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Résumé :

L’agression pulmonaire aigué et le syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA) sont
caractérisés par une augmentation de la perméabilité de la barriére alvéolo-capillaire a
I’origine de I’exsudation d’un liquide d’cedéme riche en protéines conduisant a une
altération sévére des échanges gazeux. En dépit des progrés réalisés ces dernicres années
dans la prise en charge des patients, la mortalit¢ demeure élevée (30-40%) (1). L agression
pulmonaire aigué est marquée par un état procoagulant et antifibrinolytique a 1’origine de

dépots de fibrine et de membranes hyalines dans le poumon distal (2).

La protéine C activée est un important régulateur de la coagulation et exerce des propriétés
anti-inflammatoires pulmonaires (3). Ainsi, dans un premier temps, notre travail a consisté a
caractériser I’équilibre pulmonaire au cours de I’administration de protéine C activée in vivo
sur un modele murin de pneumopathie aigué a P. aeruginosa (Pa). Nos résultats ont montré
que I’administration de PCa a la phase précoce de I’agression pulmonaire aigué€ induite par
Pa tendait a augmenter la formation de 1’cedéme pulmonaire avec une perte de la

compartimentalisation de la réponse inflammatoire.

Dans un deuxiéme temps, nous avons évalué 1’équilibre hydrique pulmonaire dépendant du
tonus B-adrénergique endogéne au cours de la pneumonie aigué a E. coli. L’inhibition du
tonus P-adrénergique endogeéne induisait une augmentation de 1’cedéme pulmonaire en
diminuant la résorption de 1’cedéme alvéolaire et en majorant le trouble de perméabilité
vasculaire pulmonaire. Enfin, la stimulation B,-adrénergique exogene diminuait 1’cedéme

pulmonaire au décours de la pneumonie a Pa.

Ainsi, des approches pharmacologiques différentes peuvent moduler 1’équilibre hydrique
pulmonaire au cours des pneumonies aigués. Les connaissances fondamentales acquises au
cours de ce travail de thése seront directement valorisables par la mise au point de nouvelles
stratégies thérapeutiques au cours de 1’agression pulmonaire aigu€ secondaire a la

pneumonie aigué.
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Abstract:

Acute lung injury and acute respiratory distress syndrome (ARDS) are characterized by
increased permeability of the alveolar-capillary barrier, resulting in influx of protein-rich
edema fluid and consequently impairment in arterial oxygenation. Although mortality has
decreased over recent decades, it remains high (30-40%), and pulmonary and non
pulmonary morbidity in ARDS survivors is significant (1). Procoagulant-antifibrinolysis
imbalance is evident within the distal airspaces of the injured lung, resulting in fibrin and

hyaline membrane deposition (2).

The activated protein C pathway is an important regulation of the coagulation system and
exerts anti-inflammatory propriety on the distal lung (3). The first aim of our study was to
examine the effects of activated protein C on lung fluid balance in the early phase of
Pseudomonas aeruginosa (Pa)-induced lung injury. Our results have showed that
administration of activated protein C in the early stage of Pa-induced lung injury tended to
increase lung edema formation with a loss of the inflammatory response

compartmentalization.

The second aim was to evaluate the effect of endogenous B-adrenergic tone on lung fluid
balance in acute E. coli pneumonia in mice. B-adrenoceptor inhibition worsened pulmonary
edema by both increasing lung vascular permeability and decreasing alveolar fluid
clearance. Finally, exogenous [,-stimulation attenuated the degree of pulmonary edema

following Pa-induced lung injury.

Thus, different pharmacological approaches can modulate lung fluid balance in acute
pneumonia. These new fundamental mechanisms could be useful to develop new therapeutic

strategies in pneumonia induced acute lung injury.
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I) Revue de la littérature
A) Agression pulmonaire aigué et syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA)
1) Définitions

En 1967, Ashbaugh et col ont décrit pour la premiére fois 12 patients présentant une détresse
respiratoire aigué, une cyanose réfractaire a I’oxygénothérapie associée a une diminution de
la compliance et a des infiltrats pulmonaires diffus sur la radiographie de thorax (4). Peu
apres, le méme auteur associé a Petty publiait un article dans lequel le terme de SDRA était
employé pour la premiere fois (5). En 1988, Murray et al ont proposé de quantifier ’atteinte
pulmonaire par un score basé sur le niveau de pression positive de fin d’expiration, le
rapport entre la pression partielle d’oxygene (O,) dans le sang artériel (PaO;) et la fraction
inspirée d’O, (Fi0O,), la compliance statique pulmonaire et I’importance de I’infiltration
pulmonaire sur la radiographie de thorax (6). En 1994, une conférence de consensus
américano-européenne a propos¢ une nouvelle définition du SDRA (7). Deux concepts ont
¢été introduits, celui d’agression pulmonaire aigu€ (« acute lung injury ») et le SDRA actuel.
Le SDRA a ¢été défini comme un syndrome caractérisé par une inflammation pulmonaire et
une augmentation de la perméabilité capillaire pulmonaire, associées a des anomalies
cliniques, radiologiques et physiologiques, qui ne peuvent étre expliquées mais peuvent
coexister avec une hypertension artérielle pulmonaire ou auriculaire gauche. La différence
principale entre 1’agression pulmonaire aigué et le SDRA réside dans la sévérité de
I’hypoxémie, exprimée par le rapport PaO,/Fi0O,. Dans le SDRA, ce rapport est inférieur a

200 mm Hg, dans I’agression pulmonaire aigué, il est inférieur a 300 mm Hg.

2) Epidémiologie

Une évaluation ancienne du National Institutes of Health suggérait une incidence annuelle
aux Etats-Unis de 75 cas de SDRA pour 100 000 habitants (8). Par la suite, des études plus
récentes réalisées aux Etats-Unis et en Europe ont retrouvé des incidences plus basses de
I’ordre de 1,5 a 8,3 pour 100 000 habitants (9-11). Quant a I’agression pulmonaire aigué€, son

incidence est moins bien connue.
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L’incidence était estimée entre 10 a 20 cas pour 100 000 habitants bien qu’une étude récente
américaine conduite dans 21 hdpitaux a retrouvé une incidence bien plus élevée de 1’ordre
de 78,9 pour 100 000 habitants avec une mortalité hospitaliere de 38,5% (12). D’autre part,
une ¢tude réalisée dans les services de réanimation en France a montré que ces deux
affections représentaient environ 50% des patients ventilés pour une détresse respiratoire

aigué¢ hypoxémiante (13).

3) Facteurs de risque

Les facteurs de risque de développement d’une agression pulmonaire aigué et d’'un SDRA
sont représentés par des agressions directes et indirectes (tableau I). Parmi les agressions
directes, la pneumopathie aigué infectieuse représente la cause la plus fréquente (14). Parmi
les agressions indirectes, le sepsis présente le risque le plus élevé de progression vers une

agression pulmonaire aigué et un SDRA, approximativement de 40% (15).

Tableau I: facteurs de risque de développement d’un SDRA.

Atteinte pulmonaire directe

Atteinte pulmonaire indirecte

Pneumopathies infectieuses
Inhalation du liquide gastrique
Contusion pulmonaire

Noyade

Inhalation de gaz toxique
Irradiation thoracique

Ischémie reperfusion pulmonaire

Embolies graisseuses

Sepsis sévere

Traumatisme majeur
Transfusions multiples
Pancréatite aigué

Overdose

Brilures

Circulation extra-corporelle

Etat de choc de toute origine

18



4) Physiopathologie

Au cours de D’évolution du SDRA, trois principales phases, pouvant s’associer se

distinguent :

- Phase exsudative caractérisée par un afflux alvéolaire de PNN et une

Iésion diffuse de la barri¢re alvéolo-capillaire
- Phase de fibrose caractérisée par une prolifération fibroblastique

- Phase de résolution des phénomeénes inflammatoires et du processus

fibrotique

4.1) Agression de la barriere alvéolo-capillaire
4.1.1) Agression endothéliale

L’atteinte de 1’endothélium pulmonaire au cours du SDRA a été mise en évidence par des
¢tudes ultrastructurales il y a environ 30 ans (16). L’augmentation de la perméabilité
microvasculaire pulmonaire a été confirmée en utilisant des protéines marquées par des
traceurs radioactifs chez les patients présentant un SDRA et en comparant simultanément les
concentrations protéiques dans le liquide de LBA et dans le plasma des patients (17).
D’autre part, des marqueurs circulants de I1ésions cellulaires endothéliales, comme
I’endotheline-1 ou le facteur von Willebrand (vVWF) ont été mis en évidence chez les patients

présentant un SDRA (18).
4.1.2) Agression épithéliale

La distinction entre la perméabilit¢ endothéliale et épithéliale est importante. Wiener-
Kronish et al ont montré qu’il pouvait exister une atteinte sélective de la perméabilité
endothéliale, qui ne soit pas a I’origine d’un cedéme pulmonaire 1ésionnel (19). In vitro, la
perméabilité des jonctions serrées de 1’épithélium alvéolaire est régulée. L’¢élévation de la
concentration intracellulaire d’AMPc ou de calcium induit une augmentation de la résistance
transépithéliale et un changement de structure des jonctions serrées. A I’inverse, I’activation

de la protéine kinase C (PKC) diminue la perméabilité des jonctions serrées (18).
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4.2) Agression pulmonaire dépendante des polynucléaires neutrophiles

(PNN)

Les ¢études histologiques obtenues a la phase précoce du SDRA ont montré une infiltration
des PNN dans le parenchyme pulmonaire (20). Par ailleurs, les PNN représentent 70 a 80%
de la population cellulaire au sein du liquide du lavage bronchoalvéolaire (LBA) au cours du
SDRA (18). Bien que I’agression pulmonaire aigu€ et le SDRA puissent se rencontrer chez
les patients présentant une neutropénie profonde, I’activation et la transmigration des PNN

circulants jouent un réle majeur a la phase précoce de 1’agression pulmonaire aigué (21).
4.2.1) Séquestration des PNN dans le poumon inflammatoire

La séquestration des PNN correspond a I’accumulation de PNN dans la circulation
pulmonaire en réponse a un stimulus inflammatoire. La migration des PNN de ’espace
vasculaire a [’espace alvéolaire se fait au niveau des capillaires pulmonaires ou les
leucocytes vont se bloquer du fait d’une diminution de leur déformabilité, par opposition a la
circulation systémique ou ce phénoméne a lieu a partir des veinules post capillaires. Les
PNN présentent des modifications biomécaniques importantes en réponse a différents
médiateurs comme le TNF-a, I'IL-8, le platelet-activating factor (PAF) et le N-
formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP), facteur chémotactique d’origine bactérien
(22, 23). Les PNN activés perdent ainsi leurs capacités a se déformer du fait d’une
polymérisation intracellulaire des filaments d’actines a I’origine de la prolongation du temps
de transit dans la circulation pulmonaire (24). L’inhibition de la réorganisation des filaments
d’actine par la cytochalasine prévient la séquestration des PNN induite par la fMLP (25). Le
role des molécules d’adhésion dans ce processus n’est pas clair. Sur un modele de SDRA
induit par ’injection intraveineuse d’E.coli chez le babouin, 1’administration d’anticorps
anti-sélectines E et L n’a pas modifi¢ la séquestration de PNN ni protégé les animaux de
I’agression pulmonaire aigué (26). Cependant, le blocage du CD18, de I’intégrine o4 et as
induisait une réduction significative de la séquestration pulmonaire des PNN induite par le
fMLP. L’inhibition additionnelle des sélectines E et P atténuait la séquestration de PNN

alors que ’inhibition isolée de ces sélectines n’avait aucun effet (27).
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4.2.2) Migration transendothéliale des PNN

La migration transendothéliale nécessite la présence de facteurs chémoattractants des PNN
(par exemple: IL-8, LTB4, C5a) et implique une participation active de la cellule
endothéliale (ouverture des jonctions intercellulaires secondaire a une augmentation du
calcium intracellulaire) (28). La migration au travers de la matrice extracellulaire

(membrane basale puis tissu interstitiel) met en jeu 1’action locale des protéases des PNN.
4.2.3) Role des molécules d’adhésion

Suite a ’activation des monocytes/macrophages, de nombreux médiateurs sont sécrétés et
vont activer les cellules endothéliales afin de permettre 1’extravasation des leucocytes. Ce
processus se déroule en trois phases: «rolling », adhésion et diapédese. Les cellules
endothéliales vont exposer a leurs surfaces, les sélectines E et P, les « intercellular adhesion
molecules » (ICAM)-1 et les « vascular cell adhesion molecules » (VCAM). Les leucocytes
activés vont exprimer le « leukocyte function-associated antigen » (LFA)-1 ou le « very late
antigen » (VLA)-4. LFA-1 et VLA-4 vont s’associer respectivement a 'ICAM-1 et VCAM

afin de permettre le roulement et I’adhérence des leucocytes sur les cellules endothéliales.
4.2.3.1) Sélectines

Bien que les sélectines jouent un role fondamental dans les processus de « rolling » dans la
circulation systémique, leurs roles dans la migration des PNN au niveau de Ia
microcirculation pulmonaire sont mal précisés et dépendent du stimulus inflammatoire. Sur
un modele murin d’instillation intratrachéale de liposaccharide (LPS) bactérien, I’inhibition
des sélectines E, L et P n’avait aucun effet sur la migration des PNN dans 1’espace alvéolaire
(29). Par ailleurs, la migration des PNN n’¢était pas modifiée apres instillation intratrachéale
de S. pneumoniae chez des souris génétiquement déficientes pour les sélectines P et E et

apres blocage des sélectines L (30).
4.2.3.1) Intégrines

L’activation des PNN conduit a I’expression sur leurs surfaces de molécules d’adhésion de
la famille des P,-intégrines (CD11a/CD18, CD11b/CD18). Les B,-intégrines sont des
protéines transmembranaires hétérodimériques et elles sont les plus étudiées au cours de

I’agression pulmonaire aigué.
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La migration des PNN dans le poumon peut faire intervenir des voies dépendantes et
indépendantes du CD18 en fonction du stimulus. Ainsi, le recrutement des PNN requiert le
CDI8 en cas de stimulation par E. coli, P. aeruginosa ou IL-1 alors que les bactéries a
Gram-positif, I’hyperoxie ou le facteur du complément C5a utilisent une voie indépendante
du CDI8 (24). L’inhalation d’acide chlorhydrique induisait une migration de PNN
dépendante du CD 18 dans le site d’inhalation mais une migration de PNN indépendante du
CD18 dans le poumon controlatéral (31). La plupart des stimuli conduisant a une migration
de PNN dépendante du CDI18 induisent 1’expression endothéliale d’un ligand majeur,
I’ICAM-1. Sur un modele murin de pneumonie, I’expression endothéliale d’ ICAM-1 était
augmentée apres l'instillation intratrachéale de LPS mais n’était pas modifiée apres

I’instillation de S. pneumoniae (32).
4.2.3.3) Chémokines

Les chémokines constituent une famille de polypeptides ayant en commun un motif de
quatre cystéines. Ils exercent un effet chémoattractant et jouent un réle important dans
’activation et la migration des leucocytes. Selon le nombre d’acides animés présents entre
les deux premicres cystéines, les chémokines sont classées en quatre groupes : CC, CXC,
CX3C et le groupe C. Les chémokines exercent leurs activités en interagissant avec des
récepteurs cellulaires transmembranaires. Suite a la liaison de la chémokine a son récepteur,
la protéine G hétérotrimérique couplée au récepteur active une protéine effectrice. Il s’agit
généralement d’une phospholipase C (PHC) qui a partir du phosphatidylinositol (PI) génére
de I’inositol triphosphate (IP3) et du diacylglycerol (DAG). Suite a I’activation de GTPases,
la restructuration du cytosquelette conduit & des changements de forme, la migration et
I’adhérence des cellules (33). Chez I’homme, les chémokines sont produites par les
macrophages activés, les monocytes, les PNN, 1’endothélium, 1’épithélium, les plaquettes et
diverses cellules parenchymateuses. La chémokine la plus étudiée chez I’homme est CXCLS8
(IL-8). Des concentrations ¢levées d’IL-8 dans le liquide de LBA chez les patients
présentant un SDRA étaient corrélées aux concentrations de PNN dans les voies aériennes et
in vitro, ’activité chémoattractante du LBA pouvait étre inhibée par I’utilisation d’anticorps
anti IL-8 (34). Sur des modéles expérimentaux d’agression pulmonaire aigué€ induite par
I’acide chlorhydrique (35), d’ischémie reperfusion (36) et de pancréatite aigué€ nécrotique
(37), le blocage de I'IL-8 par un anticorps induisait une amélioration de 1’agression

pulmonaire aigué.
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Dans le SDRA, Matthay et al ont montré que le LBA contenait de 1’a,-macroglobuline qui
¢tait liée a des médiateurs pro-inflammatoires, notamment a I’'IL-8. Le role de cette
molécule est complexe puisqu’elle peut faciliter la phagocytose de I'IL-8 par les
macrophages qui possédent un récepteur a 1’a,-macroglobuline mais elle peut aussi exercer
un effet protecteur en protégeant 1’IL-8 d’une dégradation protéolytique (38). Enfin, il existe
dans le LBA au cours du SDRA des anticorps anti-IL-8. Ces anticorps polyclonaux
immunoglobulines (Ig)G3 et IgG4 ont une forte affinité pour I’IL-8 et empéchent la liaison
entre la chémokine et son récepteur sur les PNN. Kurdowska et al ont montré une
association significative entre la concentration en complexes IL-8/anticorps anti IL-8 et le
risque de survenue d’un SDRA. De la méme manicre, il existait une association entre les

taux de concentration et la mortalité chez les patients présentant un SDRA (39).

4.3) Sécrétion pulmonaire de médiateurs de I’inflammation

Un réseau complexe de cytokines et de médiateurs pro-inflammatoires peut initier et

amplifier la réponse inflammatoire au cours de 1’agression pulmonaire aigué€ et du SDRA.
4.3.1) Interleukin-1p (IL-1PB)

Plusieurs ¢études ont confirmé la présence d’IL-1P et de son antagoniste spécifique,
I’interleukin-1 receptor inhibitor (IL-1ra) dans le liquide de LBA des patients présentant un
SDRA (40, 41). Quand les auteurs ont comparé les concentrations de I'IL-1B et son
antagoniste I’IL-1ra, un ratio de 1 a été retrouvé dans le LBA des volontaires sains alors que
le ratio était de 10/1 dans le LBA des patients présentant un SDRA persistant, suggérant le

role de ’IL-1PB pour maintenir un état inflammatoire persistant dans le poumon (41).
4.3.2) Tumor necrosis factor-o. (TNF-a)

Comme I'IL-1PB, le TNF-a est aussi une cytokine pro-inflammatoire précoce qui peut
stimuler la production de nombreuses autres cytokines. Les effets du TNF-a sur les cellules
épithéliales et endothéliales sont les suivants : augmentation de la perméabilité in vitro,
stimulation de la sécrétion d’IL-1P, de I’'IL-8 et de protanoides (PAF, LTB-4), induction de

I’expression de molécules d’adhésion.
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De nombreuses études ont montré que la concentration de TNF-a était élevée dans le liquide
du LBA de patients présentant un SDRA mais que celle-ci n’était pas prédictive de
I’évolution clinique (42, 43). Cependant, une étude récente a mesuré les concentrations de
TNF-a et des soluble TNF receptors 1 et I1 (TNFRI et II) dans le LBA avant et apres le
début du SDRA et a montré que ’activité biologique du TNF-o augmentait au cours de la
premicre semaine du SDRA. Il y avait une relation directe entre le ratio TNF-o/TNFR dans
le LBA et la sévérité de la pathologie, évaluée par I'importance de I’hypoxémie et la

compliance pulmonaire (44).
4.3.3) Interleukin-10 (IL-10)

L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire qui inhibe la production de cytokines par les
macrophages et son expression est en relation étroite avec I’expression de TNF-a (45, 46).
L’IL-10 a été identifiée dans les poumons des patients présentant un SDRA et des
concentrations ¢levées dans le LBA étaient associées a une augmentation de la survie (47).
L’IL-10 joue un rdle de contre régulation de I’expression de HLA-DR sur les monocytes de
patients présentant un choc septique et peut ainsi intervenir dans la modulation de la réponse
immunitaire de 1’hote (48). Sur une série de 46 patients présentant un SDRA, un pic de
sécrétion d’IL-10 était mis en évidence le premier jour du SDRA puis la sécrétion diminuait

pour devenir indétectable a la troisiéme semaine (44).
4.3.4) Macrophage migration inhibitory factor (MIF)

Le MIF est produit par les macrophages alvéolaires et les cellules épithéliales bronchiques.
Le MIF non seulement potentialise les effets du LPS et des bactéries a Gram-positif mais il
est aussi essentiel dans la régulation de la réponse des macrophages au LPS par ses effets sur
I’expression des Toll-like receptor-4 (49). Donnelly et al ont mis en évidence la présence du
MIF dans le LBA des patients a la phase précoce du SDRA. Les auteurs ont montré que le
MIF inhibait de fagon dose dépendante les effets anti-inflammatoires des glucocorticoides

(50).
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4.3.5) High-mobility group-1 (HMG-1)

HMG-1 est une protéine capable de se lier a des séquences spécifiques de I’ADN, de
favoriser la transcription de geénes et de réguler 1’activité des récepteurs des hormones
stéroides. Chez la souris, D’instillation intratrachéale d’HMG-1 a induit un ocedéme
pulmonaire avec une infiltration a8 PNN et une augmentation de la production locale d’IL-1,
de TNF-a et de macrophage inflammatory protein (MIP)-2. Au cours de I’inflammation
pulmonaire aigué induite par le LPS, I’administration d’anticorps anti-HMG-1 a diminué
I’cedéme pulmonaire sans modifier la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (51). Ces
données indiquent qu’HMG-1 est un médiateur important et tardif de I’agression pulmonaire

aigué.

4.4) Les agents Iésionnels incriminés
4.4.1) Le stress radicalaire

Les especes réactives de 1’0, (« reactive oxygen species » ROS) et de 1’azote (« reactive
nitrogen species »RNS) sont a 1’origine du stress radicalaire. Ce sont des molécules tres
instables, hautement réactives, au pouvoir oxydant élevé. Ces composés causent des
dommages non spécifiques a tous les types de biomolécules telle que I’ADN mitochondrial

et nucléaire, les protéines, les lipides ou autres carbohydrates (52, 53).
4.4.1.1) Les espéces réactives de 1’azote

Les RNS incluent le NO et les S-nitrosothiols (SNOs). Ces derniers se composent d’acides
aminés, de peptides ou de protéines modifiés au niveau de leurs résidus cystéines par le NO.
Le NO est produit par des enzymes spécialisées : les NO synthases (NOS). Ces enzymes
convertissent la L-arginine en L-citrulline et NO. L’ensemble du NO produit peut réagir

avec des molécules soufrées et former des SNOs.
4.4.1.2) Les especes réactives de 1’oxygene

Les ROS comportent deux sous-familles : les radicaux libres (exemple : anion superoxyde
0;") et les especes non radicalaires (exemple : peroxyde d’hydrogene H,O, et peroxynitrite

ONOQ). La chaine respiratoire mitochondriale peut étre responsable d’une partie de la

production des ROS (54).
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Entre 1 et 3% de I’oxygene consommé par la mitochondrie génére des radicaux libres ; La
production de ces ROS a lieu au niveau des complexes I et Il ainsi qu’au niveau de
I’ubiquinone. Des systémes enzymatiques endogénes sont prévus pour lutter contre cette
production physiologique. L’O," est converti en H,O, par la manganése superoxyde
dismutase (Mn-SOD) du c6té matriciel et par la cuivre-zinc superoxyde dismutase (CuZn-
SOD) dans I’espace intermembranaire. Ce peroxyde d’hydrogéne est ensuite neutralisé soit
par la glutathion peroxydase (GPx), soit par la catalase. Récemment, il a été montré que
parmi d’autres cytokines pro-inflammatoires, le TNF-o conduisait a une augmentation d’O;"
via la stimulation de systémes enzymatiques tels que la NADH oxydase ou la xanthine
oxydase (55). Pour neutraliser les effets des ROS, les cellules expriment des antioxydants

endogénes : superoxyde dismutase, catalase, et gluthathion peroxydase.
4.4.1.3) Role des ROS dans 1’agression pulmonaire aigué

La réaction spontanée entre I’0O;" et le NO résulte en la formation d’une molécule toxique :
le peroxynitrite. Les peroxynitrites représentent 1’espece radicalaire la plus toxique. Sur un
modele animal de poumons isolés et perfusés chez le lapin, I’administration d’une substance
oxydante, comme la xanthine oxydase dans la perfusion pulmonaire induisait une
vasoconstriction et un cedéme pulmonaire (56). Les ROS peuvent aussi indirectement
contribuer a 1’agression pulmonaire aigu€ en inactivant les anti-protéases et diminuant les
antioxydants. Sur un modéle de poumons isolés et perfusés, H,O, et les dérivés oxydants
diminuaient 1’activité anti-élastolytique du poumon et augmentaient I’agression pulmonaire

dépendante de 1’¢lastase des PNN (57).

Au cours du SDRA, chez I’homme, les études immunohistochimiques de poumons ont mis
en ¢évidence des résidus nitrotyrosines, dont la présence était corrélée a I’importance de la
sévérité de 1’agression pulmonaire, suggérant que le ONOO' était un oxydant important dans
la pathologie pulmonaire inflammatoire (58). Les patients avec un SDRA avaient une
augmentation de H,O, dans les condensats de 1’air exhalé (59). Le liquide de LBA chez ces
patients contenait un exces de protéines oxydées et une diminution des molécules

antioxydantes comme le gluthation (60).
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Ainsi, il existe une augmentation de la production des ROS au cours de 1’agression
pulmonaire aigué, qui dépasse les capacités de défense antioxydative a 1’origine de lésions
cellulaires oxydatives potentielles. Les PNN et les macrophages sont la principale source des

ROS au cours du SDRA (61).
4.4.2) Les protéases

Les protéases sont des enzymes protéolytiques sécrétées par les PNN. Les PNN produisent
deux groupes d’enzymes impliqués dans le SDRA : I’¢lastase et les métalloprotéases (matrix

metalloproteinases, MMP) (62).

L’¢élastase leucocytaire est une sérine protéase capable de dégrader les constituants de la
matrice extracellulaire et constitue la protéase majoritaire des granules des PNN. L’¢lastase
joue également un réle antimicrobien, en particulier contre les bactéries a Gram-négatif et
leurs toxines. L’¢lastase a ét¢ impliquée dans la pathogénése de ’agression pulmonaire
aigu€, notamment au cours du sepsis a bacilles & Gram-négatif. Les souris génétiquement
modifiées, qui n’exprimaient pas l’¢lastase étaient protégées de I’agression pulmonaire
induite par le LPS (63). D’autres études expérimentales ont montré que I’agression
pulmonaire induite par I’instillation intratrachéale d’¢lastase pouvait étre prévenue par un
inhibiteur spécifique. Au cours du SDRA, des concentrations ¢élevées en ¢lastase ont été
mises en évidence dans le liquide de LBA et le plasma. Cependant, une grande partie de
I’¢lastase est retrouvée dans le poumon complexée a un inhibiteur, comme I’a;-antitrypsine
ou I’ap-macroglobuline, suggérant que la balance protéase-antiprotéase est potentiellement
importante au cours du SDRA. Par ailleurs, des concentrations plasmatiques élevées
d’élastase des PNN ont été observées dans les minutes qui suivent un polytraumatisme et

celles-ci étaient corrélées a I’importance de I’agression pulmonaire aigué (64).

