métalliques tels
que le cuivre, de phosphates organiques (2.3 DPG ou
inositol hexaphosphate, forme trouvée chez les oiseaux et
utilisée pour modifier 'hémoglobine), ou simplement pur
I"état d’oxygénation partielle de I'hémoglobine [17]. En
effet, la dissociation des sous-unités oxygéndes a dté
observée comme étant plus rapide 4 la demi-saturation du
tétramére Jorsqu'il est dans sa conformation T (2]. Clest
pourquoi les phosphates organiques tels que le 2.3 DPG
ou l"inositol hexaphosphate, induisant le passage de 1'hé-
moglobine dans cette conformation T, favorisent son auto-
oxydation. De méme, }'auto-oxydation dépend de la pres-
sion particlle en oxygdne, elle diminue aux fortes
pressions comme celle existant dans le sang andriulisé
(pO, ~ 100 mmHg ou 13,33 kPa, et presque 100 % de
saturation en O,) alors qu'elle s’accélére pour de faibles
pressions. Par conséquent, elle serait facilitde dans le sang
veineux (pO, ~ 40 mmHg ou 5,33 kPa)

Comme 1'oxygénation, la vitesse d’auto-oxydation des
deux types de monoméres « et B au sein du ttramére
n'est pas identique. La déoxygénation €tant plus rapide
pour les sous-unités B et I'auto-oxydation étant facili-
tée A la demi-saturation, seules les sous-unités o rem-
plissent la condition d'étre oxygénées A la demi-satura-
tion. elles s’auto-oxydent par conséquent plus
rapidement que les sous-unités B (rablean 1) (17} et
cela aboutit A des tétraméres du type (o),

L’oxydation de la molécule
d’hémoglobine

En dehors de cette auto-oxydation, {"hémoglobine éry-
throcytaire ou plasmatique peut étre oxydde facilement
par des agents physiologiques endogénes ou par des
agents toxiques exogénes.

Tableau 1. Sélectivité des sous-unités au cours de ‘'oxydation et
de 1a reduction de I'némoglobine selon Bunn et /. {17)

Oxydation de af** §, 8

Auto-oxydation . a>p
Ferticyanute Bra
Nitrita B>a
lon cuivrique 8

Réduction de o> i~

Acide ascorbique Bra
Cytochrome b, réductase Bra
NADPH-flavine réductase Bra
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Les principaux agents oxydants physiologiques

+ Les espéces oxygénées. Les especes telles que les
radicaux superoxydes *0,” et le peroxyde d'hydrogéne
H.O. sont continuellement générées dans I'organisme
et dans le sang, indépendamment de la séquence réac-
tionnelle de 1'auto-oxydation. Aussi, seion des réac-
tions similaires a celles trouvées dans cette séquence
d"auto-oxydation. mais également selon des réactions
impliguant la déoxyhémoglobine, I"hémoglobine, yuel
que soit le composant sanguin dans lequel elle se
trouve, est en théorie susceptible d'étre oxydée jusqu’a
I'éat de ferryl-hémoglobine. Cette oxydation dépend
de la disponibilité€ en ces espéces dont la durée de vie
est géndralement faible, et en cas d’ischémie-reperfu-
sion, la surproduction de radicaux superoxyde occa-
stonnde peut I’accélérer.

» L'oxyde nitrique ou monoxyde d’azote (*NO). Pro-
duite par les cellules endothéliales et libérée dans la
circulation sanguine, cette molécule trés réactive
pénétre facilement dans les érythrocytes ou elle réagit
avee les hemes a pour former ’Hb-at-NO [18] et/ou
avee les cystéines $93 des globines pour favoriser le
wansfert de "oxygéne des sous-unités B aux tissus et
favoriser aussi les flux sanguins dans la circulation
périphérique en fonction de la pO, [19]. Aussi, au sein
du globule rouge et in vivo, la formation de méthémo-
globine NO-dépendante est trés faible et proviendrait
uniquement de I'interaction du NO avec les hémes
oxygénds des sous-unités B selon la réaction 11 {20].
(réaction 11} HbFe?*O,+ sNO —  HbFe’* + NO,~
En revanche, il a éé démontré in vive que le NO inter-
agissait fortement avee I"oxyhémoglobine du plasma et
participait de fagon beaucoup plus importante 3 son
oxydation qu'au sein du globule rouge. La mise en évi-
dence in vitro {18] d’une formation rapide ¢"Hb-3-NO
conjointement aux Hb--NO laisse supposer la respon-
sabilité de ces Hb-3-NO dans a formation de méthé-
moglobine plasmatique.

+ Le peroxynitrite (ONOO~). Cette forme rédox du
*NO provient de son interaction chimique avee 1'<0,”
in vive (réaction 12), )
(réuction 12) *NO + +O,- — ONOO (avec k = 6,7
x 107 1 mol= st [21)).

Dans les conditions nonmales, les interactions cntre
+Q,” et +NO et Ia production de ONOO- dans les vais-
scaux dépendent d’un délicat équilibre entre les proces-
sus pro- et anti-oxydants. C'est ainsi qu'une production
excessive d'+O,” peut créer une diminution de la
concentration normale de *NO. provoquant la perte de
I"effer bénéfique du *NO et une formation concomi-
tante de ONOO-. L'hémoglobine réagirail ensuite trés
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rapidement avec le ONOO-, soit par une interaction
directe au niveau de son noyau héme. soit par la nitra-
tion d'une tyrosine protéique. L'oxydation s arréterait 2
la méthémoglobine, ONOO" n'étant pas capable d’oxy-
der Phémoglobine jusqu’a P'état ferryl [22] 4 1a diffé-
rence du peroxyde d’hydrogéne. Cette oxydation serait
facilitée en situation d’ischémie-reperfusion en raison
des +O,” générés et concernerait fortement 1"hémoglo-
bine plasmatique provenant de I'héniolyse ou les sub-
stituts  €rythrocytaires. L'hémoglobine est etle-méme
productrice de *O,” par son auto-oxydation et favorise
une déplétion en *NO par son avidité pour ce dernier.

Les agents oxydants exogénes

En plus de ces oxydations physiologiques, I'"hémoglo-
bine intra-érythrocytaire ou plasmatique est exposée a
'action de molécules toxiques exogénes provenant de
I'alimentation ou de traitements médicamenteux dont
les principales sont regroupées dans le tableau 2.
Contrairement A 1'auto-oxydation et en accord avec ce
qui vient d’étre développé, 1'oxydation de I'hémoglo-
bine par ces agents, quel que soit le composant sanguin
dans lequel cette dernitre est présente, est plus rapide
pour les chaines B que pour les chaines  (tableau 1),
les formes (of<*BF3*), sont alors trouvées {17},

La méthémoglobine dans le sang

Les méthémoglobinémies et leurs conséquences
Dans les érythrocytes, la formation de méthédmoglobine
est constante. L'accroissement de son taux dans la circu-

Tableau 2. Substances susceptibles d'oxyder I'hémoglobine in
vivo, selon Bunn et al. [1

1. Par oxydation directe

Ferricyanure

Cuivre

Peroxyde d'hydrogéne {eau oxygenée)

Hydroxylamine

Autres : chromate, chlorate, téiranitromethane, quinones, colorants

2. Par interaction avec faxygéns

Nitrites

Hydrazines

Thiols

Autes : arsings, ami ar N
pheénylénediamines

3. Exigeant une transformation biochirmique
Aniling

Suifanilamide
4,4'-giaminodiphényisulfone (dapsone)

oy AN yisu o

N-Acylarylamines - acétanilide, phénacetne
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lation au-dela de | % chez I'adulte et de 1.5 % chez le
nouveau-né est considéré comme pathologique. Ces
puthologies appelées méthémoglobinémies peuvent
aboutir a des s de cyanose. Elles sont dites acquises
torsqu’elles résultent de 1"auto-oxydation ou d’une oxy-
dation de "'hémoglobine par interaction avec le NO, les
nitrites ou d’autres molécules toxiques et oxydantes
d'origine alimentaire ou médicamenteuse. Ce sont les
plus fréquentes (rableau 2). Elles sont dites congénitales
ou constitutionnelles lorsqu'elles résultent d’anomalies
uénétiques qui touchent directement ou non fa molécule
d’hémoglobine. Le premier cas est celui des hémoglo-
bines M qui, par suite de mutations au niveau de 'en-
chainement des acides aminds de la globine, se trouvent
stubilisdes & I'état ferrique par leur sixieme coordination
entre le fer et la globine, et ne peuvent étre réduites. Cet
dtat est irréversible et il n'existe pas de trailement
approprié. Le second cas est celui de I'absence ou de la
déficience de I'enzyme principale de réduction de la
méthémoglobine : la NADH-méthémoglobine réductase
ou diaphorase 1. La méthémoglobinémie qui en résulte
peut 8tre traitée par différentes molécules réductrices.
Dans le plasma, dans les cas d’hémolyse, la concentra-
tion en hémoglobine étant trgs élevée, 1'auto-oxydation
y est trés importante, Lors des éudes d’évaluation pré-
clinique d'un substitut 3 base d’hémoglobine, 1"hémo-
globine dextrane-benzéne-tétracarboxylate chez le
cobaye, espéce qui comme |'homme ne synthétise pas
d’acide ascorbique, nous avons démontré que I'auto-
oxydation de ces substituts dans le plasma in vivo dtait
etfectivement trés importante et qu'elle élait bi-pha-
sique. En effer, le taux de méthémoglobine augmente
d’abord rapidement puis atteint un plateau 4 30-35 %,
8 heures aprés "administration de ["oxyhémoglobine
(figure 2) [23). Ceue évolution en deux lemps
implique un mdécanisme 2 dlapes multiples comme
celui déerit pour I'auto-oxydation et auguel s’ajoutera
Paction oxydante d’'un ou de plusieurs des divers
agents précitds (¢NO, ONOO-...). Loxydation des
substituts 3 base d’hémoglobine n’engendre pas, 2
notre connaissance, d'effets secondaires importants.
Cependant. il faudra s’attendre 3 retrouver avec ces
substituts les phénoménes observés en cas de méthé-
moglobinémies, A savoir une néphrotoxicité, une satu-
ration des systémes responsables du catabolisme de
I'hémoglobine (hémopexine, haptoglobine), 1'appari-
tion de radicaux protéiques trés réactifs (HbFe'*), de
peroxydation lipidique... De plus, un inconvénient
particulier 2 ces transporteurs d'oxygéne est la perte de
leur fonction oxyphorique et pur conséquent la perte de
leur intérét thérapeutique.
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La régulation du taux

de méthémoglobine circulante

En dépit de toutes ces possibilités d’oxydation. les
méthémoglobindmies sont rares grace 3 la capucité
intrinséque du milieu sanguin 2 limiter celte auto-oxy-
dation/oxydation par des réactions anti-oxydantes et
réductrices et A restaurer la fonctionnalité des molé-
cules oxyddes. Cette régulation se fait essentiellement
au sein du globule rouge.

La présence d'agents oxydants et I'apparition de
méthémoglobine chez un orgunisme sain déclenche de
nombreuses réactions dont 1'objectit est de pidger ou
de rendre inoffensifs ces agents etou de réduire Ia
méthémoglobine formée. Si, au sein du globule rouge,
ces réactions ont comme principal objectif le maintien
de I'hémoglobine dans un état fonctionnel, dans le
plasma, les réactions anti-oxydamtes ou réductrices
interviennent pour protéger toutes les molécules biolo-
giques du sang.

« Les anti-oxydants

Les anions superoxyde et le peroxyde d'hydrogene
étant constamment produits dans 1’organisme, il existe
des enzymes telles que la superoxyde dismutase, la
glutathion-peroxydase sélénium-dépendante et la cata-
lase dont la finalité est d’éliminer ces espéces oxygeé-
nées [24]. Leur teneur est trés différente dans le plasma

% Méthémagloblne
plasmatique
50
40
1 ' ,\TI
o AR
"7
. /
Q Y T T T T T y T Y
° 4 8 2 . 20 24 28 2 %
Tomps (heures)
Fin d'échange
transfusionnel

Figure 2. Evolution du taux de méthémogiobine plasmatique
suite & un échange transfusionnel 4 50 % chez le cobaye Hartley
male avec un substitut érythrocytaire 4 base d'hémoglobine
conjuguée A un polymére de dextrane-benzéne-tétracarboxylate
{moyenne = sem, n = 8) [23].
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Tableau 3. Comparaison des teneurs plasmatiques ot érythrocy-
tarres en différents enzymes [25), agents réducteurs et anti-oxy-
dants susceptibles d‘intervenir dans la régulation de I'état d'oxy-
qation de I'hémoglobine dans le sang humain.

Concentrations
Enzymes Plasma Erythrocytes
{Umt-) {U-10 - ¥ cells)
Superoxyde dismutase 5-20 550-800
Calalase ? 3 800-5 400
Glulathion peroxydaxe 04 78-106
Glutathion réductase 0,03 2737
Agents réducteurs UM HM
et anti-oxydants

Glutathion {GSH) 5 2510107
Acioe ascorbique 45485 40470

et dans Je globule rouge [25] comme le montre le
tablean 3. Aussi, leur efficacité a protéger I'hémoglo-
bine differe dans le compartiment érythrocytaire et le
compartiment plasmatigue.

Les radicaux superoxyde, éléments clés du mécanisme
d’auto-oxydation, sont en majeure partie neutralisés dés
leur formation par la superoxyde dismutase de type Cu-
Zn (EC L15.4.1) (k = 2.10° | mol™ F sec - ') (réaction 13).
(réaction 13} 240, + 2 H*  mowesmsr H O, + O,
Cette réaction a une constante de vitesse telle que
I"amplification de 'auto-oxydation de 1'oxyhémoglo-
bine selon la réaction 3 (k = 6,5.10° 1 mol~ ! sec™ ') est
pratiquement inexistante au sein du compartiment éry-
throcytaire, riche en cetie enzyme (rablean 3). Le per-
oxyde d'hydrogéne produit par cetle réaction est
détruit par la glutathion-peroxydase ou la catalase.

Ces radicaux superoxyde peuvent aussi étre pidgdés par
I'acide ascorbique avec une constante k= 8,2.1071
mol! sec™! {9) ou méme directement par la méthémo-
globine (réuction 14) avec une constante k= 4 10%1
mol- ! see” et un tees faible rendement, un héme
réagissant avee un radical superoxyde {6, 20] :
(réuction f4) «O,” + HbFe?* ———>—  HbFe™ O,
La principale source de peroxyde d'hydrogéne dans le
globule rouge est Nauto-oxydation de I'hémoglobine
(réaction 3) suivie de la réaction de dismutation (réac-
tion 13) [14]). Comme nous 1'avons vu plus haut, un
accroissement de la concentration en peroxyde d’hy-
drogene dans les globules rouges peut rapidement
aboutir & la formation de ferrylhdmoglobines trés réac-
tives. Aussi, ce peroxyde d’hydrogéne est-il rapide-
ment détruit. A faible concentration, H,0, est principa-
lement pris en charge par la glutathion-peroxydase (EC
1.11.1.9) (réaction 15) :

(réaction 13) 2GSH + H,0, armrooe GS.SG + 2 H.O
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En cas de déplétion sévére en glutathion réduit. 'acide
ascorbique peut pidger directement le peroxyde d'hy-
drogéne en s’oxydant en acide déhydroascorbique. A
fortes concentrations en H,0,, la catalase (EC 1.11.1.6)
est sollicitée (réaction 16).

(réaction 16) H,0, _=  ~ H,0+',0,
Duns les érythrocytes, chez le sujet sain. dés que la
concentration en radical superoxyde +Q, excéde
10 uM, «O," est efficacement pi€gée selon les voies
précitées tout comme H,O, qui en résulte. Par consé-
quent, I'auto-oxydation se limite a la dissociation de
I'oxyhémoglobine. Ces mécanismes offrent une pro-
tection importante contre la formation de méthémoglo-
bine intra-érythrocytaire [26] et toute déficience dans
ces mécanismes anti-oxydants est susceptible d’acedlé-
rer I'oxydation de I'hémoglobine. 1l est A noter cepen-
dant qu’aucune méthémoglobinémie associde d une
acatalasémie n'a, & notre connaissance, été décrite.
Dans le plasma, I'hdinoglobine étant physiologique-
ment en concentration trés faible, ces systdmes anti-
oxydants n'ont pas de role spécifique vis-a-vis d’elle.
Cependant, pour des concentrations en hémoglobine
excédant 160 uM (10 g/1 de plusma), cas de I'adminis-
ration des substituts, et pour des concentritions en
radical superoxyde *O," inféricures ou dgales 2 | nM 3
pH 7, la réaction 3 serait trés active et consommerait
tout {'+0,". Les réactions 4 ¢t 5 ou 7 et 8 seraient alors
également trés actives et provoqueraient I'amplification
de I'oxydation. Celle-ci est d'autant plus rapide que ke
plasma est physiologiquement pauvre en superoxyde
dismutase, en glutathion peroxydase ou en cataliase
(existence de cette dernigre dans le plasma n'a jamais,
3 notre connaissance, été mise en évidence) [25].

« Les mécanismes de réduction de la méthémoglobine
Tous les agents anti-oxydants présents 3 la fois dans e
globule rouge et dans le plasma, A des concentrations
wres différentes (tableau 3), permettent de limiter & 3 %
le pourcentage total d’hémoglobine oxydde par jour
chez Phomme {5]. La méthémoglobine sanguine ne
dépasse normalement pas 1 % en permanence chez
adulte, cette valeur étant inféricure & 1.5 % chez le
nouveau-né. Cette différence met en évidence la pré-
sence dans le sang de divers mécanismes capables de
réduire la méthémoglobine. Ils sont soit enzymutiques,
soit chimiques.

La réduction enzymatique nécessite I'intervention du
cofacteur NAD ou NADP produit par la glycolyse. La
voie NADH-dépendante est la plus active. Une flavo-
protéine, la NADH-méthémoglobine réductase (EC
1.6.2.2 ou diaphorase I} catalyse la réduction d’une
hémoprotéine soluble intraglobulaire, le cytochrome
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bS. par le cofacteur réduit NADH (réaction 17). Par
liaison a la méthémoglobine, cette hémoprotéine per-
met, selon un rapport d'un cytochrome b3 par sous-
unité, le transfent de I'électron requis pour réduire le
fer ferrigue en fer ferreux (réaction 18). Le cytochrome
est ensuite régénéré par cette méme enzyme qui est
également appelée, pour cette ruison, cytochrome b3
réductase ou méme NADH-déshydrogénase. La
concentration ¢n cytochrome b3 détermine I'impor-
tance de la réduction de la méthémoglobine.

(réaction 17)
NADH + Cytb-Fe*r ™" NAD® + Cytby-Fe*

(réuction 18)

Cytb,-Fe™ + HbFe* o Cytb-Fe** + HbFe™
Cette voie enzymatique est la seule qui intervient dans
la réduction de la méthémoglobine intraglobulaire en
situation physiologique. Elle réduit plus rapidement fes
chaines B que les chaines & in vitro (tableaw 1) [17}.
En lizison avee la glycolyse anadrobie, elle a un rende-
ment de 4 atomes de fer ferrique réduits par moléeule
de glucose consommée ou de 2 atomes de fer fermique
par moléeule de lactate dégradée. La vitesse de la réac-
tion differe d'une espece animale 3 I'autre. Elle est
déerite comme rapide chez le lapin et lente chez
I’homme, le chien, le rat et le cobaye. Elle permet
cependant chez I'homme de corriger spontanément, en
24 & 72 h, une méthémoglobinémie acquise correspon-
dant 3 30 % de I'hémoglobine totale consécutive & un
empoisonnement. La concentration de cette enzyme est
faible chez le nouveau-né, ce qui explique le risque
important de méthémoglobinémie chez celui-ci. En cas
d'absence ou d'inactivité de ceue enzyme, d'origine
génétique (autosomale récessive), une méthémogtobi-
némie est observée,
Accessoirement 3 cette voie principale de réduction,
existe la voie NADPH-dépendante. La méthémoglo-
bine-réductase concernde est appelée NADPH Havine
réductase (EC 1.6.99.1), NADPH-déshydrogénase {17)
ou encore diaphorase 11, Comme duns la voie précé-
dente, un donneur d’électron intermdédiaire est néces-
saire 3 la réduction de la méthémoglobine. 11 est
obtenu par ta réduction enzymatique d'un accepteur de
type flavine qui, étant peu disponible dans I'organisme
127). impose un rendement tres fuible 4 cette voie en
sitwation physiologique :

(réuction 19)
NADPH + H* + flavine ———=— NADP* + dihydro-
flavine

{réaction 20)
dihydroflavine + 2HbFe*  ———s flavine +
2HbFe*
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En revanche, cette voie peut étre activée en situation
de méthémoglobinémie par I'administration thérapeu-
tique d'un accepteur d’électron exogene (28], tel que le
bleu de méthyléne qui pénétre dans le globule rouge
ol, selon le principe de la réaction 19, il est rapide-
ment réduit en leucobleu incapable de retraverser la
membrane érythrocytaire. Ce leucobleu échange alors
directement son électron avec I'atome de fer ferrique
de I'hémoglobine et régénére ainsi la fonction oxypho-
rique (réaction 20).

En présence de bleu de méthyléne et d’une produc-
tion suffisante de NADPH, cette voie est d'un rende-
ment trés supérieur A la précédente puisque jusqu'l
8 atomes de fer ferrique peuvent &tre réduits par
molécule de glucose [29]. Elle constitue ainsi un
traitement trés efficace de la méthémoglobinémie et
la cyanose, qui lui est associée, régresse geéndrale-
ment dans "heure qui suit Padministration du bleu
de méthyiene [28). Ce traitement est recommandé
pour toutes les méthémoglobinémies acquises et pour
les rares cas de méthémoglobinémie congénitale due
A 'absence de diaphorase 1. Cependant, en cas de
méthémoglobinémie associée A une hémolyse, il est
fortement conseillé, avant le traitement. de recher-
cher un déficit de "activité de la glucose-6-P-déshy-
drogénase (cas d’empoisonnement aux chlorates)
[30], car la carence en NADPH, due a4 ce déficit,
stoppera 1"activité de la NADPH flavine réductase.
Aussi I’administration de bleu de méthylene sera
inefficace et pourra méme aggraver "hémolyse et
favoriser la formation de méthémoglobine [30]. Dans
de tels cas, l'utilisation d'un autre accepteur d'élec-
tron sera nécessaire. Ce peut &re la riboflavine ou
vitamine B2, substrat de la NADPH flavine réduc-
tase qui ne présente pas d'effets indésirables et qui
pourrait donc étre considérée comme un Lraitement
de choix [31].

Dans le plasma. ces diaphorases [ et 1 ne sont pas pre-
sentes A notre connaissance. Cependant, Xu er al. {27}
ont détecté, dans la fraction cytosolique du foie de rat
et de beeuf, une réductase de type diaphorase Il suscep-
tible d'interagir avec |'hémoglobine plasmatique et
donc d’intervenir dans la régulation de son état d'oxy-
dation. In vivo chez le cobaye ayant subi un échange
transfusionnel de 50 % de son volume sanguin par
I"hémoglobine-dextrane-benzéne-tétracarboxylate.
substitut érythrocytaire, suivi de {"administration de
bleu de méthylene (3 1 %, 1-2 mg/kg) ou de ribotla-
vine (7.5 mg/kg (31]) par voie veineuse. nous avons
mis en évidence une réduction efficace de la méthémo-
globine plasmatique, et par conséquent la présence
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dans le sang de mécanismes réducteurs de type diapho-
rase Il inductibles par ces accepteurs d'électrons et
agissant sur la méthémoglobine libre [23].

La réduction non enzymatique est une réduction bimo-
téculaire car elle ne fait intervenir que l'ugent réduc-
teur et la méthémoglobine. Les agents les plus actifs
sont I"acide ascorbique et le glutathion réduit.

L'acide ascorbique, ou vitamine C, traverse facilement
la membrane érythrocytaire et sa concentration semble
s’équilibrer de part et d’autre de cette membrane. En
plus de son action anti-oxydante, il posséde une action
réductrice trés efficace de la méthémoglobine par ces-
sion directe d’un €lectron. L'acide déhydroascorbique
obtenu est alors réduit par le glutathion (GSH) présent
dans la cellule (réaction 21).

glutathion oxydé . . e 3%
2 acide uscorbiyue HbFe
ésciion 21y 955G X . X
sluwghgglzmuil acide dehydroascorbigque HbFe 2+

L'acide ascorbique n'étant pas synthétis¢ par I"homme,
il est en concentration faible dans les globules rouges
et dans le plasma, et son activité réductrice ev/ou anti-
oxydante est modérée. Cependant il peut éuwre adminis-
tré dans les cas de méthémoglobinémies réversibles et
il se révele alors trés efficace A condition que le taux
de méthémoglobine n’excéde pas 30 %.

Le glutathion peut également réduire la méthémoglo-
bine par transfert direct d’un électron {29]. Le gluta-
thion est ensuite régénéré par la NADPH-glutathion
réductase (EC 1.6.4.2) présente dans les érythrocytes
(reds

tutathion reduit

NADP® oo ¥ Hbfc 3%
: 2GSH
féactiom 22} NAUPH statuhon reduciase x
NADPH + 17 =7 glutathion uxydé HbFe 2+
GS-5G Fe

Ces deux voies non enzymatiques sont présentes d la
tois duns les drythrocytes et dans le plasma (tableau 3).
Duans les érythrocytes, selon cenains auteurs {24, 291,
elles ont une activité importante, puisqu'elles représen-
teraient 30 % du potentiel de réduction de fa méthémo-
globine ; selon d’autres, elles n’ont qu’un role minime
{28]. Parallelement 3 cetie activité réductrice, ces
agents présentent aussi une activité anti-oxydante.

Dans le plasma. le potentiel de réduction non enzyma-
lique de la méthémoglobine dépendrait de différents
éléments sanguins tels que les globules rouges et
I'acide ascorbique, et trés peu du glutathion. En effet,
il a été démontré chez le rat que I"oxydation plasma-
tique de substitut érythrocytaire i base d’hémoglobine
était inversement proportionnelle 3 I'hématocrite {32},
ce qui signifie que plus I'hématocrite était faible, donc
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la quantité de globules rouges circulants faible. plus
I'oxydation de I'hémoglobine dans le plasma éuait
forte. Par ailleurs, {oxydation plasmatique est trés
importante chez des espéces comme le cobaye gui ne
synthétisent pas }'acide ascorbique (30-40 % MetHb)
(23] alors que, plus I'espece animale a la capacité de
synthétiser ce composé (lapin > rat), plus le taux
d’oxydation de i*hémoglobine dans le plasma est faible
(respectivement <8 % et 10-15 %). L'efficacité de
I'acide ascorbique serait due 2 ses actions 2 la fois
réductrices et anti-oxydantes et celle du globule rouge
serait due & sa capacité d régéndrer I'acide ascorbique
oxydé (acide déhydroascorbique) et a picger le per-
oxyde d’hydrogéne plasmatique. Cette régéndération se
ferait dans les érythrocytes par réduction direcie par le
glutathion érythrocytaire de I'acide déhydroascorbique
ayant pénétré. Ainsi, le potentiel de réduction non
enzymatique du plasma dépendrait de celui des éry-
throcytes. Pour le glutathion, au vu de sa trés faible
concentration plasmatique et de ['absence, 3 notre
connaissance, d'une glutathion-réductase dans le
plasma (rableau 3), cette capacité de réduction plasma-
tique semble limitée. L'administration de glutathion
réduit chez le cobaye n'a conduit 3 avcune réduction
significative de la méthémoglobine plasmatique et
nous permet de conforter I'hypothése de I'absence pro-
bable de systémes capables de régénérer le glutathion
oxydé dans le plasma (23].

En dehors de ces agents réducteurs, la méthémoglo-
bine pourrait aussi étre réduite selon deux autres voies
non enzymatiques, l'une seton la réaction anti-oxy-
dante 14 qui concerne I'interaction de la méthémoglo-
bine avec les radicaux superoxyde, I'autre par interac-
tion de la méthémoglobine avec le radical +NO [7]
selon la réaction 23 :

(réaction 23) HbFe* + sNO ———= HbFe!* + NO*
Ces réactions sont de rendement faible (surtout la réuc-
tion 14) ou inconnu et leur réle reste a démontrer.

Conclusion

L'analyse de la littérature montre combicn le sujet
traité dans cette revue est ancien, et combien il a été
oublié durant les anndes 1980-1990. L'actuel dévelop-
pement des substituts érythrocytaires 2 base d*hémo-
globine explique son regain d'intérét.

Celtte revue souligne la complexité et la diversité des
mécanismes par lesquels 'hémoglobine peut s oxyder
et le potentiel anti-oxydant/réducteur puissant dont dis-
pose 1'organisme pour la maintenir dans un éuat fone-

Ann Bol Clin, vol. £6, n° £, septembre-octcone 1998

Hemoglobines ; oxydation et reéduchcn

tionnel. La plupart des mécanismes anti-oxydants et
réducteurs enzymatiques ou chimiques nécessaires
sont présents duns les globules rouges. certaing exis-
tent aussi dans le plasma et peut-étre méme dans le
foie [27].

Dans le cas de fortes concentrations plasmatiques
d’hémoglobine (maladie hémolytique ou administra-
tion d'un transporteur d’oxygéne A buse d’hémoglo-
bine), la régulation de I’état d’oxydation de I"hémoglo-
bine fait sans doute appel aux mécanismes
anti-oxydants érythrocytaires et d I'acide ascorbique
plasmatique. En effet, comme nous I'avons souligné,
ce dernier peut intervenir dans de multiples réactions
anti-oxydantes (avec +O,,, H,0,...) et réductrices.
Cette double activité lui conférerait un réle trés impor-
tant dans la régulation de I"éat d’oxydation de I"hémo-
globine dans le plasma. Différents travaux [23, 32]
chez des especes ol la synthése d’acide ascor-
bique est quantitativement tres différente, ont mis en
dvidence un taux plasmatique de méthémoglobine
inversement proportionnel a leur capacité de synthése.
L'homme, comme tous les primates et comme le
cobaye, ne synthétise pas 'acide ascorbique, aussi,
pour autant que les résuliats obtenus chez le cobaye
(figure 2) [23} soient extrapolables A I'homme, ce der-
nier devrait exercer une régulation rés médiocre de
I'dtat. d’oxydation de I'hémoglobine libre dans le
plasma consécutive A une hémolyse ou & I'administra-
tion d'un substitut érythrocytaire. Des taux supérieurs
A 15 % de méthémoglobine sont A attendre avec pro-
duction de radicaux libres et peut-étre d'especes ferryl
tres toxiques pour des concentrations en hémoglobine
plasmatique post-transfusionnelle supéricures a 5 g/l
Cependant, i} est apparu chez le cobaye (figure 2) que
le taux de méthémoglobine se stabilisait 8 2 10 heures
aprés Vadministration d’hémoglobine. Cela pourrait
Stre la preuve indirecte de Pactivité d'autres agents
anti-oxydants ou réducteurs (superoxyde dismutase,
glutathion peroxydase, glutathion...), du catabolisme
préférentiel de la méthémoglobine plutét que de 1'hé-
moglobine et ainsi de I'établissement d’un équilibre
entre "oxydation, la réduction et le catabolisme de
"hémoglobine. Par ailleurs, comime pour les méthémo-
globindmies d'origine érythrocytaire, I'administration
de composés, tels que 'acide ascorbique, le bleu de
mdéthylene ou la riboflavine, devrait permettre, comme
nous 'avons momtré chez le cobaye, de maintenir le
taux de méthémoglobine plasmatique 2 une valeur
inféricure a4 10 % durant les premiéres heures qui sui-
vent son administration. Des injections répétées sont
ensuite nécessaires. L'efficacité de ces traitements
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conforte les hypothéses d'une synergie globules
rouges-acide ascorbique et I'existence d’une méthémo-
globine-réductase du type diaphorase II 4 action plas-
matique.

Létat d'oxydation de 1’ hémoglobine duns le sang
dépend de phénomeénes trés complexes car s'il apparait
que I'organisme lutte contre la formation de méthémo-
globine, forme impropre au trunsfert de Poxygeéne,
Poxydation de I'hémoglobine est partfois nécessaire car
elle offre une voie de défense contre les nombreuses
formes de molécules oxydantes radicalaires ou non,
endogénes ou exogénes. Ainsi 'ensemble des mdca-
nismes d'oxydation et de réduction sont étroitement
liés entre eux et le taux de méthémoglobine érythrocy-
1aire circulante est le résultat d'une remarquable régu-
lation de ces ressources. Mais, si les érythrocytes dis-
posent d'un matériel diversifié et efficace pour
maintenir ce taux bas de méthémoglobine. le plasma se
rouve trés démuni en présence de trés fortes concen-
trations d’hémoglobine libre. Aussi, lors de I"adminis-
tration des substituts érythrocytaires a base d"hémoglo-
bine, il faut s'auendre 2 une perturbation de cet
équilibre. Actuellement, bien que quelques travaux
précliniques sur les substituts érythrocytaires 2 base
d’hémoglobine soulignent ce probléme, aucune étude
clinique, 4 notre connaissance, n'y attache encore vrat-
ment d’importance.
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APPROCHES EXPERIMENTALES DES MECANISMES
RESPONSABLES DE LA VASOACTIVITE INDUITE PAR LES
SOLUTIONS D’HEMOGLOBINE

Divers mécanismes ont -ét¢ proposés dans la littérature pour expliquer !’effet
vasopresseur des HBOCs et tenter de le moduler. Au regard du nombre d’articles y faisant
référence, 'interaction hémoglobine-monoxyde d’azote est décrite comme le principal
mécanisme a 1’origine de la réponse vasoconstrictrice. Toutefois, plusieurs auteurs ont montré
récemment dans différents modeles, que cette interaction ne suffit pas a expliquer les
modifications du tonus vasoconstricteur induites par les HBOCs (Rohlfs RJ. et al., 1998 ;
Doherty DH. et al., 1998 ; Gulati A. et al., 1998 ; Sakai H. et al., 1998 ; Nolte D. et al.,
1997b ; Moisan S. et al., 1998).

Afin  d’étudier certains mécanismes éventuellement impliqués dans [P’effet
vasoconstricteur des HBOCs, nous avons utilisé des modeles expérimentaux permettant
d’analyser les interactions de 1’hémoglobine avec le compartiment cardiovasculaire a
différents niveaux d’organisation :

« 2 I’échelle macroscopique, nous avons mis au point un modéle de mesure de la volémie chez
le lapin.
« a I’échelle microscopique, nous avons étudié 1’effet des solutions d’hémoglobine :

= d’une part sur le contenu des vaisseaux , c’est-a-dire le plasma et les éléments

figurés du sang, par des techniques d’analyse des propriétés rhéologiques du mélange

sang + solutions d’hémoglobine chez le lapin ;

= d’autre part sur le contenant, c’est-a-dire la paroi vasculaire :

- par une technique immunohistochimique permettant d’analyser la pénétration
de I’hémoglobine dans les différentes couches tissulaires d’un vaisseau de
conductance (aorte) chez le cobaye.

- par une technique de morphométrie dynamique permettant d’analyser les
effets vasomoteurs de solutions d’hémoglobine sur des vaisseaux de résistance

(artérioles mésentériques) chez le rat.

Partie expérimentale 161



1 - Influence de deux solutions d’hémoglobine (Hb-Dex-BTC et o.c-Hb) sur la volémie en
situation d’hémodilution chez le lapin

[’expansion volémique, ou capacité d’un soluté a entralner un accroissement de
volume plasmatique supérieur au volume perfusé, est un des facteurs susceptible d’expliquer
les modifications hémodynamiques engendrées par les solutions a base d’hémoglobine. Cette
capacité est dépendante de la pression oncotique, elle-méme proportionnelle a la concentration
des molécules osmotiques actives présentes dans le soluté. Afin d’évaluer I’éventuelle
influence des caractéristiques oncotiques des solutions administrées sur la répartition des
liquides entre les différents compartiments de 1’organisme, nous avons réalisé des mesures de
volémie chez le lapin a la suite d’une hémodilution par échange transfusionnel partiel.
Préalablement a la description de la méthode utilisée, nous tenons a reprendre ici quelques
notions de physiologie.

L’eau totale représente 60% du poids du corps et se répartit en trois secteurs :
intracellulaire (55%), interstitiel (37%) et plasmatique (8%). Les mouvements liquidiens a
travers les membranes de ces trois secteurs dépendent des forces hydrostatiques et osmotiques
en présence. Dans les conditions normales, le volume sanguin est maintenu par un équilibre
entre deux régimes de pressions :

- les pressions hydrostatiques, capillaire et interstitielle, favorisant le passage de liquide du
capillaire vers I'interstitium,

- les pressions oncotique, capillaire et interstitielle, développées par les protéines qui
traversent la membrane des capillaires et rejoignent ’interstitium. Une partie de ces protéines
regagne la circulation générale par le systéme lymphatique (figure 70).

Cet équilibre est classiquement décrit par la loi de Starling, qui illustre le flux net de
liquide & travers la membrane capillaire (F):

F= Kf S(APhyd) - 6(APonc)

ou K est la conductivité hydraulique de ’endothélium, S, la surface capillaire, 8, le coefficient
de perméabilit¢ du capillaire pour les macromolécules (compris entre 0 et 1), APy 4, le
gradient de pression hydrostatique entre le capillaire et I’interstitium, et AP, le gradient de
pression oncotique entre le capillaire et I’interstitium. D’aprés cette loi, plus le APy, est €levé,
plus la diffusion du capillaire vers I’interstitium est grande et plus le AP, est élevé, plus

I’échange osmotique de Iinterstitium vers les capillaires est important. Toutefois, cette loi
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déja ancienne ne décrit 1’équilibre liquidien que dans des conditions idéales et ne tient pas
compte par exemple de la vasomotricité, paramétre modifiant les pressions. intracapillaires

(Michel CC., 1997).

L’expansion volémique est un critére de qualité des solutés couramment utilisés pour
le remplissage vasculaire. L’effet immédiat est déterminé par la pression oncotique, ainsi les
solutés iso-oncotiques ont un pouvoir de remplissage équivalent au volume perfusé et les
solutés hyper-oncotiques produisent une expansion volémique supérieure. L’effet sur la
volémie est également fonction de la rapidité de la perfusion et de 1’état initial du sujet,
normo- ou hypovolémique (dans notre cas de figure, nous verrons que ces deux parameétres
n’interviennent pas).

Ainsi, nous avons particuliérement étudié 1’effet sur la volémie des deux HBOCs
hyper-oncotiques (Hb-Dex-BTC et ac-Hb, voir Tableau IV, page 114) en comparaison 4 la
solution iso-oncotique d’HEA (Tableau V, page 122).

Artériole Veinule

L
1.1," Capillaires !

&

Lymphatique

Figure 70 . Les mouvements liquidiens a travers les membranes capillaires. D’aprés Nahon
M. et al., 1995.

1.1 - Théorie
La méthode utilisée pour mesurer la volémie repose sur le principe de dilution d’une

molécule servant de traceur :

A* — 1> V? —t > V,a*
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A*, représentant la radioactivité connue de la molécule injectée dans le volume V a
déterminer, et a*, la radioactivité de la molécule mesurée a partir d’un volume v (prélevé du
volume V apres que A* soit diluée).

La détermination de V s’effectue simplement par calcul a partir de la concentration de

radioactivité C* :

C*=A*V=a*vdou: | V=(A%a*.v (1).

Pour ces mesures, nous avons adapté la méthode de détermination de la masse
sanguine employée dans un but diagnostique par le Dr. J-C. Mayer et le Pr. P-Y. Marie, dans
le service de Médecine Nucléaire du Pr. Bertrand, au C.H.R.U. de Brabois (Vandceuvre-1es-

Nancy, France).

1.2 - Matériels et méthodes

1.2.1 - Solution de sérumalbumine marquée a l’iode et matériel de mesure de la

radioactivité

La molécule traceur utilisée étant la éérumalbumine marquée & I’iode 125 (Alb—leI) a
5 puCi/mL (Cis Bio International, France), les expérimentations ont été réalisées dans des
locaux adaptés a la manipulation de produits radioactifs. Les mesures de radioactivité ont été
réalisées sur un compteur automatisé de type GAMMAmatic (Kontron Analytical, France). En
résufné, I’énergie des émissions gamma ne pouvant étre quantifiée directement, I’appareil
détermine une différence de potentiel électrique correspondant a cette énergie aprés
transformation des émissions gamma en photons puis en électrons. L’activité de I’échantillon
est donnée en coups par unité de temps ; pour notre protocole les mesures ont été effectuées

sur des périodes de 5 min.