Les MMP sont un groupe d’enzymes dont 1’action dépend de la présence de zinc. Quatre
classes ont été décrites : les collagénases interstitielles (avec MMP-1 et 4), les stromalysines
(MMP-3 et 7), les gélatinases (MMP-2 et 9) et les métalloprotéases de membrane. Les
inhibiteurs naturels des MMP sont ’a,-macroglobuline, inhibiteur non spécifique et les
TIMP (tissue inhibitors of metalloproteinases). Des concentrations ¢élevées de gélatinases
ont été observées dans le liquide de LBA chez les patients présentant un SDRA comparé a

des sujets controles (65).
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Les gélatinases dégradent plus particuliérement le collagéne de type IV, constituant des
membranes basales et le collagéne XVII, constituant des jonctions intercellulaires.
Cependant, le fait que les gélatinases participent au trouble de la perméabilité observé au

cours de I’cedéme pulmonaire l1ésionnel est remis en cause.

In vitro, le TNF-a induisait un trouble de la perméabilité épithéliale via la formation
intracellulaire de fibres de stress et une action sur les jonctions intercellulaires. Le TNF-a
induisait également une augmentation de la gélatinase B et d’un inhibiteur, le TIMP-1 mais
sans augmentation de la balance gélatinolytique (66). In vivo, sur deux modeles d’agression
pulmonaire aigué¢ différents chez le rat (instillation d’acide chlorhydrique et de LPS),
Delclaux et al ont montré que les protéases des PNN (¢élastase et gélatinase B) ne
participaient pas a I’augmentation de la perméabilité alvéolo-capillaire (67). Ainsi, les
gélatinases ne semblent pas participer a I’augmentation de perméabilité a la phase initiale du
SDRA mais pourraient étre impliquées lors des phénoménes de réparation de cette barriére

alvéolo-capillaire.
4.4.3) Médiateurs lipidiques

Les métabolites de 1’acide arachidonique sont impliqués dans la physiopathologie du SDRA.
Ces métabolites sont libérés a partir des phospholipides par la phospholipase A,. L’acide
arachidonique peut étre oxydé soit par la voie des cyclooxygénases (COX) pour donner les
prostanoides qui comprennent les protaglandines, la prostacycline (PGI,) et le thromboxane
A, (TXA,), soit par la voie des lipooxygénases pour former les leucotrienes. La PGI,
synthétisée par I’endothélium vasculaire est un puissant antiagrégant plaquettaire aux
propriétés vasorelaxantes. A I’inverse, le TXA, synthétisé principalement par les plaquettes
et les macrophages induit une agrégation plaquettaire et des effets bronchoconstricteurs et
vasoconstricteurs. Le TXA; est responsable d’hypertension artérielle pulmonaire précoce
mais ne semble pas avoir d’effet direct sur la perméabilité capillaire. Pour les leucotri¢nes,
notamment le leucotriéne By, leurs effets sont multiples; ils favorisent le chémotactisme des
PNN et leurs adhésions et activations, ils interviennent aussi dans 1’augmentation de la
perméabilité vasculaire et la contraction des cellules musculaires lisses et modulent la
prolifération cellulaire. Les leucotriénes sont principalement sécrétés par les PNN et les

macrophages.
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Des concentrations élevées de leucotrienes ont été mises en évidence dans le liquide LBA et
dans le plasma au cours de la phase précoce du SDRA et la concentration plasmatique de

LTB4 au premier jour était corrélée avec la mortalité des patients (68).

4.4.3) Apoptose dans I’agression pulmonaire aigué

La voie extrinséque de I’apoptose, via les récepteurs de mort a été impliquée au cours de
I’agression pulmonaire aigu€. L’activation de la voie Fas Ligand/Récepteur Fas est un
mécanisme important d’agression des cellules épithéliales alvéolaires au cours de
I’agression pulmonaire aigué. In vitro, le liquide LBA de patients présentant un SDRA
induisait 1’apoptose par un mécanisme dépendant du FasL soluble sur des cultures de
cellules épithéliales alvéolaires (69). Albertine et al ont montré sur des prélévements
histologiques de poumons de patients présentant un SDRA une augmentation de
I’expression de Fas sur I’épithélium alvéolaire des patients qui décédaient versus ceux qui
décédaient d’une autre cause (70). D’autres voies de I’apoptose, notamment la voie
intrins€que mitochondriale sont impliquées dans 1’agression pulmonaire aigué€. Des cultures
cellulaires épithéliales alvéolaires soumises a 1’hyperoxie induisait I’apoptose en activant la
protéine pro-apoptotique « bax » au niveau de la membrane mitochondriale, ce qui
conduisait a la libération du cytochrome C et a 1’activation de la caspase 9 et a I’apoptose

cellulaire (71).

4.5) Résolution de I’agression pulmonaire aigué¢ et du SDRA

Elle aboutit le plus souvent a la restitution ad integrum des fonctions pulmonaires. L.’ cedéme
alvéolaire riche en protéines doit étre résorb¢, donc 1’épithélium alvéolaire doit étre réparé et
les phénomenes inflammatoires résolus. Durant cette phase, le nombre de macrophages
alvéolaires augmente pour éliminer les PNN entrés en phase d’apoptose. L’apoptose des
PNN est un phénomene de limitation de la réaction inflammatoire. La résorption de I’cedéme
pulmonaire fait intervenir un transport actif de sodium et de chlore du secteur alvéolaire vers

le secteur interstitiel. L’eau suit passivement selon un gradient iso-osmotique.

29



L’épithélium alvéolaire 1ésé est réparé par prolifération des cellules alvéolaires de type II
afin de tapisser la membrane basale mise a nue puis les cellules se différencient en cellules
alvéolaires de type I pour restaurer une architecture alvéolaire normale. La prolifération de
cellules alvéolaires de type II est controlée par des facteurs de croissance produits comme le
keratinocyte growth factor (KGF) et 1’hepatocyte growth factor (HGF). La réparation de
I’endothélium vasculaire pulmonaire fait intervenir un phénomeéne de migration et de
prolifération des cellules endothéliales. Les progéniteurs endothéliaux circulants participent
a la réparation de I’endothélium sur des modeéles expérimentaux (72). La prolifération, la
migration et I’incorporation des cellules endothéliales aux vaisseaux en formation sont sous
la dépendance de molécules de la famille du vascular endothelial growth factor (VEGF) et
de I’angiopoiétine. Dans une étude récente, I’augmentation des progéniteurs endothéliaux

était associée a une augmentation de la survie au cours de 1’agression pulmonaire aigué€ (73).
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B) La cascade de la coagulation au cours de I’agression pulmonaire aigué€ et du

SDRA

L’activité pro-coagulante au cours du SDRA a été mise en évidence il y a plus de 30 ans.
Bone et al ont rapporté¢ en 1976 sur des autopsies de patients présentant un SDRA
I’existence de microthrombi de fibrine dans les poumons que les patients présentaient ou

non une coagulation intra-vasculaire disséminée CIVD (74).

1) Généralités sur I’hémostase normale
1.1) Hémostase primaire

Au cours de cette étape interviennent la paroi vasculaire, les plaquettes et des protéines

plasmatiques (en particulier, le facteur von Willebrand et le fibrinogene).
1.1.1) Vasoconstriction réflexe

La vasoconstriction réflexe du vaisseau 1€sé constitue le premier moyen de défense visant a
limiter le saignement. Cette étape représente le temps vasculaire et facilite 1’adhésion des

plaquettes au collagéne du sous endothélium
1.1.2) Sécrétion plaquettaire

L’agrégation plaquettaire s’effectue en présence de calcium. Les plaquettes s’agrégent entre
elles par I’intermédiaire des molécules du fibrinogeéne qui se fixent sur un récepteur de la
membrane plaquettaire, le GPIIblla. Cette étape devient irréversible sous l’action de la

thrombine, générée par la coagulation plasmatique.

Les plaquettes agrégées meurent rapidement, leurs membranes fusionnent, les cellules sont
lysées et libérent leurs contenus cytoplasmiques. L’amas formé par ces plaquettes

fusionnées correspond au clou plaquettaire ou thrombus blanc.
1.2) Schéma général de la coagulation

L’activation de la cascade de la coagulation constitue un événement précoce au décours
d’une agression tissulaire. La fonction primaire de ce systéme complexe et hautement régulé
est de générer un réseau insoluble de filaments de fibrine qui fixe et stabilise un thrombus

plaquettaire formé au niveau des tissus 1ésés.
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La formation de ce caillot provisoire dépend de I’action de la thrombine et il est généré par
I’activation successive de protéinases a partir des systemes de la voie intrinseque et
extrinséque. In vivo, P’activation de la coagulation est initiée par la voie extrinseque. En
conditions normales, le sang n’est pas exposé au facteur tissulaire (FT). En cas de 1ésion
tissulaire, 1’expression du FT a la surface des cellules non vasculaires ou des cellules
endothéliales activées induit la formation du complexe FT-facteur VII activé (FVIla). Le
complexe TF-FVIla catalyse I’activation du facteur X en facteur X activé (FXa) et du
facteur IX en facteur IX activé (FIXa). Le FXa en association avec le facteur V activé
catalyse la conversion de la prothrombine en thrombine qui convertit le fibrinogéne en
fibrine, le constituant principal du caillot. La coagulation se prolonge lorsque la thrombine
synthétisée a partir du complexe initial TF-FVIIa-FXa catalyse ’activation de FXI, FIX,
FVIII et FX. Ainsi la voie intrinseéque est activée et conduit a une génération prolongée de
thrombine et une coagulation sanguine. La voie extrinséque est importante dans I’initiation
de la coagulation a partir de I’activation d’une quantité limitée de thrombine alors que la
voie intrinséque prolonge la coagulation par une amplification du signal initial. La
thrombine peut également jouer un role dans la réponse inflammatoire et fibroproliférative
pulmonaire. La thrombine favorise également I’inflammation en stimulant le chémotactisme
des PNN et des lymphocytes, la prolifération des fibroblastes et des cellules musculaires
lisses et en déclenchant la sécrétion de facteurs de croissance et de protéases a partir des
cellules endothéliales, des macrophages et des cellules épithéliales (75). L’activation des
plaquettes par la thrombine induit la sécrétion de médiateurs de 1’inflammation : sérotonine,

thromboxane A,, prostacyclines et facteurs de croissance (PDGF) (76).

D’autres effets de la thrombine ont été rapportés: activation plaquettaire précoce et
indépendante de la coagulation, augmentation de 1’adhésion leucocytaire, vasorelaxation.
Ces effets ont été rapportés a 1’activation de récepteurs cellulaires a la thrombine : les PAR
(proteinase activated receptor) localisés au niveau des cellules immunitaires. Les PAR sont
une famille de récepteurs couplés aux protéines G (GPCR). Quatre récepteurs ont été
individualisés (PAR 1, 2, 3 et 4), dont trois sont activés par la thrombine. Le fonctionnement
de ces récepteurs est fondé sur une protéolyse spécifique au niveau de D’extrémité N-
terminale extracellulaire. L’activation génére un processus de signalisation intracellulaire via

les protéines G et I’activation de la transcription de médiateurs inflammatoires.
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La thrombine active les PAR 1, 3 et 4 sur les plaquettes. La signalisation intracellulaire
conduit & une activation plaquettaire en coopération avec les récepteurs de membrane des
plaquettes. En dehors de la thrombine, certaines protéases générées par 1’activation de la
coagulation peuvent activer les PAR : complexe trimoléculaire « FT-FVIla-FXa» et PC
pour PARI, trypsine, FVIla pour PAR2. L’activation des PAR au niveau des cellules

endothéliales module également le tonus vasculaire microcirculatoire.
1.3) Régulation de la coagulation plasmatique :

La cascade de la coagulation est contrdlée par des mécanismes de rétrocontrdle négatif et par

des anticoagulants circulants endogenes ou produits localement.
1.3.1) L’antithrombine III (AT IIT)

L’AT III appartient a la famille des serpines (serines protéases). Elle joue un réle majeur
dans la régulation de la coagulation in vivo. L’AT III est synthétisée au niveau hépatique.
Elle se fixe aux héparane-sulfates de la paroi vasculaire et inhibe les sérines protéases qui
diffusent a distance de 1’amas plaquettaire : la thrombine, le facteur Xa mais aussi les
facteurs 1Xa, Xla et XIla. Ces enzymes échappent au controle de I’AT tant qu’elles sont
liées aux phospholipides de la membrane plaquettaire ce qui prolonge la production de
thrombine au niveau du caillot hémostatique. Elles deviennent accessibles quand elles
diffusent vers la phase liquide et plus encore vers la paroi vasculaire. La liaison de I’AT aux
héparane-sulfates de la paroi vasculaire entrailne un changement de conformation de
I’inhibiteur, lui permettant d’inhiber la thrombine, et les facteurs Xa, 1Xa, Xla, XIla. L’AT
n’inhibe pas le facteur VIla de facon efficace. L’ AT III agit en formant avec chacune de ces
sérines protéases un complexe équimoléculaire qui implique le site actif de I’enzyme et le
site réactif de I’AT III. Le site réactif arg 393-ser 394 de I’AT III, situé¢ dans la région
carboxy-terminale de la molécule, est scindé par la sérine protéase et la scission est suivie de
I’établissement d’une liaison ester covalente entre la sérine active de I’enzyme et 1’arginine
du site réactif de I’AT IIl. Le complexe formé, irréversible et inactif, se détache de
I’héparane-sulfate et se fixe sur un récepteur de I’hépatocyte pour étre internalisé.
L’héparane-sulfate est alors disponible de nouveau pour fixer I’AT. L’interaction entre ’AT
III et les sérines protéases est lente mais considérablement accélérée par 1’héparine. L’AT
régule la génération de thrombine initiée par le FT et cet effet est potentialisé par le TF

pathway inhibitor (TFPI).
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Les complexes thrombine-antithrombines sont ensuite éliminés de la circulation sanguine
par le systéme réticulo-endothélial. Les autres inhibiteurs physiologiques importants sont
représentés par [’héparine cofactor II et la protéase nexin-1 qui inhibent la thrombine ; 1’a,-
macroglobuline et 1’a;-antitrypsine inhibent la thrombine et les facteurs 1Xa, Xa et Xa;
enfin, I’inhibiteur de la protéase dépendante de la protéine Z induit une inhibition rapide du
facteur Xa en présence de la protéine Z, des phospholipides pro-coagulants et du calcium. Le

schéma simplifié¢ de la cascade de la coagulation est représenté sur la figure 1.
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Figure 1: Schéma simplifié¢ de la cascade de la coagulation. La cascade est déclenchée par la liaison du

facteur VIla a son cofacteur : le FT. Sans son cofacteur, le facteur VII est essentiellement inactif. Le FT est exposé en cas
de bréche vasculaire. Une fois lancée, la cascade est amplifiée (1) : verticalement, chaque complexe du facteur [Xa, associé
a son cofacteur activé (VIIla) catalyse 1’activation du facteur X et en s’associant avec le facteur Va, chaque facteur Xa
catalyse I’activation de la thrombine (2) : circulairement, ’amplification cyclique résulte de ’activation, par le produit

ultime de la cascade (la thrombine), du facteur XI et des deux cofacteurs-clefs du systéme (V et VIII).

1.3.2) Le TF pathway inhibitor (TFPI)

La voie extrinséque est principalement contrdlée par un inhibiteur plasmatique produit par
les cellules endothéliales, le TFPI qui inactive les complexes TF-FVIIa. Le TFPI est un
anticoagulant naturel présent dans le sang circulant et fixé sur les glycoaminoglycanes de la

paroi vasculaire.
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Le TFPI forme d’abord un complexe binaire avec le facteur Xa, puis ce complexe se fixe sur
le facteur Vlla, lui-méme fixé au FT. Le complexe quaternaire Xa-TFPI-VIIa-FT bloque
I’activité du FT (figure 2). La voie intrinséque est controlée par 1’antithrombine qui inhibe la
thrombine les autres sérines protéases de la cascade de la coagulation en présence

d’héparine.

F-Xa

Figure 2: activation du TFPI (Tissue factor pathway inhibitor). Le TFPI forme un complexe binaire

avec le facteur Xa, puis ce complexe se fixe sur le facteur VIla, lui-méme fixé au FT. Le complexe quaternaire Xa-TFPI-

VIIa-FT bloque I’activité du FT

1.3.3) La protéine C

Le systéme de la protéine C activée (PCa) limite la génération de thrombine et exerce une
activité pro-fibrinolytique et anti-inflammatoire. La PC est synthétisée par le foie sous la
dépendance de vitamine K a 1’état de zymogene inactif. Elle est activée par la thrombine au
niveau d’un récepteur spécifique, 1’Endothelial protein C receptor, (EPRC). Son activation
est régulée par un récepteur membranaire de la cellule endothéliale : la thrombomoduline
(TM). La PC n’est activée que lorsque la thrombine a été produite. La liaison de la
thrombine a la TM induit une modification importante de la conformation du cofacteur.
Cette transformation, en dévoilant un site de liaison cryptique pour la PC, permet a la
thrombine d’activer rapidement la PC en PCa. Ainsi, en se fixant a la TM, la thrombine perd
ses propriétés procoagulantes et acquiert des propriétés anticoagulantes: elle devient
incapable de transformer le fibrinogéne en fibrine, d’activer les plaquettes ou les facteurs V

et VIII mais est capable d’activer la PC.
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Le complexe TM-thrombine formé active la PCa et la TM amplifie cette conversion plus de
1000 fois comparativement a I’action de la thrombine seule. L’activation de la PC se fait par
scission d’une seule liaison peptidique (arg 12-leu) sur la chaine lourde, libérant un peptide
d’activation. Le systéme d’activation de la PCa est représenté sur les figures 3 et 4. La PCa
est une sérine protéase qui exerce ensuite une action protéolytique vis-a-vis des cofacteurs
Va et VIlla. La réaction nécessite que 1’enzyme (PCA) et les substrats (FVa et FVIIIa)
soient fixés sur les phospholipides anioniques exposés a la surface des plaquettes activées,
en présence de calcium et en présence d’un cofacteur protéique, la protéine S (PS). La PS est
synthétisée sous forme active par le foie, sous la dépendance de la vitamine K. La PS circule
dans le plasma sous une forme soluble et une forme liée a une protéine transporteuse du
complément, la C4b binding protéin (C4bBP). L activation de la PC est de plus augmentée
(environ 20 fois) in vivo lorsqu’elle est liée au récepteur endothélial a la PC (EPRC). Ce
second récepteur pour la PC dont la densité est trés élevée dans les gros vaisseaux comme
’aorte fixe la PC et accéleére donc son activation par le complexe thrombine-TM (77). La PC
exerce donc une rétroaction négative sur la production de thrombine, dans une cascade
d’activation faisant intervenir le complexe thrombine-TM comme mécanisme activateur du
zymogene, I’EPRC comme modulateur de ’activation et la PS libre comme cofacteur de
I’activité anticoagulante (78). La PCa est inhibée physiologiquement par I’a; protéinase
inhibiteur, I’a,-macroglobuline et par un inhibiteur plasmatique (protéine C inhibiteur ou

PCI), dont I’activité est augmentée par I’héparine (78).

. Inactivation FVIIla et FVa
Libération de t-PA

d’/

EPCR

ORANAR
JESSEERSEE

Endothélium

Figure 3: systéme d’activation de la PCa. PS: protéine S, TM: thrombomoduline, EPRC: Endothelial

cell PC receptor.
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Figure 4: le systtme PC-PCA (d’aprés Rezaie et al (79)). al-Pl: alpha 1 protéinase inhibiteur ; AT :

antithrombine ; C4bBP : protéine de liaison du C4b ; EPRC : récepteur endothélial de la protéine C ; NF-kB : facteur de

transcription nucléaire ; PAI-1 : inhibiteur de I’activateur du plasminogene ; PAR-1 : protéase activated receptor ; PCA :

protéine C activée ; PS : protéine S ; TAFI : inhibiteur de la fibrinolyse activé par la thrombine ; TM : thrombomoduline.

En bleu sont figurés les cofacteurs régulateurs des effets physiologiques de la PC, en rouge les effets majeurs de la protéine.

1.4) La fibrinolyse et les inhibiteurs de la fibrinolyse

La fibrinolyse est le processus qui entraine la dissolution de la fibrine formée au niveau de la

bréche vasculaire. Ce processus fait intervenir le plasminogeéne, une glycoprotéine

plasmatique de synthése hépatique, comportant dans sa structure cingq boucles lui permettant

de se fixer au caillot de fibrine. Sous I'influence d’activateurs, le plasminogeéne est

transformé en une sérine protéase, la plasmine, qui scinde la fibrine en produits de

dégradation solubles dans le plasma qui seront emportés par le flux sanguin. Les cellules

endothéliales synthétisent 1’activateur tissulaire du plasminogene (tPA) et son inhibiteur, le

plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) (figure 5).
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Dans le plasma, le PAI-1 est en excés par rapport a son enzyme cible, le tPA, ainsi ce
dernier complex¢ au PAI-1 est inactif. Si un thrombus se forme, le tPA qui a une affinité tres
importante pour la fibrine, se fixe sur celle-ci, échappant a I’inhibition du PAI-I1.
Parallelement, le plasminogeéne dont I’affinité pour la fibrine est aussi tres élevée, se fixe sur
la fibrine, et le tPA fixé a proximité transforme le plasminogéne en plasmine. Dans la paroi
vasculaire, un autre activateur, 1’'urokinase (uPA), transforme le plasminogeéne en plasmine
qui intervient dans les processus de dégradation de la matrice extracellulaire en activant les
métalloprotéases. Ainsi, la fibrinolyse extravasculaire en particulier, pulmonaire est
contrdlée par I'uPA et la thrombolyse intravasculaire par tPA. La conversion du
plasminogene en plasmine est régulée par des inhibiteurs endogenes, le PAI-1. Le PAI-1 est
une serpine produite par de nombreuses cellules (cellules endothéliales, monocytes,
hépatocytes, fibroblastes, adipocytes, mégacaryocytes). Il est circulant dans le plasma et
peut étre libéré par les plaquettes. Le role de PAI-1 est de prévenir toute activation de la
fibrinolyse en inactivant le tPA et I'uPA. L’a2-antiplasmine est un autre inhibiteur,
synthétisé par le foie, elle inhibe rapidement la plasmine dans la circulation. Le TAFI
(thrombin activatable fibrinolysis inhibitor) ou procarboxypeptidase B est également
synthétisé par le foie et présent dans le plasma. Il est transformé par le complexe thrombine-
TM en carboxypeptidase. Son activité carboxypeptidase élimine les sites C-terminaux de la

fibrine sur lesquels se lient le t-PA et le plasminogeéne ayant ainsi un effet inhibiteur sur la

fibrinolyse.
Cellules endothéliales Pro-urokinase
Thrombine
PAI-1 t-PA
PAI-1 Urokinase
fibrine
a2antiplasmine
Plasminogéne » Plasmine

|

Figu re 5: schéma de la ﬁbrinolyse. PAI-1: Plasminogen activator inhibitor-1 ; PDF : produits de dégradation

Fibrine » PDF / D-dimeéres

du fibrinogéne.
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2) La cascade de la coagulation au cours de I’agression pulmonaire aigué
2.1) Initiation de la coagulation
2.1.1) Role de I’épithélium alvéolaire

En cas d’agression pulmonaire aigué et de maladies pulmonaires chroniques comme la
fibrose pulmonaire, 1’équilibre hémostatique est en faveur d’une activité procoagulante et

antifibrinolytique (80).

Les macrophages alvéolaires participent a 1’état procoagulant intra-alvéolaire en favorisant
la production de FT. In vitro, les macrophages alvéolaires humains en culture exprimaient a
leurs surfaces I’activité FT et avaient la capacité de libérer des vésicules procoagulantes
dans la média (81). L’¢épithélium alvéolaire joue également un réle important pour la
modulation du FT au cours de I’agression pulmonaire aigu€. Les cultures cellulaires
épithéliales de rats exprimaient une activité procoagulante dépendante du FT dix a vingt fois
plus importante que les cultures concomitantes de macrophages alvéolaires (82). Sur un
modele de culture cellulaire alvéolaire épithéliale humaine (lignée A549), I’utilisation d’une
combinaison de cytokines (IL-1B, TNF-a, IFN-y) stimulait 1’expression du FT (83). Ces
¢tudes suggerent donc que 1’épithélium alvéolaire peut activer la coagulation intraalvéolaire

dépendante du FT en réponse a un stimulus inflammatoire.

In vivo, plusieurs études expérimentales ont évalué le réle du FT au cours de I’agression
pulmonaire aigué. Sur un modele d’agression pulmonaire induite par 1’administration
intraveineuse de LPS chez le lapin, Jesmin et al ont montré que 1I’hypoxémie et le trouble de
perméabilité vasculaire coincidaient avec 1’augmentation de 1’expression du FT au niveau de
I’endothélium vasculaire pulmonaire, [’épithélium alvéolaire et les muscles lisses
bronchiques et des voies aériennes (84). L’augmentation de I’expression du FT peut survenir
en partie par la stimulation de la transcription de NFkB, constituant un lien entre
I’inflammation et la coagulation (85). En particulier, I’IL-6 est la cytokine principale
impliquée dans 1’expression du FT (86). L’augmentation de 1’expression du FT peut aussi
survenir en réponse a une agression pulmonaire directe. L’exposition a 1’hyperoxie chez les
babouins entrainait une augmentation du complexe FT-FVIla dans le liquide du LBA,
suggérant une initiation intraalvéolaire de la coagulation en réponse a cette agression

pulmonaire (87).