1.2.2 - Préparation des animaux

Des lapins males néo-zélandais blancs de 2,2 a 3,2 kg (¢élevage La Garenne, Villey-
Saint-Etienne, France) ont été utilisés pour les expérimentations. Avant les manipulations, les
lapins ont séjourné en animalerie avec acces a la boisson et a la nourriture ad libitum. A la fin
des expérimentations, les lapins ont été euthanasiés par injection i.v. de pentobarbital sodique
(Sanofi Santé Animale, France) en exces, conformément aux regles d’éthique précédemment

énoncées.
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L’induction de I’anesthésie a été réalisée par insufflation dans une boite hermétique
d’un mélange a 5% d’halothane (Belamont, France) dans du carbogéne (5% de CO,, 95%
d’0,, Air Liquide Santé, France) a un débit de 8 L/min régulé par un débitmétre (systéme
Gaultier, France). Apreés quelques minutes, les animaux ont été placés en décubitus dorsal et
Ianesthésie a €t¢ maintenue au fnoyen d’un masque (4-5% d’halothane sous un débit de
carbogene de 2 L/min). La mise en place d’une voie d’acces artérielle a été effectuée par
Partére fémorale droite selon le protocole décrit dans le chapitre "Description du modéle
expérimental de base". L’ extrémité libre du cathéter artériel a été glissée sous la peau pour
émerger au niveau de la nuque ou il a été suturé. Un acces veineux a été mis en place dans la
veine marginale externe de 1’oreille en introduisant un trocart en téflon de diametre interne 0,5
mm et de diamétre externe 0,8 mm (Mosquito 123, Vygon, France) rempli de sérum
physiologique hépariné. Aprés administration i.m. d’une dose de pénicilline (200000 UV kg ;
Pénicilline G, Diamant, France), I’anesthésie a été arrétée et les animaux placés dans une cage
chauffée, jusqu’au moment des manipulations. La courte durée du protocole chirurgical
(environ 45 min) a permis d’obtenir un réveil rapide des animaux. Pour les manipulations

décrites ci-dessous, les lapins ont été placés en boite a contention.

1.2.3 - Adaptation et validation de la méthode

La méthode de détermination de la volémie (ou de la masse sanguine) étant utilisée en
cliniciue, son adaptation au lapin (division du poids corporel d’un facteur 30 environ) puis sa
validation ont été nécessaires. Pour ce faire, la volémie a été mesurée a différents temps chez

deux lapins témoins selon les étapes que nous allons détailler.

1.2.3.1 - Préparation de la solution étalon

La méthode de mesure faisant appel a des pesées dont la précision au microgramme
conditionne les résultats, la préparation d’une solution étalon d’activité déterminée a été
réalisée comme suit pour chaque flacon d’Alb-""I. A chaque flacon de 1,5 mL &’ Alb-'*’I, on
ajoute un volume de 4 mL de NaCl 0,9%. De ce mélange, 200 uL ont été prélevés et pesés au
moyen d’une balance de précision pour déterminer la masse m,. A la suite de cette opération,
le volume de 200 pL a été dilué¢ 50 fois dans un ballon jaugé. A trois reprises, un échantillon
de 1 mL de cette solution a été prélevé et son activité a été déterminée sur 5 minutes par le

compteur GAMMAmatic. La moyenne des trois mesures a été calculée et, aprés soustraction
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de Iactivité due au bruit de fond, ’activité totale (A*) de la solution diluée a été déterminée.
L’activité de la solution d’Alb-'*’I diluée en NaCl 0,9% (Ag*) par unité de masse, exprimée
en cps.pug’.min"', a alors été calculée en tenant compte du facteur de dilution selon la formule

suivante ;

Ag* = (50 x Ar¥)/m, @).

Cette activité a ensuite été utilisée pour le calcul de 1’activité de la dose administrée A*.

1.2.3.2 - Détermination de la volémie
Afin de mesurer le volume sanguin de I’animal, selon le principe théorique énoncé

plus haut, Ia masse exacte de la dose initiale d’Alb-'#

I (m*) injectée par voie 1.v. a tout
d’abord été¢ déterminée en retranchant le poids de la seringue apres injection du produit au
poids de la seringue avant injection. Cette donnée nous a permis de calculer ensuite 1’activité

A¥* de la dose administrée :

A* =m*. Ag* 3).

Le prélevement d’un échantillon sanguin artériel de volume v connu (v=1 mL) a été réalisé 10
min apres injection de la dose, ce délai permettant au produit de se répartir uniformément dans
la circulation sanguine. L’activité du tube a* a été mesurée au compteur et ’activité a* a alors
été calculée en tenant compte du bruit de fond au moment du comptage (BF*) et du
coefficient d’extravasation de I’ Alb-'> (0,98) :

a* = (a* - BF¥)/0,98 (4).

Le volume V est finalement déterminé apres calcul de I’activité a* de I’échantillon selon la
formule (1).

N.B. : Le coefficient d’extravasation a permis de corriger la disparition de PAIb-'>T de Ia
circulation, et donc la perte d’activité dans la circulation qui en résulte, entre le temps de
I'injection et celui du prélevement. Cette valeur a été déterminée chez le lapin lors de mesures
pilotes, en effectuant des prélevements espacés dans le temps a la suite de ’administration

d’une dose unique.

D’un point de vue pratique, I’injection a été réalisée au moyen d’un systéme de chasse
comme indiqué dans la figure 71. Cette opération a eu pour but d’éviter toute perte d’Alb-'*1
due au volume mort de la tubulure, source d’erreur potenticlle dans la détermination de V, le

volume de produit injecté étant faible (moins de 1mL). Par ailleurs, les prélévements sanguins
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artériels ont été réalisés sur tubes stériles héparinés (Hemogard® 5mL, Becton Dickinson
Vacutainer Systems Europe, France) conservés a 4°C jusqu’au moment du comptage. Et, afin
d’avoir un bruit de fond identique pour une méme expérimentation, le comptage des différents

tubes a été effectué simultanément.

Robinet 3 voies —

Cathéter i.v.

Albumine-125]

(A%)
- .

Figure 71. Schéma du montage utilisé pour I’injection i.v. de I’ Albumine-">I.
125

A* : activité de la dose injectée ; O : injection de la dose ; ® : reprise du volume mort contenant IAlb-""1

dans du sérum physiologique ; ® : injection du sérum physiologique et de | 'Alb-""I résiduelle.

1.2.3.3 - Validation de la méthode

Pour valider la méthode, nous avons appliqué ce protocole chez deux animaux témoins
en effectuant des mesures de volémie a des temps différents (t=0, 60, 120 et 180 min). Pour ce
faire, les étapes décrites précédemment ont été répétées. Toutefois, I’administration itérative
de produit radiomarqué a nécessité d’introduire une étape de calcul supplémentaire.
L’opération a consisté a prélever un échantillon de sang artériel ou "prémix" cinq minutes
avant une nouvelle injection de produit radiomarqué et d’en mesurer 1’activité. Cette activité
représente 1’activité résiduelle due a I’injection précédente de produit dans la circulation ; sa
valeur a été retranchée de ’activité mesurée sur le prélévement sanguin suivant. Considérant
la fuite d’Alb-"*I sur cinq minutes, le coefficient d’extravasation n’a pas été introduit dans le
calcul. Les résultats de ces manipulations ont permis de montrer la bonne reproductibilité de
la méthode dans le temps puisque les volumes obtenus se sont avérés identiques, aux erreurs

de manipulation pres (Tableau VII).
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Tableau VII. Evolution de la volémie (V) au cours du temps chez 2 lapins témoins.

Lapin n°1 Lapin n°2
t =0 min V=147 mL V=156mL
t =60 min V=151 mL V =162 mL
t =120 min V =148 mL V=158 mL
t =180 min V =147 mL V =160 mL

Nous nous sommes donc proposés d appliquer cette méthode a la détermination de la
volémie en réponse & une hémodilution par échange transfusionnel partiel, comme il est

proposé au paragraphe suivant.

1.3 - Application de la méthode a la mesure de la volémie faisant suite 3 une
hémodilution avec Hb-Dex-BTC

Pour ces expérimentations, le protocole d’hémodilution a été le méme que celui décrit
dans la partie "Adaptation du modéle a I’étude des effets cardiovasculaires induits par des
solutions d’hémoglobine en situation d’hémodilution". L’ETP a été initié cinq minutes apres
le prélevement sanguin ayant servi a déterminer le volume pré-hémodilution ; le volume post-
hémodilution a été¢ déterminé apres ’ETP.

N.B. : Les contraintes de Ia méthode (prémix et prélévement 10 min apres I’injection de la
dose) ont conduit a déterminer la volémie au plus t6t vingt minutes aprés la fin de I’ETP.

Deux groupes d’animaux traités avec la solution d’Elohes® 6% (n=4 ; poids 2,62 £
0,10 kg) ou d’Hb-Dex-BTC (n=4 ; poids 2,59 + 0,04 kg) ont été constitués. Les
caractéristiques de la solution d’Elohés® 6% ont été présentées dans le tableau V (page 122) ;
les principales caractéristiques de la solution d’Hb-Dex-BTC ont été déterminées au Co-
Oxymetre 682™ : tHb=8,2 g/dL et metHb<5%.

Apréé traitement statistique des données par ANOVA avec mesures répétées, nous
avons observé une augmentation significative de la volémie de 7,25% avec Hb-Dex-BTC
(P=0,0397) et une diminution non significative de 2,54% avec Elohes® (P=0,2459). Ces
résultats sont présentés dans la figure 72.

Ces données mettent en évidence une expansion volémique limitée dans le cas d’Hb-
Dex-BTC, alors que la solution d’HEA est sans effet sur la volémie dans ce modele. L effet
de la solution d’Hb-Dex-BTC sur la volémie pourrait apporter un élément d’explication aux

modifications hémodynamiques observées. Afin d’affiner cette hypothése, la seconde partie
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de I’étude a consisté a suivre I’évolution de la volémie dans le temps en réponse a

I’hémodilution. Cette partie de notre travail est présentée au paragraphe suivant.

190 .

170 L

150 L

130 |

110 L

— ¢ Hb-Dex-BTC
90 1 ...0- .- Hohes 6%

Volume sanguin {mL)

70 L

50

avant ETP apres ETP

i
H

Figure 72. Evolution de la volémie chez le lapin apreés hémodilution par échange

transfusionnel partiel (ETP) avec Elohes® 6% (n=4) et Hb-Dex-BTC (n=4). Les valeurs sont
exprimées en moyenne + 1 e.s.m.

1.4 - Evolution de la volémie dans le femps a la suite d’une hémodilution avec Hb-

Dex-BTC ou avec ao-Hb

Afin de mettre en évidence une éventuelle relation causale entre les changements de
volume sanguin et I’augmentation de résistance vasculaire a la suite de ’administration de
solution a base d’hémoglobine, nous avons étudié en parallele la volémie et la pression
artérielle moyenne durant les deux heures suivant I’hémodilution. Les mesures de pression
artériclle et le calcul de la PAM ont été réalisés selon la méthode proposée dans la partie
"Description du modéle expérimental de base", sur des lapins vigiles placés en boite a
contention. Les calculs de volémie ont été réalisés selon la méthode décrite précédemment.
Nous avons mesuré les deux parametres avant ’ETP et aux temps 20, 60 et 120 min aprés la

fin de ’ETP ; le détail du protocole est présenté dans la figure 73.
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Figure 73. Représentation schématique du protocole expérimental permettant de suivre

conjointement I’évolution de la volémie et de la pression artérielle moyenne a la suite d’une
hémodilution.

. . L 25y .. . .
PAM : pression artérielle moyenne ; A;* : activité de la dose d’Alb-"""I injectée au temps i ; P; : prélevement
au temps i ; V;: volume sanguin au temps i ; P-Mx; : prémix au temps .

Pour cette étude, trois groupes d’animaux ont €té constitués selon la solution
administrée :
- groupe Elohes® 6% : n=4, poids 2,62 + 0,23 kg
- groupe Hb-Dex-BTC : n=5, poids 2,43 + 0,12 kg
- groupe acai-Hb : n=5, poids 2,56 + 0,16 kg.
Les caractéristiques physico-chimiques de I’Elohes® 6% ont &té décrites dans le

tableau V (page 122). Pour les deux HBOCs, les mesures au Co-Oxymétre 682™ ont donné

les valeurs suivantes :
- Hb-Dex-BTC : tHb=8,2 g/dL, Hb0,=93,4%, metHb=4,6% et rHb=1,7% ;
- oa-Hb : tHb= 7,9 g/dL, HbO,= 92,6%, metHb= 5,6%, rHb= 2,2%.

Les comparaisons statistiques des données de pression artérielle et de volémie pré- et
post-hémodilution ont été effectuées par ANOVA avec mesures répétées et une valeur de
P<0,05 a été considérée comme significative.

Les résultats de cette étude sont présentés dans la figure 74. Ils indiquent que
I’Eloheés”™ 6% ne modifie significativement ni la PAM, ni la volémie. Les données sur la PAM
sont en accord avec celles obtenues précédemment chez le lapin anesthésié. Les données sur
la volémie sont plus difficiles a resituer par rapport a la littérature car, a notre connaissance,

trés peu de travaux ont abordé cette question. II est toutefois connu que chez 'Homme, un
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volume injecté de 500 mL induit une expansion volémique d'environ 150%, 120 minutes
apres son administration par voie i.v. (Baron J-F., 1992). Dans notre mod¢le, nous n'avons pas

observé d'expansion volémique comparable mais, toutefois, nous avons obtenu un maintien du
. . . . ® . 7 or s 1o
volume sanguin, ce qui fait de I’Elohés™ une solution de référence. La stabilité de la volémie

provient également du fait que Ia baisse de la concentration de I’Elohés® est insignifiante dans
la période de temps considérée et qu'en conséquence,-le nombre de molécules osmotiquement
actives ne varie pas (Baron J-F., 1992).

Les données montrent que les deux solutions d'hémoglobine induisent un effet
presseur plus transitoire que celui observé chez l'animal anesthésié. L'augmentation de
pression est maximale dés la fin de l'injection de l'ao-Hb (t=0) et & t=20 min pour Hb-Dex-
BTC. Au temps t=60 min, la pression artérielle est revenue a sa valeur pré-hémodilution dans
les deux cas. Dans les vingt premi¢res minutes suivant 'échange transfusionnel, la volémie
évolue de maniére semblable pour les deux HBOCs. A partir du temps t=60 min, on observe
une diminution du volume sanguin dans le groupe de l'ac-Hb ; un phénoméne du méme ordre
se produit plus tardivement, au temps t=120 min, dans le groupe Hb-Dex-BTC.

Au regard de ces résultats, il semble donc difficile d’établir un lien entre les

modifications de volémie et les variations de pression artérielle avec les solutions testées.

—_—
{ =*--Hp-Dex-BTC
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Figure 74. Evolution de la pression artérielle moyenne (PAM) et de la volémie chez le lapin
apres hémodilution par échange transfusionnel partiel (ETP) avec Elohes® 6% (n=4), Hb-Dex-
BTC (n=5) et coi-Hb (n=5). Les valeurs sont exprimées en moyenne + 1 e.s.m.

* 1 P<0,05 pré-ETP vs. les différents temps post-ETP.

1.5 - Conclusions

1.5.1 - Sur la méthode
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Nous avons obtenu, sur ’ensemble des animaux (n=28), une valeur moyenne de la
volémie (avant échange transfusionnel) équivalente a 6,74% du poids corporel, donc trés
proche des données de la littérature, généralement 6,5% (Mitruka BM. et al., 1977). La figure
75 montre que les valeurs de volume sanguin en fonction du poids corporel sont réparties de

maniere homogene et traduit donc la bonne reproductibilité de la méthode.
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Figure 75. Représentation graphique de la volémie en fonction du poids corporel chez le
lapin. Résultats obtenus sur I’ensemble des animaux (n=28).

1.5.2 - Sur les données

Cette deuxieme série de manipulations a permis de retrouver des valeurs de volémie
apres ETP avec Hb-Dex-BTC et Eloh&s® similaires a celles obtenues au cours de la mise au
point de la méthode.

Des travaux in vitro ont montré I’influence de la nature de la modification chimique
apportée a I’hémoglobine sur la pression osmotico-colloidale des solutions et I’hypothése
d’un effet sur la répartition des fluides dans I’organisme a été proposée (Vandegriff KD. et al.,
1997). La comparaison de deux HBOCs dans notre modele n’a pas révéle, dans les 20
premieres minutes suivant PETP, d’expansion volémique plus marquée pour Hb-Dex-BTC
que pour oc-Hb, qui posséde pourtant la pression oncotique la plus importante. En revanche,
le maintien de la volémie s’est révélé moins durable avec I'aa-Hb, puisque 1’on observe une
diminution du volume sanguin dés 60 minutes. Des résultats similaires ont été obtenus avec
l'ao-Hb dans un modele de mesure du volume sanguin chez le rat aprés échange
transfusionnel isovolémique de 50%, par une technique de dilution du bleu Evans (Migita R.

et al., 1997). Dans cette ¢tude, les auteurs ont montré que le volume sanguin est plus élevé
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chez les animaux traités avec de I’hémoglobine conjuguée au PEG, du fait de la forte pression
oncotique de la solution, que chez les animaux traités avec l'ac.-Hb.

La diminution de volume sanguin observée dans le groupe c.o.-Hb peut provenir d’une
extravasation des molécules d’hémoglobine modifiée qui constituent la solution. Ce
phénomeéne a été décrit depuis 1ongtemps dans la littérature et il est établi que le taux
d’extravasation est plus important pour les hemoglobmes de petite taille que pour les
hémoglobines conjuguées ou polymérisées (Aba551 Z. et al., 1997 ; Nakai K. et al., 1996 ;
Nakai K. et al., 1998). Cette hypothése permet d’expliquer que, dans le cas de l'ao-Hb, la
volémie diminue plus rapidement que pour Hb-Dex-BTC. Cette différence d’évolution
pourrait donc étre le fait de la nature chimique et de la demi-vie plasmatique de ces deux
solutions. Nous avons en effet estimé la demi-vie de I'ac-Hb & 4 heures et celle de Hb-Dex-

BTC a 6 heures dans les expérimentations décrites précédemment (voir figure 57).

En dépit d’effets différents des deux solutions d’hémoglobine testées sur la volémie,
notre modele ne permet pas d’affirmer que ces solutions modifient la pression artérielle et
plus généralement ’hémodynamique via un mécanisme impliquant leurs caractéristiques
oncotiques. L’implication d’autres mécanisrﬁes a ét.é étudiée au moyen de modéles différents ;

ces travaux sont présentés dans les paragraphes suivants.

- Comportement rhéologique de trois solutions d’hémoglobine (Hb-Dex-BTC, ao-Hb

et Hemolink™) en situation d’hémodilution chez le lapin

Comme nous ’avons annoncé au chapitre précédent, ’hémodilution conduit a des
modifications importantes des parameétres hémorhéologiques pouvant expliquer en partie les
changements hémodynamiques observés. Afin de mieux définir ’impact des propriétés
rhéologiques des solutions d’hémoglobine testées dans notre modele, nous avons analysé, par
des méthodes ex vivo, la viscosité ciném’atiqueA des solutions, la viscosit¢é du mélange
sang/solution d’hémoglobine et les parametres d’agrégation et de déformabilité des globules

rouges en situation d’hémodilution.

2.1 - Rappels d’hémorhéologie

La rhéologie est la science des déformations et de I’écoulement de la matiére et

I’hémorhéologie étudie les propriétés rhéologiques du sang. Le sang est constitué de globules
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rouges, de plaquettes et de globules blancs en suspension dans le plasma. Normalement, ce
sont les hématies qui, par leur nombre, déterminent les propriétés rhéologiques du sang. Les
plaquettes se déplacent a la méme vitesse que les globules rouges alors que les globules
blancs, du fait de leur tendance a adhérer aux parois vasculaires, se déplacent plus lentement
que les hématies. Le comportemeht rhéologique des globules rouges est li¢ & deux de leurs
propriétés, I’agrégabilité et la déformabilité.

Dans tous les microvaisseaux, sauf dans les artérioles et les capillaires ou les
contraintes exercées par le flux sont trop fortes, les globules rouges s’agrégent réversiblement
entre eux pour former des rouleaux, pouvant eux-mémes étre organisés en réseaux. Cette
agrégation provoque a la fois le rassemblement des hématies dans I’axe de 1’écoulement du
sang et la formation d’une couche plasmatique périphérique dépourvue de cellules qui joue le
role de lubrifiant.