39



Chez les patients présentant un SDRA, la voie extrinseque dépendante du FT est le
mécanisme prédominant qui active la cascade de la coagulation localement dans les
poumons. En 1989, Idell et al ont rapporté que 1’activité procoagulante TF-FVII était
augmentée dans le liquide de LBA au cours du SDRA (88). Cette activité procoagulante
pouvait persister jusqu’au 7° jour. Les patients a risque de développer une agression
pulmonaire aigué€ ont également une augmentation de 1’activité procoagulante dans le
compartiment alvéolaire comparé aux sujets sains (89). Dans une étude récente, I’étude
immunohistochimique de biopsies pulmonaires de patients présentant un SDRA a révél¢ la
présence de FT au niveau des cellules épithéliales alvéolaires, des macrophages
intraalvéolaires et des membranes hyalines (83). L’antigéne plasmatique du FT et ’activité
procoagulante du FT étaient plus élevés dans le liquide d’cedéme pulmonaire que dans le
plasma. Ce travail suggérait que I’épithélium alvéolaire était capable de moduler la
coagulation intraalvéolaire en stimulant I’expression du FT en réponse a un stimulus
inflammatoire et contribuait ainsi a la déposition intraalvéolaire de fibrine au cours du
SDRA. Par ailleurs, I’activit¢ procoagulante du FT est ¢levée dans le compartiment
alvéolaire au cours de 1’agression pulmonaire aigu€ directe et infectieuse ou indirecte et
secondaire au sepsis. Gunther et al ont montré une augmentation intra-alvéolaire de ’activité
procoagulante dépendante du FT dans quatre groupes de patients : les patients ayant un
SDRA, les patients en ventilation spontanée et ceux bénéficiant d’une ventilation mécanique
pour une pneumonie et les patients ventilés pour une pneumonie et un SDRA (90). En plus
des modifications alvéolaires de la voie du FT, une activation systémique de la coagulation
peut survenir au cours de I’agression pulmonaire aigué. L’équilibre entre le FT et le TFPI est
¢galement perturbé au cours du SDRA. Une augmentation du FT associée a une diminution
du TFPI circulant a été mise en évidence chez les patients avec un SDRA survenant au cours
du sepsis ou d’un polytraumatisme par rapport a des patients a risque de SDRA ou des sujets
sains (91). Les auteurs suggéraient qu’au cours du SDRA, I’augmentation de 1’¢élastase
sécrétée par les PNN activés dégradait le TFPI. Enfin, Bastarache et al ont mesuré le TFPI
sur le liquide d’cedéme pulmonaire de patients présentant un SDRA. Le TFPI intraalvéolaire
¢tait augmenté dans le SDRA mais celui-ci était une forme tronquée et inactive, incapable de

neutraliser 1’activité procoagulante du FT (92).
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2.1.2) Modulation du FT

La modulation pharmacologique de la voie du FT a été réalisée sur différents modeles
expérimentaux d’agression pulmonaire aigué. L’administration en pré et posttraitement du
TFPI recombinant chez le rat au cours de l’agression pulmonaire induite par le sepsis
inhibait le trouble de perméabilité vasculaire pulmonaire induit par le LPS, I’expression du
TNF-a dans les tissus pulmonaires, les cytokines chémoattractantes pour les PNN et
I’activité myelopéroxydase (93). Dans cette étude, I’inhibition spécifique des facteurs VIla
et Xa ne produisaient pas les mémes effets, suggérant que le TFPI pouvait avoir des effets
physiologiques indépendants de la coagulation et réduire 1’agression pulmonaire par
inhibition de I’activation des leucocytes. Chez les rats bénéficiant d’une instillation
intratrachéale de LPS, le blocage spécifique du FT avec inactivation du FVIla diminuait
I’inflammation pulmonaire et les dépdts de fibrine, la fuite protéique alvéolo-capillaire avec
diminution de I’expression de ’ARNm du TFPI dans les poumons (94). Sur un modéle de
sepsis létal a E. coli chez le babouin, Carraway et al ont montré que I’injection de
I’inhibiteur du facteur VIIa améliorait la fonction rénale et diminuait 1’agression pulmonaire

avec une amélioration de la mortalité (95).

Une ¢étude clinique, randomisée et multicentrique a évalué 1’administration de TFPI
recombinant humain chez les patients présentant un sepsis sévere et une coagulopathie. 1754
patients ont été étudiés dont 86% présentaient une agression pulmonaire aigué.
L’administration de TFPI recombinant ne modifiait pas la mortalité a la fin de 1’étude et

majorait les risques de saignement (96).
2.2) Propagation de la coagulation
2.2.1) L antithrombine (AT)

L’héparine et d’autres glycosaminoglycanes et protéoglycanes sont exprimées a la surface
endothéliale et fixe I’AT avec une grande affinité. Pour inactiver la thrombine, I’AT doit étre
liée a I’héparine. En absence d’héparine, I’AT se fixe a la surface endothéliale et se
comporte comme un anticoagulant mais possede également des effets sur la sécrétion de
prostaglandine I, (PGI;). La PGI; est un inhibiteur de 1’agrégation plaquettaire, qui diminue
la synthése de cytokines pro-inflammatoires, 1’activation des PNN ainsi que leur adhésion

aux cellules endothéliales, elle inhibe aussi la libération d’¢lastase et des ROS (97).
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L’AT a été utilisée au cours de différents modeles expérimentaux. Dans un modele
d’agression pulmonaire induite par le LPS, I’administration intraveineuse d’AT (250 Ul/kg)
réduisait I’agression vasculaire pulmonaire et la séquestration pulmonaire des PNN (98).
L’héparine, seule ou en combinaison avec I’AT ou ’administration d’un inhibiteur de I’AT
(le DEGR-Xa) ou de I’AT avec de I’indométacine, un inhibiteur de la lipooxygénase ne
prévenaient pas les Iésions pulmonaires. L’étude suggérait que les propriétés anti-
inflammatoires de I’AT étaient dépendantes de la libération de la prostacycline. La dose
nécessaire d’AT pour neutraliser I’agression vasculaire induite par le LPS était bien plus
¢levée que la dose anticoagulante. Ainsi, ces effets sont seulement retrouvés en I’absence de
concentration ¢levée d’héparine et en présence de concentrations supraphysiologiques d’AT.
Sur un modele canin d’ischémie reperfusion de transplantation pulmonaire, I’AT prévenait
I’hypoxémie et réduisait 1’expression des molécules d’adhésion et la réponse inflammatoire
(97). A T’inverse, Dschietzig et al suggérait que I’AT n’induisait pas la sécrétion de
prostacycline. Sur leur modele de poumons isolés exposés au LPS, I'utilisation d’AT
induisait la sécrétion d’endothéline-1 mais pas de prostacycline (99). Finalement, la
combinaison d’AT et d’inhibiteur de la C1 estérase a été proposée pour majorer I’inhibition
des dépots de fibrine et du trouble de la perméabilité vasculaire (100). Sur des modeles
d’agression pulmonaire directe, les données sont moins nombreuses et plus contradictoires.
Sur un modéle d’agression pulmonaire associant 1’inhalation de fumée et 1’instillation
intratrachéale de P. aeruginosa, I’administration intraveineuse d’AT humaine recombinante
en post traitement réduisait I’cedéme pulmonaire et diminuait 1’obstruction des voies
aériennes par les moules bronchiolaires (101). Sur un modele de pneumopathie aigué a P.
aeruginosa, une étude issue de notre laboratoire a montré que 1’administration d’ATIII
recombinante s’accompagnait d’une activation massive de la thrombine alvéolaire et d’une

majoration du trouble de perméabilité alvéolo-capillaire (102).
2.2.2)LaPC
2.2.2.1) PCa et coagulation

La PCa joue un role majeur dans la coagulation en limitant la génération de thrombine. La
PCa posséde ainsi une activité antithrombotique visant a réduire les dépots de fibrine au

cours de I’agression pulmonaire aigué mais aussi une action profibrinolytique.
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In vitro, la PCa inhibe I’activité de PAI-1 et peut, en réduisant la génération de thrombine,
limiter I’activation du TAFI (103, 104). La PCa exerce un effet anticoagulant sur le poumon
inflammatoire. En effet, ’administration de PCa par voie intraveineuse aprés instillation
pulmonaire de LPS chez I’homme induisait une diminution de la coagulation locale (baisse

des complexes thrombine-AT et du FT soluble dans le LBA) (3).
2.2.2.2) PCa et inflammation

La PC joue un rdle fondamental dans la régulation de I’inflammation. Les capacités de
production de la PC sont limitées dans le poumon mais la PCa est présente dans le liquide de

LBA (105).

L’activation de la PCa est altérée au cours de I’inflammation pulmonaire et cette contre
régulation est dépendante de la TM. En effet, sur un modele d’agression pulmonaire induit
par le LPS chez le rat, I’administration intraveineuse de TM soluble recombinante prévient
I’augmentation de perméabilité vasculaire pulmonaire induite par le LPS (106). Les auteurs
ont montré que la TM recombinante prévenait le trouble de perméabilité via 1’activation de
la PC et que cette action était indépendante de son activité anticoagulante mais dépendante

de sa capacité a inhiber I’activation des leucocytes.

L’inflammation pulmonaire aigué est modifiée par la PCa. La PCa peut prévenir I’agression
pulmonaire sur des modeles expérimentaux d’endotoxinémie. /n vivo, 1’administration de
PCa prévenait le trouble de perméabilité vasculaire pulmonaire induit par l’injection
intraveineuse de LPS chez le rat (107). L’effet était indépendant de la coagulation et la PCa
diminuait Dinfiltration pulmonaire des PNN. In vitro, Grey et al ont montré que
I’administration de PCa sur des cultures cellulaires de monocytes humains diminuait la
production de TNF-a en réponse au LPS, suggérant que la PC avait des effets directs anti-
inflammatoires sur les cellules immunes (108). White et al ont montré par la suite que la
diminution de la production du TNF-a était le résultat de I’inhibition de 1’activation du
facteur de transcription, « nuclear factor-kappa B» (NFkB) (109). La PC peut également
moduler le chémotactisme des PNN et des monocytes par I’interaction avec un récepteur
similaire de ’EPRC. En effet, in vitro, I’administration d’un anticorps bloquant 1’interaction
entre la PCa et ’EPRC diminuait les effets inhibiteurs de la PCa sur la migration de PNN
humains (110).
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La PCa semble exercer son activité anti-inflammatoire indépendamment de ses propriétés
antithrombotiques. Sur un modele de rats cirrhotiques, aprés injection de LPS,
I’administration de PCa prévenait la dysfonction d’organes et améliorait la survie a 12
heures (111). La PCa prévenait la déposition de fibrine dans le foie, les reins et les poumons.
L’cedéme interstitiel et D’infiltration des PNN étaient significativement diminués en
comparaison avec les animaux ayant regu le LPS seul. Le TNF-a plasmatique était diminué
et ’expression des molécules d’adhésion-1 était diminuée dans le foie, les reins mais pas
dans les poumons en dépit d’une amélioration sur le plan histologique. Sur un modéle
d’agression pulmonaire induite par le LPS chez le rat, la PCa (100 pg/kg) mais pas le
DEGR-Xa (un inhibiteur sélectif de la génération de la thrombine) ni le DIP-PAC (PC
inactive) prévenait I’cedéme pulmonaire et I’infiltration des PNN dans le secteur interstitiel
pulmonaire et diminuait la concentration plasmatique de TNF-a (112). De la méme maniere,
I’amélioration de la 1ésion vasculaire ne semblait pas étre en relation avec 1’inhibition de la
génération de thrombine. La PCa ne réduisait pas in vitro la sécrétion d’élastase par les PNN
activés suggérant que la réduction de I’infiltration pulmonaire des PNN n’était pas une
inhibition directe des PNN par la PCa mais secondaire a la diminution de la sécrétion de
TNF-a. De plus, le TNF-a peut augmenter I’expression des sélectines E par les cellules

endothéliales et favoriser 1’adhésion des leucocytes activés.

Les interactions entre la PCa et I’inflammation ont été confirmées sur certaines études
réalisées chez ’homme. Dans une étude portant sur 779 patients présentant une agression
pulmonaire aigué ou un SDRA, les concentrations de PC étaient significativement
diminuées et constituaient un facteur indépendant de mortalité hospitali¢re (113). Wang et al
ont montré que la concentration de I’EPRC soluble au cours de I’agression pulmonaire aigue
¢tait deux fois plus ¢€levée dans le liquide de LBA que dans le plasma, suggérant une
production pulmonaire. In vitro, les cultures cellulaires épithéliales alvéolaires exprimaient
la TM et ’EPRC et pouvaient activer la PC a leurs surfaces cellulaires. La PCa pouvait étre
inhibée par une solution de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL1-f et IFN-y),
soulignant 1’association entre la coagulation et I’inflammation (114). Ces données montrent
ainsi le role central de 1’épithélium alvéolaire dans la modulation de la coagulation

intraalvéolaire.
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2.2.2.3) PCa et endothélium pulmonaire

L’endothélium vasculaire pulmonaire est particulierement sensible a 1’agression induite par
le sepsis, le polytraumatisme ou d’autres situations d’agression systémique. La diminution
de I’activation de la PC a la surface de I’endothélium vasculaire pulmonaire peut contribuer
au développement de thromboses microvasculaires diffuses survenant au cours de
I’agression pulmonaire aigué. In vitro, les études indiquaient que la PCa possédait des effets
anti-inflammatoires et antiapoptotiques sur les cellules endothéliales. Un mécanisme
possible est I’interaction avec I’apoptose endothéliale en bloquant la voie dépendante de la
protéine p53 (115). Esmon et al ont montré que la PCa en combinaison avec son récepteur
membranaire réduisait la translocation nucléaire de NFkB, avec une réduction de la
production de cytokines et de I’expression de molécules d’adhésion a la surface de
I’endothélium (116). Ces données suggerent que la PCa peut prévenir 1’agression vasculaire
pulmonaire induite par le LPS en inhibant la production de TNF-a par les monocytes et non
par ses propriétés anticoagulantes. Enfin, in vitro, la PCa a dose thérapeutique diminuait le
trouble de perméabilité des cellules endothéliales induit par la thrombine et I’'IL1-B. L’effet
¢tait li¢ a des réarrangements du cytosquelette d’actine et myosine via ’activation de la voie

de signalisation du systéme rho/rhokinases (117).
2.2.2.4) TM et agression pulmonaire aigué

La TM a été étudiée dans le poumon ou son expression est réduite au cours du sepsis (118).
La TM peut étre clivée de la surface endothéliale par 1’¢élastase des neutrophiles et circuler
sous forme de TM recombinante soluble (rhs-TM) et activer la PCa. Sur un modé¢le de
thrombo-embolies induites par 1’injection de thrombine chez la souris, I’administration de
TM recombinante réduisait les dépots de fibrine dans les artéres pulmonaires (119). Le
prétraitement par la rhs-TM chez le rat avant l’injection de LPS réduisait I’cedéme
pulmonaire, la formation de microthromboses et ’accumulation de 1’albumine marquée a
I’iode radioactif dans les poumons (120). Uchiba et al ont montré que la rhs-TM prévenait
de I’agression pulmonaire induite par le LPS en favorisant la génération de PCa et non par
un mécanisme lié a I’inhibition de thrombine. La méme équipe a montré que les propriétés

anti-inflammatoires de la rhs-TM étaient corrélées a sa capacité a générer de la PCa (121).

45



L’infiltration leucocytaire et 1’augmentation du trouble de la perméabilité vasculaire ne
pouvaient pas étre prévenues quand la liaison de la rhs-TM a la thrombine était inhibée par
un anticorps monoclonal dirigé contre le site de fixation de la thrombine, avec une réduction
conséquente de la PC (122). Sur un modele murin de glomérulonéphrite et d’hémorragie
alvéolaire induites par le LPS et des anticorps anti-membrane basale glomérulaire, le rhs-
TM en posttraitement était comparé a 1’héparine. Des doses élevées d’héparine (250
Ul/kg/h) et la rhs-TM prévenaient la formation de thrombi et les dépdts de fibrine mais

I’héparine était associée a des hémorragies pulmonaires massives (123).

2.3) La fibrinolyse au cours de I’agression pulmonaire aigué

En situation normale, la formation de fibrine via le FT est contre balancée par sa dégradation
par le systeme du plasminogene. La fibrinolyse est altérée chez les patients présentant une
agression pulmonaire aigué et une fibrose pulmonaire. Des études expérimentales et
humaines ont montré que les concentrations de PAI-1 étaient augmentées dans ces situations
pathologiques. Comme pour le FT et la PC, I’activité de PAI-1 est en étroite relation avec
I’inflammation. In vitro, sur des cultures cellulaires endothéliales, le TNF-o induisait la
production de PAI-1 via Dl’activation de NFkB (124). Les poumons peuvent moduler
I’activité fibrinolytique en réponse a un stimulus inflammatoire. Les macrophages
alvéolaires humains isolés chez des sujets sains exprimaient 1’activité PA et étaient capables
de dégrader une matrice de fibrine en présence de plasminogene (125). Par ailleurs, les
macrophages alvéolaires humains exposés au LPS inhibaient la fibrinolyse par une
augmentation de I’activité de PAI-1 (126). Les études in vivo supportent ces résultats. In
vivo, sur un modele murin, D’instillation intratrachéale de LPS augmentait I’expression
génique de PAI-1 sur les macrophages alvéolaires (127). Sur un modéle murin d’irradiation
pulmonaire, les macrophages alvéolaires isolés présentaient une diminution dose dépendante
de Dl’activité¢ fibrinolytique par un mécanisme dépendant du PA (128). Chez les patients
présentant un SDRA, ’analyse par hydridation in situ de macrophages alvéolaires humains a

objectivé une augmentation de I’ARNm de PAI-1 (126).
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Ainsi ces données suggerent que les poumons ou les macrophages alvéolaires isolés et
exposés a un stimulus inflammatoire, comme le sepsis peuvent diminuer 1 activité
fibrinolytique en diminuant 1’activateur du plasminogeéne et augmentant son inhibiteur, le
PAI-1. Le PA a été utilisé au cours d’un modele 1étal d’agression pulmonaire aigué par
traumatisme chez le cochon (129). Le traumatisme induisait un cedéme alvéolaire
hémorragique. L’administration de PA (urokinase ou t-PA) prévenait de I’hypoxémie et tous
les animaux survivaient sans hémorragie alvéolaire ni infiltration pulmonaire a PNN.
L’endothélium vasculaire pulmonaire se comporte différemment des autres endothéliums
vasculaires dans la modulation du systéme activateur du plaminogene. In vitro, les cellules
endothéliales microvasculaires humaines sécrétait 1’'uPA alors que le tPA était le PA
prédominant sécrété par les cellules endothéliales humaines de la veine ombilicale (130).
Une ¢étude a évalué Dactivité fibrinolytique a partir de cellules endothéliales
microvasculaires de patients présentant un SDRA. Grau et al ont montré que les cellules
endothéliales microvasculaires au cours du SDRA exprimaient de fagon constitutive plus de
PAI-1 que les cellules de sujets contrdles et avaient une diminution marquée du potentiel
fibrinolytique évalué par la mesure du rapport tPA :PAI-1 (131). Cette étude suggére qu’en
conditions de base, I’endothélium vasculaire pulmonaire favorise la fibrinolyse mais
I’équilibre bascule vers un ¢état antifibrinolytique en cas d’agression pulmonaire aigué.
Gunther et al ont comparé¢ le liquide de LBA des patients en ventilation spontanée présentant
une pneumonie a des sujets controles, des patients ventilés pour une pneumonie, des patients
ventilés pour un SDRA et des patients ventilés pour une pneumonie et un SDRA. Les
auteurs ont observé une diminution de I’activité fibrinolytique et une augmentation de I’'uPA
dans tous les groupes comparés au groupe controle et une augmentation de 1’activité du PAI-
1 dans tous les groupes a I’exception des patients en ventilation spontanée présentant une
pneumonie (90). Prabhakaran et al ont mesuré la concentration de I’antigene PAI-1 dans le
liquide de LBA au cours de ’agression pulmonaire aigu€ en comparaison avec les patients
présentant un cedéme pulmonaire aigué hydrostatique (132). Les niveaux de PAI-1 dans le
plasma et le liquide d’cedéme étaient plus élevés plus au cours de I’agression pulmonaire
aigué et étaient corrélés a la mortalité des patients. De plus, les concentrations de PAI-1
¢taient plus élevées dans le liquide d’cedéme que dans le plasma suggérant une source intra-
alvéolaire de PAI-1. D’autres études ont mesuré le PA et le PAI-1 circulants au cours de

I’agression pulmonaire aigué.
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Les patients avec un SDRA et ceux a risque de SDRA avaient des concentrations plus
¢levées de PAI-1 comparées au groupe controle mais les concentrations n’étaient pas
corrélées avec les scores d’agression pulmonaire, la perméabilit¢é pulmonaire
microvasculaire et I’évolution clinique (133, 134). Enfin une derniére étude portant sur 779
patients avec une agression pulmonaire aigué ou un SDRA a montré qu’une concentration
plasmatique ¢levée de PAI-1 constituait un facteur prédictif indépendant de mortalité (113).
Ces données suggerent ’hypotheése que la fibrinolyse dans le poumon joue un rdle plus
important dans le développement et la résolution de I’agression pulmonaire aigué que la
fibrinolyse systémique et illustre la parfaite complexité des interactions entre les facteurs
locaux et systémiques dans I’agression pulmonaire induite par le sepsis. La voie d’activation
extrinséque de la coagulation, de la fibrinolyse et des inhibiteurs naturels de la coagulation

dans le compartiment alvéolaire sont représentés schématiquement sur la figure 6.

3) Interactions entre 1I’inflammatoire et I’hémostase

Durant la réponse inflammatoire, le poumon présente un état pro-coagulant. Inflammation
et coagulation ont des interactions étroites et vont ensemble dans une direction
proinflammatoire et procoagulante. Ces interactions peuvent étre résumées de la manicre

suivante :
Modulation de la coagulation par la réponse inflammatoire :
- L’IL-6 stimule I’expression du FT mais n’a pas d’effet sur la fibrinolyse (135, 136).

- L’injection de TNF-a au volontaire sain induit une fibrinolyse, suivie d’une activation de
la coagulation et d’une inhibition de la fibrinolyse (137). Le TNF-a stimule I’expression du

FT via I’augmentation de la production de I’IL-6 (138).

- Le TNF-a diminue la transcription du géne de la TM et I’expression de cette protéine a la

surface des cellules endothéliales (139).
- Le TNF-a augmente les concentrations de PAI-1 (140).
- Le TNF-a inhibe I’activité de la PCa (141).

- L’IL-1 stimule ’expression du FT et diminue 1’expression de la TM (142).
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- L’¢lastase des PNN diminue 1’activité de la TM par clivage de la molécule (143).

- Les ROS produits par les PNN oxydent les résidus méthionines de la TM et diminuent son

activité (144).

Modulation de la réponse inflammatoire par la coagulation :

- Le complexe TF-FVIla stimule la sécrétion de cytokines proinflammatoires et de

chémokines (145).

- Le complexe FT-FVIla active les PARs qui augmentent 1’expression des molécules

d’adhésion et les I€sions vasculaires induites par les leucocytes (146).
- La fibrine induit la réponse inflammatoire (147).
- L’antithrombine

- Diminution de I’expression de I’intégrine mac-1 : contrdle des liaisons entre les

leucocytes et les plaquettes et/ou I’endothélium (148).
- Stimulation de la PGI; : inhibition de 1’activation plaquettaire (149).

- Inhibition de la voie de signalisation de NFkB : diminution de 1’expression d’IL-

6 et de FT par les monocytes et les cellules endothéliales (150, 151).
-LaPCa

- La diminution de la PCa induit une augmentation d’IL-6, du fait de la perte de

I’inhibition de la sécrétion d’IL-6 (152).
- Inhibition de la voie de signalisation du NFkB monocytaire (153).
- Inhibition du chémotactisme leucocytaire (110).
- Le complexe thrombine-TM
- Prévention de I’activation des PARs.
- Activation du TAFI (carboxypeptidase B).

- Inhibition des bradykinines et de I’anaphylatoxine C5a (vasoactives) (154, 155).
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- Les inhibiteurs naturels de la coagulation, TFPI, AT et PCZ ont des propriétés anti-

inflammatoires.

4) Conséquences de 1’altération de la coagulation

La coagulation normale et 1’équilibre fibrinolytique sont altérés au cours du sepsis et de
I’agression pulmonaire aigué€, favorisant un état procoagulant et antifibrinolytique. Les
conséquences sont l’accumulation délétere de la thrombine et de la fibrine dans la
microcirculation et le risque de favoriser un syndrome de défaillance multiviscérale. Une
stratégie potentielle visant a stopper la formation de fibrine est d’inhiber la formation de
thrombine; une stratégie qui semblait efficace dans plusieurs études chez ’homme (156,
157). Une métaanalyse de ces études montrait une réduction de 22,9% de la mortalité au 30°
jour en faveur du traitement par 1’antithrombine III. Une étude multicentrique, en double
aveugle, randomisée contre placebo a été réalisée au cours du sepsis (158). Dans cette étude,
la mortalité a J28 dans le groupe traité par I’AT III était de 38,9 versus 38,7% dans le groupe
placebo (p=0,94). Les criteres de jugement secondaires comme la survie en réanimation, et
la mortalité au 56° et 90° jour n’étaient pas différents. Malgré les résultats négatifs globaux
de cette ¢tude, I’AT III a montré son efficacité dans un sous groupe de patients ayant un
sepsis sévere et un risque élevé de mortalité, avec une réduction du risque absolu de

mortalité de 6,8% au 56° jour (159).
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Voie extrinseque de la coagulation

Fibrinolyse

Figure 6: représentation schématique de la voie d’activation extrinséque de la coagulation,

de la fibrinolyse et des inhibiteurs naturels de la coagulation dans le compartiment
alvéolaire.

AT: antithrombine ; MA: macrophage alvéolaire, PAI-1 : plasminogen activator inhibitor ; PCa: protéine C activée ; PDF:

produits de dégradation de la fibrine ; TPIF: tissue factor pathway inhibitor ; TM: thrombomoduline ; tPA : ftissue-type

plasminogen activator ; uPA : urokinase-type plasminogen factor.
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C) La résorption de 1’cedéme pulmonaire
1) Introduction

Les mécanismes impliqués dans la régulation du transport actif du sodium et de I’eau par
I’épithélium alvéolaire et des voies aériennes distales du poumon sont une voie de recherche
importante pour la compréhension de 1’équilibre hydrique pulmonaire en condition
physiologique et pathologique. Les études portant sur les capacités de résorption de
I’épithélium alvéolaire distal ont fourni de nouveaux concepts sur la résolution de 1’cedéme
pulmonaire, une situation clinique ayant des conséquences directes dans la physiopathologie

de I’agression pulmonaire aigué.