L’hématie est pourvue a la face interne de sa membrane d’un cytosquelette constitué
d’actine et de spectrine qui lui permettent de se déformer pour traverser les capillaires dont le
diamétre peut atteindre 3 a 4 pm.

L’augmentation de 1’agrégabilité (diabéte, hypertension) et la diminution de la
déformabilité (drépanocytose) érythrocytaires sont a lorigine d’une diminution de débit
microcirculatoire (Chabanel A. ef al., 1995). L’analyse de ces deux paramétres pourrait donc
contribuer & expliquer les modifications hémodynamiques engendrées par les solutions
d’héfnoglobine.

La viscosité, autre parameétre pouvant étre impliqué (cf. relation de Poiseuille), est
définie comme la caractéristique qu’ont les fluides d’engendrer des forces de cisaillement
lorsqu’ils sont mis en mouvement. Elle traduit la résistance de friction que le fuide en
mouvement oppose a une force de cisaillement. On distingue les fluides newtoniens pour
lesquels la viscosité est constante et la vitesse de déformation proportionnelle a la contrainte
de cisaillement et les fluides non newtoniens pour lesquels la viscosité est fonction de la
contrainte de cisaillement. ' |

Dans ce travail, nous avons mesuré la viscosité selon les méthodes décrites
ci-dessous :

- d’une part pour des fluides newtoniens, le plasma, I’albumine, I’Elohés® 6% et les solutions
d’hémoglobine,

- et d’autre part pour un non newtonien, le sang en présence ou non de ces substituts.
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2.2 - Matériels et méthodes

2.2.1 - Appareils de mesure de la viscosité

Deux types de mesures de viscosité ont été réalisées, selon la catégorie du fluide
étudié. Pour les mesures de la visbosité (dite cinématique) des fluides newtoniens testés, un
viscosimetre automatique & capillaire (Viscomatic VCD, AMTEC, Villeneuve-Loubet,
France) a été utilisé. La viscosité cinématique. correspond au rapport de la viscosité
dynamique du fluide et de sa masse volumique. Le viscosimétre mesure automatiquement le
temps d’écoulement d’un fluide dans un capillaire calibré entre deux repéres définis
optiquement. Cette mesure du temps est équivalente, & une constante prés, a la mesure de la
viscosité cinématique v exprimée en centiStokes (cSt).

Pour les mesures de viscosité du sang avant et aprés hémodilution (fluide non
newtonien), un rhéomeétre rotatif (Low Shear 30, Contraves, Ziirich, Suisse) fonctionnant
d’apres le principe de Couette (figure 76) a été utilisé. Le fluide est placé entre deux cylindres
coaxiaux, de hauteur identique 4 et de rayons R et r, dans un espace annulaire d’épaisseur e
trés petite (e << R). Si le cylindre extérieur tourne a une vitesse {2, le cylindre intérieur finit
par tourner a la méme vitesse angulaire au bout d’un temps donné et, pour I’arréter, il faut lui
appliquer un couple C de sens opposé au déplacement. Au sein de ’espace annulaire, le fluide
se déplace a une vitesse non uniforme, la paroi du cylindre extérieur et les couches lui
adhérant se déplagant a la méme vitesse. Les couches intermédiaires se déplacent avec des
vitesses u proportionnelles a leur distance de la paroi du cylindre intérieur. Connaissant le
couple de réaction C nécessaire & immobiliser le cylindre intérieur, on en déduit la force

correspondante :

F=Cl/r=puRLS/e

S étant la surface de frottement et 4, la viscosité dynamique du fluide.
L’expérience de Couette montre que 1’on obtient finalement une relation entre la viscosité

dynamique (en Pa.sec), 7, la contrainte de cisaillement (en sec'l) et y, le gradient de vitesse de

cisaillement :

Pour nos mesures, nous avons utilisé€ un gradient de vitesse couvrant une plage de 0,5 a 128

-1 ~ . . v , .
sec ', valeurs extrémes mimant respectivement les conditions d’écoulement dans les vaisseaux
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de faible calibre (petites artéres et artérioles) et dans les vaisseaux de conductance (grosses

artéres).

P1

u

P2

Figure 76. L’expérience de Couette. D’aprés René F., La rhéologie en biotechnologie.
Biofutur 1997;167:3-7.

Explications dans le texte.

2.2.2 - Appareil de mesure de I’agrégabilité des globules rouges

L’agrégabilité des globules rouges, en présence ou non des solutions utilisées pour
I’hémodilution, a été déterminée au moyen d’un érythro-agrégametre (SEFAM, Vandceuvre-
les-Nancy, France) dont le principe est basé sur 1’analyse de la lumiére rétrodiffusée par une
suspension sanguine éclairée par un faisceau laser (Donner M. et al., 1988). L’appareil
consiste en un viscosimeétre de type Couette transparent éclairé par une diode laser émettant
dans le proche infra-rouge. La vitesse de rotation du cylindre extérieur est réglable et permet
d’appliquer des vitesses de cisaillement variables. L’agrégation érythrocytaire est étudiée par
une approche statique permettant de déterminer la cinétique d’agrégation a [amrét.
Pratiquement, le sang est soumis 4 une vitesse de cisaillement d’un niveau tel que les hématies
sont dissociées et orientées. L’intensité du flux lumineux rétrodiffusé est notée. La contrainte
étant stoppée brusquement, on enregistre une augmentation puis une diminution de I’intensité
du flux. A partir de la courbe obtenue (figure 77), on peut déterminer le temps primaire (t,)
correspondant a la réorganisation des hématies juste apres 1’arrét du cylindre (inverse de la

pente de la courbe entre 0,5 et 2 secondes apres la fin de I’arrét du cisaillement), le temps final
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(tg) correspondant a 1’agrégation compléte des hématies (lorsque la lumiere rétrodiffusée ne
varie plus) et I’indice d’agrégation & 10 secondes ou S;, (rapport de la surface au-dessus la
courbe pendant les 10 premicres secondes suivant 1’arrét du cisaillement a la surface totale

durant cette période). Cet indice augmente avec la vitesse d’agrégation érythrocytaire.

Flux lumineux

4CCLCO T ety

! o : Temps (min) &

SRS

Taux de cisaillement

ol

Temps (min)

Figure 77. Principe de la détermination des paramétres de la cinétique d’agrégation. D’apres
Donner M. et al., 1988).

2.2.3 - Appareil de mesure de la déformabilité des globules rouges

La déformabilité des globules rouges, en présence ou non des solutions utilisées pour
’hémodilution, a ét¢ déterminée au moyen d’un ektacytometre de type LORCA (Laser-
assisted Optical Rotational Cell Analyzer, AMC, Amsterdam, Pays-Bas). L’ektacytométrie
nécessite le méme montage que 1’érythro-agrégameétrie. Un rayon laser traverse une
suspension sanguine diluée au 1/200° placée dans le viscosimétre et le rayon diffracté par les
hématies est visualisé sur un écran. Au repos, I’image diffractée est circulaire et lorsqu’on
impose une vitesse de cisaillement, les hématies se déforment et I’image devient élliptique. Le
rapport entre le grand axe et le petit axe de [’ellipse ou index d’élongation donne la mesure de

la déformabilité érythrocytaire. Ce rapport augmente avec la vitesse de cisaillement.

2.2.4 - Protocole expérimental

Pour cette étude, des lapins males néo-zélandais blancs de 2,4 a 2,7 kg (¢élevage La
Garenne, Villey-Saint-Etienne, France) ont été utilisés. Avant les manipulations, les lapins ont
séjourné en animalerie avec acceés a la boisson et a la nourriture ad libitum. A la fin des

expérimentations, les lapins ont ét¢ euthanasiés par injection i.v. de pentobarbital sodique
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(Sanofi Santé Animale, France) en excés, conformément aux régles d’éthique précédemment
énoncées.

Les animaux ont été instrumentés avec un cathéter artériel carotidien selon le protocole
décrit dans Particle joint en annexe 3 et répartis de fagon aléatoire selon la solution infusée.
Quatre solutions ont été utiliséeé pour I’hémodilution : albumine et Elohés 6% pour les
solutions de référence et Hb-Dex-BTC et Hemolink™ pour les HBOCs. Leurs caractéristiques
sont celles qui ont été présentées au chapitre précédent (voir tableaux IV et V, pages 114 et
122). L’hémodilution a conduit & une réduction de I’hématocrite artériel a 30%.

Les manipulations ont consisté & mesurer les différents paramétres hémorhéologiques
décrits ci-dessus sur des échantillons de sang artériel prélevé sur EDTA 5% (poids/volume) a
différents temps post-hémodilution (30, 90 et 180 minutes). Pour chaque individu, les valeurs
post-hémodilution ont été comparées a celles obtenues avec du sang contrdle, provenant de la
dilution du sang de ’animal avec son propre plasma pour atteindre une valeur d’hématocrite

de 30%. Cette opération permet de comparer les paramétres dans des conditions similaires.

2.3 - Résultats
2.3.1 - Agrégabilité érythrocytaire

L’analyse de I’agrégabilité érythrocytaire par ’indice a 10 secondes (S;;) montre une
différence marquée entre 'influence de la solution Hb-Dex-BTC et celles des trois autres
prodﬁits (figure 78). L’augmentation de la valeur de S;, avec Hb-Dex-BTC indique que
Pagrégation érythrocytaire est plus rapide que dans les conditions normales en présence de
cette solution. A P’inverse, I’agrégation est plus lente dans le cas des solutions d’albumine,
d’Elohes® et 4 un degré moindre avec la solution d’Hemolink™.

Ces résultats sont confirmés par la mesure du t; (figure 78) qui indique que
Pagrégation compléte des hématies est atteinte plus rapidement que dans les conditions
normales avec la solution Hb-Dex-BTC et, inversement, plus lentement avec les autres

solutions.
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Figure 78. Variations de l’indice d’agrégation a 10 secondes (S;;) et du temps final
d’agrégation apreés hémodilution avec Hb-Dex-BTC (n=6), Hemolink™ (n=6), albumine
(n=5) et Elohés (n=6). Les valeurs sont exprimées en moyenne * 1 e.s.m.

Les résultats suggerent donc que les deux solutions d’hémoglobine perfusées ont un
effet inverse sur les parameétres de 1’agrégation érythrocytaire. Une hyper-agrégabilité
érythrocytaire a déja été observée en présence de macromolécules (dextran 80, haptoglobine,
fibrinogéne) et pourrait en partie expliquer les résultats obtenus avec Hb-Dex-BTC (Weng X.
et al., 1996). Elle serait due a des mécanisthes spécifiques, c’est-a-dire des interactions des
macromolécules en suspension avec les récepteurs membranaires des globules rouges, et a des
mécanismes non spéciﬁques, comme des modifications de 1’adhésion par insinuation de
macromolécules entre érythrocytes adjacents (Weng X. et al., 1996). L’effet hyper-agrégant
n’est pas anodin puisqu’il peut conduire & des modifications telles que :

- une diminution du débit sanguin dans les vaisseaux post-capillaires,

- une diminution de I’hématocrite dans les capillaires,

- une augmentation de la résistance périphérique,

- une détérioration des apports en oxygene aux tissus,

- une tendance au développement de thromboses veineuses,

- des modifications d’autres paramétres rhéologiques; a savoir déformabilité érythrocytaire et
viscosité (Stoltz J-F. ef al., 1999).

Ce dernier point va étre envisagé dans les paragraphes suivants.

2.3.2 - Déformabilité érythrocytaire
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Les mesures de D’index d’élongation a différentes vitesses de cisaillement
(0,2-128 sec'l) n’ont révélé aucune différence avant et apres hémodilution, quelle que soit la
solution administrée. Ces observations sont résumées dans la figure 79 avec ’exemple de
deux valeurs de cisaillement, correspondant a 1’écoulement sanguin dans des vaisseaux de
gros et de faible calibres. On observe que dans les conditions de contrdle, I’index d’élongation
varie proportionnellement avec la vitesse de cisaillement (0,52 pour 17 sec” et 0,6 pour 53
sec"l). A la suite de I'injection des solutions, la déformabilité érythrocytaire n’est pas

influencée, quelles que soient les conditions d’écoulement considérées.
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Figure 79. Déformabilité érythrocytaire mesurée par 1’index d’élongation a deux vitesses de
cisaillement (53 et 17 sec'l) a différents temps post-hémodilution. Les valeurs sont données en
moyenne * 1 e.s.m., avec n=5 pour chaque groupe.

Ces résultats montrent que les solutions testées n’ont pas d’influence sur la
déformabilité érythrocytaire en situation d’hémodilution. Ils suggérent en particulier que les
changements d’agrégation observés avec Hb-Dex-BTC n’interviennent pas sur ce parameétre
rhéologique.

Nous allons a présent envisager ’effet des solutions sur la viscosité cinématique et

dynamique.

2.3.3 - Viscosité cinématique
Les résultats de ces mesures sont présentés dans les tableaux IV et V (pages 114 et
122). Ainsi, on peut répartir les solutions en deux catégories, les solutions Hemolink™ et

d’albumine qui ont des viscosités a 37°C comparables a celle du plasma de lapin (environ 0,9
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cSt) et les solutions Hb-Dex-BTC et Elohés® qui possédent des viscosités supérieures,

proches de 2 cSt.

2.3.4 - Viscosité dynamique

Le rhéogramme A de la ﬁgure 80 indique qu’aux vitesses de cisaillement élevées
(128 sec'l), conditions mimant 1’écoulement dans les vaisseaux de conductance, la viscosité
du sang hémodilué est peu différente d’un groupe a I’autre. Au contraire, aux faibles vitesses
de cisaillement (0,2 sec'l), conditions mimant I’écoulement dans les vaisseaux de résistance,
la viscosité du sang hémodilué est fonction de la viscosité intrinséque des solutions
administrées (voir tableaux IV et V, pages 114 et 122). On peut classer les solutions selon la
séquence suivante :

Hb-Dex-BTC > Elohés > Hemolink™ > Albumine.
L’analyse ex vivo de la viscosité montre qu’il existe une différence significative (P<0,001, test
PLSD Fischer) entre la solution Hb-Dex-BTC et les trois autres solutions, différence qui est
surtout marquée pour la plus faible vitesse de cisaillement (rhéogrammes B,C et D de la figure
80).

Ces résultats suggerent que I'effet de la viscosité intrinséque des solutions est différent
selon les conditions d’écoulement et que la solution d’Hb-Dex-BTC induit les plus
importantes modifications rhéologiques aprés hémodilution. Ceci peut s’expliquer par
I’influence de cette solution sur ’agrégation érythrocytaire puisque nous avons vu que la

solution d’Hb-Dex-BTC favorise ce phénomene.
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Figure 80. Variations de la viscosit¢ dyndamique du sang hémodilué (hématocrite 30%),
exprimée en mPa.sec, en fonction de la vitesse de cisaillement in vitro et ex vivo. Les valeurs

sont exprimées en moyenne, avec n=7 pour Elohés® et n=6 pour Hb-Dex-BTC, albumine et
Hemolink™.

2.4 - Conclusions

L’étude montre que les propriétés hémorhéologiques ex vivo du sang artériel sont
diversement affectées par les solutions dans une situation d’hémodilution similaire. Ceci
suggere donc que les solutions induisent par elles-mémes des effets sur le comportement
rhéologique des cellules sanguines, et que ceux-ci ne sont pas seulement le résultat de la
réduction de I’hématocrite. I1 n’est toutefois pas possible d’établir un lien direct entre les
changements rhéologiques et les modifications macrohémodynamiques sur la base de cette
étude. Pour des conditions d’hémodilution semblables (hématocrite 30%), nous avons en effet
observé:
- des variations de pression et de résistance similaires pour les solutions de référence alors que

leurs viscosités intrinséques different ;
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- des variations de pression et de résistance similaires pour les solutions d’hémoglobine alors
que leurs viscosités intrinseques différent.

Il semble donc que I’impact des propriétés rhéologiques des solutions d’hémoglobine
soit masqué par leurs effets sur le tonus vasculaire puisque nous avons obtenu :
- des variations de pression et de résistance opposées avec la solution d’albumine d’une part et
les solutions aa-Hb et Hemolink™ d’autre part, alors que leurs viscosités intrinseques sont
similaires ;
- et des variations de pression et de résistance inverses entre Hb-Dex-BTC et Elohés® alors

que leurs viscosités intrinséques sont similaires.

Il serait donc intéressant de parvenir a définir I’impact des propriétés rhéologiques des
solutions sur I’écoulement sanguin dans les vaisseaux de plus faible calibre, et donc au final
sur I’oxygénation tissulaire, en particulier, dans le cas de la solution Hb-Dex-BTC qui modifie
de maniere importante I’agrégation érythrocytaire et la viscosité du sang. La réponse a cette
question nécessite sans doute le recours a d’autres méthodologies car les phénomenes
hémorhéologiques microcirculatoires sont influencés par des facteurs liés a ’hémodilution,
mais aussi par le pouvoir oxyphorique des solutions d’hémoglobine (Intaglietta M. et al.,
1996). Il a par exemple ét¢é montré qu’a.hématocrite 30% et en présence de solutions
d’hémoglobine (cwoi-Hb et bovine polymérisée), la densité des capillaires fonctionnels diminue
par un effet "micro-hématocrite" dii & I’hémodilution. Parallelement, dans les mémes
conditions, une constriction artériolaire immédiate et transitoire survient, d’apres les auteurs,
en réponse a un apport d’oxygene excessif par rapport a la demande métabolique (Botzlar A.
et al., 1996 ; Nolte D. et al., 1997a ; Nolte D. et al., 1997b).

L’influence des propriétés rhéologiques des HBOCs sur 1’hémodynamique est
complexe car elle fait intervenir plusieurs mécanismes interdépendants qui, de plus, se
traduisent différemment selon le lit vasculaire considéré. Elle ne se traduit toutefois pas au
niveau de la macrocirculation et ne constitue donc pas un élément permettant d’expliquer les
variations hémodynamiques observées. L’ implication d’autres mécanismes a été étudice et est

proposée dans les paragraphes qui suivent.
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3 - Interaction d’une solution d’hémoglobine modifiée (Hb-Dex-BTC) avec

Pendothélinum vasculaire, mise en évidence par une méthode immunohistochimique chez
le cobaye

L’un des mécanismes permettant d’expliquer I’effet presseur de 1’hémoglobine
acellulaire est son interaction avéc le monoxyde d’azote, NO. De nombreux auteurs en ont
apporté la preuve expérimentale et ont conclu que cette interaction se situait dans la Jumiére
vasculaire et dans I’espace sous-endothélial en raison de I’extravasation de 1’hémoglobine
acellulaire (Abassi Z. et al., 1997 ;, Nakai et al., 1998). Toutefois, I’interaction de
I’hémoglobine au sein méme de la cellule endothéliale n’a, & notre connaissance, jamais été
envisagée. Or, cette proposition pourrait permettre d’expliquer I'interaction de I’hémoglobine
acellulaire avec d’autres facteurs endothéliaux, tels que ’endothéline-1 et les dérivés de
’acide arachidonique.

Afin de tester cette hypothése, nous avons cherché a détecter la présence
d’hémoglobine dans la paroi de 1’aorte de cobayes ayant subi un échange transfusionnel de
50% de leur volume sanguin avec une solution d’hémoglobine humaine modifiée
chimiquement, Hb-Dex-BTC. Dans un second temps, nous avons voulu vérifier si
I’interaction Hb-NO était requise pour qu’une éventuelle pénétration de I’hémoglobine dans la
cellule endothéliale ait lieu. Pour ce faire, les animaux ont été traités au L-NAME, inhibiteur
spécifique de la voie de synthése de NO, prézilablenieht a I’administration de la solution d’Hb-

Dex-BTC.

3.1 - Matériels et méthodes

La méthode est présentée dans I’article joint en annexe 4.

Un protocole d’immuno-marquage en trois étapes a été appliqué a des portions d’aorte
fixées in situ 30 minutes aprés la fin de I’échange transfusionnel, temps pour lequel 1’effet
hypertenseur de la solution d’hémoglobine est maximal (figure 1 de I’article). Des anticorps
primaires anti-hémoglobine ont été obtenus apres immunisation de lapins néo-zélandais, selon
une technique éprouvée au laboratoire. Par des méthodes ELISA, nous avons montré que ces
anticorps ¢taient spécifiques a l’hémogldbine hﬁmaine, aucune réaction croisée avec
’hémoglobine de cobaye n’ayant été observée.