2) Mécanismes de base de la résorption de I’cedéme pulmonaire

Avant 1982, il n’y avait aucune information concernant la régulation de la balance hydrique
pulmonaire a travers 1’épithélium alvéolaire et des voies aériennes distales sur le poumon
mature. Quelques travaux avaient été réalisés sur les capacités de sécrétion et d’absorption
de liquide alvéolaire sur le poumon feetal et chez le nouveau né (160). En 1982, certaines
¢tudes ont mis en évidence une régulation par un transport actif de sodium de la balance
hydrique pulmonaire (161, 162). Pendant de nombreuses années, il a été généralement admis
que les différences de pressions oncotique et hydrostatique (les forces de 1’équation de
Starling) permettaient 1’élimination de 1’excés de liquide présent dans les alvéoles. Ce
concept a longtemps existé d’une part parce que les études expérimentales évaluant les
mouvements de solutés a travers la barriere alvéolo-capillaire du poumon ont été réalisées a
température ambiante et d’autre part, ces études ont été réalisées sur le chien, une espece
animale connue pour avoir un taux trés bas de transport actif de Na” (163). Ainsi jusqu’au
début des années 80, il n’y avait pas de modele animal satisfaisant pour étudier la résolution
de I’cedéme alvéolaire, I’isolement et la mise en culture des cellules épithéliales alvéolaires
de type II constituaient la seule méthode expérimentale disponible pour I’étude du transport
de Na" (162). Actuellement, sur la base des données in vivo et in vitro, il apparait que le
transport de Na et d’eau a travers 1’épithélium alvéolaire est le principal déterminant pour la
résorption de fluide, donnant au poumon la possibilit¢ d’¢liminer I’cedéme alvéolaire a la
naissance mais aussi au poumon mature la capacité de réabsorber un cedéme pulmonaire au

cours de certaines conditions pathologiques.
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2.1) Transport actif de sodium conduisant a la résorption du liquide

alvéolaire : concept de clairance liquidienne alvéolaire

Le modeéle général du transport de fluide & travers I’épithélium est un transport actif de Na" a
I’origine d’un transport osmotique d’eau. Ce paradigme est probablement correct pour
I’¢élimination du liquide d’cedéme alvéolaire a travers 1’épithélium pulmonaire distal (163).
Les résultats de plusieurs études in vivo ont démontré que les changements de pression
oncotique et hydrostatique ne peuvent étre tenus responsables de 1’élimination de ’excés de
fluide au niveau de 1’espace alvéolaire. De plus, des inhibiteurs pharmacologiques du
transport de Na' peuvent réduire le taux de résorption de fluide dans les poumons sur
différentes especes animales, et sur le poumon humain. Par ailleurs, 1’isolement des cellules
épithéliales alvéolaires a apporté la preuve d’un transport actif de Na' et d’autres ions dans

le poumon (163).
2.2) Surface d’échange pulmonaire pour la résorption de liquide alvéolaire

La contribution précise de chaque unité anatomique de 1’espace aérien distal pour la
résorption de fluide n’est pas clairement établie. L’épithélium des voies aériennes distales
est composé d’unités bronchiolaires et respiratoires terminales contenant des cellules
¢épithéliales polarisées ayant la capacité de transporter le sodium et le chlore, comme les
cellules ciliées de Clara et les cellules cuboides non ciliées. Les alvéoles elles mémes sont
composées d’un épithélium alvéolaire tres mince (0,1-0,2 um) couvrant 99% de la surface
aérienne du poumon et contenant des cellules alvéolaires de type I, minces et squameuses et
des cellules de type II cuboides. Les cellules alvéolaires de type I couvrent 95% de la
surface alvéolaire. En conditions normales, la barriere alvéolo-capillaire constitue une
barricre trés peu perméable aux solutés. L apposition étroite entre 1’épithélium alvéolaire et
I’endothélium vasculaire facilite les échanges gazeux, mais constitue aussi une barriere
serrée pour les mouvements de liquides et de protéines a partir de 1’espace interstitiel et
vasculaire pulmonaire, contribuant a maintenir les alvéoles relativement séches (163).
Toutes les cellules alvéolaires et de I’épithélium des voies aériennes distales contiennent des

transporteurs d’ions et peuvent contribuer au transport de Na" et d’eau.
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2.3) Les cellules alvéolaires de type II

Les cellules les plus étudiées de 1’épithélium alvéolaire distal sont les cellules alvéolaires de
type 11, et cela en grande partie parce que ces cellules peuvent étre facilement isolées a partir
du poumon pour étre étudiées in vitro. Les cellules alvéolaires de type II sont a I’origine de
la sécrétion de surfactant mais aussi du transport vectoriel de Na™ du pole apical vers le pole
baso-latéral de la cellule (164, 165). Le transport actif de Na™ & travers les cellules
alvéolaires de type II est le mécanisme prépondérant pour la résorption de liquide alvéolaire.
Le Na" entre par le pole apical de la cellule épithéliale alvéolaire par des canaux sensibles et
insensibles a I’amiloride. L’amiloride inhibe 40 & 70% du transport épithélial de Na" chez le
mouton, lapin, rat, souris et sur le poumon humain. La relation entre la clairance liquidienne
alvéolaire et le transport de Na" a été également établie par le fait qu’en I’absence de Na' au
niveau de I’espace alvéolaire, la résorption de liquide alvéolaire est complétement abolie
(166). Le canal épithélial de Na" sensible a I’amiloride (ENaC) et participant au mouvement
de Na" a travers la membrane apicale de la cellule, a été cloné et caractérisé en 1994 (167).
Ce canal est une protéine multimérique comportant 3 sous unités a, B et vy, il est distribué
dans de nombreux épithéliums (pulmonaires, rénaux et coliques) et sa présence est
indispensable a la résorption du liquide alvéolaire feetal a la naissance. Ainsi, les souris dont
le géne codant pour la sous-unité o du canal épithélial 2 Na" a été inactivé sont incapables de
résorber le liquide alvéolaire durant la période périnatale, développent une détresse
respiratoire et meurent avant la 40°™ heure (168). Les souris mutées pour la sous unité B ou
vy sont capables de résorber 1I’cedéme alvéolaire mais la résorption est plus lente et les
animaux décedent d’hyperkaliémie. Le systeme de régulation du canal ENacC est complexe
et fait intervenir un 2™ messager 1’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) qui active
la protéine kinase AMPc dépendante (PKA) qui active a son tour des phosphorylases
kinases. Peu de données sont disponibles concernant les canaux épithéliaux a Na'
insensibles a 1’amiloride, leur contribution dans le transport actif de Na’ est fonction de
I’espéce animale étudiée et ils sont représentés par des co-transporteurs Na'-glucose ou Na'-
acide aminé. Le canal cystic fibrosis transmembrane conductance (CFTR) est un canal a CI’
régulé par I’AMPc et exprimé au pole apical des cellules épithéliales alvéolaires et des voies
aériennes. L’activation du canal CFTR augmente le transport actif de Na' sensible a
I’amiloride (169). Par la suite, le Na" est sécrété en échange du K selon un mécanisme actif
par une pompe Na',K -adénosine triphosphatase (Na",K -ATPase) du pdle baso-latéral de la

surface cellulaire vers le secteur interstitiel du poumon.
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La pompe Na',K'-ATPase est une protéine hétérodimérique constituée d’une sous unité a
catalytique, site de fixation d’un inhibiteur (ouabaine) et d’une sous unité B glycosylée et
régulatrice. Ce transport transépithélial de Na™ génére un gradient osmotique & 1’origine d’un
mouvement passif d’eau du podle apical de I’épithélium (espace alvéolaire) au pole baso-
latéral par une voie paracellulaire et par des canaux aqueux de la famille des aquaporines
(AQP). Cependant, la présence de ces canaux aqueux n’est pas essentielle pour le transport
¢épithélial alvéolaire maximal dans le poumon. En effet, les souris knockout pour les AQP
1,4 et 5 gardent les mémes capacités de résorption de 1’cedéme pulmonaire a la période
périnatale et au cours des cedémes pulmonaires expérimentaux induits par 1’exposition a
I’hyperoxie, 1’administration d’a-naphthylthiourée (ANTU) et I’instillation intratrachéale
d’acide chlorhydrique (170). La représentation schématique des mouvements de Na' et

d’eau au niveau de I’épithélium pulmonaire distal est résumée sur la figure 1.

Alvéole
Hypophase
Hypophase Amiloride
PII H,0 ? CFTR?’i;T .
o /‘ﬂ%we{ﬁﬁ
alveolaire Na Glu T
Pl Pl
K+
Na,K-ATPase
H,0 NG+ k+ CIFCI K Nar

. Ouabaine
Interstitium

Capillaire pulmonaire

Figure 1: représentation schématique des mouvements de Na' et d’eau au niveau de

l’épithélium pulmonaire distal. p1: pneumocytes de type L. ; PII : pneumocytes de type 11 ; AQP : aquaporine ;

ENaC : canal épithélial sodique sensible a I’amiloride.
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2.4) Les cellules alvéolaires de type I

Certaines équipes de recherche ont souligné le role potentiel des cellules alvéolaires de type
I dans le transport vectoriel de Na”. Sur la base d’études portant sur I’isolement de cellules
de type I, il a ét¢ montré que ces cellules posseédent une haute perméabilité osmotique a I’eau
et expriment ’AQP 5 a leurs surfaces apicales (171). Des études récentes in vitro ont
également rapporté la présence de la sous unité ol et 02 de la pompe Na", K -ATPase sur les

cellules de type 1 (172).
2.5) Etudes in vivo pour le transport actif de sodium

La premiére preuve in vivo d’un transport actif de sodium permettant la résorption du liquide
d’cedéme alvéolaire par 1’épithélium pulmonaire distal d’un poumon mature a été apportée
par les études réalisées sur des moutons anesthésiés et ventilés, en instillant dans les alvéoles
une solution iso-osmolaire de sodium et d’eau (161). Dans ces études, la concentration
initiale de protéines instillée dans les alvéoles est la méme que la concentration plasmatique.
Aprées quatre heures, la concentration de protéines dans les voies aériennes augmente de 6,5
g/100 ml a 8,4 g/100 ml, alors que la concentration plasmatique demeure inchangée. Sur des
modeles de moutons en ventilation spontanée, les concentrations protéiques alvéolaires
atteignent des niveaux trés importants. A la 12 et 24 “™ heure, la concentration alvéolaire en
protéines augmente respectivement a 10,2 et 12,9 g/100 ml (173). Cette augmentation de la
concentration en protéines est associée a une augmentation de la pression oncotique dans les
espaces aériens distaux de 25 a 65 cm H,O (163). La concentration protéique dans le
systéme lymphatique drainant I’interstitium pulmonaire diminue, mettant ainsi en évidence
que seul le liquide alvéolaire sans les protéines est réabsorbé de 1’espace aérien distal vers
I’interstitium pulmonaire (161). Les études morphologiques ont mis en évidence que le
liquide interstitiel pulmonaire ne contient pas de bleu d’Evans, un colorant marquant les
protéines instillées dans les alvéoles (163). Ces données, notamment une augmentation de la
pression osmotique des protéines dans les alvéoles en moyenne a 40 cm H,0, valeur bien
plus importante que celle du secteur vasculaire et interstitiel pulmonaire ont suggéré un
mécanisme actif de transport ionique a I’origine de la résorption de liquide présent dans les
alvéoles. D’autre part, si un transport actif ionique était impliqué dans 1’élimination du
liquide d’cedéme, alors la résorption de fluide devrait étre dépendante de la température. Sur
le modele de poumon perfusé in situ, le taux de liquide éliminé de 1’alvéole diminue

progressivement alors que la température corporelle baisse de 37 a 18°C (174).

56



Des résultats similaires ont été retrouvés sur des modeles de poumons de rats perfusés (175)
et ex vivo sur des poumons humains (176), ou I’hypothermie inhibait le transport de sodium
et de fluide. L utilisation de I’amiloride, un inhibiteur de la fixation du Na" au pole apical
des cellules alvéolaires a également apporté d’autres preuves de I’existence d’un transport
ionique actif. L’amiloride inhibe 40 a 70% de la clairance liquidienne de base chez les
moutons, lapins, rats, cochons d’Inde, souris et sur les poumons humains. L’inhibition de la
pompe Na",K'-ATPase par ’ouabaine a également permis d’explorer plus précisément le
role du transport ionique actif. Sur un modele de poumon isolé de rats, I’ouabaine inhibe

plus de 90% de la clairance liquidienne (163).

2.6) Régulation de la clairance liquidienne alvéolaire dépendante des

catécholamines

La régulation dépendante des catécholamines est le mécanisme de stimulation le plus étudié
pour le transport épithélial de Na'. De nombreux travaux expérimentaux ont suivi 1’étude
initiale de Goodman et al qui montrait que les B-agonistes pouvaient stimuler le transport
actif trans-épithélial de Na" sur des cellules épithéliales alvéolaires de rats (177). Sur des
animaux nouveaux nés, la sécrétion de catécholamines endogeénes, en particulier
I’épinéphrine, stimule la résorption de liquide pulmonaire foetal a partir des espaces aériens
distaux du poumon (160, 178). Sur la plupart des espéces mammiferes adultes, en particulier
ex vivo sur le poumon humain, la stimulation des P, récepteurs par le salmétérol, la
terbutaline, ou 1’épinéphrine augmente la clairance liquidienne alvéolaire (179, 180). Cette
stimulation apparait rapidement aprés 1’administration intraveineuse d’épinéphrine ou
I’instillation intraalvéolaire de terbutaline ; 1’effet passe par des mécanismes dépendants de
I’AMPc et cette stimulation de clairance liquidienne alvéolaire est inhibée par le
propranolol, un antagoniste non spécifique des P récepteurs (181). Bien que la stimulation
des récepteurs B puisse augmenter le transport alvéolaire actif de Na', les études réalisées
sur les souris mutées et déficientes pour les récepteurs B, adrénergiques suggerent que les
récepteurs P-adrénergiques sont responsables de la majeure partie de la stimulation de
clairance liquidienne alvéolaire (182). L’augmentation de la clairance liquidienne induite par
les Pr-agonistes peut étre prévenue par I’amiloride, indiquant que cette stimulation passe

aussi par une augmentation du transport trans-épithélial de Na' (179, 183).
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De la méme manicre, les études réalisées sur les poumons humains perfusés ont démontré
que les agonistes B-adrénergiques augmentent la clairance liquidienne alvéolaire et cette
stimulation peut étre inhibée par le propranolol ou I’amiloride (176, 180). Laffon et al ont
montré que ’administration intraveineuse de lidocaine, un inhibiteur du canal sodique
diminuait la clairance liquidienne alvéolaire basale de 50%, I’effet était réversible apres
I’administration de terbutaline (184). Les mécanismes proposés pour la stimulation du
transport de Na™ a travers 1’épithélium alvéolaire comportent une augmentation de la
phosphorylation de la sous unité o de la pompe a Na', ’augmentation du nombre et de la
probabilité d’ouverture du canal ENaC (185), I’augmentation de I’expression du géne codant
pour la sous unité o du canal ENaC et la sous unité o, de la pompe Na',K'-ATPase (186) et
I’augmentation du transport du canal ENaC du cytoplasme a la membrane cellulaire (187).
Ces données sont particulierement importantes car ’utilisation thérapeutique de B-agonistes

chez certains patients pourrait accélérer la résolution de I’cedéme alvéolaire.

2.7) Role potentiel du canal CFTR dans la régulation de la clairance

liquidienne alvéolaire dépendante de I’AMPc

Certaines ¢tudes ont rapporté le role du canal CFTR présent dans les voies aériennes dans la
régulation du canal ENaC (188). Une stimulation indirecte du mouvement transépithélial de
sodium a été mise en évidence lors de la stimulation de CFTR en présence de P,-agonistes
ou d’AMPc (189, 190). Ces données soulignent le role essentiel du CI” sur le mouvement
transépithélial de Na' impliqué dans la régulation de la clairance liquidienne alvéolaire,
d’autant plus que le canal CFTR est distribué¢ au niveau de 1’épithélium distal pulmonaire et
alvéolaire sur les poumons humains (191). Par ailleurs, la stimulation de la clairance
liquidienne alvéolaire par les f,-adrénergiques est abolie sur des souris mutées déficientes
pour le canal CFTR et in situ sur les poumons de souris sauvages instillés avec le
glibenclamide, un inhibiteur non spécifique des canaux CI” et K (192). Le mécanisme de
régulation du canal ENaC par la prot¢éine CFTR pourrait impliquer des protéines du

cytosquelette ou faire intervenir une interaction directe entre les deux protéines (188).
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2.8) Régulation de la clairance liquidienne alvéolaire indépendante des

catécholamines

Les facteurs hormonaux, comme les glucocorticoides peuvent stimuler la clairance
liquidienne alvéolaire par des mécanismes post-transcriptionnels, alors que les hormones
thyroidiennes semblent intervenir sur des mécanismes de régulation post-traductionnels
(193). Certains facteurs de croissance interviennent par des effets post-transcriptionnels mais
peuvent aussi avoir un effet direct membranaire en augmentant le nombre de cellules
alvéolaires de type II. Le Keratinocyte growth factor (KGF) peut augmenter la clairance
liquidienne alvéolaire, principalement en stimulant la prolifération de pneumocytes de type
IT (194). Le Transforming growth factor-a (TGF-0) peut augmenter la clairance liquidienne
alvéolaire sur des rats anesthésiés, par un mécanisme impliquant la voie des tyrosines
kinases (195). D’autres parts, des facteurs pro-inflammatoires, comme le tumor necrosis
factor a (TNF-0) et les leucotriénes D4 peuvent stimuler la fixation de Na' et donc le
transport de fluide (196). Les serine protéases peuvent réguler le canal ENac et augmenter la
clairance liquidienne a travers 1’épithélium distal des voies aériennes (197). Des agents
vasoactifs comme la dopamine peuvent augmenter la clairance liquidienne alvéolaire chez le
rat (198) en stimulant les récepteurs dopaminergiques D1, avec translocation de la pompe
Na" du compartiment intracellulaire endosomal au pdle baso-latéral des pneumocytes de
type II alors que la dobutamine stimule les récepteurs P2-adrénergiques (199). L’insuline
peut augmenter le transport de Na' & travers les cultures de pneumocytes de type II en

augmentant la probabilité d’ouverture du canal ENaC (200).

2.9) Role de I’environnement lipidique dans la fonction de la pompe

Na',K"-ATPase

Le rdle des acides gras poly-insaturés (AGPI) a déja été évoqué a plusieurs reprises dans la
littérature. Wu et al ont étudi¢ 1’influence de la composition lipidique des membranes sur
I’activité de la pompe Na" (201). En utilisant des pompes issues de bovins ou de crocodiles
(hervivores, carnivores) et en inversant les environnements lipidiques, les auteurs ont montré
qu’un environnement riche en AGPI de la série oméga 3 améliorait de fagon significative
I’activité de la pompe Na",K'-ATPase comparée a une ambiance riche en AGPI de la série
oméga 6. Ces résultats suggérent que les lipides de membranes et leurs dérivés jouent un

role important dans I’activité de la pompe sodium.
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In vivo, dans un modele de pneumonie chronique a P. aeruginosa chez la souris, nous avons
mis en évidence une amélioration significative de la clairance alvéolaire au 4éme jour apres
le challenge bactérien dans le groupe d’animaux bénéficiant d’une dicte enrichie en AGPI de
la série oméga 3 (202). Dans cette étude nous montrons aussi des modifications majeures de
la composition membranaire en lipides entre les différentes dietes. L’ensemble de ces
données obtenues in vitro et in vivo sont en accord avec la théorie de pace maker
membranaire développé par Hubert et al (203, 204). Les conséquences et éventuels

débouchés thérapeutiques restent a explorer.

3) Transport liquidien alvéolaire en conditions pathologiques

L’étude des propriétés de transport de Na' et d’eau par 1’épithélium alvéolaire est une voie
de recherche importante. La clairance liquidienne alvéolaire peut étre mesurée sur des
modeles expérimentaux animaux simulant des conditions pathologiques cliniques et sur des
patients bénéficiant d’une ventilation mécanique pour une détresse respiratoire a partir du

liquide d’cedéme pulmonaire.
3.1) Etudes expérimentales

De nombreux mode¢les expérimentaux d’agression pulmonaire aigue ont été¢ établis pour
étudier les mécanismes de résorption de I’cedéme pulmonaire. Sur certains modeles, une

stimulation du transport de Na" et de fluide est observée.
3.1.1) Infection bactérienne et médiateurs pro-inflammatoires

Les effets de I’injection intra-vasculaire d’endotoxine et de bactéries sur la perméabilité
vasculaire pulmonaire ont été caractérisés chez le mouton il y a de nombreuses années (205,
206). L’injection intravasculaire d’endotoxine chez le mouton augmente la perméabilité
endothéliale pulmonaire avec une ¢lévation du débit lymphatique pulmonaire sans
changement de la perméabilité épithéliale aux protéines et de la capacité de résorption de cet
épithélium. Ces expériences ont été réalisées a 4 et 24 heures, et sur certains animaux,
I’endotoxine a été administrée par voies intravasculaire et intraalvéolaire. Dans tous les cas,
la barriere épithéliale demeurait intacte et gardait ses capacités normales de résorption de

liquide alvéolaire.
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Il apparait donc que 1’épithélium alvéolaire est bien plus résistant a 1’agression induite par
I’injection d’endotoxine que 1’endothélium vasculaire pulmonaire. Cependant, lorsque des
concentrations élevées de bactéries vivantes sont utilisées (Pseudomonas aeruginosa) chez
le mouton, les perméabilités endothéliales et épithéliales pulmonaires aux protéines
augmentent (19). Les animaux présentent une inondation alvéolaire et leurs capacités a
résorber le liquide d’cedéme alvéolaire sont altérées, et ce de facon similaire aux patients qui
développent un cedéme pulmonaire 1ésionnel au cours d’un choc septique. Ainsi, a I’inverse
de I’injection intraalvéolaire d’endotoxine, I’administration de bactéries vivantes dans les
espaces aériens distaux peut augmenter la perméabilité épithéliale aux protéines et diminuer
les capacités de transport de fluide chez le mouton (19). Des travaux ultérieurs ont montré
que dans I’état de choc septique induit par I’injection de bactéries vivantes (183), dans 1’état
de choc hémorragique chez le rat (207) mais aussi au cours de la phase aigué de 1’cedéme
pulmonaire neurogeéne (208), la concentration plasmatique en épinéphrine augmente
remarquablement. Cette augmentation plasmatique peut stimuler les capacités de transport
de fluide de I’épithélium alvéolaire. Au cours du choc septique a P. aeruginosa chez le rat,
la clairance liquidienne alvéolaire augmente de prés de 100 % par rapport aux animaux
contrbles (183). Cette stimulation de clairance est inhibée par I’instillation intraalvéolaire
d’amiloride (10* M) ou de propranolol (10 M), démontrant ainsi que cet effet dépend
d’une stimulation adrénergique du transport transépithélial de Na'. Ainsi, il est possible qu’a
court terme, cette stimulation de la clairance liquidienne alvéolaire protege de 1’inondation
alvéolaire lorsque la perméabilité vasculaire pulmonaire augmente et que le liquide
d’cedéme s’accumule dans le secteur interstitiel. D’autres études ont caractérisé les facteurs
de virulence a 1’origine de I’agression épithéliale. L’exoenzyme S et la phospholipase C
induisent une agression de la barriére épithéliale au cours de la pneumonie a P. aeruginosa
chez le lapin avec une diminution du transport vectoriel de Na" (209). L’immunisation
passive et active contre certains déterminants de P. aeruginosa peut prévenir de 1’agression
épithéliale chez le mouton (210) et la souris (211). L’infection expérimentale pulmonaire a
Mycoplasma chez la souris inhibe I’expression membranaire du canal ENaC et la clairance
liquidienne alvéolaire par des mécanismes dépendant des especes réactives de I’oxygene et
de I’azote (212). La nitration et 1’oxydation des protéines semblent donc étre un élément
important pour le transport épithélial de fluide. D’autres études soulignent le rdle des

cytokines sur le transport épithélial alvéolaire de fluide.

61



L’instillation intraalvéolaire d’exotoxine A de Pseudomonas aeruginosa (213) ou
d’endotoxine d’Escherichia coli chez le rat (214), peut stimuler la clairance liquidienne
alvéolaire par un mécanisme indépendant des catécholamines. L’instillation intraalvéolaire
d’un anticorps monoclonal anti tumor necrosis factor-o. (TNT-a) inhibe 1’augmentation de la
clairance liquidienne alvéolaire survenant a 24 heures d’une pneumonie a Pseudomonas
aeruginosa chez le rat (215). Le mécanisme d’action du TNF-a sur la stimulation de la
clairance liquidienne alvéolaire n’est pas clairement établi mais il est probable qu’il ne
s’agisse pas d’un effet direct sur le transport de Na" puisque le TNF-o diminue ce transport
sur les cellules épithéliales alvéolaires (216). Cependant, Fukuda et al ont montré chez le rat
que les différents domaines du TNF-a peuvent avoir des effets opposés. L’interaction du
TNF-a et de son récepteur induit une inflammation et une augmentation de la perméabilité
pulmonaire alors que le domaine lectine du TNF-a active directement le canal ENaC et
stimule la clairance liquidienne alvéolaire (217). Ces données expérimentales suggerent que
lorsque I’épithélium alvéolaire reste intact et fonctionnel, la clairance liquidienne alvéolaire
peut étre stimulée, méme lorsqu’il existe un cedéme interstitiel pulmonaire ou un cedéme
alvéolaire modéré. Par contre, lorsque 1’agression pulmonaire est plus sévere, une
augmentation de la perméabilité para-cellulaire aux protéines signifie des Iésions
importantes de [’épithélium alvéolaire et donc une perte conséquente des capacités de

transport de Na' et d’eau par les cellules épithéliales alvéolaires.

A Tinverse, certaines situations pathologiques sont associées a une diminution de la

clairance liquidienne alvéolaire.
3.1.2) L’hypoxie

L’hypoxie est une caractéristique fréquente au cours de I’agression pulmonaire aigué.
L’exposition expérimentale a 1’hypoxie (1,5-14% O, pendant 2 heures) augmente la
perméabilit¢ de la barricre alvéolo-capillaire sur les poumons isolés de rats ventilés et
perfusés (218), inhibe le transport transépithelial de Na' in vitro sur les pneumocytes de type
IT (219) mais aussi ex vivo sur des poumons humains (176). L’exposition pendant 48 heures
a I’hypoxie diminue in vivo la clairance liquidienne alvéolaire et I’activit¢ de la pompe
Na" K"-ATPase chez le rat (220). Un travail in vivo a montré que I’hypoxie diminue de 50%
la clairance liquidienne alvéolaire chez le rat alors que 1’expression de la sous unité o du

canal ENaC est modérément augmentée (221).
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De fagon intéressante, la terbutaline stimule la clairance liquidienne alvéolaire, laissant
suggérer par Snyder et al que I’augmentation de I’AMPc favorise ’insertion du canal ENaC

au niveau de la membrane cellulaire des pneumocytes de type II (187).
3.1.3) La ventilation mécanique

La ventilation mécanique avec un volume courant ¢levé peut également altérer les capacités
pulmonaires de résorption de 1’cedéme alvéolaire. La ventilation mécanique chez le rat (Vt a
40 ml/kg, pression de pic a 35 cmH,O pendant 40 minutes) diminue 1’activité de la pompe
Na",K'-ATPase et le transport actif de Na' (222). La ventilation mécanique peut aussi
aggraver des lésions pulmonaires préexistantes. Frank et al ont montré que la ventilation
mécanique avec un volume courant a 3 ml/kg chez le rat préserve les capacités normales de
transport de fluide au cours de 1’agression pulmonaire induite par I’instillation intratrachéale
d’acide chlorhydrique (223). La ventilation mécanique avec un volume courant élevé (Vt a
30 ml/kg pendant une heure chez le rat) diminue de fagon significative et transitoire la
clairance liquidienne alvéolaire de base. Par contre, la clairance liquidienne dépendante de
I’AMPc reste altérée jusqu’a 3 heures et est associée a une augmentation de I’expression
pulmonaire de 1’oxyde nitrique synthase inductible et de la production pulmonaire de nitrites
(224). La déplétion en macrophages alvéolaires chez le rat par une solution liposomale
intratrachéale diminue in vivo 1’cedéme pulmonaire induit par la ventilation mécanique a
haut volume courant et in vitro la production de nitrites (225). Ces données suggerent que la
libération d’oxyde nitrique par les macrophages alvéolaires peut inhiber le transport de Na"
au cours de 1’agression pulmonaire induite par la ventilation mécanique. Ainsi, la ventilation
mécanique avec un volume courant élevé favorise la formation d’un cedéme alvéolaire mais

altére également les capacités de résorption.
3.1.4) La coagulation

L’¢étude de la coagulation est d’un grand intérét dans la pathogénese et le traitement de
I’cedéme pulmonaire lésionnel. Un travail de Vasdasz et al a montré sur un modele de
poumons isolés ventilés et perfusés chez le lapin que I’administration de thrombine dans le
secteur vasculaire altére la clairance liquidienne alvéolaire. Ainsi la thrombine peut a la fois
augmenter la perméabilité vasculaire pulmonaire et inhiber la réabsorption de liquide
alvéolaire, par un phénoméne d’endocytose de la pompe Na’ K -ATPase (226). Les voies de

la régulation de la clairance liquidienne alvéolaire sont rapportées sur le tableau I.
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Tableau | : voies de la régulation de la clairance liquidienne alvéolaire.

Stimulation Inhibition

Catécholamines et agonistes B-adrénergiques | Dérivés oxydatifs de I’O, et du NO

Dopamine Anesthésiques halogénés
Corticostéroides et minéralocorticoides Lidocaine

Hormones thyroidiennes Hypoxie

Tumor necrosis factor-o Facteur natriurétique
Keratinocyte growth factor Transforming growth factor-f3

Transforming growth factor-a
Epidermal growth factor

Leukotriene D4

3.1.5) Effet de la stimulation pharmacologique de la clairance
liquidienne alvéolaire sur les modeles expérimentaux d’agression

pulmonaire aigué :

Certains mécanismes peuvent stimuler les capacités de résorption de I’épithélium alvéolaire
distal. Cependant, cette stimulation peut étre insuffisante pour contre balancer I’inondation
alvéolaire. Les capacités de résorption de 1’cedéme pulmonaire sont indissociables de la
sévérité de la 1ésion de la barriere alvéolo-capillaire. Il apparait donc que les traitements
visant a stimuler les capacités de résorption de 1’épithélium alvéolaire sont aussi importants

que ceux visant a limiter 1’agression endothéliale pulmonaire et épithéliale alvéolaire.

Les PBr-agonistes constituent une thérapeutique intéressante car ils sont couramment utilisés
en pratique clinique et ils présentent peu d’effets indésirables, méme chez les patients

hospitalisés en réanimation.
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Ils stimulent la clairance liquidienne alvéolaire, peuvent réduire le trouble de perméabilité
vasculaire pulmonaire sur le modele de poumons isolés de rats et ont également un effet sur
la sécrétion de surfactant et un effet anti-inflammatoire (227). De nombreuses données
expérimentales sont disponibles sur la stimulation de clairance liquidienne alvéolaire sur des
modeles d’cedéme pulmonaire cardiogénique et Iésionnel. Les ,-agonistes peuvent favoriser
la résolution de I’cedéme pulmonaire et améliorer 1’oxygénation au cours de 1’cedéme
pulmonaire hydrostatique chez le rat et le mouton (228). Les P,-agonistes augmentent la
clairance liquidienne alvéolaire sur de nombreux modeles expérimentaux d’agression
pulmonaire, comme 1’exposition a I’hyperoxie, ils restaurent les capacités de résorption de
I’cedéme pulmonaire au cours de 1’agression induite par la ventilation mécanique. La
colchicine, en modifiant le trafic intracellulaire des microtubulles inhibe cet effet (163). Au
cours de I’cedéme pulmonaire 1ésionnel induit par ’instillation d’acide chlorhydrique chez le
rat, I’administration intra-alvéolaire de salmétérol (10° M) diminue 1’cedéme pulmonaire en
réduisant a la fois le trouble de perméabilité endothéliale pulmonaire et en stimulant la
clairance liquidienne alvéolaire (74). La surexpression génique de récepteurs B, sur des
souris transgéniques augmente la clairance liquidienne alvéolaire de 40% (229). Le transfert
de B, récepteurs par un adénovirus sur I’épithélium alvéolaire sur des rats et des souris
normales augmente la clairance liquidienne alvéolaire en stimulant I’expression et ’activité

du canal ENaC et de la pompe Na',K -ATPase sur le poumon distal (182).

Puisque 1’agression pulmonaire aigué peut étre responsable de la mise a nu de 1’épithélium
alvéolaire, une autre approche pharmacologique est de favoriser la réparation de la barriere
alvéolaire. L’instillation intratrachéale de facteur de croissance comme le KGF chez le rat
avant I’agression pulmonaire par les radiations, la bléomycine, I’ANTU, I’hyperoxie et
I’instillation d’acide chlorhydrique diminue la sévérit¢ de I’agression pulmonaire et la
mortalité. L’effet maximal apparait 48 ou 72 heures aprés I’administration et la stimulation
de la clairance liquidienne alvéolaire persiste plusieurs jours. La combinaison du KGF et des
Br-agonistes a un effet additif sur la stimulation des capacités de résorption de I’cedéme

alvéolaire (163).
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3.1.6) La thérapie génique

Différentes ¢études ont montré que la clairance liquidienne alvéolaire était corrélée a
I’activité de la pompe Na"K'-ATPase & la fois sur les poumons normaux et 1ésés. La
surexpression de la sous unité ; ou a; par transfection de geéne par un adénovirus augmente
I’expression et la fonction de la pompe a Na* sur le poumon de rat adulte. L utilisation de
cette technique en prétraitement augmente la survie des rats exposés a 1’hyperoxie et a
I’ANTU. Le transfert de génes et la surexpression génique sur des animaux transgéniques
ont été aussi réalisés pour les récepteurs Pr-adrénergiques. Cette technique a montré une
stimulation de la clairance liquidienne alvéolaire en augmentant la sensibilité aux

catécholamines sur des poumons normaux de rats et de souris (230).

3.2) Etudes cliniques

Deux propriétés de la barricre épithéliale peuvent étre évaluées cliniquement. Premi¢rement,
la barriére épithéliale étant normalement imperméable aux protéines, le rapport de la
concentration protéique entre le liquide d’cedéme alvéolaire et le secteur plasmatique est un
bon index de perméabilité épithéliale (231). Deuxiémement, les mesures séquentielles de
concentration protéique dans le liquide d’cedéme alvéolaire permettent d’évaluer les
capacités de résorption de 1’épithélium alvéolaire. Les études cliniques évaluant la clairance
liquidienne alvéolaire ont été réalisées sur des patients intubés, bénéficiant d’une ventilation
mécanique, en mesurant sur des prélévements séquentiels la concentration totale en
protéines sur le liquide non dilué¢ d’cedéme pulmonaire. Cette procédure clinique a été
validée chez les patients en démontrant la relation entre la clairance liquidienne et
I’amélioration de 1I’oxygénation et de la radiographie de thorax (231, 232). Cette méthode a
¢galement montré que la résorption du liquide alvéolaire survenait trés tot, dans les
premiéres heures suivant I’intubation et I’initiation de la ventilation mécanique chez les

patients présentant un cedéme pulmonaire hydrostatique ou 1ésionnel (232, 233).
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3.2.1) Résolution de I’cedéme pulmonaire hydrostatique

Sur 65 patients présentant un cedéme pulmonaire hydrostatique associ¢ a une dysfonction
ventriculaire gauche, 75 % avaient une clairance liquidienne alvéolaire intacte. Le taux de
résorption de 1’cedéme alvéolaire était maximal (> 14%/h) pour 38% des patients et
submaximal (3-14%/h) pour 37%. Les patients ayant des capacités de résorption de 1’cedéme
pulmonaire préservées ont 1’amélioration la plus importante de 1’oxygénation a la 24"
heure, la durée de ventilation mécanique a tendance a étre plus courte et la mortalité
hospitaliére plus basse (232). Le groupe de patients avec un cedéme pulmonaire
hydrostatique constitue aussi un groupe contréle utile pour les études cliniques en

comparaison avec les patients présentant un cedéme lésionnel.
3.2.2) Résolution de I’cedéme pulmonaire l1ésionnel

La phase aigue du syndrome de détresse respiratoire aigue est marquée par une
augmentation de la perméabilité de la barriere alvéolo-capillaire et par ’afflux d’un liquide
d’cedéme riche en protéines dans les espaces aériens (234). La majorité des patients ayant
une agression pulmonaire aigué et un cedéme lésionnel présentent une altération du transport
de fluide de I’épithélium alvéolaire. Sur 79 patients présentant un cedéme pulmonaire
Iésionnel, seulement 13 % ont un taux de clairance liquidienne alvéolaire maximal et plus de
50% ont une altération des capacités de résorption de I’cedéme. Pour ces patients, 1’altération
du transport de fluide est associée a une détresse respiratoire plus prolongée et une mortalité
plus €levée. A I’inverse, les patients ayant conservé leurs capacités de résorption de I’cedéme
pulmonaire ont un taux de survie plus important (231-233). La mortalité hospitalicre était de
20% pour les patients présentant une stimulation maximale de clairance liquidienne
alvéolaire contre 62% pour les patients présentant une altération des capacités de résorption.
Ces résultats suggerent qu’un épithélium alvéolaire fonctionnel est associé¢ a un meilleur
pronostic pour les patients présentant une agression pulmonaire aigu€. De la méme maniére,
ces résultats supportent I’hypothése que le degré de I’agression de I’épithélium alvéolaire est
un déterminant majeur sur 1I’évolution des patients présentant un cedéme Iésionnel consécutif

a une agression pulmonaire aigué.
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Les capacités de résorption de 1’épithélium alvéolaire peuvent étre conservées chez les
patients présentant un ocedéme pulmonaire secondaire a 1’ischémie reperfusion apres
transplantation pulmonaire, confirmant une nouvelle fois que 1’épithélium alvéolaire peut
étre intact et fonctionnel méme en présence d’une agression pulmonaire cliniquement
sévere. L’existence d’une clairance liquidienne alvéolaire normale était corrélée a des
Iésions histologiques moins séveres, une résolution plus rapide de I’hypoxémie et des
infiltrats pulmonaires a la radiographie de thorax et une tendance plus courte par la durée de

ventilation mécanique et de sé¢jour en réanimation (235).

3.2.3) Stimulation pharmacologique de la clairance liquidienne

alvéolaire

Peu d’¢tudes cliniques sont disponibles sur la stimulation du transport transépithélial,
comme traitement de I’cedéme pulmonaire. Sartori et al ont montré dans une étude
randomisée en double aveugle contre placebo que I’inhalation prophylactique de salmétérol
(125 pg/12 heures) diminue I’incidence de I’cedéme pulmonaire de haute altitude de plus de
50 % chez les patients a risque de développer cette pathologie (83). L’administration
d’albutérol par aérosol aux posologies habituelles chez des patients présentant une détresse
respiratoire aigu€ et bénéficiant d’une intubation et d’une ventilation mécanique permet
d’obtenir des concentrations thérapeutiques de [,-agonistes dans le liquide d’cedeme
pulmonaire (236). Une étude récente randomisée et monocentrique contre placebo réalisée
sur 40 patients présentant une agression pulmonaire aigu€ a montré que I’administration
intraveineuse de salbutamol (15 pg/kg/h) diminuait I’eau extravasculaire pulmonaire en
comparaison avec le groupe de patients traité par placebo (237). Cette étude n’avait
cependant pas la puissance nécessaire pour mettre en évidence un effet bénéfique sur la

mortalité.

Les P,-agonistes semblent donc étre une thérapeutique efficace chez les patients présentant
un cedéme pulmonaire 1ésionnel, cependant il existe plusieurs limites. D’une part, les 1ésions
de I’épithélium alvéolaire peuvent €tre trop séveres chez certains patients pour répondre a la
stimulation [,-adrénergique. D’autre part, certaines conditions pathologiques peuvent
également limiter leur action. Lors d’une augmentation de pression dans les cavités
cardiaques gauches, le facteur natriurétique peut inhiber la stimulation B,-adrénergique sur

la clairance liquidienne alvéolaire (238).
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Au cours du choc hémorragique prolongé, la production de dérivés oxydatifs inhibe la
réponse de I’épithélium alvéolaire aux P,-agonistes et I’AMPc ne stimule plus la clairance
liquidienne alvéolaire (207). Dans les situations pathologiques impliquant une altération de
la clairance liquidienne alvéolaire dépendante des dérivés oxydatifs, un traitement visant a
inhiber I’oxyde nitrique synthase inductible et anti-oxydant par N-acétylcystéine pourrait
étre utilisé afin de restaurer le transport actif de Na' sensible aux B-agonistes. Par ailleurs,
les changements dans 1’activité et dans 1’expression des mécanismes de transport ionique
peuvent modifier les effets de la B,-stimulation, notamment du fait de 1’interdépendance
entre le canal CFTR et des récepteurs B-adrénergiques dans la régulation du transport actif
alvéolaire de Na'. La transfection du géne du canal CFTR par un adénovirus recombinant
augmente le transport actif de Na' et la clairance liquidienne alvéolaire de 92% par rapport
aux animaux contrdles (239). Cependant, il est possible qu’en modifiant 1’expression des
canaux ioniques, la réponse a la PB,-stimulation puisse étre restaurée. Par exemple, un
traitement par glucocorticoides peut inhiber les effets du TNF-a sur 1’expression du canal
ENaC et restaurer un transport de fluide normal a travers 1I’épithélium alvéolaire (240). Une
autre limite potentielle théorique des P,-agonistes est la désensibilisation des récepteurs.
L’administration continue de [-agonistes peut altérer la stimulation de la clairance
liquidienne alvéolaire seulement si un B-agoniste non spécifique (isoprotérénol) ou lorsque
des doses ¢levées de Br-agonistes sont utilisées. Cette désensibilisation est liée a la réduction
de la densité des récepteurs membranaires et des modifications intracellulaires dans la

transmission du signal (163).
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Le but de ce travail était de moduler 1’équilibre hydrique pulmonaire au cours de 1’agression
pulmonaire aigu€ induite par des agents infectieux. Les moyens mis en ceuvre ont été les

suivants :

1) Etude de la balance hydrique pulmonaire au cours de I’administration de la protéine

C activée sur un modele d’agression pulmonaire aigué induite par P. aeruginosa

2) Modulation B-adrénergique et équilibre hydrique pulmonaire au cours de I’agression

pulmonaire aigué infectieuse
2.1) Validation d’un mod¢le de pneumopathie infectieuse aigué€ a E. coli

2.2) Effets du tonus B-adrénergique endogeéne sur ’équilibre hydrique pulmonaire

au cours de la pneumonie aigué a E. coli

2.3) Effets de la stimulation B,-adrénergique exogene au cours de la pneumonie

aigué a P. aeruginosa
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TRAVAUX PERSONNELS
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A) Matériel et méthodes
1) Animaux

Des rats Sprague Dawley pesant 250 a 280 grammes (Elevage Charles Rivers, France) ont
été utilisés. L hébergement a été assuré au sein de I’animalerie de la faculté de Médecine de
Lille. Durant leur séjour dans I’animalerie, les animaux avaient un acces libre a 1’eau et a la
nourriture. Le protocole avait regu 1’approbation du comité d’éthique animal de la faculté de

Médecine de Lille.

Des souris CDI1 (pesant entre 25 et 35 g) ont également été utilisées. L hébergement était
réalisé au sein de I’animalerie du centre médical et universitaire de San Francisco, USA. Les
animaux avaient libre acces a I’eau et a la nourriture et la température de I’animalerie était
controlée a 20 + 2°C. Le comité éthique de recherche expérimentale sur animaux de

I’Université de San Francisco avait approuvé le protocole.

2) Traceurs radioactifs

125
I

L’albumine marquée a 1’tode 125 (Alb-I'*°) était fournie par CIS International (Gif-sur

Yvette, France) et conservée a +4°C. L’albumine marquée a I’indium 111 (Alb-In""!

) était
fabriquée par le service de Médecine Nucléaire du CHRU de Lille selon la méthode décrite
par Hunter et al et conservée a -20°C (241). La stabilité de la liaison de I’iode a 1’albumine
¢tait analysée par chromatographie d’affinité. Un taux de dissociation supérieur ou égal a

5% était éliminé.

3) Agents chimiques et réactifs

Le propranolol, I’amiloride et la terbutaline étaient fournis par Sigma (St Louis, MO). Ils

¢taient dissous dans du sérum salé physiologique avant chaque expérimentation.
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4) Souches bactériennes et conditions de culture
4.1) P. aeruginosa

La souche PAO1 ¢était utilisée. La souche était aliquotée en milieux felix a -80°C. La souche
bactérienne était mise en culture dans un bouillon de culture de trypticase soja (laboratoire
Meérieux, France) a 37°C sur un agitateur rotatif pendant 12 heures. La culture bactérienne
obtenue était centrifugée a 1000 x g pendant 15 minutes, lavée 2 fois et le culot bactérien
était mis en suspension dans du sérum salé physiologique. L’inoculum était ajusté a 10°

CFU/ml par spectrophotométrie (mesure de la densité optique a 440 nm).
4.2) E. coli

Le sérotype K1 était initialement isolé du sang d’un patient ayant présenté un sepsis biliaire.
Les bactéries étaient mises en culture dans un bouillon de culture LB a 37°C sur un agitateur
rotatif pendant 12-16 heures. Le bouillon de culture contenant les bactéries était
secondairement dilué dans une solution de glycérol 30% puis aliquoté et stocké a -70°C. A
chaque expérience, un prélévement était décongelé, puis dilué au 1/100 dans un bouillon LB
et incubé pendant 12-16 heures a 37°C sur un agitateur rotatif. Le bouillon bactérien était
ensuite centrifugé (3500 x g pendant 20 min) et lavé 2 fois dans une solution tampon
phosphate salin. La quantification des bactéries était mesurée par spectrophotométrie

(lecture de la densité optique 2 600 nm) pour ajuster un inoculum a 10" CFU/mL.
5) Charges bactériennes pulmonaires

Chez le rat, apres sacrifice de I’animal, les poumons étaient récupérés de facon aseptique
puis homogénéisés dans un milieu trypticase soja. L’homogénat pulmonaire était étalé sur
des boites d’Agar par dilutions successives au dixiéme, et les bactéries viables numérées

apres 24 heures d’incubation a 37°C.

Chez la souris, les poumons ¢étaient extraits de fagon aseptique de la cage thoracique puis
homogénéisés avec de 1’eau stérile. 0,1 ml d’homogénat pulmonaire était inoculé sur des
boites d’Agar Luria-Bertani avec des dilutions séquentielles. Aprés 24 heures d’incubation a

37°C, les colonies d’E. coli étaient comptées.
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6) Instillation intratrachéale
6.1) Instillation intratrachéale chez le rat :

La face ventrale du cou était badigeonnée a 1’alcool a 70° et la partie médiane incisée sur
deux centimétres, la trachée exposée était injectée a I’aide d’une aiguille 25 gauge montée
sur une seringue de 1 ml contenant I’inoculum bactérien suivi de 0,5 ml d’air pour favoriser
le dépdt pulmonaire distal. L’incision était fermée par un point de suture (Ethicon, Jonshon,

Bruxelles, Belgique).
6.2) Instillation intratrachéale chez la souris

L’anesthésie des animaux était réalisée par une injection intrapéritonéale de kétamine (90
mg/kg) et d’hydralazyne (10 mg/kg). Une méthode d’instillation par visualisation directe
développée dans le laboratoire a été utilisée. Une source de lumiére froide (Industrie Dolan-
Jenner, Lawrence, MA) avec deux fibres optiques articulées permettait une illumination
cervicale transcutanée et la visualisation de la glotte et des cordes vocales de la souris pour
délivrer sous controle de la vue 30 pL de solution d’E. coli via un cathéter en polyéthyléne

(PE-10).

7) Administration intraveineuse de la rhPCa chez le rat

La protéine C recombinante humaine (rhPCa) était généreusement fournie par le laboratoire
Lilly (Saint-Cloud, France). Les animaux étaient anesthésiés par un mélange de kétamine
(60 mg/kg) et chlorhydrate de chlorpromazine (I mg/kg) par voie intramusculaire. Un
cathéter ¢lastique était inséré dans la veine cave supérieure via la veine jugulaire externe
droite. Le cathéter était tunnélisé par voie sous-cutanée dans la région interscapulaire. La
rhPCa était administrée par voie intraveineuse en continue a la posologie de 300 ug/kg/h
pendant 4 heures. La concentration était choisie selon les recommandations du fabricant, en

prenant compte des spécificités d’especes pour la thPCa.
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8) Préparation chirurgicale
8.1) Mode¢le expérimental chez le rat

Les rats étaient anesthésiés par une injection intrapéritonéale de 0,5 mL/kg de phénobarbital
(Sanofi-Winthrop, Gentilly, France). Aprés une incision sur la face ventrale du cou, la
trachée était exposée puis canulée par un cathéter (PE-240, intramedic, Clay Adams, Sparks,
MD, USA) et reliée a un ventilateur pour petits animaux (Harvard, apparatus, South Natick,
MA, USA). Les paramétres de ventilation étaient adaptés pour obtenir un volume courant de
10 ml/kg, avec une FiO; a 100%, une fréquence respiratoire a 60 cycles par minute et une
pression expiratoire positive de 3 cm H,O. Les pressions aériennes étaient mesurées pendant
toute la durée de I’expérimentation (BIOPAC Systems, Santa Barbara, CA, USA). Un
cathétérisme sélectif de 1’artére carotide gauche par un cathéter polyéthyléne 50 (PE-50,
Intramedic, Clay Adams, Sparks, MD, USA), permettait une surveillance constante de la
pression artérielle de ’animal et un abord vasculaire pour prélévements sanguins et un
remplissage vasculaire éventuel. L’animal était curarisé par du bromure de pancronium (0,3
mg/kg) en période basale et avant D'instillation pulmonaire a la trentiéme minute. Un
traitement par héparine de bas poids moléculaire était administré par le cathéter (100 Ul/kg).
Des gaz du sang ¢taient effectués en période basale afin de stabiliser la PaCO2 entre 30 et 40

mmHg (ABL 520, Radiometer, Copenhaguen).

Une période d’équilibration de 15 minutes initiait le protocole afin de stabiliser la pression
artérielle et d’optimiser la ventilation mécanique. Puis I’animal était mis en décubitus latéral
gauche jusqu’a la fin de l’expérience. Au terme de la période d’équilibration, 1 pCi

d’albumine marquée a I’iode 125 (Alb-I'*®

) était injecté par voie intra-vasculaire. Trente
minutes apres cette injection, un prélévement sanguin et une mesure des gaz du sang étaient
effectués. Puis un cathéter de type PE-50 était introduit par la canule de trachéotomie et
embolisé dans le poumon gauche sur une longueur fixe de 10 cm par rapport a 1’orifice
d’introduction. Par ce cathéter était instillé 1 ml d’une solution d’albumine bovine a 5%
diluée dans du ringer isotonique a laquelle était ajouté 1 pCi d’albumine marquée a I’indium
111 (Alb-In"""). Un échantillon de I’instillat était conservé afin de quantifier la radioactivité
et le taux de protides. Une heure apres le début de I’instillation, une mesure des gaz du sang,

des prélévements sanguins pour mesure de 1’hémoglobine et des protides totaux étaient

effectués.
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Apres exsanguination de 1’animal, une sternotomie médiane permettait un clampage du
tronc souche droit et I’extraction du bloc cceur poumon. Un examen macroscopique
permettait de vérifier la bonne localisation de ’instillat dans le poumon gauche. Un nouveau
cathéter de type PE-50 était descendu dans I’arbre bronchique gauche permettant I’aspiration
du liquide intra-alvéolaire résiduel représentant I’aspirat final. Le liquide ainsi obtenu était
centrifugé (Sigma 2KI15, Bioblock Scientific, Osterodeam Harz, Allemagne), la
concentration protidique et la radioactivité étaient mesurées. Les deux poumons étaient
pesés, broyés et homogénéisés dans 2 mL d’eau stérile puis centrifugés a 3500 tours/min
pendant 8 minutes. Un comptage de la radioactivité en Alb-I'* et en Alb-In''' (LKB 1282,
Wallach, France) était réalisé sur les échantillons des deux homogénats pulmonaires, les

deux surnageants obtenus apres centrifugation et sur les prélévements sanguins.
8.2) Modgc¢le expérimental chez la souris

Quinze minutes avant la fin de I’expérimentation, les souris étaient anesthésiées. A 1’aide
d’un microscope binoculaire, un cathéter (PE-10) imprégné d’héparine était inséré dans
I’artére carotidienne droite et connecté a un moniteur de surveillance continue (BIOPAC
Systems, Santa Barbara, CA, USA) via un capteur de pression pour mesurer la pression
artérielle. 50 pL de sang artériel était prélevé pour mesurer la gazométrie artérielle avec un
analyseur de gaz du sang (Diamond Diagnostics, Holliston, MA). Pour mesurer la pression
dans D’oreillette droite, la veine jugulaire droite était isolée, pour permettre 1’introduction
d’un cathéter (PE-50) enfoncé sur 1-1,5 cm, puis raccordé au systéme de recueil des données
BIOPAC grace a un capteur de pression. Un point de suture 3/0 a la peau sécurisait les
cathéters en position. Le capteur de pression était au méme niveau que 1’oreillette droite de

la souris.
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9) Parametres physiologiques mesurés

9.1) Evaluation des modifications de perméabilit¢ de la barricre alvéolo-

capillaire
9.1.1) Mesure de I’eau extravasculaire pulmonaire

Chez le rat, I’eau extravasculaire était déterminée par le calcul du rapport du poids de
poumon mouillé sur le poids de poumon sec exsangue (ratio M/S), évalué par gravimétrie.
Dans ce but, des échantillons pulmonaires étaient pesés (poids de poumon mouillé), puis
placés en étuve a 37°C pendant une période de 7 jours afin d’obtenir le poids de poumon
sec. La fraction sanguine du poumon est calculée a partir du contenu en hémoglobine du
surnageant. Le ratio M/S est évalué¢ pour le poumon instillé et pour le poumon non instillé
dans chaque groupe d’animaux. Seule la valeur obtenue par le poumon non instillé de

chaque animal est prise en compte pour 1’analyse.

Chez la souris, les animaux étaient sacrifiés par une inhalation létale d’halothane. Les
poumons étaient extraits de la cavité thoracique, pesés puis homogénéisés (avec 1 mL d’eau
distillée). Un prélévement sanguin était collecté par ponction du ventricule droit. Le poumon
homogénéisé était pesé et une partie était centrifugée (12 000 tpm pendant 8§ minutes) pour
la mesure de la concentration en hémoglobine dans le surnageant de ’homogénat (Hbs).
Une autre partie de I’homogénat (FWy), le surnageant (FWs) et le sang (FWp) étaient pesés,
puis placés en étuve (60°C pendant 24 heures) pour la mesure par gravimétrie de 1’eau

extravasculaire pulmonaire.

L’eau extravasculaire pulmonaire était calculée par 1’équation suivante :
Eau extravasculaire pulmonaire = Qy x FWy — Qg x FWp — Qeau
Qp=1.039 x (Qux FWux Hbs) / (FWsx Hbg)

1,039 est la densité du sang, Qu le poids de I’homogénat pulmonaire, Qg est le volume

sanguin dans le poumon.
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9.1.2) Mesure de la fuite protéique bidirectionnelle chez le modele de

rat

Un systéeme de double marquage de I’albumine par de 1’iode et de I’indium radioactif
permettait de suivre le sens de passage des protéines a travers la membrane alvéolo-
capillaire. L’intégrité des barrieres ¢épithéliale et endothéliale peut étre altérée

indépendamment ou conjointement.