Les étapes du protocole ont consisté successivement en :
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- application de P’anticorps primaire (dilué au 1:200%) sur les coupes d’arteres prétraitées au
sérum de cheévre afin de minimiser la fixation non spécifique ;

- 'incubation des préparations en présence d’un anticorps secondaire biotinylé dirigé contre
’anticorps primaire (IgG de chevre anti-IgG de lapin) ;

- Pincubation des préparations en présence d’avidine conjuguée a la phosphatase alcaline qui
permet le marquage du complexe anticorps primaire/anticorps secondaire.

Pour visualiser ce complexe, le p-nitrophényl phosphate, substrat de la phosphatase alcaline, a
été ajouté. Pour terminer, les coupes ont été contre-colorées a 1’hématoxyline afin de

contraster les détails nucléaires.

3.2 - Résultats

Cette étude a permis de mettre clairement en évidence la présence d’hémoglobine a
Pintérieur des cellules endothéliales a la suite de I’injection d’un HBOC (figure 2 de ’article).
Le léger marquage obtenu dans 1’adventice serait le fait de la révélation d’hémoglobine dans
les nombreux vasa vasorum qui y débouchent (figure 2A). Enfin, la présence d’hémoglobine
n’a pas €té révélée dans la média a ce temps.

Le prétraitement des animaux avec une dose de L-NAME permettant de bloquer
totalement la synthése endothéliale de NO, s’est avéré sans effet sur la pénétration de
I’hémoglobine, montrant ainsi que Pinteraction Hb;NO n’est pas requise pour ’internalisation

de ’hémoglobine (figure 2B).

3.3 - Conclusions

Ces résultats proposent une nouvelle orientation dans 1’approche des mécanismes
impliqués dans 1’effet vasoconstricteur des solutions a base d’hémoglobine. Ils suggerent en
effet que ’interaction de I’hémoglobine avec NO peut se produire sur le lieu de production de
ce dernier, la cellule endothéliale, et pas seulement sur les sites d’action (lumiére vasculaire et
média ou il active la guanylyl cyclase) comme il a été proposé. De plus, la présence
d’hémoglobine acellulaire au sein de la cellule endothéliale pourrait expliquer son interaction
avec un autre facteur de régulation du tonus Qasculairé, I’endothéline-1 (ET-1). Il a en effet été
démontré, chez I’animal et lors d’essais cliniques, que la concentration plasmatique d’ET-1

est augmentée, sans toutefois que le mécanisme sous-jacent puisse étre éclairci (Saxena ef al.,
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1998). La pénétration d’hémoglobine dans la cellule endothéliale pourrait ainsi étre & I’origine
de cette stimulation de la synthese de I’ET-1 par action directe.

La présence d’hémoglobine acellulaire au sein de la cellule endothéliale implique au
moins deux mécanismes possibles d’internalisation, 1’endocytose ou la transcytose (capture
via le systéme vésiculaire de Vtransport transendothélial). L’existence d’un récepteur
membranaire nécessaire au mécanisme d’endocytose a déja été mise en évidence sur des
cellules endothéliales d’artéres cérébrales bovines en culture (Machi T. et al, 1996) ; il
s’agirait selon ces travaux d’une molécule membranaire de 94,5 kDa capable de se lier
spécifiquement a I’hémoglobine libre. Dans une étude récente, Legrand S. ef al. ont par
ailleurs mis en évidence, par une technique de microscopie de fluorescence 3-D, la capture
d’hémoglobine conjuguée ou polymérisée (Hb-Dex-BTC et Hemolink™) par des cellules
endothéliales humaines en culture et ont proposé ’intervention d’une voie de transcytose
(Legrand S. et al., 1999). Notre étude ne permettant pas pour l’instant de préjuger de
I’importance de I’un de ces mécanismes par rapport a 1’autre, il convient de considérer les

deux mécanismes hypothétiques.

4 - Influence de trois_solutions d’hémoglobine (Hb-Dex-BTC, oo-Hb et Hemolink™),

mise en évidence par une étude morphodynamique sur des artérioles mésentériques de
at . o
Le réseau microcirculatoire, situ¢ a l'interface entre vasomotricité, rhéologie et
oxygénation, est de ce fait un élément clé du contréle de 'hémodynamique et par conséquent
de la compréhension des mécanismes potentiellement impliqués dans l'effet presseur des
solutions d'hémoglobine. Toutefois, 1'abord expérimental de la microcirculation est encore
récent et quelques auteurs seulement se sont attachés a montrer I'impact de I'némoglobine
acellulaire sur les microvaisseaux.
Nous avons pour notre part voulu étudier l'influence des trois HBOCs testés
précédemment sur la tonicité des vaisseaux microcirculatoires et ceci a été réalisé par
morphométrie dynamique, dans un modele éprouvé d'exploration du réseau mésentérique chez

le rat (Doutremepuich F. et al., 1998).

4.1 - Description du modéle expérimental
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Les manipulations présentées dans ce paragraphe ont été réalisées en collaboration
avec les Drs. E. Belougne-Malfatti et O. Aguejouf au sein du laboratoire d’Hématologie du
Pr. C. Doutremepuich, Faculté de Pharmacie, Université Victor Segalen - Bordeaux II. Dans
une étude préliminaire, nous avons tenté d’adapter la méthode décrite ci-dessous a [’un des
modeles animaux déja utilisé dans ce travail, a savoir le cobaye Hartley. Toutefois, ce modele

a du étre abandonné en raison de difficultés techniques liées a cette espéce animale.

Les expérimentations ont donc été effectuées sur des rats Wistar méles de 387 £ 28 g
(elevage Depre, Saint-Doulchard, France). Les animaux ont été répartis de maniére aléatoire

en quatre groupes dans lesquels nous avons comparé les effets des solutions Hb-Dex-BTC

(n=3), ac-Hb (n=4) et Hemolink™ (n=3) et d'une solution de référence, Elohés® 6% (n=3).
Les caractéristiques physico-chimiques de ces solutions ont été présentées dans les tableaux
IV et V (pages 114 et 122). A la fin des expérimentations, les animaux ont été euthanasiés par

administration d'une dose 1étale d'anesthésique, selon les régles d’éthique précitées.

Les rats ont été¢ anesthésiés par injection i.m. de thiopental sodique (Nesdonal®,
Specia, France) a la dose de 200 mg/kg. Apres incision médiane de la région du cou, la veine
jugulaire gauche a été dégagée afin d'y introduire un cathéter souple en polyéthyléne de
diametre interne 0,3 mm (Merck-Clévenot, France) rempli de sérum physiologique et servant
a l'administration des solutions. Une lapafotomié médiane a ensuite été effectuée et le
mésentére a été dégagé puis placé sur la platine d'un microscope inversé (Axiovert 10, Zeiss,
Allemagne) dont le grandissement oculaire est de 100. Une artériole mésentérique de calibre
compris entre 15 et 25 pm a été sélectionnée et 1'évolution de son diametre exact a été
enregistrée au moyen d'un dispositif constitué¢ d'une caméra CCD couleur (DXC 107P, Sony,
Japon), d'un moniteur couleur (Trinitron Color Video Moniteur PVM 1442 QM, Sony, Japon)
et d'un magnétoscope (Samsung, Japon). La caméra est dotée d'un systeme de contrdle
automatique de la vitesse d'obturation de la luminosité permettant d'obtenir une exposition
stable et le moniteur est équipé d'un tube image a grille ultrafine qui offre une définition
élevée. Le montage est proposé dans la figure 81.

Apres une période de référence d'une minute durant laquelle le diamétre artériolaire a
été enregistré, les solutions ont été infusées en bolus par le cathéter veineux sous un débit
d'environ ImL/min et a une dose correspondant & une hypervolémie de 10%, soit 2,5 £ 0,2

mL. Le diameétre artériolaire a ensuite été suivi sur une période de cing minutes.
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Figure 81. Dispositif expérimental utilisé pour 1’analyse de morphométrie dynamique.

Les enregistrements recueillis ont été traités en temps différé au moyen d'un systéme
d'analyse d'images Starwise (Imstar, France), composé d'une unité centrale équipée du logiciel
Morphostar (version 5.5k), d'une caméra CCD noir et blanc (Burle, USA), d'un moniteur de
contrle et d'un magnétoscope adapté aux spécificités du logiciel (modeéle AG-7350,
Panasonic, Japon). A l'aide du systeme d'analyse d'images, les diamétres vasculaires avant et
apres l'injection des solutions ont été quantifiés pour chaque animal. Pour ce faire, ’analyseur
d’images prend une série de photographies a partir de ’enregistrement vidéo a raison d’un
cliché toutes les 5 secondes. A partir de la premiére image numérisée, le logiciel Morphostar
différencie la lumiére du vaisseau de la couche des cellules endothéliales en fonction du
contraste de I’image et du flux sanguin. L’expérimentateur peut alors positionner,
perpendiculairement au grand axe du vaisseau, un répeére qui servira a la détermination du
diametre interne. Ce traitement est ensuite appliqué de fagon automatique et itérative pour
chaque image et les valeurs de diameétre artériolaire sont calculées sur la totalité de
I’enregistrement.

Pour chacun des groupes d’animaux traités, les résultats ont ét¢ donnés en moyenne +

1 e.s.m, calculée sur les périodes pré- et post-injection, et en pourcentages de variations par
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rapport & la période pré-injection. Au regard du nombre limité d’animaux composant les

groupes, aucune étude statistique n’a été envisagée.

4.2 - Résultats
Les résultats présentés dans la figure 82 indiquent que les modifications de diamétre

des artérioles sont d’amplitude limitée (moins de 10%) mais variable d’un groupe de

traitement a [’autre.
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Figure 82. Variations a court terme du diametre d’artérioles mésentériques de rat a la suite de
I"injection des solutions Elohés (n=3), Hb-Dex-BTC (n=3), aa-Hb (n=4) et Hemolink (n=3).
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Pour chacune des solutions testées, on observe une diminution du diamétre artériolaire
qui pourrait traduire une vasoconstriction. Celle-ci pourrait étre la conséquence d’une
amélioration de D’oxygénation, induite par la réduction de viscosité faisant suite a
I’hémodilution. Cette diminution est environ deux fois plus importante avec les solutions Hb-
Dex-BTC et Hemolink™ qu’aveé Elohés® et ao-Hb, ce qui indique qu’il existe un effet
propre des produits injectés sur le tonus des artérioles, indépendamment des parametres
rhéologiques. On observe en effet des variations de diametre différentes entre des produits de
viscosité intrinséque proche (Hb-Dex-BTC et Elohés®). Cette différence d’effet pourrait étre
liée aux propriétés oxyphoriques des solutions d’hémoglobine, en accord avec la théorie
d’autorégulation qui propose que le débit artériolaire est modifié par des variations du
diametre vasculaire afin d’adapter en permanence [’apport en oxygene a la demande des tissus
(Intaglietta M. et al., 1996). Des travaux complémentaires sur un nombre d’animaux plus

important devraient &tre envisagés afin de confirmer ces premieres observations.

4.3 - Conclusions

L’amplitude limitée des variations observées sur des artérioles de faible diamétre (15-
25 pm) peut soulever des questions quant & la pertinence du choix de ces vaisseaux pour
mener a bien les objectifs de ce travail. En effet, il est évident que des artérioles de plus gros
calibre (40-60 pm) sont cépables de subir des’ modifications morphométriques plus
impdrtantes et donc mieux adaptées a notre étude. Toutefois, les impératifs inhérents a cette
technique de microscopie, en particulier 1’épaisseur de la paroi vasculaire, nous ont limité
dans le choix des vaisseaux. Il serait donc intéressant de pouvoir mener une étude du méme
type dans un modele expérimental permettant d’analyser des vaisseaux de diameétre plus élevé,
tel que celui décrit par Kerger H. et al. (Kerger H. et al., 1997a) et utilisé par différentes
équipes (Nolte D. et al., 1997a ; Sakai H. et al., 1998).

Dans ce modéle, nous n’avons pas pu suivre en parallele les variations de pression
artérielle, mais différentes études ont montré qu’a la dose administrée (entre 0,2 & 0,25 g
d’hémoglobine), les solutions a base d’hémoglobine induisent une hypertension chez le rat
anesthésié (Faivre B., 1993 ; Gulati A. ef al.; 1995 ; Moisan S. et al., 1998 ; Adamson JG. et
al., 1998).

En tenant compte de ces restrictions, il convient de noter que dans leur ensemble, nos

résultats montrent une diminution immédiate du diameétre artériolaire apres injection des
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solutions. Celle-ci s’est avérée plus marquée avec Hb-Dex-BTC et Hemolink™ qu’avec oo
Hb. Ce phénomene ne peut étre corrélé, en 1’état des travaux, aux propriétés rhéologiques ou
aux capacités oxyphoriques des produits. Il semble toutefois que ces observations confirment
les effets des HBOCs sur la vasomotricité artériolaire, tels qu’il ont été décrits dans d’autres

modeles (Nolte D. et al., 1997a ; Kerger H. et al., 1997).

5 - Annexe 4

L’article cité dans le texte est présenté ci-apres.
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rapid communication

Presence of hemoglobin inside aortic endothelial cells
after cell-free hemoglobin administration in guinea pigs

BEATRICE FAIVRE-FIORINA, ALEXIS CARON, CELINE FASSOT, ISABELLE FRIES,
PATRICK MENU, PIERRE LABRUDE, AND CLAUDE VIGNERON

Laboratoire d’Hématologie-Physiologie, Faculté de Pharmacie,

Université Henrt Poincaré-Nancy 1, F-54001 Nancy Cedex, France

Faivre-Fiorina, Béatrice, Alexis Caron, Céline Fas-
sot, Isabelle Fries, Patrick Menu, Pierre Labrude, and
Claude Vigneron. Presence of hemoglobin inside aortic
endothelial cells after cell-free hemoglobin administration in
guinea pigs. Am. J. Physiol. 276 (Heart Circ. Physiol. 45):
H766-H770, 1999. —The endothelium is the production site
of several potent vasoactive factors that contribute to the
modulation of the vascular tone. Because hemoglobin-based
oxygen carriers (HBOC) have been demonstrated to cause
vasoconstriction and thereby increase arterial pressure ‘by
interacting with endothelium-derived factors such as nitric
oxide and endothelin-1, we hypothesized that hemoglobin
could penetrate into the endothelial cells. Therefore, we
investigated the presence of hemoglobin into guinea pig aortic
endothelial cells by immunchistochemical staining after ex-
change transfusion with a hemoglobin-based oxygen carrier.
Despite the large molecular size of HBOC due to chemical
modifications designed to prevent hemoglobin subunit disso-
ciation and extravascular leakage, hemoglobin was detect-
able by immunohistochemical staining into the endothelial
cells. These findings suggest that the vascular endothelial
cells could uptake hemoglobin by endocytosis mechanisms or
could help hemoglobin to cross the endothelial barrier toward
media by transcytosis mechanisms. These findings are very
important to lead future investigations to the mechanisms by
which HBOC cause vasoconstriction.

endothelium; hemoglobin-based oxygen carriers; immunohis-
tochemistry

PRECLINICAL DATA on various chemically or genetically
modified hemoglobins developed as hemoglobin-based
oxygen carriers (HBOC) have demonstrated their effi-
cacy in ensuring oxygen transport and maintenance of
the circulating volume (21, 22). However, these blood
substitutes cause side effects among which increased
blood pressure (10-50 mmHg) was reported in both
preclinical and clinical studies (5, 6, 15). This pressure
effect explained by systemic vasoconstriction is thought
to be due essentially to scavenging of the vasodilating
substance nitric oxide (NO) by free hemoglobin in the
vascular lumen and/or by penetration into the vascular

The costs of publication of this article were defrayed in part by the
payment of page charges. The article must therefore be hereby
marked “advertisement” in accordance with 18 U.S.C. Section 1734
solely to indicate this fact.
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wall. Both the ferrous and ferric iron of the heme and
the thiols of the B-93 cysteine residues are likely to
react with NO, thus causing a decrease in the steady-
state level of biologically active endothelium-derived
NO in the blood (7, 19). However, the NO-scavenging
action of free hemoglobin cannot fully account for the
vasoconstriction elicited by HBOC, because other ele-
ments of the regulation of the vascular tone have been
demonstrated to be influenced by free hemoglobin (16).
Although the mechanisms are not known, peripheral
vascular a-adrenergic receptors, endothelin-1 produc-
tion/release, and increased Oy-carrying capacity of blood
have been proposed to be involved in the HBOC pressor
effect (2, 6, 18, 20). Few authors reported that free
hemoglobin could cross the endothelial barrier by get-
ting between the endothelial cells and could cause
vasoconstriction by interacting with NO before it could
stimulate its target hemoprotein, guanylate cyclase, in
smooth muscle cells (13). However, this hypothesis does
not take into account the interaction of hemoglobin
with other regulatory elements such as endothelin-1.
To induce vasoconstriction via these mechanisms, hemo-
globin should indeed penetrate into the endothelial cell
by mechanisms such as endocytosis.

Therefore, we investigated this penetration by immu-
nohistochemical techniques in guinea pig arteries per-
fused in vivo with a HBOC. In addition, to evaluate
whether the Hb-NO interaction is a prerequisite for
this potential penetration, the effect of pretreatment
with NC-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), a
specific inhibitor of the NO synthesis pathway, has
been studied.

METHODS

Experimentql models. The experiments were conducted in
male Hartley VAF guinea pigs (300-350 g, Charles River, St.
Aubain les Elbeuf, France), an animal model for which the
principal hemostatic characteristics (platelet function, respon-
siveness to ADP, arachidonic cascade) appeared to most
closely resemble to those of humans (9, 17). With the guinea
pigs under general anesthesia with halothane (Belamont,
France, 1% in 95% 0,-5% CO,), we inserted a polyethylene
tube into the left femoral artery and tunneled it subcutane-
ously to emerge at the top of the back. The animals were
treated with penicillin (200,000 U/kg im) and heparin (150
U/kg iv). An isovolemic exchange transfusion of 50% of the
estimated blood volume was performed via the femoral artery

0363-6135/99 $5.00 Copyright © 1999 the American Physiological Society
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tube without inducing significant hemodynamic disturbances
as described by Faivre et al. (3). The animals were randemly
allocated to one of the experimental groups consisting of
hemodilution with a HBOC (described below) (groups I and
IIn =5 and n = 3, respectively), with the same HBOC 2 min
after pretreatment with L-NAME (20 mg/kg body wt, Fluka
Chemica, Switzerland) (group III, n = 3), and with a control
solution of human albumin (group IVand V,n = 5 and n = 3,
respectively).

In groups I and IV, the right carotid artery was cannulated
and connected to a pressure transducer (Viggo-Spectramed,
France) to measure the pulsatile arterial pressure (in mmHg)
during the first hour before exchange transfusion (baseline)
and for 3 h after exchange. This transducer was connected to
a computer for on-line data acquisition at a rate of 75 Hz
(Acgknowledge hardware and software, Biopac Systems).

Groups II, 111, and V were used for immunohistochemical
experiments. One hour after the beginning of the exchange
transfusion (~30 min after the end of exchange) when
arterial pressure was maximal (cf. Fig. 1), a fixing aqueous
solution (1.94 X 10-2 M picric acid, acetic acid 6.7%, formalde-
hyde 10.7%, absolute ethylic alcohol 52.8%) was perfused for
30 min in situ from the right carotid artery to the left femoral
artery. The following technique was described by Zarins et al.
(23), but the perfusion way was modified to wash and rapidly
fix the abdominal aorta with the bloodstream. This technique
makes it possible to keep the structural integrity of the
vascular wall and to limit the detachment and the alteration
of the endothelial barrier. Rings of abdominal acrta were
collected, kept in the fixing solution, and then included into
paraffin. The rings were cut into 5- and 10-um sections and
stained according to the immunohistochemical protocol de-
scribed in Immunohistochemical staining.