Le flux bidirectionnel d’albumine était estimé de la maniére suivante : du secteur vasculaire

111

vers le secteur alvéolaire, quantifi¢ par la fuite du traceur vasculaire I’alb-In " ; de 1’alvéole

vers le secteur vasculaire, évalué par la quantification sérique du traceur alvéolaire, 1’alb-
1125,

9.1.2.1) la fuite du marqueur alvéolaire

Afin de mesurer la perméabilité de I’épithélium alvéolaire a I’albumine, 1’accumulation
plasmatique de ce marqueur a été mesurée. La clairance du traceur alvéolaire est calculée a
partir de la radioactivité totale instillée et donc exprimée en pourcentage de la radioactivité
totale.

9.1.2.2) la fuite du traceur vasculaire

111

Le rapport aspirat/plasma d’alb-In""" est défini comme le rapport de la radioactivité en

indium 111 du liquide aspiré¢ en fin d’expérience, sur la moyenne de la radioactivité en iode

125 sur deux prélévements sanguins effectués en milieu et en fin d’expérimentation.
Alb-In111 Aspirat/plasma = Alb-In'"! .o, /((Alb-I'";; + Alb-1'**)/2)

Alb-Inmasp : nombre de coups par minutes (cpm) d’indium 111 par gramme d’aspirat
Alb-I'® pi - nombre de cpm d’iode 125 par gramme de plasma prélevé en milieu d’expérience

Alb-I'% pir: nombre de cpm d’iode 125 par gramme de plasma prélevé en fin d’expérience
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L’accumulation du traceur vasculaire dans 1’espace pulmonaire extravasculaire était
déterminée par le comptage total extravasculaire en cpm de la radioactivité de I’Alb-In'"!
dans le poumon divisé par la moyenne des comptages en cpm de la radioactivité de 1’ Alb-

111

In"" dans le plasma et correspondait aux équivalents plasmatiques extravasculaires (EPEV),

exprimés en pL (242).

9.1.3) Mesure de la perméabilité vasculaire pulmonaire chez la souris

Une injection de 0,05 pCi d’Alb-I'* était administrée par voie intrapéritonéale aprés
I’instillation intratrachéale de bactéries. Au sacrifice des animaux, les poumons étaient
extraits de la cavité thoracique et la radioactivité pulmonaire et sanguine était mesurée
(Packard, Meriden, CT). Les équivalents plasmatiques extravasculaires (EPEV) pulmonaires
(correspondant & un index de perméabilité vasculaire pulmonaire) étaient calculés et

125

correspondaient au comptage en cpm de la radioactivité en Alb-I' = dans le tissu pulmonaire

divisée par le comptage en cpm de la radioactivité en Alb-I'* dans le plasma (35).

9.2) Evaluation du mouvement liquidien alvéolaire et pulmonaire

9.2.1) mouvements liquidiens alvéolaires: clairance liquidienne

alvéolaire in vivo

La vitesse de résorption de la fraction liquidienne de I’cedéme alvéolaire refléte la clairance
liquidienne alvéolaire (CLA). Durant les 60 minutes de I’expérimentation elle est définie par
le pourcentage de liquide instillé ayant quitté I’alvéole vers le secteur interstiel et/ou

vasculaire. Deux méthodes ont été utilisées.
- Le rapport final/initial en albumine native (F/I prot)

L’instillat est une solution contenant de I’albumine radiomarquée et libre en suspension. La
contraction liquidienne due a la clairance alvéolaire implique une augmentation de sa
concentration. Ce rapport est calculé en divisant la concentration finale des protéines natives

de I’aspirat (F) par la concentration initiale de ces protéines dans 1’instillat (I).
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- Le rapport final/initial de I’alb-In'"" (F/I In''")

1

Ce rapport est obtenu en divisant la radioactivité de I’in''' mesurée en cpm par gramme

111

d’aspirat sur les cpm d’In"* par gramme d’instillat.

Ces deux parametres permettent d’évaluer la clairance liquidienne alvéolaire (CLA) par la

formule suivante :
CLA = (Vi x Fw; — Vex fwg) / (Vi x fwi) x 100

Fw est la fraction aqueuse du liquide initial instill¢ (i) et du liquide final total restant dans les

alvéoles (f), dont le liquide aspiré en fin d’expérimentation est un échantillon.

Fw = (poids de la solution mouillée — poids de la solution seche) / poids de la solution

mouillée
V est le volume initial instillé (i) et le volume final alvéolaire (f).
VT a été calculé de deux fagons :

- A partir des concentrations de protéines non marquées

Vf = (Vi x TPasp étant les concentrations de protides mesurées respectivement

dans le liquide initial instill¢ (i) et final aspiré (asp)
La clairance alvéolaire évaluée par cette méthode est la CLA Prot
- A partir des changements de concentration d’'''In-Alb

VE=(Vix "'In; x P'"'In) / "M'Ing,

111 111

In; et~ In,, sont les cpm/g en Indium 111 du liquide instillé (i) et du liquide

aspiré (asp) et P'''In le pourcentage d’indium 111 instillé restant dans le poumon

en fin d’expérimentation
La clairance alvéolaire évaluée par cette méthode est la CLA 111
En cas de Iésion pulmonaire :

Cette formule de clairance alvéolaire, valable sur poumon sain, est modifiée en cas de 1ésion

pulmonaire de par la fuite bidirectionnelle des protéines marquées et non marquées.
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CLA = (Vi x Fw;) + (FW(PE.y) — (VEx Fw;) / (Vi x Fwi) + Fw(PE,y) x 100

Fw(PEalv) est la fraction en eau de I’équivalent plasma alvéolaire (PEalv), qui correspond a

la part de liquide alvéolaire issue du secteur vasculaire estimée par la concentration de I’ Alb-

I'* mesurée dans 1’aspirat.

9.2.2) Mouvements liquidiens pulmonaires

La clairance liquidienne pulmonaire (CLP) correspond a la fraction de liquide instill¢ ayant

quitté le poumon, par rapport a la totalité¢ du liquide instillé.
CLP=V;xFw;—E/V;x Fw;x 100

E est I’excés d’eau du poumon instillé par rapport au poumon contrdle. E est calculé selon la

formule suivante :
E = (Qwi/ (Qdi—P) - Qw./Qd.)) x (Qdi — P)
Qw; : poids du poumon mouillé
Qd; : poids du poumon sec
Qw,. / Qd, : ratio M/S du poumon controle

P : masse des protéines instillées dans le poumon, c'est-a-dire poids sec de la solution

instillée multipliée par la fraction de I’Alb-In'"!

restant dans le poumon en fin d’expérience.
De méme que pour la clairance alvéolaire, en cas de 1ésion pulmonaire la CLP devient :

CLP = Vi x Fw; + Fw (PEgve) — E/ (Vix Fwi + Fw (PEeve)) x 100

Fw (PEgyg) étant la fraction en eau de 1’équivalent plasma extra-vasculaire.

9.2.3) Mesure de la clairance liquidienne alvéolaire in situ

Selon une méthodologie précédemment décrite, Les souris étaient anesthésiées par injection
de phénobarbital (200 mg/kg par voie intrapéritonéale) puis bénéficiaient d’une

exsanguination par section de 1’aorte abdominale (243).
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Un abord cervical par voie chirurgicale permettait la mise en place d’une canule de
trachéotomie de diametre 20 Gauge et I’administration intratrachéale d’O,. L’instillat (10-13
mL/kg d’une solution de Ringer lactate contenant I’albumine bovine a 5% et 0,1 pCi d’Alb-
1! a 37°C, osmolarité 304 mosm /L) était administré par voie intratrachéale. Une pression
positive continue de 7 cmH,O ¢était maintenue pendant 30 minutes avec une FiO, de 100%.
3 a 5 minutes apres I’instillation, un prélevement de base (50-100 pL) était aspiré des voies
aériennes distales en utilisant un cathéter (PE-10). Ce prélévement correspondait au temps 0.
30 minutes plus tard, un second prélévement était aspiré des voies aériennes distales. La
température corporelle était maintenue a 37°C durant toute la durée de 1I’expérimentation a
I’aide d’une lampe chauffante externe et surveillée en utilisant un thermomeétre digital
(Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) placé dans la cavité abdominale. La clairance liquidienne
alvéolaire était exprimée comme le pourcentage du volume du liquide alvéolaire absorbé

durant 30 minutes.
La clairance liquidienne alvéolaire était calculée en utilisant 1’équation :

CLA=1 —(Pi/Pf) x 100%

131

P; : activité initiale en cpm en Alb-I"°" au temps 0

P¢ : activité finale en cpm en Alb-1"*' 3 30 minutes

10) Recueil du liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) et cytologie

Le LBA ¢était recueilli sur des rats sacrifiés (injection intrapéritonéale de 200 mg/kg de
sodium pentobarbital). La trachée était disséquée et canulée, puis 1’abdomen et le
diaphragme ouverts. Le LBA était réalisé par trois lavages de 5 ml de sérum salé

physiologique.

Le LBA était centrifugé a 4°C pendant 10 minutes a 2500 x g. Le surnageant obtenu était
congelé a -80°C pour le dosage des cytokines. Le culot était remis en suspension dans 1 mL
de sérum salé physiologique et le nombre de globules blancs était déterminé dans une cellule
de Malassez au microscope optique. Les différentes sous-populations de globules blancs

étaient évaluées par cytocentrifugation suivi d’une coloration de May-Griinwald-Giemsa.
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Le pourcentage des sous populations était obtenu en comptant 200 cellules par échantillon
au microscope optique et en exprimant chaque type cellulaire en pourcentage du nombre

total de cellules comptées.

11) Mesures des parametres de la coagulation

Les paramétres suivants €taient mesurés quatre heures apres 1’instillation de bactéries, sur
des prélevements sanguins et obtenus par ponction directe de [’aorte des animaux
anesthésiés : compte leucocytaire et plaquettaire, temps de prothrombine, fibrinogeéne et
concentration en complexe thrombine-antithrombine (TAT). Les mesures des TAT étaient
utilisées comme marqueurs de la formation de thrombine. Les TAT étaient également
mesurés dans le liquide des LBA. Les comptes leucocytaires et plaquettaires étaient obtenus
sur sang traité par anticoagulant, EDTA. Pour le dosage de la coagulation, le sang (4 parts)
était collecté dans du sodium citrate (une part). Le plasma était séparé des plaquettes par
centrifugation (15°C a 2500 g pendant 15 minutes). Le temps de prothrombine et la
concentration en fibrinogéne étaient mesurés immédiatement par des procédures standards.
Les complexes TAT étaient mesurés sur des prélévements citrates par méthode enzymatique
immunabsorbant (Enzygnost TAT, Behringwerke AG, Marburg, Allemagne). Les
concentrations étaient mesurées dans le sérum et le liquide de LBA des animaux 4 heures

apres I’instillation intratrachéale des bactéries.

12) Mesure des cytokines

Chez les rats, les concentrations en TNF-a et [L-6 étaient déterminées par une technique
ELISA quantitative d’immuno-dosage enzymatique (Quantikine Murine rat TNF-a et IL-6,
R&D systems, USA). Les résultats ont été analysés par spectrophotométrie a 1’aide d’un
lecteur de micro-plaques (Packard Instrument Compagny, Meriden CT USA). Les
concentrations des échantillons ont été déterminées a 1’aide de la courbe d’étalonnage

construite a partir des échantillons standards fournis dans le Kit.

Chez les souris, le dosage plasmatique du macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) chez
la souris était réalisé par un kit de dosage immuno-enzymatique ELISA (Quantikine MIP-2,

B&D systems, USA).
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13) Mesure des catécholamines plasmatiques

Chez les rats, le dosage des catécholamines plasmatiques (épinéphrine et norépinéphrine)
¢tait réalisé par chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC). Les

résultats étaient exprimés en pg/L.

Les dosages des catécholamines plasmatiques chez la souris étaient réalisés par un kit de
dosage immuno-enzymatique par technique ELISA, issu d’un laboratoire immunobiologique
(Hambourg, Allemagne). La sensibilité était de 12 pg/ml avec une variabilité intra et inter

dosage de 5 et 10% respectivement.

14) Histologie

Les souris ¢taient euthanasiées par inhalation létale d’halothane. Le thorax et ’abdomen
¢taient ouverts et la base du cceur était clampée pour éviter la perte du volume sanguin
pulmonaire. Les organes intra thoraciques €taient extraits en bloc et une solution de formol
10% était instillée par voie intratrachéale a une pression de 25 cm H,0. Apres 72 heures de
fixation, les poumons étaient incorporés dans la paraffine, et des sections de 5 pm

d’épaisseur étaient coupées et colorées a I’hématoxyline-éosine.

B) Les protocoles expérimentaux

1) Protocole expérimental d’évaluation de la PCa humaine recombinante (rhPCa) sur
I’équilibre hydrique pulmonaire au cours de 1’agression pulmonaire aigué¢ induite par P.

aeruginosa

Les animaux étaient randomisés dans un des 4 groupes suivants pour un nombre de 5

animaux par groupe expérimental

- Groupe contrdle (CTR) : recevant 0,5 mL/kg de sérum salé isotonique (SSI) par voie

intratrachéale

- Groupe avec une pneumonie a Pa (PNP) : recevant par voie intratrachéale 0,5 mL/kg

d’un inoculum bactérien a 1 x 10° CFU
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- Groupe rhPCa recevant une instillation intratrachéale de sérum salé isotonique (0,5
mL/kg) associée a 1’administration par voie intraveineuse de la rhPCa a la

concentration de 300 pg/kg/h

- Groupe rhPCa avec une pneumonie a Pa : (A-PNP) : recevant par voie intratrachéale
0,5 mL/kg d’un inoculum bactérien &4 1 x 10° CFU et de fagon concomitante

I’administration par voie intraveineuse de la rhPCa a la concentration de 300

png/kg/h.

2) Evaluation du tonus adrénergique
1.1)  Inhibition du tonus adrénergique endogene

Quatre groupes expérimentaux étaient constitués pour 1’étude de I’inhibition du tonus B-

adrénergique endogene :

- Groupe contrdle (SSI + SSI) : les souris recevaient une injection intrapéritonéale de
100 pL de SSI et une instillation intratrachéale de 50 pL de SSI et 15 minutes aprés
une nouvelle instillation de 30 puL. de SSI

- Groupe propranolol + SSI : les souris recevaient une injection intrapéritonéale de 100
pL de propranolol (3 mg/kg de poids corporel) et une instillation intratrachéale de 50
uL d’une solution de SSI contenant 10* M de propranolol et 15 minutes aprés une

nouvelle instillation de 30 pL. de SSI

- Groupe SSI + E. coli : les souris recevaient une injection intrapéritonéale de 100 pL
de SSI et une instillation intratrachéale de 50 uL de SSI et 15 minutes aprés une

instillation de 10’ CFU d’E. coli dans 30 pL de SSI

- Groupe propranolol + E. coli : les souris recevaient une injection intrapéritonéale de
100 pL de propranolol (3 mg/kg de poids corporel) et une instillation intratrachéale
de 50 uL d’une solution de SSI contenant 10™* M de propranolol et 15 minutes aprés

une instillation de 107 cfu d’E. coli dans 30 pL de SSI
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Trois groupes additionnels ont été constitués afin d’étudier 1’inhibition du canal apical a

sodium :

Groupe SSI + SSI : les souris recevaient une instillation intratrachéale de 50 uL de

SSI puis ensuite une nouvelle instillation intratrachéale de 30 uL de SSI

Groupe SSI + E. coli : les souris recevaient une instillation intratrachéale de 50 uL de

SSI puis ensuite une nouvelle instillation de 10’ CFU d’E. coli dans 30 pL de SSI

Groupe amiloride + E. coli : les souris recevaient une instillation intratrachéale de 50
uL d’une solution de SSI contenant 10* M d’amiloride puis ensuite une nouvelle

instillation de 10’ CFU d’E. coli dans 30 pL de SSI

1.2)  Evaluation de 1’équilibre hydrique pulmonaire au cours de la

stimulation f,-adrénergique exogene

Les animaux étaient randomisés dans 1’un des 5 groupes suivants :

Groupe contrdle SSI + SSI : les rats recevaient une instillation intratrachéale de 0,5
mL/kg de SSI et 30 minutes apres une instillation intratrachéale de 1 mL de SSI
Groupe avec une pneumopathie a Pa + SSI : les rats recevaient une instillation
intratrachéale de 0,5 mL/kg d’une solution de 0,5 x 10° CFU de Pa dans du SSI et 30
minutes apres une instillation intratrachéale de 1 mL de SSI

Groupe Pa + terbutaline : les rats recevaient une instillation intratrachéale de 0,5
mL/kg d’une solution de 0,5 x 10° CFU de Pa dans du SSI et 30 minutes aprés une
instillation intratrachéale de 1 mL de SSI contenant 10 M de terbutaline

Groupe Pa + terbutaline + propranolol : les rats recevaient une instillation
intratrachéale de 0,5 mL/kg d’une solution de 0,5 x 10° CFU de Pa dans du SSI et 30
minutes aprés une instillation intratrachéale de 1 mL de SSI contenant 10 M de
terbutaline et 10 M de propranolol

Groupe Pa + propranolol : les rats recevaient une instillation intratrachéale de 0,5
mL/kg d’une solution de 0,5 x 10° CFU de Pa dans du SSI et 30 minutes aprés une

instillation intratrachéale de 1 mL de SSI contenant 10™ M de propranolol
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RESULTATS
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1) Article 1: « Intravenous administration of activated protein C in Pseudomonas-

Induced lung injury: impact on lung fluid balance and the inflammatory response»

1.1) Effets de la thPCa sur les échanges gazeux
Aucune différence significative n’était mise en évidence pour le rapport PaO,/FiO, entre les
groupes CTR, thPCa et PNP. Cependant I’administration de rhPCa altérait significativement
les échanges gazeux en comparaison avec les groupes CTR et PNP (rapport PaO,/FiO; a 215
+ 26 versus 386 + 33, p < 0,05). Aucune différence significative n’était mise en évidence
pour la pression artérielle et les pressions des voies aériennes entre les différents groupes.

Les résultats sont rapportés sur le tableau I.

Tableau I: pression artérielle systolique (PAS), les pressions des voies aériennes (PVA) et

rapport PaO,/FiO, aprés une période de stabilisation de 30 minutes.

Groupes PAS (mm Hg) PVA (cm H;0) PaO,/Fi0O;
CTR 127+5 43+0,4 420 + 37
PCa 118+ 16 4,8+0,6 483 + 47
PNP 123 +20 4,1+0,3 386 + 33
A-PNP 104+ 12 4,1+0,6 215+26 *

Données représentées sous forme de la moyenne + I’écart type. * : p < 0,05 versus CTR et PNP.

1.2) Effets de la rhPCa sur la perméabilité alvéolo-capillaire aux protéines
La perméabilit¢ endothéliale évaluée par le passage du traceur vasculaire vers le
compartiment alvéolaire (rapport Asp/Plasma) était significativement augmentée dans le
groupe PNP versus les animaux contréles (0,28 + 0,08 versus 0,03 = 0,01, p <0,05).
L’administration concomitante de rhPCa tendait a augmenter le trouble de la perméabilité
comparé au groupe PNP, mais sans différence significative (0,47 + 0,17 versus 0,28 + 0,08,

p=0,2).
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De la méme maniére, 1’instillation bactérienne augmentait les EPEV, en comparaison avec le
groupe CTR (0,22 £ 0,03 versus 0,07 = 0,03, p < 0,05). L’administration de rhPCa
n’augmentait pas les EPEV de manicre significative en comparaison avec le groupe PNP

(0,37 £ 0,15 versus 0,22 + 0,03, p=0,33). Les résultats sont représentés sur la figure 2.
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Figure 1: évaluation de la perméabilité vasculaire in vivo. La perméabilité endothéliale

"1y dans le compartiment alvéolaire

¢valuée par la fuite du marqueur vasculaire (Alb-In
mesurée par le rapport de la radioactivité dans 1’aspirat sur la radioactivité dans le plasma
(Asp/Plasma) (barres blanches) était augmentée dans le groupe PNP versus le groupe
contrdle (0,28 £+ 0,08 versus 0,03 + 0,01, p < 0,05). L’accumulation du traceur protéique
vasculaire dans 1’espace extravasculaire pulmonaire (EPEV) (barres noires) €tait augmentée

dans le groupe PNP versus le groupe controle. Les données sont représentées sous forme de

la moyenne =+ I’écart type. * : p < 0,05 versus contrdle.
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1.3) Evaluation de ’eau extravasculaire pulmonaire et des mouvements
liquidiens pulmonaires
Le rapport M/S pulmonaire était significativement augmenté dans le groupe PNP comparé
au groupe controle (4,62 + 0,31 versus 3,87 £ 0,22, p < 0,05). L’administration
concomitante de rhPCa tendait a augmenter le rapport M/S au cours de 1’agression
pulmonaire aigué induite par Pa (5,80 + 0,66, p = 0,07). Les résultats sont rapportés sur le
tableau II.
L’agression pulmonaire aigué induite par Pa était associée a une augmentation de la
clairance liquidienne pulmonaire en comparaison avec le groupe contrdle (33,3 £ 2,6%
versus 23,5 + 2,9%, p < 0,05). L’administration de rhPCa diminuait de maniere significative
la CLP en comparaison avec le groupe PNP (9,1 + 4,3% versus 33,4 + 2,6%, p < 0,05)
(tableau II).

Tableau 1l: eau extravasculaire pulmonaire (rapport M/S) et clairance liquidienne

pulmonaire (CLP) pour chaque groupe.

Groupes Rapport M/S (g/g) CLP (%)
CTR 3,87+0,22 23,5+2,9
PCa 4,16 + 0,34 20,3+2.2
PNP 4,62+ 031% 33,4 £ 2,6%*
A-PNP 5,80 + 0,66** 9,1 + 4,3%%°

Données représentées sous forme de la moyenne + I’écart type. * : p < 0,05 versus contrdle. ** : p < 0,05

versus contrdle. ° : p < 0,05 versus contrdle.

La clairance liquidienne alvéolaire calculée a partir des protéines natives et des protéines
radiomarquées était augmentée dans le groupe PNP en comparaison avec le groupe controle
(respectivement, 47,9 + 4,7% versus 27,4 + 2,8% et 34,6 + 4,5% versus 24,2 £ 2,5%, p <

0,05). L’administration de rhPCa ne modifiait pas ce parametre (figure 2).

90



OCLAprot (%) MCLA 125 (%)

S 80 -

= ¥

2 60 -

= %

5 %

5 40 - *

2 20 -

[:I T T T 1

CTR PCa PNP A-PNP

Figure 2: clairance liquidienne alvéolaire in vivo. La CLA était calculée a partir des
changements de concentrations, exprimées en pourcentages, des protéines récupérées dans
I’aspirat. La CLA était calculée a partir des protéines natives (CLA prot) (barres blanches) et
elle était augmentée dans le groupe PNP et A-PNP versus les autres groupes (p < 0,05).
L’analyse a partir des résultats obtenus des protéines marquées a I’iode radioactif (Alb-I'*)
montrait des résultats similaires (CLA 125) (barres noires) ; les valeurs des groupes PNP et
A-PNP différaient statistiquement en comparaison des 2 autres groupes. Données

représentées sous forme de la moyenne = 1’écart type. * : p < 0,05 versus contrdle.

1.4) Effets de la rhPCa sur Dinfiltration pulmonaire des PNN

La cellularité dans le liquide de LBA était significativement augmentée dans le groupe PNP
en comparaison avec le groupe controle (9,2 + 3,5 x 10° cellules/mL versus 1,7 + 0,7 x 10°
cellules/mL, p < 0,05). Cette valeur était augmentée dans le groupe A-PNP (38,1 + 4.4 x 10°
cellules/mL, p < 0,05).

Les macrophages alvéolaires représentaient plus de 90% des cellules dans le groupe contrdle
et le groupe rhPCa. Pour les animaux pneumoniques, les PNN représentaient 85,5 + 4,5%
des cellules. La rhPCa induisait une augmentation significative des PNN en comparaison

avec le groupe PNP (95,7 + 1,3%, p <0,05).
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1.5) Evaluation de la réponse inflammatoire

Dans le liquide de LBA, la concentration en TNF-a n’était pas détectable dans le groupe
CTR et rhPCa. Les cytokines TNF-a et IL-6 étaient significativement augmentées dans les
groupes PNP et A-PNP (p < 0,05).

Dans le sérum, le TNF-a n’était pas détectable, méme apres I’instillation intratrachéale de
Pa. L’administration de rhPCa induisait une augmentation significative des concentrations
de TNF-a dans le sérum (p < 0,05). Le profil évolutif était comparable pour I’IL-6, avec des
concentrations obtenues dans le groupe A-PNP, significativement plus élevées que dans le

groupe PNP (p < 0,05). Les données sont rapportées dans le tableau III.

Tableau I11: concentrations de TNF-o et IL-6 dans le sérum et le liquide de LBA pour
chaque groupe
Groupes TNF-a (pg/mL) | TNF-a (pg/mL) | IL-6 (pg/mL) IL-6 (pg/mL)
Sérum LBA Sérum LBA
CTR n.d. n.d. 172 £ 18 84 +2
rhPCa n.d. n.d. 143 £17§ 90 + 14
PNP n.d. 957 +£337§° 225+57§ 2706 £ 1720 §°
A-PNP 19 + 14 §°* 1687 + 180 §°* | 471 £ 111 *°§ | 4452 + 1283 §°

Données représentées sous forme de la moyenne + I’écart type. n.d. : non détectable. * : p < 0,05 versus PNP, §

:p <0,05 versus CTR, ° : p < 0,05 versus rhPCa.

1.6) Effets de la rhPCa sur les marqueurs de la coagulation

Dans le compartiment plasmatique, une diminution significative des leucocytes

plasmatiques était observée dans les groupes inoculés par Pa en comparaison du groupe
controle (p < 0,05). Une diminution du compte plaquettaire était observée dans le groupe A-

PNP.
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Les concentrations plasmatiques en fibrinogeéne étaient significativement augmentées dans le
groupe PNP par rapport au groupe contrdle (p < 0,05) avec une diminution significative
observée dans les groupes thPCa et A-PNP en comparaison avec le groupe contrdle (p <
0,05). Les résultats sont représentés dans le tableau IV. Les dosages des complexes TAT

plasmatiques étaient comparables entre les groupes (figure 3).

Tableau 1V: paramétres standards de la coagulation pour chaque groupe

Groupes GB (10°/L) | Pqt(10°/L) TP (%) Fibrinogéne
(g/L)
CTR 6,69 + 0,76 793 + 59 52+3 2,38+0,13
rhPCa 510+£091 | 580+53* 43 £2 1,93+ 0,11
PNP 3,63£0,65% | 850+ 14° 52+1 3,22 40,36 *°
A-PNP 2,77+045% | 778 +24° 46 + 3 236+0,11§

GB : globules blancs. Pqt : plaquettes. TP : temps de prothrombine. Données représentées sous forme de la

moyenne + 1’écart type. * : p < 0,05 versus CTR, ° : p < 0,05 versus PCa, § : p <0,05 versus PNP.

Dans le compartiment intraalvéolaire, 1’analyse du liquide du LBA montrait une
augmentation significative des complexes TAT dans le groupe PNP versus CTR (11,06 +
2,76 ng/mL versus 0,92 + 0,18 ng/mL, p < 0,05). De plus, les complexes TAT étaient
significativement augmentés dans le groupe A-PNP versus le groupe PNP (23,17 + 2,89

ng/mL versus 11,06 £ 2,76 ng/mL, p <0,05). Les résultats sont représentés sur la figure 3.
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Figure 3: dosages des complexes TAT dans le sérum et le liquide de LBA. Aucune
différence significative n’était mise en évidence pour les complexes TAT dans le sang
(barres blanches). Les complexes TAT dans le LBA étaient significativement augmentés
dans le groupe PNP comparé au CTR. L’administration de rhPCa au cours de 1’agression
pulmonaire aigué€ induite par Pa augmentait les complexes TAT dans le LBA. Les données
sont représentées sous forme de la moyenne + I’écart type. * : p < 0,05 versus CTR et PCa,

°:p <0,05 versus PNP.
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2) Article 2: « Protective effect of endogenous [-adrenergic tone on lung fluid

balance in acute bactérial pneumonia in mice »

2.1) Validation du mod¢le de pneumonie aigué a E. coli :
Sur le plan gazométrique, 4 heures aprés D’instillation intratrachéale d’E.coli les souris
développaient une acidose respiratoire avec une hypoxémie et une hypercapnie (figure 1 A,
B et C). L’eau extravasculaire pulmonaire augmentait de 30% par rapport aux animaux
controles instillés par du SSI (figure 1 D). L’étude histologique pulmonaire objectivait 4
heures aprés I’instillation intratrachéale d’E.coli un cedéme pulmonaire, une infiltration
pulmonaire a PNN avec des zones hémorragiques, de congestion et de consolidation
pulmonaire. Il n’y avait pas de changement histologique sur le groupe d’animaux controles

(figure 1 E).
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Figure 1: validation du mode¢le de pneumonie aigué a E. coli. Gaz du sang artériels : pH
(A), PaO, (B) et PaCO, (C). Eau extravasculaire pulmonaire (D). * : p < 0,05. Histologie :
groupe contrdle (E) et groupe d’animaux pneumoniques (F) : cedéme alvéolaire et interstitiel
avec infiltration par les PNN. Grossissement x 40, coupe de 50 um, n = 4 dans chaque

groupe.
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2.2) Concentrations plasmatiques de catécholamines
Quatre heures apres I’instillation intratrachéale d’E. coli, les concentrations plasmatiques en
épinéphrine et norépinéphrine étaient significativement augmentées en comparaison avec le
groupe controle (respectivement 3,3 + 0,4 pg/mL versus 1,2 + 0,2 pg/mL et 5,6 + 1,9 pg/mL
versus 2,1 £ 1,1 pg/mL, p <0,05) (figure 2).
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Figure 2: concentrations plasmatiques en catécholamines (épinéphrine et norépinephrine) 4

heures aprés I’instillation intratrachéale d’E. coli. * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 versus controle.

2.3) Effets de I’inhibition du tonus -adrénergique sur les parametres
hémodynamiques
Afin d’évaluer I’effet pharmacologique de I’administration de propranolol, la pression
artérielle sanguine et la fréquence cardiaque ont été mesurées 4 heures aprés 1’administration
intratrachéale d’E. coli. Dans le groupe ayant regu le propranolol, la pression artérielle et la
fréquence cardiaque étaient significativement diminuées en comparaison du groupe ayant

recu le SSI (figure 3 A et B).
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Figure 3: effets de 1’inhibition du tonus B-adrénergique endogéne sur la pression artérielle

moyenne (A) et la fréquence cardiaque (B). * : p < 0,05 versus SSI et E. coli.

2.4) Effet de I’inhibition du tonus B-adrénergique endogeéne sur la pression
dans I’oreillette droite
Dans le groupe controle, la pression moyenne dans I’oreillette droite était de 1,9 = 0,5 cm
H,O. Dans le groupe d’animaux ayant recu une instillation intra-trachéale d’E. coli, les
pressions dans 1’oreillette droite étaient en moyenne significativement diminuées par rapport
au groupe contréle. Dans le groupe traité par le propranolol, la moyenne des pressions dans

I’oreillette droite était inférieure a 1 cm H,0 (figure 4).
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Figure 4: effets de I’inhibition du tonus B-adrénergique endogéne sur les pressions dans
I’oreillette droite au cours de la pneumonie aigu€ a E. coli. Les tracés des pressions dans
I’oreillette droite sont représentés dans les différents groupes. Les données concernant les
valeurs des pressions dans I’oreillette droite sont représentées dans le groupe contrdle (n=4),

au cours de la pneumonie a E. coli (n=4) et dans le groupe E. coli et propranolol (n=4). * p <

0,05.

2.5) Effets de I’inhibition du tonus adrénergique sur les gaz du sang artériels
L’administration de propranolol au cours de la pneumonie aigué€ a E. coli majorait 1’acidose,

I’hypoxémie et I’hypercapnie artérielle (figure 5 A, B et C).
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Figure 5: effets de I’inhibition du tonus B-adrénergique sur les gaz du sang artériels au cours
de la pneumonie aigué€ a E. coli. Ph (A), PaO, (B) et PaCO, (C). * p < 0,05 versus le groupe
SSI et E. coli.

2.6) Effets de I’inhibition du tonus B-adrénergique endogene sur les
cultures bactériennes pulmonaires d’E. coli
Les cultures bactériennes pulmonaires n’étaient pas significativement différentes entre le

groupe ayant recu le propranolol versus le groupe ayant recu le SSI (figure 6).
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Figure 6: effets de I’inhibition du tonus P-adrénergique endogéne sur la croissance
bactérienne d’E. coli dans le poumon entre les groupes SSI + E. coli et propranolol + E. coli.

Aucune différence significative n’était mise en évidence.
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2.7) Effets de I’inhibition du tonus B-adrénergique endogene sur I’eau

extravasculaire pulmonaire, la perméabilité vasculaire pulmonaire et la

réponse inflammatoire au cours de la pneumonie aigu€ a E. coli
L’eau extravasculaire pulmonaire était significativement augmentée dans le groupe
d’animaux pneumoniques en comparaison avec le groupe contrdle (4,8 = 0,16 versus 3,82 +
0,17, p < 0,05). L’inhibition du tonus P-adrénergique endogene par le propranolol
augmentait significativement 1’eau extravasculaire pulmonaire aprés instillation
intratrachéale d’E. coli (5,96 + 0,88 versus 4,8 + 0,16, p < 0,05) (figure 7 A). La
perméabilité vasculaire pulmonaire évaluée par les ¢équivalents plasmatiques
extravasculaires (EPEV) était augmentée dans le groupe pneumonique par rapport au groupe
contrdle (60,3 £ 10 puL versus 20 + 6 uL, p < 0,05). L’administration de propranolol dans le
groupe d’animaux pneumoniques augmentait de manicre significative le trouble de
perméabilité vasculaire en comparaison du groupe pneumonique avec 1’administration de
SSI (111 £+ 45 pL versus 60,3 = 10 uL, p < 0,05) (figure 7 B). Nous avons évalué si
I’inhibition du tonus B-adrénergique modifiait la réponse inflammatoire. L’administration de
propranolol au cours de la pneumonie a E. coli augmentait la concentration plasmatique en
macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) en comparaison du groupe pneumonique seul

(figure 7 C).
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Figure 7: effets de [I’inhibition B-adrénergique endogéne sur 1’eau extravasculaire
pulmonaire (A), la perméabilité vasculaire pulmonaire (équivalents plasmatiques
extravasculaire, EPEV) (B), concentrations plasmatiques en MIP-2 au cours de Ia
pneumonie aigué a E. coli (C). * : p<0,05; **:p <0,01 versus SSI + SSI et propranolol +
E. coli.
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2.8) Effets de I’inhibition du tonus B-adrénergique endogene sur la

clairance liquidienne alvéolaire
Dans le groupe d’animaux avec une pneumonie a E. coli, la clairance liquidienne alvéolaire
présentait une augmentation modérée mais significative par rapport au groupe controle (16,9
+ 2,8% versus 12,1 £ 2,6%, p < 0,05). L’administration de propranolol au cours de la
pneumonie inhibait cette augmentation de la clairance liquidienne alvéolaire (10,5 + 4,8%
versus 16,9 £ 2.8%, p < 0,05) (figure 8). Aucune différence significative n’était retrouvée

entre le groupe propranolol + SSI versus le groupe contrdle (SSI + SSI).
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Figure 8: I’inhibition du tonus B-adrénergique endogéne diminuait la clairance liquidienne
alvéolaire au cours de la pneumonie aigué€ a E. coli. * : p < 0,05 versus SSI + SSI et SSI +

propranolol. ** : p <0,05 versus SSI + E. coli.
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2.9) Effets de I’inhibition du transport apical de sodium sur 1’équilibre
hydrique pulmonaire, la perméabilit¢ vasculaire pulmonaire et la clairance
liquidienne alvéolaire au cours de la pneumonie aigué a E. coli
L’eau extravasculaire pulmonaire dans le groupe d’animaux ayant recu E. coli et I’amiloride
¢tait significativement augmentée par rapport au groupe ayant regu E. coli et le SSI (5,2 +
0,38 versus 4,8 = 0,16, p < 0,05) (figure 9 A). Aucune différence significative n’était
retrouvée sur la perméabilité vasculaire pulmonaire entre les deux groupes (figure 9 B).
L’augmentation de la clairance liquidienne alvéolaire au cours de la pneumonie a E. coli

était inhibée par I’amiloride (figure 10).
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Figure 9: effets de I’inhibition du transport apical de sodium sur 1’eau extravasculaire
pulmonaire (A) et la perméabilité vasculaire pulmonaire (EPEV) (B). * : p < 0,05 versus SSI

+ SSI. ** : p < 0,05 versus SSI + E. coli.
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Figure 10: effets de I’inhibition du transport apical de sodium sur la clairance liquidienne
alvéolaire au cours de la pneumonie aigu€ a E. coli. * : p < 0,05 versus SSI + SSI. ** : p <

0,05 versus SSI + E. coli.
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3) Effets de la stimulation exogéne Br-adrénergique au cours de la pneumopathie

aigué€ a P. aeruginosa

3.1) Effets de la stimulation B,-adrénergique sur la sécrétion plasmatique

de catécholamines au cours de la pneumonie aigué a Pa
Aucune différence significative n’était retrouvée pour les concentrations plasmatiques en
épinéphrine et norépinéphrine, 4,5 heures apres l'instillation intratrachéale de Pa dans le

groupe ayant recu la terbutaline et le groupe ayant recu le SSI (tableau I).

Tableau I: concentrations en catécholamines plasmatiques (épinéphrine et norépinéphrine)
mesurées sur des animaux pneumoniques 4 heures apres ’instillation intratrachéale de SSI

(n=5) ou de terbutaline (n=5). Aucune différence significative n’était mise en évidence.

Groupe Pa + SSI Groupe Pa + terbutaline
Epinéphrine (ng/L) 0,31 £ 0,24 0,39 + 0,39
Norépinéphrine (ng/L) 0,34 £0,2 0,32 £0,09

Données représentées sous forme de la moyenne * 1’écart type.

3.2) Effets de la stimulation ,-adrénergique exogéne sur les parametres

hémodynamiques, les pressions des voies aériennes et I’oxygénation

Aucune différence significative n’était observée pour les pressions artérielles sanguines, les
pressions des voies aériennes et les rapports PaO,/FiO, entre les différents groupes. Le
rapport PaO,/FiO; 4,5 heures apres Iinstillation de Pa tendait a augmenter dans le groupe
terbutaline versus le groupe SSI mais sans significativité statistique, (respectivement 526 +
45 mm Hg versus 417 £ 95 mm Hg, p=0.11). Les données sont représentées sur le tableau II

et la figure 1.
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Tableau Il: pression artérielle systolique (PAS), pression des voies aériennes (PVA) et

rapport PaO,/FiO, en condition basale aprés une période de stabilisation de 30 minutes.

Aucune différence significative n’était observée.

Groupes PAS (mm Hg) PVA (cm H,0) Pa0,/FiO,
SSI + SSI 101 =24 3,7+0,5 533 +£62
Pa + SSI 98 + 13 3,8+0,6 551 +£38
Pa + terbutaline 99 £+ 20 4,2 +0,6 562 £ 79
Pa + terbutaline + propranolol 104+ 18 3,6 +0,3 551+24
Pa + propranolol 100 + 10 4+0,3 542 + 62

Données représentées sous forme de la moyenne = 1’écart type.

PaO2 (mmHg)
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Figure 1: évolution de la PaO, au cours du temps dans le groupe Pa + terbutaline et Pa +

SSI. A 4,5 heures, PaO, = 526 + 45 mm Hg dans le groupe Pa + terbutaline versus 417 + 95

mm Hg dans le groupe Pa + SSI, p = 0,11. Résultats représentés sous forme de la moyenne

+ ’écart type.
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2.3) Effets de la stimulation ,-adrénergique exogene sur la croissance  bactérienne

pulmonaire au cours de I’agression pulmonaire induite par Pa

Aucune différence significative n’était mise en évidence sur les cultures bactériennes de

I’homogénat pulmonaire entre le groupe Pa et terbutaline versus Pa et SSI (figure 2).

80
5 E 60 -
z B T
5= 40 -
e
=% 209

U _

P. aeruginosa + SSI P. aeruginosa + terbutaline

Figure 2: cultures bactériennes de 1’homogénat pulmonaire dans le groupe Pa + terbutaline
et Pa + SSI (n = 6 dans chaque groupe). Aucune différence significative n’était mise en

évidence.

2.4) Effets de la stimulation [,-adrénergique exogeéne sur 1’eau extravasculaire

pulmonaire, la perméabilité vasculaire et épithéliale pulmonaire

La stimulation B,-adrénergique induite par la terbutaline au cours de la pneumonie a Pa
diminuait significativement 1’eau extravasculaire en comparaison avec le groupe ayant recu
Pa et SSI (respectivement, 4,31 + 0,36 versus 5,99 £+ 0,39, p < 0,001) (figure 3). La
perméabilité vasculaire, évaluée par les EPEV diminuait a 148 £ 57 pL dans le groupe
terbutaline versus 349 + 70 uL dans le groupe SSI 4,5 heures apres 1’agression pulmonaire
aigué€ induite par Pa. L’administration de propranolol inhibait les effets de la terbutaline sur
I’eau extravasculaire pulmonaire et la perméabilité vasculaire pulmonaire (figure 4). Aucune
différence significative n’était mise en évidence pour la perméabilité épithéliale pulmonaire,

¢valuée par la mesure de la radioactivité sur le LBA.

106



L=
|

ratio MIS (gfg)

]
|

*
: I I
o -

S8I+ 85I P zzrupinosa+ 58] Plasrusinesat P asmuginosat P asrusinosa+
tarbutalins terbutalins + propranolol
propranolol

Figure 3: effets de la terbutaline sur I’eau extravasculaire pulmonaire au cours de
I’agression pulmonaire aigué induite par Pa. Le ratio M/S était significativement diminué
dans le groupe Pa + terbutaline en comparaison avec les autres groupes. * p < 0,05 par

rapport aux autres groupes.
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Figure 4: effets de la terbutaline sur la perméabilité vasculaire pulmonaire par la mesure des
équivalents plasmatiques extravasculaires (EPEV) au cours de I’agression pulmonaire aigué
induite par Pa. Les EPEV (uL) étaient significativement diminués dans le groupe Pa +

terbutaline en comparaison des autres groupes. * p < 0,05 par rapport aux autres groupes.
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2.5) Effets de la stimulation B,-adrénergique exogeéne sur la clairance liquidienne

alvéolaire in situ

La clairance liquidienne alvéolaire, in situ, de base dans le groupe controle était de 8,3 +
0,9%. La stimulation B,-adrénergique exogene induite par la terbutaline au cours de la
pneumonie a Pa augmentait significativement la clairance liquidienne alvéolaire de base en
comparaison avec le groupe ayant recu Pa et SSI, respectivement 22,3 +2,8% versus 12,5 +
3,7%, p < 0,001. L’administration de propranolol inhibait les effets de la terbutaline sur la

clairance liquidienne alvéolaire de base (figure 5).
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Figure 5: clairance liquidienne alvéolaire de base mesurée in situ au cours de 1’agression
pulmonaire aigué induite par Pa. La clairance liquidienne alvéolaire (%/heure) était
significativement augmentée dans le groupe Pa + terbutaline en comparaison des autres

groupes. * p < 0,05 par rapport aux autres groupes.
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DISCUSSION
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A) Effets de la rhPCa au cours de 1’agression pulmonaire aigu€ induite par Pa
1) Role de la PCa au cours du sepsis et de 1’agression pulmonaire aigué

Le premier objectif de notre travail était d’évaluer I’administration de la rhPCa sur
I’équilibre hydrique pulmonaire au cours de la phase précoce de I’agression pulmonaire
induite par Pa. La rhPCa est un anticoagulant naturel qui posséde des propriétés anti-
inflammatoires notamment au cours de 1’agression pulmonaire aigué¢. La thPCA a montré
des effets bénéfiques sur différents modeles expérimentaux. Au cours de 1’agression
endothéliale induite par le LPS chez le rat, I’administration en prétraitement de la rhPCA
prévenait le trouble de la perméabilité vasculaire pulmonaire indépendamment de son action
anticoagulante et inhibait I’infiltration pulmonaire leucocytaire (107). La PCa prévenait
¢galement 1’agression pulmonaire sur des modeles animaux de bactériémie (244). Sur un
modele ovin d’agression pulmonaire induite par I’inhalation de fumée et D’instillation
intratrachéale de P. aeruginosa, I’administration intraveineuse de la rhPCA une heure apres
I’agression améliorait 1’oxygénation (rapport PaO,/FiO, a 118 + 20 mm Hg dans le groupe
thPCA versus 74 + 7 mm Hg dans le groupe controle a la 24°™ heure) et le shunt
intrapulmonaire (QS/QT a 0,65 + 0,08 dans le groupe controle versus 0,45 + 0,02 dans le
groupe thPCA 4 la 24°™ heure) (245).

La PCa est aussi le premier agent biologique ayant montré un bénéfice significatif sur la
survie des patients présentant un sepsis. En effet, en 2001, une étude multicentrique évaluant
I’administration de la rthPCa au cours du sepsis a été publié¢e (étude PROWESS) (152). Dans
cette étude, 1690 patients ont été randomisés pour recevoir pendant quatre jours une
perfusion de PCa ou de placebo. La réduction de la mortalité absolue au 28° jour était de
6,1% avec une réduction du risque relatif de déces de 19,4% dans la population traitée par
rapport au groupe placebo. Bien que le protocole de 1’étude ne ft pas concu pour évaluer le
role de la PCa au cours de 1’agression pulmonaire aigu€, une analyse ultérieure a montré que
dans le groupe de patients ayant une dysfonction respiratoire (77,6% des patients dans le
groupe placebo, 73,3% des patients traités), beaucoup d’entre eux avaient une agression
pulmonaire aigu€ ou un SDRA (246). La durée de I’agression pulmonaire aigué était plus

courte dans le groupe de patients traités par PCa en comparaison avec le groupe placebo.
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Une étude en double aveugle contre placebo a évalué¢ la rhPCa sur un modéle humain
d’inflammation pulmonaire induite par le LPS chez des volontaires sains. L’administration
de rhPCa diminuait significativement I’infiltration pulmonaire des PNN et le chémotactisme
des PNN (247). Les effets de la thPCa sur la fonction des PNN représentent le mécanisme
potentiel par lequel la thPCa améliore les patients au cours du sepsis. Cependant, les effets
favorables de la PCa n’ont pas été retrouvés dans une étude récente évaluant I’administration
de la PCa au cours d’une agression pulmonaire isolée. En effet, Matthay et al ont rapporté
une étude contrdlée contre placebo pour évaluer I’administration de la PCa chez 75 patients
aprés exclusion de ceux présentant un sepsis et un score de gravité (APACHE II) supérieur a
25. L’administration de PCa augmentait les concentrations plasmatiques de PC, diminuait

I’espace mort pulmonaire mais ne modifiait pas le pronostic des patients (248).

Dans notre travail, nous avons montré que 1’administration de la rhPCa aggravait
I’oxygénation au cours la pneumonie aigué a Pa. Sur un modéle porcin d’agression
pulmonaire induite par ’injection intraveineuse d’acide oléique, Richard et al ont montré
que le prétraitement par la rhPCa pouvait également aggraver 1’oxygénation (249). Dans
cette étude, les rapports ventilation-perfusion étaient mesurés par tomographie par émission
de positrons. Leurs résultats étaient similaires aux noétres avec une aggravation de
I’oxygénation (le rapport PaO,/FiO, était a 303 + 171 mm Hg a la fin de I’expérimentation
dans le groupe rhPCA versus 547 + 54 mm Hg dans le groupe placebo) avec une
augmentation de la sécrétion plasmatique d’IL-6 et 8 dans le groupe thPCA. L’ aggravation
des échanges gazeux était associée a une modification des rapports ventilation-perfusion
avec une augmentation de la perfusion dans les zones pulmonaires cedémateuses et
hémorragiques. L’administration de la PCa ne semble pas modifier I’cedéme pulmonaire au
cours de I’agression pulmonaire aigué (245). Maybacuer et al sur leur modele d’inhalation
de fumée et de sepsis n’ont pas mis en évidence de diminution de 1’cedéme pulmonaire apres
I’administration de rhPCa malgré 1’amélioration observée sur les échanges gazeux. Leur
travail a montré que ’amélioration de I’oxygénation était liée au modeéle expérimental, en
rapport avec une réduction sur le plan histologique de I’obstruction des voies aériennes par
les moules bronchiques et une amélioration des rapports ventilation-perfusion plus que par
des modifications de la coagulation ou de I’inflammation intraalvéolaire induite par la

rhPCa.
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Dans notre travail, I’administration de la rhPCa tendait a augmenter 1’eau extravasculaire
pulmonaire au cours de la pneumonie aigu€ a Pa. Murakami et al avaient montré que le
prétraitement par la PCa pouvait réduire la perméabilité vasculaire et améliorer les 1ésions
histologiques sur un mode¢le d’agression pulmonaire induite par 1’injection intraveineuse de
LPS (112). Ces effets étaient liés a I’inhibition de I’infiltration pulmonaire par les PNN.
Dans notre travail, 1’agression pulmonaire aigué était trés différente de celle de 1’étude de
Murakami. Dans notre modéle, 1’agression pulmonaire était induite par des bactéries
vivantes et pas seulement par un composant des bactéries ; de nombreux facteurs de
virulence (comme les exotoxines) sont sécrétés par Pa et peuvent expliquer la sévérité de
I’agression pulmonaire observée dans notre étude. Par ailleurs, dans 1’étude de Murakami,
I’agression pulmonaire impliquait le versant endothélial de la barriere alvéolo-capillaire
alors que notre modele implique les deux versants. Ensuite, nous avons utilisé la PCa non
pas en prétraitement mais de fagon concomitante a 1’infection bactérienne. Notre travail
souléve I’hypothése suivante : la PCa administrée au stade trés précoce de 1’agression
pulmonaire aigué¢ peut modifier 1’équilibre complexe de la coagulation-fibrinolyse
intraalvéolaire et perturber ’effet bénéfique initial qui vise a limiter le trouble de
perméabilité¢ de la barriere alvéolo-capillaire. La déposition locale de fibrine constitue en
effet un mécanisme fondamental pour le poumon de limiter le risque de dissémination de
I’agression ou de I’infection dans la circulation sanguine. Les effets de la PCa peuvent ainsi
dépendre du moment de son administration par rapport a 1’agression pulmonaire aigué.
Cependant, la stratégie de I’administration précoce de la thPCA était indiquée dans notre
¢tude afin de renforcer le paradigme clinique visant a administrer un traitement efficace dés
que possible. Cette hypothese peut étre supportée par les résultats d’une autre étude issue de
notre laboratoire. En effet, en utilisant le méme modele de pneumonie aigué a Pa chez le rat,
I’inhibition précoce de la formation de thrombine par I’antithrombine recombinante
aggravait la perméabilité de la barriere alvéolo-capillaire et les lésions morphologiques
pulmonaires (102). Ainsi, la modulation thérapeutique de la coagulation ou de la fibrinolyse
intraalvéolaire au cours de la phase précoce de 1’agression pulmonaire peut étre considérée a
risque d’aggravation. Au stade tardif de 1’agression pulmonaire aigué, I’administration de la

rthPCA pourrait rétablir la fibrinolyse et atténuer 1’intensité de la réponse inflammatoire.
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2) Influence de la PCa sur 1’équilibre hydrique pulmonaire

Dans notre travail, la thPCa réduisait la clairance liquidienne pulmonaire au cours de
I’agression pulmonaire aigué induite par Pa. La résorption de I’cedéme pulmonaire fait
intervenir deux voies principales : vasculaire et lymphatique. La perméabilité de la barriére
alvéolo-capillaire était altérée a la fois dans le groupe PNP et le groupe A-PNP. Le rapport
du poids du poumon mouillé¢ sur sec est le résultat de la combinaison de la clairance
liquidienne alvéolaire et liquidienne. Dans le groupe pneumonique, la balance hydrique
pouvait limiter ’augmentation de I’cedéme pulmonaire et ainsi préserver I’oxygénation.
Dans le groupe A-PNP, D’altération de la barriere alvéolo-capillaire est probablement
responsable de I’augmentation de la clairance liquidienne pulmonaire, avec pour
conséquence 1’augmentation de 1’cedéme pulmonaire et I’altération des échanges gazeux.
Nos résultats sont en concordance avec d’autres études qui ont montré que 1’épithélium
alvéolaire est bien plus résistant que 1’endothélium vasculaire pulmonaire a ’agression
pulmonaire aigué (19, 250). Nous avons préalablement montré dans un autre modéle
expérimental que ces discordances entre la clairance liquidienne alvéolaire et pulmonaire
pouvaient €tre en relation avec la perméabilité de la barriere endothéliale (251). Dans notre
travail, I’augmentation de la perméabilité de la barriere alvéolo-capillaire dans le groupe A-
PNP peut dépasser les capacités de transport alvéolaire a 1’origine d’une inondation

alvéolaire.