Solutions. A human HBOC prepared as described by
Prouchayret et al. (14) by chemical modification of human
stroma-free hemoglobin [dextran 10-benzene-tetracarboxyl-
ate (Dex-BTC-Hb), 8 + 0.5 g/d], pH 7.4, supplied by Pasteur-
Mérieux, sérums et vaccins, Marcy I'Etoile, France] was used.
Briefly, Dex-BTC-Hb has a mean molecular mass of 300 kDa
(none at 32 kDa, 64 kDa < 5%, 64500 kDa > 90%, more than
500 kDa < 5% determined on HPLC columns TSKG3000SW
and TSKG4000SW, Varian LC 5020), physiological O, affinity
[Pso = 21.7 = 0.4 mmHg, n = 1, 7 = 0.05, Hemox Analyzer
(TCS Medical Product)] in a bis-Tris buffer (pH 7.4 at 37°C),
pyrogen-free, endotoxin-free (<0.5 EU/ml), and a half-life of
9.5 * 0.5 h in guinea pigs. Neither vascular leakage nor
hemoglobinuria was found in guinea pigs (10). The study of
the dissociation state of plasma Dex-BT'C-Hb in vivo, deter-
mined with HPLC (column TSKG3000SW on Varian LC
5020) in phosphate buffer pH 7.2 (flow rate 1 ml/min, 403 nm),
demonstrated a very slow dissociation because >70% of
circulating Dex-BTC-Hb had a molecular mass > 64 kDa
during the first 24 h after the exchange transfusion (4).
Purified human albumin was used as a control solution (5
g/dl, pH 7.6) and was supplied by Pasteur-Mérielix sérums et
vaccins. Both solutions were dissolved in Tyrode medium (in
mM: 6.7 glucose, 141.0 Na*, 5.0 K+, 2.5 Ca?*, 1.1 Mg?*, 115.8
Cl-, 0.8 phosphates, and 30.0 carbonates).

Immunohistochemical staining. The presence of HBOC
inside guinea pig aortic endothelial cells was assessed using a
three-step indirect immunoassay protocol, which, using avidin-
biotin complex, is a powerful detection system. Primary
antibodies were obtained from New Zealand White rabbits
immunized with Dex-BTC-Hb according to Bleeker’s protocol
(1). With the use of ELISA methods, primary antibodies
against HBOC have been demonstrated to be specific to
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human hemoglobin, and no cross-reactions have been found
with guinea pig hemoglobin. Before addition of the primary
antibody on hydrate deparaffinized sections, 5% normal goat
serum was added to minimize nonspecific protein bindings.
After the addition of the primary antibody, rabbit anti-human
modified hemoglobin, at a dilution of 1:200, sections were
incubated 30 min at room temperature. Control sections were
exposed to normal dilute rabbit serum. After we rinsed the
sections with phosphate-buffered saline (PBS), sections were
incubated 30 min at room temperature with the secondary
antibody (goat anti-rabbit IgG covalently linked to biotin,
Microm, France). After being rinsed with PBS, sections were
incubated 30 min at room temperature with avidin conju-
gated to alkaline phosphatase and were then rinsed with
PBS. The alkaline phosphatase was visualized 15 min at
room temperature using a medium containing p-nitro-
phenylphosphate as the substrate. Sections were counter-
stained with hematoxylin to enhance nuclear detail.

Data analysis. Mean arterial pressure (MAP) was calcu-
lated as one-third (systolic pressure — diastolic pressure) +
diastolic pressure and expressed as means * SE. Statistical
comparisons were made before (baseline) and after exchange
transfusion (¢ = 15, 30, 60, 120, and 180 min) for groups I and
I1I using analysis of variance for repeated measures. Compari-
sons.between groups I and II] were made for each time, using
analysis of variance for repeated measures with Bonferroni-
Dunn correction. A value of P < 0.05 was considered signifi-
cant.

RESULTS

Figure 1 shows the variations of MAP with time in
groups I and IV before exchange transfusion (baseline)
and 15, 30, 60, 120, and 180 min after the end of the
exchange transfusion. The exchange transfusion was
achieved in 25 * 5 min. With HBOC, MAP increased
maximally and significantly (P < 0.05) immediately
after the end of exchange transfusion. The increase
lasted 60 min, and then MAP progressively decreased
and was not significantly different from baseline values
after this time. With albumin, MAP was unchanged
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Fig. 1. Variation of mean arterial pressure (MAP) with time ex-
pressed as means * SE after hemodilution with albumin (n = 5) or
hemoglobin-based O, carriers (HBOC) dextran 10-benzene-tetracar-
boxylate (Dex-BTC-Hb) (n = 5). *P < 0.05 time vs. baseline. §P <
0.05 HBOC vs. albumin.
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during the first hour following the end of exchange
transfusion and a moderate fall in MAP appeared after
120 min.

Considering these results, we collected rings of ab-
dominal aorta when HBOC-induced pressor effect was
maximal, 30 min after the end of exchange transfusion.
At the same time, MAP was unchanged with albumin.
Figure 2 illustrates the immunohistochemical staining
in the vascular wall and particularly in the endothe-
lium of abdominal aorta perfused with HBOC (Fig. 24),
with HBOC after pretreatment with L-NAME (Fig. 2B),
and with albumin (Fig. 2C). Figure 2, A and B, reveals
positive immunohistochemical staining into the endo-
thelial cells and in the adventitia. The endothelial cells’
cytoplasm was strongly stained in HBOC groups. The
pretreatment with L-NAME did not seem to limit the
endothelial uptake of hemoglobin. Moreover, we ob-
served systematically large amounts of hemoglobin
pasted onto the endothelial membrane that were not
removed by the fixation technique. In the adventitia,
the staining was due to HBOC staying in vasa vaso-
rum. In the media, no staining was observed. As
expected, no staining was revealed in the aortic vascu-
lar wall of albumin-hemodiluted animals.

DISCUSSION

The present study is, to our knowledge, the first to
report the presence of free hemoglobin in endothelial
cells in the early time following administration of a
HBOC.

The penetration of hemoglobin in the subendothelial
space and between the smooth muscle cells has been
proposed to explain in vitro and in vivo the vasoconstric-
tion elicited by HBOC (11). As a result, hemoglobin
could interact with some of the mechanisms involved in
the regulation of the vascular tone. In this study, we
confirm that HBOC induce an immediate increase in
MAP, and we propose that it would be due to the rapid
penetration of hemoglobin into the endothelial cells,
because hemoglobin was detected there 30 min after
the end of the exchange transfusion. At this time, the
pressor effect of hemoglobin was maximal (Fig. 1), and
the plasma concentration of human hemoglobin was
high, ~3 g/dl (10). The progressive decrease in MAP
after 120 min could be due to experimental conditions,
such as anesthesia influence, rather than to the disap-
pearance of the pressor effect of HBOC, because a
decrease in MAP was also observed with albumin after
this time. Therefore, the rings of abdominal aorta were
collected at ¢ = 30 min to be sure that the pressor effect
of HBOC was maximal. In abdominal aorta, immunohis-
tochemical staining was aimed to detect human hemo-
globin contained in HBOC in the vascular wall. The
advantage of fixing arteries in situ by perfusion of a
fixing solution is to remove blood entirely from the
lumen of large arteries. However, with this technique
blood was not removed from capillaries and vasa vaso-
rum of large arteries adventitia. The absence of stain-
ing in the vascular wall of aorta perfused with albumin
(Fig. 2C, group V) indicates that no cross-reaction
occurred between primary antibodies anti-human hemo-

Partie expérimentale

PRESENCE OF HEMOGLOBIN INSIDE AORTIC ENDOTHELIAL CELLS

globin and guinea pig blood in the vasa vasorum of
large arteries. Therefore, we can assume that the
staining obtained in the adventitia (Fig 2, A and B)
with the HBOC was due to human hemoglobin from
HBOC in the numerous vasa vasorum. In addition,
because HBOC contained in circulating blood was
removed from the lumen during the fixation, Fig. 24
clearly shows that human hemoglobin was present in
the intima and more specifically into the endothelial
cells. Besides, Fig. 2B shows that human hemoglobin
seems to be able to be fixed on the abluminal endothe-
lial membrane.

The presence of human hemoglobin in these cells will
have to be discussed. It is known that HBOC generates
an increase of the endothelial heme oxygenase activity
and a higher endothelial heme content than with
unmodified hemoglobin (HbAy) in cultured aortic endo-
thelial cells (11, 12). These results involved the oxida-
tion and the catabolism of hemoglobin before the endo- -
thelial heme uptake. In our study, we demonstrated
that at least the antigenic globin moiety of hemoglobin

was present early in endothelial cells. Thus heme and

globin can penetrate in endothelial cells. Because ca-
tabolism of hemoglobin and release of heme are rela-
tively slow mechanisms, the presence of the globin
moiety into endothelial cells in the early times follow-
ing HBOC administration should demonstrate the pres-
ence of the whole molecule of hemoglobin and the
ability of endothelial cells to take up modified hemoglo-
bin. The pretreatment with L-NAME at a dose for
which the NO synthesis was fully inhibited did not
limit the uptake of hemoglobin by endothelial cells.
This result brings about the hypothesis that the Hb-NO
interaction is not a prerequisite for endothelial uptake
of hemoglobin. Besides, in the presence of L-NAME, the
removal of hemoglobin was impaired, indicating that
hemoglobin seems to be fixed at the abluminal side of
the endothelial membrane. So when the NO synthesis
is blocked, hemoglobin could be fixed more easily on the
endothelial membrane.

In all cases, two uptake mechanisms are possible.

First, hemoglobin could penetrate into the cytoplasm of

the endothelial cells by endocytosis; in this case the
presence of a specific receptor to hemoglobin on the
membrane is required. Such a hemoglobin-binding
molecule (94.5 kDa) has been found on the membrane
of cultured bovine endothelial cells (8), and the pres-
ence of such a receptor seemed to be confirmed by our
results. Second, hemoglobin could be trapped by a
vesicular system of transendothelial transport, which
is known ta be involved in the transport of light
lipoprotein. Because our results did not permit us to
reject this hypothesis, both mechanisms have to be
considered.

In perspective, considering our results, it appears
that despite the chemical modifications applied to
hemoglobin that were aimed to increase the molecular
weight, thus prevent the subunit dissociation, and
thereby the extravascular leakage, hemoglobin was
detected in endothelial cells. This suggests that the
studies describing the pressor effect of HBOC, which
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Fig.2. Immunohistochemical staining for human hemoglobin inside aortic vascular wall of guinea pig
perfused with HBOC: without N° ,-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) pretreatment (4), with L-
NAME pretreatment (B); or with albumin (C). Red staining represents human hemoglobin molecule.
Nuclei counterstained with hematoxylin appear blue. 4, B, and C: x 1,000. I, intima; M, media; A,

adventicia; EIl, elastica interna; EC, endothelial cell; SMC, smooth muscular cell.
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hypothesized that the interactions of hemoglobin with
the mechanisms of regulation of the vascular tone are
confined in the subendothelial space or media, have to
be newly considered. Thus hemoglobin could scavenge
NO directly at the site of its synthesis (endothelial
cells) and would prevent it from diffusing to vascular
smooth muscle cells where it acts. In addition, hemoglo-
bin could interfere with endothelin-1 synthesis as has
been previously described (2, 6, 18). However, numer-
ous questions have to be resolved: How does hemoglo-
bin penetrate into endothelial cells? How long does
hemoglobin stay in endothelial cells? Is the duration of
the pressor effect of hemoglobin dependent on the
presence of hemoglobin into endothelial cells? Do endo-
thelial cells release hemoglobin in the media? Because
the pressor effect is immediate, do endothelial cells
instantaneously take up hemoglobin from the lumen?

Address for reprint requests: B. Faivre-Fiorina, Laboratoire Héma-
tologie-Physiologie, Faculté de Pharmacie, Université Henri Poincaré-

Nancy 1, 5-7 rue Albert Lebrun, B.P. 403, F-54001 Nancy Cedex,
France.

Received 6 April 1998; accepted in final form 9 October 1998.

REFERENCES

1. Bleeker, W., L. M. Zappeij, P. J. Den Boer, and J. C. Bakker.
Evaluation of the immunogenicity of polymerized hemoglobin
solutions in a rabbit model. Artif. Cells Blood Substit. Immobil.
Biotechnol. 23: 461-468, 1995.

2. Cocks, T. M., E. Malta, S. J. King, R. L. Woods, and J. A.
Angus. Oxyhaemoglobin increases the production of endothel-
in-1 by endothelial cells in culture. Eur. J. Pharmacol. 196:
177-182,1991.

3. Faivre, B., P. Menu, P. Labrude, M. Grandgeorge, and C.
Vigneron. Methemoglobin formation after administration of
hemoglobin conjugated to carboxylate dextran in guinea pigs.
Attempts to prevent the oxidation of hemoglobin. Artif. Celis
Blood Substit. Immobil. Biotechnol. 22: 551-558, 1994.

4. Faivre, B., P. Menu, P. Labrude, and C. Vigneron. Do the
dissociation of the Dex-BTC-Hb and its oxidation influence the
Pso in vivo in guinea pig? Artif. Cells Blood Substit. Immobil.

_ Biotechnol. 22: 97-98, 1994.

5. Gulati, A., A. P. Sen, A. C. Sharma, and G. Singh. Rote of ET
and NO in resuscitative effect of diaspirin cross-linked hemoglo-
bin after hemorrhage in rat. Am. J. Physiol. 273 (Heart Circ.
Physiol. 42): H827-H836, 1997.

6. Gulati, A, A. C. Sharma, and G. Singh. Role of endothelin in
the cardiovascular effects of diaspirin crosslinked and stroma
reduced hemoglobin. Crit. Care Med. 24: 137~147, 1996.

7. Kosaka, H., and A. Seiyama. Physiological role of nitric oxide
as an enhancer of oxygen transfer from erythrocytes to tissues.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 218: 749-752, 1996.

8. Machi, T., N. F. Kassel, Y. Tanaka, S. Hudson, G. A. Lehman,
and T. P. Harrison. Hemoglobin damages the cultured endothe-
lial cell monolayer from bovine cerebral arteries. Fukuoka Acta
Med. 87: 189-196, 1996.

9. Manning, P. J., E. Wagner, and J. E. Harkness. Biology and
diseases of guinea pigs. In: Laboratory Animal Medicine, edited

Partie expérimentale

10.

11

12.

13.

14.

16.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

PRESENCE OF HEMOGLOBIN INSIDE AORTIC ENDOTHELIAL CELLS

by J. G. Fox, B. J. Cohen, and F. M. Loew. London: Academi,
1984, p. 149-181.

Menu, P., B. Faivre, P. Labrude, P. Riffard, M. Grand.
george, and C. Vigneron. Human hemoglobin conjugated t,
carboxylate dextran as a potential red blood cell substitute. IJ.
Pharmacotoxicological evaluation. Artif. Cells Blood Substis.
Immobil. Biotechnol. 22: 543-549, 1994.

Motterlini, R., R. Foresti, K. Vandegriff, M. Intaglietta, 1nd
R. M. Winslow. Oxidative-stress response in vascular endothe-
lial cells exposed to acellular hemoglobin. Am. J. Physiol. 269
(Heart Circ. Physiol. 38): H648-H655, 1995.

Motterlini, R., R. Foresti, K. Vandegriff, and R. M. Winslow,
The autoxidation of alpha alpha cross-linked hemoglobin: a
possible role in the oxidative stress to endothelium. Artif. Cells
Blood Substit. Immobil. Biotechnol. 23: 291-301, 1995.

Nakai, K., O. Toshio, I. Sakuma, K. Akama, Y. Kobayashi, S.
Tokuyama, A. Kitabatake Y. Nakazato, T. A. Takahash;j,
and S. Sadayoshi. Inhibition of endothelium-dependent refay.
ation by hemoglobin in rabbit aortic strips: comparison betw 2n
acellular hemoglobin derivatives and cellular hemoglobins. .J.
Cardiovasc. Pharmacol. 28: 115-123, 1996.

Prouchayret, F., G. Fasan, M. Grandgeorge, C. Vigneron, P,
Menu, and E. Dellacherie. A potential blood substitute from
carboxylic dextran and oxyhemoglobin. I. Preparation, purifica-
tion and characterization. In: Blood Substitutes and Oxygen
Carriers, edited by T. M. S. Chang. Hong Kong: Marcel Dekker,
1993, p. 144-147.

. Reah, G, A. R. Bodenham, A. Mallick, E. K. Daily, and R. J.

Przybelski. Initial evaluation of diaspirin cross-linked hemezto-
bin (DCLHD) as a vasopressor in critically ill patients. Crit. C.ire
Med. 25: 1480-1488, 1997.

Rohlfs, R. J., E. Bruner, A. Chiu, A. Gonzales, M. L.
Gonzales, D. Magde, M. D. Magde, K. D. Vandegriff, and
R. M. Winslow. Arterial blood pressure responses to cell-free
hemoglobin solutions and the reaction with nitric oxide. J. Biol.
Chem. 273: 12128--12134, 1998.

. Roux, 8., J. P. Carteaux, P. Hess, L. Falivene, and J. P.

Clozel. Experimental carotid thrombosis in the guinea pig.
Thromb. Haemost. 71: 252-256, 1994.

Schultz, S. C., B. Grady, F. Cole, 1. Hamilton, and {.
Burhop. A role for endothelin and nitric oxide in the pressor
response to diaspirin cross-linked hemoglobin. J. Lab. Clin. Med.
122: 301-308, 1993.

Stamler, J. S., L. Lia, J. P. Eu, T. J. McMahon, I. T
Demchenko, J. Bonaventura, K. Gernert, and C. A. Pianta-
dosi. Blood flow regulation by S-nitrosohemoglobin in the physi-
ological oxygen gradient. Science 276: 2034-2037, 1997.

Tsai, A. G., H. Kerger, and M. Intaglietta. Microvascular
oxygen distribution: effects due to free hemoglobin in plasma. In:
Blood Substitutes. New Challenges, edited by R. M. Winslow,
K. D. Vandegriff, and M. Intaglietta. Berlin: Birkh&user, 1995 p.
124-131.

Waschke, K. F., T. Frietsch, M. Quintel, C. Lenz, and A.
Rebel. Hemoglobin solutions. Acta Anaesthesiol. Scand. Supp!.
111: 259-263, 1997.

Winslow, R. M. Blood substitutes. Sci. Med. March/April: 54—
63, 1997.

Zarins, C. K., K. E. Taylor, R. A. Bomberger, and S. Glagov.
Endothelial integrity at aortic ostial flow dividers. Scan. Electron
Microse. 3: 249~254, 1980.

196






DISCUSSION

En introduction a ce chapitre, il convient de noter que les modifications
hémodynamiques enregistrées sur 1’animal entier sont le résultat de plusieurs mécanismes
dont certains ne peuvent é&tre parfaitement contrdlés et définis par 1’expérimentateur. Pour
cette raison, nous ne pourrons étre exhaustif dans cette discussion. Nous tenterons cependant
d’apporter des éléments d’explication en tenant compte a la fois des observations issues des

études expérimentales décrites aux chapitres précédents et des données de la littérature.

Sans prétendre reproduire une situation clinique, le modéle d’échange transfusionnel
partiel choisi a donné I’opportunité de comparer plusieurs solutions d’hémoglobine dans des
conditions d’hémodilution proches de celles pour lesquelles plusieurs HBOCs sont en cours
d’évaluation clinique. Nous avons fix¢é le volume sanguin échangé a 20% de la masse
sanguine totale afin de réduire 1’hématocrite a environ 30%, valeur classiquement recherchée
lors d’une hémodilution intentionnelle (Spahn DR. et al., 1994). Dans cette étude, aucun
déséquilibre acido-basique (pH, PO, PCO,) n’a été observé au niveau artériel systémique
quelque soit la solution infusée. Il est probable qu’une hémodilution plus drastique aurait
permis de mettre en avant I’avantage des HBOCs par rapport aux substituts plasmatiques
courants en terme d’oxygénation tissulaire.

Dans ce modele d’échange transfusionnel partiel, nous pouvons considérer
schématiquement que les parameétres hémodynamiques sont influencés par deux grands types
de facteurs, ceux liés a I’hémodilution elle-méme et ceux liés aux propriétés
pharmacologiques des solutions. De plus, les données doivent étre analysées de maniére
distincte selon la nature de la solution injectée (solution transportant ou non I’oxygene) et ses
caractéristiques physico-chimiques. Les différents facteurs qui seront abordés au cours de
cette discussion sont résumés dans la figure 83. La finalité de ce schéma est de souligner la
pluralité des mécanismes potentiellement impliqués dans le modé¢le, la pluralité de leur mode
d’action et de leur répartition le long de 1’arbre vasculaire, et la pluralit¢ de leurs
interrelations. Nous allons détailler ces divers mecanismes et essayer de comprendre dans

quelle mesure ils ont pu étre impliqués dans nos expérimentations.
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Figure 83. L’influence possible des différents mécanismes impliqués dans les modifications
hémodynamiques consécutives a I’injection 1.v. d’hémoglobine acellulaire en solution et de
leurs interrelations.

@ : hémoglobine

Nous avons pu confirmer les nombreuses données de la littérature indiquant qu’a
I'inverse des substituts plasmatiques (albumine et HEA) qui n’induisent que trés peu de
changements hémodynamiques, les HBOCs provoquent des modifications aigués de
I’homéostasie cardiovasculaire résultant d’une vasoconstriction (Spahn DR et al., 1994 ; Dietz
NM. et al., 1997). Plusieurs observations ont permis de mettre en évidence, dans le modéle
d’hémodilution proposé, une action vasoconstrictrice plus ou moins transitoire des trois
HBOC:s testés :

- une augmentation de la pression artérielle moyenne,

- une augmentation de la résistance périphérique,

- une diminution de I’indice de pulsatilité.

Nous préciserons ici que I’augmentation de la résistance périphérique n’est pas le seul fait de
la diminution de débit sanguin aortique inhérente au modéle puisque ce phénoméne ne s’est
pas produit pour les solutions d’albumine et d’HEA. De plus, la diminution transitoire de la

fréquence cardiaque témoigne indirectement de 1’effet vasoconstricteur des solutions
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d’hémoglobine. Il s’agirait d’'un mécanisme réflexe visant & corriger les variations de pression
pergues par les barorécepteurs, méme si une action directe des solutions d’hémoglobine sur la
fréquence cardiaque n’est pas a exclure (Moisan S. ef al., 1998) .

Les mesures de débit sanguin ont toutefois montré qu’il est difficile de localiser les
sites de cette action de l’hémoglobine acellulaire sur le tonus vasculaire, puisque les débits
évoluent différemment selon le vaisseau considéré (aorte, artere rénale et artére fémorale). La
mesure de la distensibilité aortique au moyen du coefficient de distensibilité n’a par exemple
pas révélé de variation significative de la vasomotricit¢ de 1’aorte abdominale apres la
perfusion des solutions d’hémoglobine. L’absence d'homogénéité des effets des solutions
d'hémoglobine sur les débits sanguins régionaux a d'ailleurs été décrite dans d'autres modéles
(Ulatowski J. et al., 1996b ; Loeb A. et al., 1997 ; Noone RB. et al., 1998 ; Gulati A. et al.,
1998). Plusieurs hypotheses peuvent expliquer cette disparité de réponse, parmi lesquelles
figurent la distribution inégale des récepteurs catécholaminergiques et I’importance variable
de I"activité de la NO synthase endothéliale (NOSe) selon les lits vasculaires (Pickelmann S.
et al., 1998 ; Dietz NM. et al., 1997 ; Persson PB., 1996 ; Ferrer M. et al., 1995). En effet,
comme nous le verrons plus loin, I'implication de ces deux éléments de régulation du tonus
dans ’action vasopressive de 1’hémoglobine a déja été démontrée, avec ’exemple de la
DCLHb™ (ou aoa-Hb) pour ce qui est des récepteurs a—adrénergiques (Sharma AC. et al.,
1995a ; Gulati A. ef al.,, 1994) et avec plusieurs autres solutions d’hémoglobine pour ce qui
est de Dinteraction Hb/NO (Nakai K. et al., 1996 ; Dietz NM. et al, 1997). Enfin, la
différence de perméabilité des vaisseaux des différents organes peut également jouer un role

dans la non-homogénéité des effets des solutions sur les débits sanguins régionaux.

Si les mécanismes susceptibles d’étre a ’origine de 1’action vasopressive des HBOCs
sont nombreux, nous pouvons toutefois exclure ’intervention de plusieurs facteurs dans le
modele proposé, tels que la pureté, le taux d’endotoxines ou le taux d’hémoglobine non
modifiée des solutions injectées (Everse J. et al., 1997 ; Lee R. et al., 1995 ; Yoshida M. et
al., 1995 ; Zuckerman SH. et al., 1997). Les solutions utilisées ont en effet été purifiées et
posseédent des taux faibles d’endotoxines et d’hémoglobine libre qui sont donc peu

susceptibles d'engendrer des altérations hémodynamiques.
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Dans le modele proposé, nous pouvons par ailleurs écarter la participation des
éléments de régulation du tonus vasculaire pH-dépendants puisque d’un groupe a I’autre nous
n’avons pas observé de différence acido-basique.

La participation des récepteurs o-adrénergiques a 1’action vasopressive de la
DCLHb™ a été mise en évidence depuis plusieurs années mais n’a, a notre connaissance,
jamais été vérifiée pour d’autres solutions d’hémoglobine. D’apres ces travaux, la DCLHb™
induirait une potentialisation des récepteurs adrénergiques o, et o, chez le rat (Gulati A. et al.,
1994 ; Sharma AC. et al., 1995a). La sensibilisation des récepteurs o s’exercerait selon un
mécanisme incertain qui peut étre soit direct, ce qui nécessite le passage d’hémoglobine au-
dela de la barriére endothéliale pour atteindre les cellules musculaires lisses sur lesquelles ils
se situent, soit indirect par interaction avec d’autres mécanismes vasoactifs. En 1’état actuel
des connaissances, nous ne pouvons pas exclure I’implication de ces mécanismes dans notre
¢tude.

Les données sur la production massive d’anion superoxyde provenant de I’auto-
oxydation de I’hémoglobine acellulaire dans le milieu plasmatique laissent supposer que cette
espéce peut jouer un role dans 1’action vasoconstrictrice des HBOCs, en plus de sa toxicité
liée a sa structure radicalaire (Alayash Al., 1998 ; Everse J. et al., 1997 ; Talarico T. et al.,
1998). En effet, ’anion superoxyde peut inhiber la fonction vasorelaxante de NO en
réagissant avec lui pour former 1’anion peroxynitrite, espéce ionique impliquée dans divers
procéssus physiopathologiques comme ’ischémie-reperfusion (Beckman JS. et al., 1996).
Cette hypothése n’ayant pas été vérifiée dans notre travail, nous ne pouvons écarter

I’éventualité de sa participation.

L'inhibition de la fonction vasodilatatrice de NO par 'hémoglobine acellulaire (héme
et résidus cystéine B93) a clairement été mise en évidence in vitro et reste le mécanisme
primordial pour de nombreux auteurs, bien que la divergence des résultats de certaines études
rende délicate la confirmation de ce mécanisme in vivo, et nécessite pour le moins qu'il soit
reconsidéré. Il est évident que la diversité des modéles expérimentaux proposés pour aborder
la question peut en partie expliquer la discordance des données de la littérature. La complexité
de la biologie de NO et la rareté des outils adaptés a la quantification de I'interaction Hb/NO
in vivo ajoutent également a la difficulté de la compréhension de ce mécanisme. Les quelques

exemples qui suivent permettent d'illustrer cet état de fait.
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Des auteurs ont souligné le role essentiel de l'interaction Hb/NO dans l'action
vasopressive de la DCLHb™ chez le rat (Sharma AC. ef al., 1995b ; Katsuyama SS. et al.,
1994), alors que, dans un modele trés semblable, d'autres ont montré que cette interaction ne
permettrait d'expliquer que partiellement son effet presseur et ont suggéré que des
mécanismes alternatifs seraient égélement impliqués (Moisan S. et al., 1998 ; Sen AP. et al.,
1998).

Dans des expérimentations non présentées dans ce travail, et selon le protocole
d’hémodilution décrit précédemment, nous avons utilisé une solution de Ringer-lactate
(Bieffe Medital, France) contenant une dose de L-NAME permettant d’inhiber complétement
la biosyntheése de NO (20 mg/kg de poids corporel) afin de comparer ses effets a ceux des
solutions d’hémoglobine. L’hypothése a vérifier était la suivante : si le piégeage de NO par
I’hémoglobine acellulaire est responsable des modifications hémodynamiques obtenues avec
les HBOCs, le méme type de changement devrait étre observé avec un inhibiteur de la NOSe.
Ces travaux ont abouti a la mise en évidence d’un effet vasoconstricteur plus marqué que dans
le cas des HBOCs, avec notamment une réduction du débit sanguin aortique, rénal et fémoral
hors de la limite de résolution de I’appareillage Doppler pulsé. Cette observation confirme
I’idée énoncée par plusieurs auteurs que le seul mécanisme du piégeage de NO par
I’hémoglobine ne peut pas rendre compte de la totalité des variations hémodynamiques
observees.

Nous avons également comparé, dans notre modele d'échange transfusionnel partiel
chez le lapin anesthésié, l'effet de l'injection d'Hb-Dex-BTC avec ou sans administration
simultanée de L-arginine (200 mg/kg, i.v.), le précurseur de la synthése de NO. Dans ces
conditions, nous n'avons observé aucune différence significative de pression artérielle
moyenne, résistance périphérique ou de fréquence cardiaque entre les deux groupes (figure
84).

De méme, chez le cobaye anesthésié ayant subi un choc hémorragique sévere et traité
avec de 'hémoglobine humaine non modifiée en présence ou non de L-arginine (200 mg/kg,
1.v.), l'augmentation de pression artérielle et de résistance s'est avérée identique (Caron A. et
al.,. 1996). A l'inverse, dans une étude menée chez le rat,, Katsuyama SS. et al. ont montré
que le prétraitement des animaux avec une dose de L-arginine identique a celle que nous

avons utilisée permettait de diminuer significativement l'effet presseur de la solution de
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DCLHb™ (Katsuyama SS. et al., 1994), et soulignaient l'implication d'un mécanisme NO-
dépendant.
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Figure 84. Variations de la pression artérielle moyenne (PAM) et de la résistance
périphérique chez des lapins anesthésiés aprés échange transfusionnel (20%) avec Hb-Dex-
BTC en présence ou non de L-arginine (200 mg/kg, 1.v.).

n=5 pour chaque groupe, valeurs moyennes = 1 e.s.m.

L'hypothése de l'existence d'un lien direct entre 'affinité de 1'hémoglobine (sous forme
oxygénée) pour NO et l'augmentation de la pression artérielle a été testée par différentes
équipes. La encore, des résultats discordants ont été obtenus. Dans leur modeéle d'échange
transfusionnel partiel chez le rat, Rohlfs RJ. et al. ont en effet montré 1'absence de corrélation
entre 1'affinité pour NO de six solutions d'hémoglobine et leur action sur la pression artérielle
(Rohifs RI. et al., 1998). Toutefois, dans cette étude les auteurs ont utilisé des solutions
composées de molécules d’hémoglobine modifiée présentant des propriétés physiques
différentes et il n’est pas a exclure que des facteurs tels que la masse et la dimension
moléculaires puissent étre a ’origine de ces observations. A l'inverse, Doherty DH. et al. ont
mis en évidence un lien direct entre les deux paramétres, en utilisant des hémoglobines
recombinantes ne différant entre elles que par leur affinité pour NO (Doherty DH. et al.,
1998).

L’implication in vivo de I’interaction entre 1’hémoglobine acellulaire et la voie de
regulation du tonus vasculaire NO-dépendante apparait donc aujourd’hui de plus en plus
discutée, voire minimisée. Une meilleure connaissance de 1’action de I’hémoglobine sur la
biologie de I’endothélium vasculaire, structure privilégiée de la synthése de substances
vasoactives (dont NQO), permettrait probablement d’apporter de nouveaux éléments de

réponse. Au regard des conclusions de nos travaux sur la pénétration intra-endothéliale de
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I'hémoglobine acellulaire, il nous semble en effet nécessaire de considérer l'interaction de
I'hémoglobine avec le compartiment vasculaire, non plus seulement au niveau de la lumiére
vasculaire, de I'espace sous-endothélial et de la média, comme ce fut essentiellement le cas
jusqu'a présent (Gould SA. et al., 1998a), mais également au niveau de la cellule endothéliale
elle-méme. La mise en évidence dé la pénétration d’une hémoglobine conjuguée telle que Hb-
Dex-BTC au sein de la cellule endothéliale permettrait notamment d’expliquer pourquoi la
polymérisation de P'ac-Hb (poly-aa-Hb) ne réduit pas I’ampleur de son effet vasoactif
(Abassi Z. et al., 1997). En effet, bien que la taille de la poly-aa-Hb limite sa diffusion dans
I’espace sous-endothélial, Abassi Z. et al. ont montré que ses effets sur la pression artérielle
sont comparables a ceux de I’ac-Hb, suggérant donc I’implication d’un mécanisme alternatif
pour expliquer son effet presseur.

Il nous semble par ailleurs légitime de supposer que diverses substances vasoactives
produites par la cellule endothéliale puissent étre affectées directement ou indirectement par
I'hémoglobine, méme si peu de publications en font référence. Il a été démontré lors d'essais
cliniques de phase II, que la concentration d'endothéline-1 plasmatique augmente de maniére
dose-dépendante a la suite de I'administration de DCLHb™ (Saxena R. et al, 1998),
conformément a ce qui avait été obervé plus tot chez le rat (Gulati A. et al., 1996). Par contre,
dans cette étude clinique, les taux plasmatiques d'autres substances vasoactives telles que
vasopressine, rénine et catécholamines se sont révélés stables a la suite de l'injection de la
solution d'hémoglobine.

La mise en évidence de la présence d’hémoglobine modifiée au sein de la cellule
endothéliale in vivo est récente (voir publication en annexe 4) et souléve de nombreuses
interrogations auxquelles des travaux complémentaires devront tenter de répondre afin de
mieux définir comment ce mécanisme influence I’hémodynamique. En particulier, certains
points de divergence persistent tels que 1’absence de modification du tonus aortique observée
dans notre étude par les mesures de distensibilité, alors que la présence d’hémoglobine dans

les cellules endothéliales de ce méme vaisseau a été révélée,

Notre analyse de 1’évolution de la volémie a la suite d’un échange transfusionnel
isovolémique a montré que I’Hb-Dex-BTC a un effet comparable a celui d’une solution
d’hydroxyéthylamidon qui est un substitut plasmatique couramment utilisé en situation

clinique. Cette étude a également mis en évidence des effets sur la volémie sensiblement
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différents entre deux types d’HBOCs que nous avons attribués aux différences de structure
chimique des molécules d’hémoglobine en solution. Il semble en effet que la solution
d’hémoglobine de masse moléculaire la moins élevée (cca-Hb) soit sujette & une extravasation
plus importante que I’hémoglobine conjuguée (Hb-Dex-BTC). Malgré des différences entre
les deux modéles expérimentaux (énimaux, solutions testées et volume sanguin échangé), nos
résultats confirment ceux de Migita R. et coll. (Migita R. ef al., 1997). Dans les deux études,
on observe une réduction sensible de la volémie dans les 120 minutes suivant un échange
transfusionnel avec la solution d’aa-Hb mais pas avec une solution d’hémoglobine de masse
moléculaire élevée (Hb-Dex-BTC dans notre étude, hémoglobine conjuguée au PEG dans
celle de Migita R. et coll.).

La finalité premiére de ce travail était de chercher un éventuel lien de cause a effet
entre le volume sanguin post-hémodilution et les variations hémodynamiques, en partant de
I’hypothése selon laquelle deux solutions présentant des propriétés oncotiques différentes
devraient affecter de maniére différente la volémie et par voie de conséquence induire des
changements hémodynamiques spécifiques. Cette étude n’a cependant pas permis d’affirmer
qu’une telle corrélation existe ; nous pouvons méme supposer que la relation de causalité
puisse étre inverse de celle énoncée, c’est-a-dire que 1’augmentation de pression artérielle
provoque des modifications de I’équilibre liquidien. En effet, il est établi que les phénoménes
de transport liquidien a travers la paroi vasculaire sont modifiés par une augmentation aigué
de la pression transmurale, dans la mesure ou celle-ci agit sur la filtration transmembranaire
(Tedgui A., 1990). Ainsi, I’augmentation de pression artérielle & la suite de I’injection des
HBOCs pourrait favoriser la fuite des molécules d’hémoglobine par extravasation et donc
provoquer la diminution du volume sanguin circulant, comme nous 1’avons observé pour
I’oco-Hb. A terme, cette extravasation pourrait provoquer un déséquilibre oncotique favorisant
un appel liquidien vers les tissus (et la formation d’cedéme), dans la limite du volume de
diffusion de ’hémoglobine.

Ces résultats, bien que préliminaires, soulignent donc la nécessité de mieux
appréhender les effets des HBOCs sur la régulation de la volémie afin de pouvoir comprendre
dans quelle mesure ces phénomenes pourraient étre responsables des modifications

hémodynamiques.
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Selon une hypothése encore récente, ’effet vasoconstricteur des HBOCs pourrait
trouver son origine dans les vaisseaux les plus périphériques du compartiment vasculaire et
résulter d’un phénoméne d’autorégulation propre & la microcirculation (Intaglietta M. et al.,
1996). Nos premicres expérimentations dans un modeéle d’hypervolémie légére (10%) chez le
rat ont montré une légére constriction artériolaire sur des vaisseaux mésentériques de 15-25
pm. Le phénomeéne s’est révélé plus marqué chez les animaux traités avec Hb-Dex-BTC et
Hemolink™ que chez ceux ayant regu de I’ao-Hb. D’autres travaux traitant cette hypothése
ont permis de montrer chez le hamster, qu'a la suite de I'injection de DCLHb™ en condition
hypervolémique ou en situation d'hémodilution normovolémique, le réseau microcirculatoire
contribue activement a une augmentation de la pression artérielle, par constriction artériolaire
et par diminution de la fréquence et de l'amplitude de la vasomotricité spontanée des
artérioles. Selon les auteurs, l'effet vasopresseur immédiat et transitoire serait di aux
vaisseaux de moins de 40 um (20% de réduction du diamétre), alors que l'effet a plus long
terme serait dii a ceux dont le diameétre est supérieur a 40 um (Nolte D et al., 1997a). Dans les
mémes conditions, le diameétre des veinules demeure inchangé. Enfin, en situation de
traitement d'une hémorragie sévére, ni la pression artérielle, ni les parametres
morphométriques artériolaires ne sont modifiés. Dans une autre étude, Kerger H. et al. ont,
quant a eux, mis en évidence une diminution du diamétre des artérioles les plus larges chez le
hamster en situation de choc hémorragique traité par la solution Hemolink™ et ce, sans
variation de la pression artérielle (Kerger H. ef al., 1997b). A la vue de ces conclusions, on
constate que les mécanismes vasoconstricteurs impliqués a ce niveau de I’arbre vasculaire
sont complexes et dépendent sans doute de la nature de la solution d’hémoglobine et de la
localisation des vaisseaux de résistance considérés.

Ce serait un apport excédentaire d’oxygene aux tissus par rapport a la demande
métabolique, dii 4 I'augmentation de la capacité oxyphorique du sang mélé a I’hémoglobine
acellulaire, qui entrainerait une constriction artériolaire immédiate visant a adapter la
perfusion locale a la demande métabolique des tissus (Intaglietta M. et al., 1996 ; Page TC. et
al., 1998). De ce constat, nait une question qui nous semble importante et qui a été évoquée
dans l'article joint en annexe 5. Il convient de s'interroger sur les conséquences de l'effet
vasoconstricteur des solutions d'hémoglobine, en particulier dans les situations d'hypoxie ou
d'anoxie. Si ces produits représentent un avantage par rapport aux solutés de remplissage

dépourvus de capacité oxyphorique, comme cela a été montré en conditions ischémiques avec
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la DCLHb™ (Nolte D. et al.,, 1997b) et a la suite d'une hémorragie sévere traitée avec de
'hémoglobine  recombinante rHb 1.1 (Stetter er al., 1998), encore faut-il que cet apport
bénefique en terme d'amélioration de I'oxygénation tissulaire ne soit pas masqué par ses effets
vasoconstricteurs délétéres (Winslow RM. et al., 1998). Cette question nous semble étre un
¢lément déterminant qui pourrait‘ conditionner les applications thérapeutiques futures des
solutions a base d’hémoglobine.

Plusieurs travaux ont permis de mettre en évidence 1’intérét de 1’effet hypertenseur de
I’hémoglobine acellulaire dans des situations pathologiques caractérisées par une hypotension,
telles que le choc hypovolémique et le choc septique (Reah G. et al., 1997 ; Sielenkdmper AW
et al., 1997 ; Fischer SR. et al., 1998). Les travaux les plus avancés sont des essais cliniques
de traitement du choc septique avec une hémoglobine pyridoxylée conjuguée au PEG, la
PHP® (Kilbourn RG. et al., 1997). Toutefois, ceux-ci ne permettent pas de tirer a ’heure
actuelle de conclusions définitives sur ’apport de cette solution d’hémoglobine dans cette
approche thérapeutique. Des travaux antérieurs réalisés dans un modéle ovin de choc septique
n’avaient déja pas permis de mettre en évidence le bénéfice de ce produit sur la
vasoconstriction pulmonaire caractéristique de cette pathologie (Fischer SR. et al., 1997). Par
ailleurs, des résultats contradictoires ont été rapportés quant au pronostic du choc septique
(amélioration, absence d’effet ou, au contraire, exacerbation) lors de 1’association d’autres
solutions d’hémoglobine que la PHP® et d’endotoxines bactériennes (White CT. et al., 1986 ;
Griffiths E. ef al., 1995 ; Otterbein L. et al., 1995 ; Langermans JAM. et al., 1996 ; SuD. et
al., 1997). 11 semble que I’hémoglobine injectée en grandes quantités puisse alors conduire a
une amplification de I’état de choc car elle s’avere étre alors une source de nutriments pour les
bactéries ferri-dépendantes (Bornside GH. et al., 1970). Il a également été montré chez la
souris que 'aca-Hb favorise la désagrégation des endotoxines, stimulant ainsi leur activité
biologique et conduisant a terme & une mortalité plus élevée que chez les animaux non traités
(SuD. et al., 1997). Ces résultats divergents font ressortir les nombreuses difficultés restant a
résoudre avant d’aboutir & une mise & profit effective de I’action vasopressive de

’hémoglobine en solution.
La comparaison des effets de trois solutions d’hémoglobine dans notre modéle

d’hémodilution a montré qu’elles exercent chacune une action différente sur les paramétres

biochimiques plasmatiques et sanguins, et que cette action est directement liée aux
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caractéristiques propres des produits injectés. Dans cette étude, nous avons bénéficié des
apports des nombreux travaux antérieurs dans le domaine de la chimie de I’hémoglobine qui
ont permis d’aboutir a la synthése de produits aux caractéristiques physico-chimiques
satisfaisantes, en particulier pour ce qui concerne la pureté et les taux de metHb, rHb et HbO,.
Ainsi, les taux de metHb, forme de I’hémoglobine impropre au transport de ’oxygene et
toxique a forte concentration sanguine (au-dela de 1,5% chez ’homme), sont relativement
faibles pour les trois produits ; de plus, ils diminuent rapidement dans les 180 minutes suivant
I’injection. Cette réduction de la metHb est observée dés I’administration des solutions et par
la suite s’effectue de maniere dose-dépendante par des voies de catabolisme que nous avons
déja évoquées (annexe 3). La question de la capacité d’élimination de la metHb par
Porganisme reste toutefois un élément sensible & considérer dans 1’évaluation future des
HBOCs car il est probable que, lors d’une injection d’hémoglobine plus massive que celle
proposée dans ce travail, certains mécanismes de réduction puissent étre pris en défaut. De
plus, des concentrations élevées d’hémoglobine plasmatique constituent pour d’autres raisons
un réel probléme a 'heure ou plusieurs HBOCs sont en phase clinique d’évaluation,
puisqu’elles interferent avec certains automates de routine utilisés en hématologie (Ali ACY.

et al., 1997 ; Callas DD. et al., 1997 ; Moreira PL. et al., 1997 ; Sarkozi L. et al., 1997).

Par ailleurs, nous avons montré la stabilité de la structure des molécules modifiées
chimiquement durant les 180 minutes de suivi post-hémodilution, pour les trois solutions. La
mesure des taux d’hémoglobine plasmatique totale nous a permis d’estimer les demi-vies
plasmatiques des solutions a 4, 6 et 7 heures respectivement pour ac-Hb, Hb-Dex-BTC et
Hemolink™. Ces différences, qui semblent s’expliquer par la taille des molécules en solution
et donc par leur propension a quitter le compartiment vasculaire par extravasation et/ou
filtration rénale, ont été largement rapportées dans les divers modéles expérimentaux proposés

dans la littérature.

En dépit de ces variations des propriétés physico-chimiques des trois solutions testées,
nous n’avons observé que peu de différences quant & leur influence sur les paramétres
hémodynamiques durant les 180 minutes de suivi post-hémodilution. Un nombre d’animaux
trop faible peut expliquer en partie ce manque de discrimination statistique entre les effets des

trois solutions. 11 est toutefois probable qu’en dépit de concentrations initiales différentes, a de
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telles concentrations plasmatiques (environ 5000 fois les valeurs physiologiques), les
solutions induisent effectivement des modifications hémodynamiques identiques, en raison
d’une "saturation" des mécanismes sur lesquels elles agissent. Ainsi, au niveau
macrohémodynamique, la principale différence observée est un effet hypertenseur et
bradycardisant plus transitoire pdur Hemolink™ que pour les deux autres hémoglobines
modifiées. Indépendamment de tout jugement sur la valeur ou Pefficacité des trois produits
testés dans notre travail, cette observation souléve des interrogations sur les mécanismes a
Iorigine de la levée de I’hypertension. Une correction de type baroréflexe a déja été évoquée
et constitue probablement un élément efficace de contréle de la pression. Toutefois, ce seul
mécanisme ne permet d’expliquer que partiellement le retour progressif de la pression a des
valeurs basales. Si I’on admet que le piégeage de NO par I’hémoglobine est un des facteurs
déterminants de I’effet presseur, il est probable que les effets de cette interaction s’estompent
au cours du temps par renouvellement de la quantité de NO. Les travaux de Abassi Z. et al.
ont en effet montré qu’il existe une amplification de 1’expression de la NOSe dans des cellules
endothéliales aortiques de rats normovolémiques ayant regu une solution saline, de
I’hémoglobine humaine non modifiée (HbA,), de I'aa-Hb ou de la poly-oa-Hb, entre 120 et
200 minutes aprés perfusion (Abassi Z. et al., 1997). Cette hypothése n’exclut pas la
participation des formes non endothéliales (inductibles) de la NOS dans le maintien de la
pression sanguine mais les mécanismes exacts d’un tel contrdle restent & confirmer par des
études complémentaires.

L’étude hémorhéologique a mis clairement en évidence que dans nos conditions
expérimentales I’Hb-Dex-BTC induit une augmentation de la viscosité sanguine et de
I’agrégabilité érythrocytaire par rapport a la solution Hemolink™, augmentation qui pourrait
diminuer son efficacité au niveau microcirculatoire. La modification de 1’agrégabilité pourrait
notamment favoriser le passage des érythrocytes organisés en rouleaux et en réseaux par des
“shunts" entre artérioles et veinules qui diminuent la densité des capillaires fonctionnels et
donc D'oxygénation tissulaire. Du fait de 1’intérét particulier des solutions transportant
’oxygene par rapport aux substituts plasmatiques classiques dans cette zone essentielle du
compartiment vasculaire, cet aspect pourrait étre un facteur limitant de son utilisation,
notamment dans des situations hypoxiques ou anoxiques comme nous ’avons déja évoqué.
Pourtant certains auteurs ont montré I’effet bénéfique des solutions de viscosité élevée par

rapport a celles de faible viscosité dans des situations d’hémodilution extrémes (réduction
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d’hématocrite au-delda de 60%) en termes d’oxygénation tissulaire (Winslow RM. et al,,
1998). Le maintien de la viscosité sanguine & une valeur proche de la normale permet dans de
telles conditions, de conserver la densité des capillaires fonctionnels et donc de préserver
ll’apport d’oxygene. Cette hypothése reste & vérifier dans le cas de I’Hb-Dex-BTC par des

analyses conjuguant rhéologie et dxygénation tissulaire.

Comme nous avons essayé de le souligner dans cette discussion, de nombreux points
d’interrogation persistent quant aux mécanismes & 1’origine des effets vasoconstricteurs des
solutions d’hémoglobine a court terme. Des facteurs tels que ’interaction de I’hémoglobine
avec les thrombocytes, les leucocytes et/ou les macrophages circulants n’ont pas été abordés
dans ce travail, mais leur implication n’en est pas pour autant & exclure. Par exemple, les
effets de I’hémoglobine acellulaire sur le taux sérique de thromboxane A,, puissant
vasoconstricteur synthétisé par les thrombocytes et les macrophages activés pourraient étre
envisagés.

Enfin, s1 nous nous sommes focalisés ici sur les seuls effets cardiovasculaires des
HBOCs, leur influence dans les domaines immunologique, hématologique ou encore digestif
demeurent autant de sujets d’investigation qui pourraient conditionner [’évolution

thérapeutique future de ces produits.

Annexe 5

L’article cité dans la discussion est présenté ci-apres.
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LETTERS TO THE EDITOR

Potential effect of hemoglobin solutions on
blood components

The article of Stetter et al.! in TRANSFUSION presented
potential benefits of a recombinant hemoglobin solution,
rHb 1.1, for use in transfusion. The authors studied the in-
fluence of that solution on blood rheologic properties in
vitro. Of particular interest, they reported that red cell ag-
gregation and deformability were not altered. Simulating
blood volume replacement under conditions after blood
loss was more beneficial with rHb 1.1 than with other sub-
stitutes tested. However, the hemodilution model that they
used was remote from the reality of hemorrhagic shock, in
which the red cell-to-plasma ratio remains constant, re-
gardless of the volume of blood lost.

In studies not cited by Stetter et al., we showed that
other Hb-based oxygen carriers induced more rheologic
changes in vitro, especially in the presence of free Hb and
Hb chemically modified by covalent dextran fixation to in-
crease vascular lifespan (Dex-BTC-Hb, Pasteur Merieux,
Marcy I'Etoile, France) than did tests performed with plas-
ma substitutes commonly used in clinical practice: 6-per-
cent hydroxyethyvl starch 200 (60 g/L, Elohes Biosedra, Lou-
viers, France}, modified fluid gelatin (30 g/L, Plasmion
Bellon Rhone Poulenc Rover, Neuilly-sur-Seine, France),
dextran 40 (35 g/L, Plasmacair, Baxter Healthcare, Sevres,
France), and human albumin (50 g/L). We noted that the
viscosity and cellular aggregation of a red cell substitute
mixture under continuous agitation remained stable over
6 hours of the experiment. Simulating 30-percent hemodi-
lution also revealed increased viscosity and a slightly in-
creased aggregating effect of Dex-BTC-Hb, modified fluid
gelatin, and hydroxyethyl starch. In a recent study, we con-
firmed these rheologic results (aggregation, viscosity, deform-
ability) in hemodiluted rabbits (Fig. 1).

In considering the clinical potential of this new class
of substitutes, it is important to note that a high vascular
concentration of free Hb induces more than rheologic
changes. Infusing Hb solutions induces transient vascular
hypertension and systemic vasoconstriction as a result of
modifications of some mechanisms involved in the basal
regulation of vascular tone.? Likewise blood flow is modi-
fied by the presence of the Hb-based oxygen carrier, espe-
cially by the increase in plasma viscosity and red cell aggre-
gation.

In conclusion, we believe that a proposal for the clini-
cal use of Hb-based oxygen carriers must be reconciled with
observations that the transient presence of high plasma
concentrations of Hb disrupts both the vascular tonus con-
trol mechanisms and the blood rheologic behavior. The
question, therefore, is whether the deleterious effects of the
svstemic vasoconstriction induced by free Hb override the
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Fig. 1. Viscosity of 30-percent hemodiluted rabbit red cells ac-
cording to shear rate. Samples were collected in 5-percent EDTA
(wt/vol) 5 minutes after blood volume replacement with stud-
ied substitutes. Samples contained 35-percent red cells (vol/
vol), 35-percent plasma and 30-percent (vol/vol) substitutes
(2nd control) or substitutes, except for the first control, _which
was normal rabbit whole blood. HES = hydroxyethyl starch,
SFHb = stroma-free Hb, ref =reference, Hct = hematocrit.
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The above letter was sent to Drs. Reinhart and Meiselman,
who offered the following reply.

We thank Menu et al. for their valuable comments regard-
ing our study on the influence of tHbl.1 on blood rheology.!
One of their concerns is that the hemodilution model we
used was remote from the reality of hemorrhagic shock in
which the red cell-to-plasma ratio remains constant, re-
gardless of the volume of blood lost. We simulated the treat-
ment of hemorrhagic shock (the rapid infusion of crystal-
loid and solutions that are always used before blood
transfusion is available and that decrease the hematocrit)
and not hemorrhagic shock itself, as we state throughout
the text. We therefore think that our in vitro model is rel-
evant to the emergency treatment of hemorrhagic shock.

We fully agree that our in vitro results, albeit favorable, are
by no means an invitation for uncritical clinical application.
The compound should not be used outside well-designed,
controlled clinical trials. There is indeed the concern about
the binding of nitric oxide, the potent vasodilator released
by endothelial cells, by Hb,2 which results in vasoconstric-
tion. It has to be seen if such vasoconstriction is deleteri-
ous, as stated by Menu et al., or if negligible in the case of
hemorrhagic shock with already existing strong vasocon-
striction response, or it may even be beneficial. Other prob-
lems may occur. Red cells contain an important buffer sys-
tem, carbonic anhydrase, the enzyme that hydrates carbon

LETTERS TO THE EDITOR

dioxide to bicarbonate. Hb solutions are devoid of carbonic
anhydrase, and hence large fractions of free Hb may affect
the acid-base equilibrium. All these aspects must be stud-
ied in vivo. Our in vitro work indicates, however, that,
among the artificial oxygen carriers tested so far, rHb1.1
seems promising.

Walter H. Reinhart, MD
Internal Medicine, Kantonsspital,
CH-7000 Chur

Switzerland

Herbert J. Meiselman, ScD
Department of Physiology and Biophysics
University of Southern California

School of Medicine

Los Angeles, CA 90033
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CONCLUSION

Depuis plus d'un demi-siécle, les recherches en vue de proposer une alternative a la
transfusion de globules rouges se poursuivent. Aujourd'hui, au prix -de multiples études et “-
grice a l'apport de nouvelles technologies, bon nombre de problémes ont pu étre surmontés et
plusieurs solutions a base d'hémoglobine sont en passe de remplir la fonction de substitut
érythrocytaire temporaire. Dans ce travail, nous avons pu montrer, a travers plusieurs modéles
expérimentaux offrant I’opportunité de comparer différentes solutions d’hémoglobine, que
chacun des trois HBOCs testés induit, selon sa formulation, des effets secondaires qui lui sont
spécifiques et font que son utilisation et ses applications thérapeutiques lui sont propres. Cet
état de fait rend ainsi difficile, voire utopiste, toute idée de standardisation des protocoles
d’évaluation clinique de ces produits. Connaissant ces limitations, il conviendrait d’aboutir &
une plus grande transparence dans les résultats fournis par les compagnies industrielles qui sont

en attente d’une prochaine autorisation de mise sur le marché de leur(s) produit(s), comme il a

été récemment suggéré par des responsables de la F.D.A. (IBC’s 6™ Annual Conference on
Blood Substitutes and Oxygen Therapeutics, Washington, DC, USA, 20-21 Novembre 1998)
et ce, en dépit des retombées économiques alléchantes dont elles pourraient bénéficier. De
nouvelles approches expérimentales sont donc encore nécessaires afin de mieux comprendre les
mécanismes responsables des effets de I’hémoglobine acellulaire sur le tonus vasculaire qui se
traduisent par une élévation transitoire de la pression artérielle pouvant limiter le champ des
applications thérapeutiques potentielles. En effet, il est impératif que I’action vasopressive des
HBOCs soit controlée pour qu’elle ne masque pas, par ses effets délétéres, I’apport que
représentent ces produits en terme d’oxygénation tissulaire et de maintien de la volémie, tout
particuliérement dans des conditions pathologiques extrémes (ischémie, choc hypovolémique).
Il nous semble notamment important de considérer dans un futur proche la question de
l'interaction de I'hémoglobine acellulaire avec le compartiment vasculaire, plus seulement au
niveau luminal ou sous-endothélial comme il est relaté dans la littérature, mais également au
niveau de la cellule endothéliale. Les multiples fonctions de cette cellule en font en effet le
véritable "cerveau" de 'homéostasie cardiovasculaire et sa localisation a I’interface entre
vasomotricité, hémorhéologie, oxygénation tissulaire mais aussi vasotrophicité, hémostase et
défense immunitaire, aspects non abordés dans ce travail, luiconfére certainement un réle

essentiel dans les effets secondaires induits par les solutions d’hémoglobine.
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: SUM Plusreurs solutrons a base d’ hemoglobme sont actuellement evaluees en prospectlvei o

! ~ transfusionnelle comme substrtuts sangums potentlels Selon sa formulatron chaque produrt;n

RIRE presente des' propriétés physwo chlmlques qui lui sont propres et est. a1ns1 susceptlble de modlﬁeru -
.y spec1ﬁquement ’homéostasie - cardiovasculaire. Nous ' avons compare dans - un- modele '

+ d’hémodilution - 1sovolem1que (hématocrite 30%) chez le lapln anesthésié, les effets”

. ihemodynamrques induits par trois solutions d’ hemoglobme humaine modifiée ch1m1quement uné -

'hemoglobme conjuguée au dextran-benzene -tétracarboxylate, ou Hb- Dex-BTC (en evaluatron,i; e

préclinique), une hemoglobme pontee ou oa-Hb, et une hemoglobme pontée polymensee ou .

* Hemolink™ (toutes deux en essais chmques) Nous avons analysé durant les 180 minutes'suivant

" I’hémodilution; les varratlons de la pression artenelle moyenne, de la frequence cardlaque, dela

résistance perrpherrque et des parametres mesurés par ultrasonographle & effet Doppler. pulse la |

vélocité sanguine aortique, rénale et fémorale, le- coefﬁcrent de distensibilité aortique et I’ mdrce de

- "\‘pulsatrllte Les -résultats ont montré" des. augmentatrons de press1on arterrelle moyenne de

reswtance penpherlque et de l'indice de’ ‘pulsatilité ainsi qu une bradycardre “plus-ou moins -

- ‘marquées et transitoires selon-la solutron d’ hemoglobme ce‘qui suggere un effet vasoconstrrcteur

' Des études complementalres, visant a mettre en évidence la pénétration de 1’ hemoglobme dansla '+
" cellule endothellale in vivo et & évaluer les effets des' solutions sur la volémie, sur les. propriétés
C o rheologrques du sang: et’ sur le tonus . Vasomoteur dans la mrcrocrrculatron nous ‘ont permis- de

S /montrer et de discuter certarns des mécanismes a1’ orrgme de cette action vasoconstrrctrlce

..... }.............-......-...........................L.....................-.-.,.-....-.-.r...;.,........................................-................

- Asséssment by pulsed Doppler ultrasonography and analysrs of the vasoactlve effects mduced by

L three chemrcally modrﬁed human haemoglobln solutlons

..........................................................................................................................................................

S Q Several haemoglobm-based solut1ons are currently belng evaluated as poss1ble ’

. }blood substltutes in transfusron medicine. The solutrons ‘have their own physrco chemical
- properties ‘and- .are thus . likely" to - induce specrfic changes in the ‘cardiovascular balance. In
anaesthetized rabbits subjected to normovolaemic’ haemodilution (hematocrlt 30%), we compared

the haemodynamlc effects induced by three. chemlcally-modlﬁed human haemoglobrn solutions, "
" -dextran-benzene- tetracarboxylate-conJugated “haemoglobin (Dex-BTC ‘Hb, in preclrmcalv L
' ~ evaluation), cross-lmked haemoglobm (aoc-Hb) and polymerrzed Cross- lrnked haemoglobm L
(HemohnkTM both in clinical trials). Durmg the lSO-mmute perrod followrng haemodrlutlon we -
“assessed mean arterral pressure heart rate, perlpheral resistarice and parameters obtamed from.

pulSed Doppler ultrasonography, ie. aortrc femoral and renal blood velocity, aortic drstensrbrhty

‘,and pulsatility index. The results showed the vasoconstrictive action of haemoglobrn solutions = .~
, through:a rise in. mean arterral ‘pressure, penpheral resistance and pulsatrlrty index, plus a7 - -
" bradycardia, wh1ch were transient and of varying degrees accordmg to the infused solutlon In 0
order to emphasrze some of the physrologrcal mechanisms implied in this' process and to discuss -
. them, we carried out further -experiments. We found that these mechanisms included the in vivo™ o
' - penetration of free haemoglobrn into the endothehal cells and the’ effect of the solutlons on.‘: ;

volaemra blood rheologlcal propertres and vasomotor tone in m1croc1rculat10n

.' J_LINE Physrologle appllquee " | AEESRE M L

------------------------------------------------------------------------------------------------------------

o '\ MQTS-QLES hemoglobrne transporteurs d’oxygene hemodynamrque hemodrlutlon Doppler e :

'pulse echo trackmg, rheologre m1croc1rculat10n
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