La clairance liquidienne alvéolaire est préservée dans notre travail. Quatre heures apres
I’instillation intratrachéale de bactéries, la clairance liquidienne alvéolaire était
significativement augmentée comparativement au groupe controle. Nous avons observé une
augmentation de 27% a 48%. Dans un mod¢le murin comparable, Rezaiguia et al ont mis en
¢vidence une augmentation de la clairance liquidienne alvéolaire de 30% a 45% (215). Dans
cette étude, ’augmentation de la clairance liquidienne alvéolaire était en rapport avec un
mécanisme dépendant du TNF-a. Elle était inhibée par 1’amiloride et non influencée par le
propranolol. L’administration d’un anticorps anti-TNF-o prévenait 1’augmentation de la
résorption et celle-ci était reproduite par I’instillation intratrachéale seule du TNF-o. Dans
notre étude, nous avons mis en évidence une augmentation du TNF-a dans le liquide du
LBA au cours de I’agression pulmonaire induite par Pa pouvant expliquer I’augmentation de

la clairance liquidienne alvéolaire.
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3) Interactions entre I’inflammation et la coagulation

Nous avons observé dans notre travail une augmentation des cytokines pro-inflammatoires
dans le liquide de LBA dans le groupe PNP comparé au groupe d’animaux controles alors
que ces cytokines n’¢taient quasiment pas détectables dans le sang. Dans le groupe PNP, la
sécrétion des cytokines TNF-a et d’IL-6 est essentiellement locale dans I’espace alvéolaire
car les concentrations plasmatiques sont inférieures aux concentrations dans le
compartiment alvéolaire. Dans le groupe A-PNP, nous avons observé une augmentation
significative de la libération des cytokines dans le compartiment sanguin en comparaison du
groupe contrdle et PNP suggérant une décompartimentalisation de la réponse inflammatoire
avec libération de médiateurs inflammatoires dans le compartiment systémique. Richard et
al ont trouvé des résultats similaires avec une augmentation plasmatique du TNF-a et de

I’IL-6 apres I’administration de la PCa (249).

L’administration de la rhPCa au cours de 1’agression pulmonaire aigué€ conduit a une
augmentation des complexes TAT dans le liquide du LBA, alors que les concentrations
plasmatiques n’étaient pas significativement différentes. La PCa est un inhibiteur du facteur
Va et VIlla et régule la formation de thrombine. Dans notre mod¢le, I’augmentation des
TAT dans le LBA peut étre le témoin indirect d’une augmentation de la perméabilité
alvéolo-capillaire induite par la PCa, conduisant a I’accumulation de complexes TAT dans le
compartiment alvéolaire. Cependant, ce mécanisme est peu probable du fait de 1’absence
d’augmentation des complexes TAT dans le compartiment vasculaire. L’épithélium
alvéolaire a la capacité de générer de la thrombine indépendamment d’une activation de la
coagulation. Les macrophages alvéolaires sont capables d’exprimer le FT et de synthétiser le
facteur V qui peut favoriser la formation de thrombine via le complexe prothrombinase
(252). Ainsi I’épithélium alvéolaire a ses propriétés procoagulantes propres. Les cellules
¢épithéliales expriment des glycosaminoglycanes a leurs surfaces cellulaires capables de lier
I’AT plasmatique et conduire a la génération de TAT dans le liquide alvéolaire (253).
Cependant, nous pouvons émettre I’hypothése que I’augmentation des complexes TAT dans
le compartiment alvéolaire observée dans notre étude aprés 1’administration de rhPCa soit

secondaire a la perturbation de 1’équilibre pro et anticoagulant au niveau alvéolaire.
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Durant les premieres 72 heures du SDRA, ’activité procoagulante est maximale et I’activité
antifibrinolytique est diminuée ; ensuite entre le 4° et le 15° jour ’inhibition de la fibrinolyse
persiste alors que I’activité procoagulante est modérément augmentée. Dans ces conditions,
I’inhibition de la déposition de fibrine apparait comme une approche thérapeutique
intéressante. Cependant, notre travail suggere la possibilité d’induire des effets néfastes lors
de I’augmentation de la fibrinolyse et I’inhibition de la coagulation intraalvéolaire au stade
précoce du SDRA. L’inhibition précoce de la formation de thrombine par la PCa pourrait
ainsi empécher le « collematage » naturel de la fuite capillaire alvéolaire induite par

I’agression bactérienne.

Ce travail a plusieurs limitations. Tout d’abord, des limitations liées au mode¢le, nous avons
utilisé une agression pulmonaire aigué trés précoce alors que les patients en pratique
clinique sont vus plus tardivement. Par ailleurs, nous avons utilis¢ de la PCa recombinante
humaine sur un modele murin, avec des différences d’espéces et de doses possibles. Ensuite,
nous avons utilis¢ la PCa de facon concomitante a I’infection, ce qui est toujours préférable

a I’administration en prétraitement mais qui reste trés €¢loigné de la pratique clinique.

B) Implication du tonus adrénergique sur 1’équilibre hydrique pulmonaire au cours

de I’agression pulmonaire aigu€ infectieuse

Dans la deuxieme partie de notre travail, nous avons évalué une autre stratégie
pharmacologique visant a ¢évaluer le tonus B-adrénergique sur 1’équilibre hydrique
pulmonaire sur un modele de pneumonie aigu€. Différentes études expérimentales ont
montré que les catécholamines pouvaient augmenter les capacités de résorption de 1’cedéme
pulmonaire par 1’épithélium alvéolaire au cours du choc septique, du choc hémorragique et
au cours de I’agression pulmonaire aigué d’origine neurogénique (183, 208, 254).
Cependant les effets des catécholamines endogeénes au cours d’une pneumonie aigué
bactérienne n’avaient pas ¢été caractérisés. Une étude récente avait montré que la
pneumopathie a virus influenza pouvait inhiber le transport actif de sodium dépendant du
canal ENaC in vitro sur des cultures cellulaires épithéliales de type II et aussi in vivo avec

une diminution de la clairance liquidienne alvéolaire (255).
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Les catécholamines endogeénes peuvent également avoir un effet favorable sur la
perméabilité de la barriére alvéolo-capillaire, notamment au cours de 1’état de choc

hémorragique (207).

Ainsi dans la premiere partie de ce travail, nous avons validé un modele de pneumopathie
aigué a E. coli afin d’évaluer le role du tonus B-adrénergique endogene sur 1’équilibre
hydrique pulmonaire. L’instillation intratrachéale d’E. coli induisait a 4 heures une
pneumonie sévere qui était confirmée sur le plan histologique par un cedéme alvéolaire et
interstitiel associé¢ a une infiltration pulmonaire par les cellules inflammatoires. Cet aspect
histologique était associé a une augmentation de I’eau extravasculaire pulmonaire et a une
augmentation de la perméabilité vasculaire pulmonaire. Les gaz du sang objectivaient une
insuffisance respiratoire aigué¢ avec une acidose, une hypoxémie et une hypercapnie.
L’ensemble de ces données permettait de valider notre modéle de pneumopathie infectieuse

aigué a E. coli.

L’inhibition du tonus B-adrénergique endogéne par le propranolol aggravait les échanges
gazeux et augmentait 1’eau extravasculaire pulmonaire des animaux présentant une
pneumonie aigu€ a E. coli. La fréquence cardiaque et la pression artérielle étaient diminuées
apres 1’administration de propranolol confirmant ainsi son activit¢ pharmacologique. Apres
I’administration de propranolol, le trouble de la perméabilité vasculaire pulmonaire était
augmenté au cours de la pneumonie aigué a E. coli. Une augmentation de la perméabilité
vasculaire pulmonaire avait déja été rapportée au cours du choc hémorragique du fait d’une
augmentation de la réponse inflammatoire faisant intervenir 1’activation de NFkB et la
sécrétion de cytokines (256). Le fait que la stimulation B-adrénergique puisse améliorer la
perméabilité endothéliale pulmonaire a été évaluée sur différents modeles expérimentaux et
une ¢tude a été réalisée chez I’homme. Sur un modele expérimental d’ischémie reperfusion
de poumons isolés de lapin, ’administration d’isoprotérénol (10° M), d’adenyl cyclase et
d’AMPc atténuaient 1’augmentation de la perméabilité endothéliale (257). L’isoproténérol
(107 M) réduisait la perméabilité basale a I’albumine et prévenait I’augmentation de
perméabilité¢ induite par la thrombine in vitro sur des cultures de cellules endothéliales
d’artéres pulmonaires (258). La stimulation B-adrénergique peut améliorer la perméabilité
endothéliale pulmonaire en modifiant les phénoménes de contractions cellulaires

endothéliales et en réduisant les espaces intercellulaires (259, 260).
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Liu et al ont en effet démontré que la protéine kinase A (PKA), impliquée dans la
transmission de [’activité des récepteurs dépendants du systéme adényl cyclase-AMPc
intervenait dans la régulation de la barriére endothéliale. /n vitro, sur des cultures de cellules
endothéliales, I’inhibition de la PKA induisait un réarrangement du cytosquelette avec la
formation de fibres de stress d’actine impliquées dans la motilité cellulaire et I’augmentation
des espaces intercellulaires au niveau de I’endothélium. Les auteurs ont montré que cette
inhibition de la PKA induisant la formation de fibres de stress et la contraction cellulaire
passait par I’activation de la voie de signalisation des protéines kinases activées par des
signaux extracellulaires (ERK : extracellular signal related kinase) et par son activateur en
amont, raf 1. Ainsi, des interactions existent donc entre I’AMPc et la voie de signalisation
ERK pour I’organisation du cytosquelette des cellules endothéliales et la régulation de la
barricre. Une étude évaluant la perméabilité vasculaire pulmonaire a été réalisée chez
I’homme en mesurant 1’extravasation pulmonaire d’un traceur radioactif plasmatique
(protéines marquées a la transferrine radioactive). Chez 10 patients présentant un SDRA,
I’administration de terbutaline sur 30 minutes par voie intraveineuse réduisait la
perméabilité vasculaire pulmonaire chez 6 patients (261). Dans notre travail, I’inhibition du
tonus [-adrénergique endogeéne augmentait le trouble de perméabilit¢ endothéliale
pulmonaire et aggravait 1’cedéme pulmonaire. Par ailleurs, les catécholamines peuvent
moduler I’expression de cytokines pro-inflammatoires. La production de TNF-a induite par
la stimulation des macrophages par le LPS bactérien était augmentée par les agonistes o-
adrénergiques (262). La stimulation des récepteurs B-adrénergiques diminuait la sécrétion de
TNF-a et d’IL-6 in vitro, sur des cultures de macrophages humains (263) et diminuait
I’inflammation pulmonaire induite par le LPS (264). Chez des volontaires sains, le
prétraitement par 1’adrénaline réduisait 1’augmentation de la sécrétion sérique de TNF-a
induite par le LPS (265). A l’inverse, le prétraitement par adrénaline augmentait les taux
circulants de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 chez des volontaires sains ayant regu une
perfusion d’endotoxine. Enfin, toujours chez des volontaires sains, 1’inhalation de salmétérol
suivie d’une inhalation de LPS bactérien exergait des effets anti-inflammatoires locaux avec
inhibition de I’infiltration pulmonaire par les PNN, et de leurs dégranulations, diminution de
la sécrétion intraalvéolaire de TNF-a et de I’expression HLA-DR sur les macrophages

alvéolaires (264).
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La modulation de la réponse inflammatoire par les catécholamines fait intervenir la voie
d’activation du NFkB et d’un facteur régulateur de la transcription, I’élément protéique de
liaison a I’AMPc, le CREB (cAMP response element binding protein). Les récepteurs -
adrénergiques sont couplés par I’intermédiaire de la protéine G, a I’adényl cyclase, qui
stimule la production d’AMPc et I’activation de la PKA qui conduit a la phosphorylation de
CREB et I’activation du NFkB (266). Dans notre travail, nous avons mis en évidence une
augmentation des concentrations plasmatiques de MIP-2 dans le groupe traité par le
propranolol suggérant une augmentation de la réponse inflammatoire lors de I’inhibition du

tonus B-adrénergique endogéne.

Dans notre étude, I’inhibition du tonus B-adrénergique endogeéne diminuait la clairance
liquidienne alvéolaire. Ces résultats montrent que les catécholamines endogénes a la phase
initiale de la pneumonie a E. coli peuvent induire un effet protecteur visant a réduire la
formation de I’cedéme pulmonaire. Dans notre travail, nous avons observé une augmentation
plasmatique des catécholamines endogeénes au cours de la pneumonie aigué en comparaison
des animaux controles. La norépinéphrine est une catécholamine non sélective ayant des
effets a-adrénergiques prédominants mais aussi B-adrénergiques (267). L’administration de
norépinéphrine sur des poumons de fcetus de moutons et de nouveaux nés de cobayes
diminuaient la production de liquide pulmonaire via D’activation des récepteurs o-
adrénergiques (268, 269). Ces données ont été confirmées sur un modéle animal murin. La
norépinéphrine augmentait la résorption de liquide alvéolaire via 1’activation des récepteurs
a; et B-adrénergiques et non par les récepteurs ap-adrénergiques. /n vitro, sur des cultures de
cellules alvéolaires de type II, ces effets étaient secondaires a une stimulation de la pompe
Na'/K'-ATPase au pole basolatéral des cellules (270). La stimulation B;-adrénergique
pouvait également augmenter la clairance liquidienne alvéolaire sur des cobayes anesthésiés
et ventilés (271). La dénopamine, un agoniste sélectif des récepteurs P;-adrénergiques
pouvait augmenter la clairance liquidienne alvéolaire de facon dose dépendante ex vivo sur
des poumons de rats et de cobayes. Cette stimulation de clairance survenait sans
augmentation de I’AMPc suggérant un effet indépendant de I’AMPc (272) mais faisant
intervenir le canal CFTR (273). La stimulation f;-adrénergique inhibait également la
réponse de 1’épithélium alvéolaire pour la clairance liquidienne a des concentrations élevées

de terbutaline (10~ M) sur un modéle ex vivo de poumons chez le rat (274).
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Quant aux P,-agonistes, ils stimulent la clairance liquidienne alvéolaire en augmentant le
transport transépithélial de sodium et le transport de chlore. L’augmentation d’AMPc
intracellulaire conduit a une augmentation du transport de sodium par une stimulation de
I’expression (186) et de ’activité du canal ENaC sur les cellules épithéliales de type 11
(275). La phosphorylation de la sous unité a de la pompe Na'/K'-ATP est augmentée ainsi
que la probabilit¢ d’ouverture du canal ENaC. De plus, une augmentation du transport du
canal a la membrane apicale et de la pompe Na'/K'-ATPase au pdle basolatéral a été mise
en évidence. Les PBr-agonistes augmentent I’activité du CFTR (276), son expression sur les
cellules épithéliales des voies aériennes (277) et le courant de chlore par le CFTR par un
mécanisme dépendant de I’AMPc (192). La stimulation B-adrénergique de la clairance
liquidienne alvéolaire peut étre inhibée par un antagoniste spécifique P,-adrénergique
suggérant que la stimulation B,-adrénergique est le mécanisme prédominant régulant cette

activité (278).

Sur des modeles expérimentaux de choc septique et d’état de choc hémorragique de courte
durée, la clairance liquidienne alvéolaire pouvait étre stimulée par les catécholamines. Cet
effet était associ¢ a une augmentation marquée de la concentration plasmatique en
épinephrine endogéne (10® M) et la stimulation de clairance pouvait étre inhibée par un
antagoniste B-adrénergique (183, 207). A I’inverse, au cours de 1’état de choc hémorragique
expérimental prolongé la clairance alvéolaire dépendante de I’AMPc était inhibée (279). Cet
effet impliquait les PNN et faisait intervenir des radicaux libres de I’oxygene et de 1’azote.
Les PBr-agonistes peuvent stimuler la clairance liquidienne alvéolaire dans d’autres modéles
expérimentaux : I’cedéme pulmonaire hydrostatique (228), I’agression pulmonaire induite
par I’hyperoxie (280) et 1’agression pulmonaire induite par la ventilation mécanique (281).
Par ailleurs, les P,-agonistes peuvent restaurer la diminution de clairance liquidienne
alvéolaire induite par I’hypoxie (221). Dans notre travail, I’augmentation de la clairance
liquidienne alvéolaire au décours de I’instillation d’E. coli était atténuée par 1’amiloride,
indiquant que cette stimulation était dépendante de la fixation de sodium sur la cellule
épithéliale alvéolaire. Cette augmentation de clairance était inhibée par le propranolol,
suggérant un mécanisme dépendant des récepteurs B-adrénergiques. Ainsi, nos résultats
indiquent que la sécrétion de catécholamines endogénes au cours de la pneumonie aigué a E.
coli peut induire une stimulation du transport de sodium a travers 1’épithélium alvéolaire,

dépendante des récepteurs B-adrénergiques.
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C) Stimulation B,-adrénergique exogeéne au cours de la pneumopathie aigué a Pa

Dans la derniére partie de notre travail, nous avons évalué 1’équilibre hydrique pulmonaire
aprés I’administration intraalvéolaire de P,-agonistes au cours de la pneumonie aigué a P.
aeruginosa. Dans ce modele expérimental, les animaux étaient anesthésiés et bénéficiaient
d’une ventilation mécanique pour une agression pulmonaire aigu€ induite par Pa. La
stimulation exogeéne Pr-adrénergique administrée au décours de la pneumonie aigué réduisait
la formation de 1’cedéme pulmonaire en diminuant le trouble de perméabilité¢ vasculaire
pulmonaire et en augmentant la clairance liquidienne alvéolaire. Ces effets étaient inhibés
par le propranolol, un B-antagoniste non sélectif. Sur un mode¢le d’agression pulmonaire
aigu€ induite par I’instillation intratrachéale d’acide chlorhydrique, McAuley et al avaient
trouvé des résultats similaires aux ndtres avec un effet bénéfique de I’administration
intratrachéale de salmétérol sur la perméabilité vasculaire et la résorption de 1’cedéme
pulmonaire (282). Une concentration plasmatique de 10 M d’épinéphrine était requise pour
augmenter la clairance liquidienne alvéolaire sur des poumons normaux de chiens (283) et
pour la norépinéphrine, la clairance liquidienne alvéolaire maximale était obtenue pour des
concentrations de 10 M chez le rat (270). Les études expérimentales ont démontré que la
terbutaline et le salmétérol pouvaient stimuler la clairance liquidienne alvéolaire sur des
modéles animaux et ex vivo sur des poumons humains lorsque des concentrations de 10~ a
10° M étaient obtenues dans le liquidienne alvéolaire (179, 180). Chez des patients
présentant une agression pulmonaire aigué, les dosages d’épinéphrine et de norépinéphrine
dans le plasma et le liquide de LBA étaient en moyenne de 10” M. Sakuma et al ont montré
sur un modele de poumons humains isolés que I’utilisation de ces concentrations
d’épinephrine et de norépinéphrine ne stimulait pas la clairance liquidienne alvéolaire (284).
Des concentrations plus élevées d’épinéphrine (10”7 M) augmentait la clairance liquidienne
alvéolaire de 84% par rapport au controle. Cette étude suggere donc que les concentrations
en catécholamines endogeénes ne sont probablement pas suffisantes pour stimuler la
clairance liquidienne alvéolaire chez I’homme au cours de 1’agression pulmonaire aigué.
Ainsi, 1’administration exogéne d’une stimulation dépendante de I’AMPc pourrait
probablement accélérer la résorption de l’cedéme alvéolaire au cours de 1’agression

pulmonaire aigué.
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Chez des patients intubés et ventilés pour un SDRA, aprés 1’administration d’un aérosol de 5
mg d’albutérol, la concentration moyenne d’albutérol dans le liquide LBA était de 10”4 10
M, une concentration potentiellement efficace pour favoriser la résorption de 1’cedéme
alvéolaire (285). Dans notre travail, I’administration par voie locale de 10* M de terbutaline
au décours de 'instillation intratrachéale de Pa réduisait I’cedéme pulmonaire en stimulant

la clairance liquidienne alvéolaire et en conservant les effets sur la perméabilité endothéliale.
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CONCLUSION

PERSPECTIVES
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Nous avons montré qu’en utilisant des stratégies pharmacologiques différentes, la balance
hydrique pulmonaire pouvait €tre modulée in vivo au cours de nos modeles d’agression

pulmonaire aigu€ secondaire a une pneumonie bactérienne.

L’administration de rhPCa a la phase précoce de 1’agression pulmonaire aigué induite par Pa
tend a augmenter la formation de I’cedéme pulmonaire avec une perte de la
compartimentalisation de la réponse inflammatoire. Ces effets peuvent étre en rapport avec
I’inhibition de la formation de thrombine par la rhPCa, suggérant un bénéfice probable de
I’activation précoce de la coagulation au cours de I’agression pulmonaire aigué pour limiter
a la fois I’extension de 1’agression et les troubles de la perméabilité de la barriere alvéolo-
capillaire. A un stade plus tardif de 1’agression pulmonaire aigué€, la modulation de
I’hémostase par la rhPCa pourrait étre utile pour restaurer les capacités fibrinolytiques et
limiter I’intensité de la réponse inflammatoire. D’autres études sont indispensables a réaliser
afin de mieux comprendre les interactions complexes entre la coagulation et I’inflammation
pulmonaire. Ainsi, le mode d’action de la PCa, les voies d’administration possibles et les
indications potentielles, notamment a quel moment de 1’agression pulmonaire aigu¢ la PCa
doit étre administrée, seront a préciser dans 1’avenir. La modulation de la coagulation sur le

versant de la fibrinolyse reste également un axe de recherche expérimentale a explorer.

Par ailleurs, nous avons montré que la stimulation B-adrénergique jouait un role important
dans I’équilibre hydrique pulmonaire. En effet, I’inhibition du tonus B-adrénergique
endogeéne aggravait 1’cedéme pulmonaire en augmentant le trouble de perméabilité
vasculaire pulmonaire et en diminuant la clairance liquidienne alvéolaire au cours de la
pneumonie aigué a E. coli. Notre étude suggere donc que le tonus B-adrénergique endogene
peut avoir un effet bénéfique en limitant le trouble de perméabilité vasculaire et en stimulant
la clairance liquidienne alvéolaire a la phase précoce de la pneumonie a E. coli afin de
limiter 1’aggravation de 1’cedéme pulmonaire. Enfin, la stimulation exogene B,-adrénergique
diminue I’cedéme pulmonaire et le trouble de perméabilit¢ endothéliale pulmonaire. Les
catécholamines peuvent stimuler la clairance liquidienne alvéolaire, moduler les voies de
signalisations intracellulaires et étre administrées localement dans les poumons. Ces
propriétés conférent aux catécholamines un intérét thérapeutique potentiel. L’action
immunomodulatrice des catécholamines doit donc continuer a étre explorée afin de mieux

préciser les effets bénéfiques ou délétéres de ces agents au cours du SDRA.
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Des études cliniques chez ’homme doivent également étre réalisées afin d’évaluer le role
potentiel des thérapeutiques [, stimulantes sur la résorption de 1’cedéme alvéolaire et de
préciser leur intérét sur le pronostic des patients. Enfin, une prise en charge thérapeutique
associant un meilleur contrdle de la réponse inflammatoire et une restauration de la fonction
épithéliale alvéolaire devrait conduire éventuellement a améliorer le pronostic des patients

présentant un cedéme pulmonaire l€sionnel.
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Abstract

Background: Acute lung injury (ALl) induces a coagulation/fibrinolysis imbalance and leads to fibrin
deposition. The protein C pathway is an important regulator of the coagulation system and reduces the
inflammatory response. The aim of the study was to examine the effects of recombinant human activated
protein C (rhAPC) in the early phase of Pseudomonas aeruginosa (Pa)-induced lung injury.

Methods: The study was conducted in vivo on a rat model of Pa-induced ALl. Continuous intravenous
(IV) rhAPC was administrated simultaneously with intratracheal (IT) Pa. We instilled into the airspaces a
5% bovine albumin solution with | p(Ci of '25 I-albumin and injected IV | u(Ci of !'In-albumin to measure
lung liquid clearance (LLC) and endothelial injury. Cytokines levels (TNFa and IL-6) and thrombin-
antithrombin (TAT) complexes were measured in blood and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) at 4
hours. Four groups were compared: control (CTR), pneumonia (PNP) receiving IT Pa (0.5 ml'kg of | x 10°
cfu), APC: IV rhAPC (300 pg/kg/h), A-PNP: IT Pa /IV rhAPC.

Results: Alveolar-capillary permeability was increased in the PNP versus the CTR group (0.28 £ 0.08 vs.
0.03 + 0.0l, p < 0.05). IV rhAPC in Pa-induced ALl led to further injury (0.47 + 0.17 vs. 0.28 + 0.08, p =
0.2). The LLC was significantly decreased in the A-PNP group compared to PNP group (9.1 + (4.3% vs.
33.4 £ 2.6%, p < 0.05). The lung wet to dry weight ratio was significantly increased in the PNP group (4.62
+ 0.31) compared to the CTR group (3.87 + 0.22, p < 0.05). IV rhAPC administration tends to increase
this parameter in Pa-induced ALI (5.80 + 0.66, p = 0.07). These findings were associated with a loss of
inflammatory response compartmentalization measured by TNFo and IL-6 systemic levels. TAT
complexes in BALF were increased in the A-PNP group (23.17 + 2.89 ng/ml) compared to the CTR group
(0.92 + 0.17 ng/ml, p < 0.05) and the PNP group (11.06 + 2.76 ng/ml, p < 0.05).

Conclusion: rhAPC reduces LLC following Pa-induced ALl and may influence pulmonary edema
formation. The early massive fibrin formation is probably beneficial in ALl limiting both the extent of injury
and permeability disorders.
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Background

Pseudomonas aeruginosa (Pa) is one of the most frequent
pathogens inveolved in nosocomial pneumonia [1]. This
Gram-negative bacillus is associated with a mortality rate
reaching 70% in some studies and an attributable mortal-
ity approaching 40% [2]. Instillation of this pathogen into
the air spaces increases the protein permeability of the
lung barrier to induce both interstitial and alveolar edema
|3]. Active ion transport is the primary mechanism driving
alveolar liquid clearance in the normal lung [4]. The
maintenance of active ion transport is critical for the reso-
lution of alveolar edema | 5,6]. Moreover, improvement of
fluid reabsorption from the air spaces in the Pa-induced
lung injury in an experimental rat model of pneumonia is
associated with a decrease in mortality [7].

Despite the improvement of ventilatory strategies, Acute
Respiratory Distress Syndrome (ARDS), the most severe
form of acute lung injury (ALI), is associated with a mor-
tality estimated to 35 % [8]. ALl is characterized by a
sequence of pathological events which can be subdivided
into three phases: the acute or exsudative phase, a sub-
acute or proliferative phase, and finally a chronic or
fibrotic phase [9,10]. During the exsudative phase, exten-
sive epithelial and endothelial damages result in intra-
alveolar deposition of fibrin [ 11], which is the hallmark of
a shift in the coagulation/fibrinolysis balance.

Several studies focused on this pro-coagulative imbalance
during ALIL: an increase in bronchoalveolar pro-coagulant
activity associated with a depressed bronchoalveolar fibri-
nolysis activity has been found in animal models as well
as humans [12-14]. In fact, depressed bronchoalveolar
urokinase plasminogen activator activity was found in
clinical ARDS [15], this decreased bronchoalveolar fibri-
nolysis activity was associated with an increased fibrinol-
ysis inhibition related to plasminogen activator inhibitor
(PAI-1) [14]. As a consequence to this procoagulant activ-
ity associated with decreased fibrinolysis activity, a
fibrotic evolution could be triggered [14,16] and influ-
ence patient's outcome [17]. From these data, the modu-
lation of the lung coagulation/fibrinolysis balance
appears to be a potential therapeutic approach in ALI and
ARDS [18].

Protein C is a natural anticoagulant with an important
role in coagulation homeostasis through proteolytic
cleavage and inactivation of factors Vaand VIIIa [19]. Acti-
vated protein C has also been shown to restore a pro-fibri-
nolytic activity by inhibiting PAI-1, and to reduce the
inflammatory response through a limitation of thrombin
generation and a modulation of nuclear factor-(B translo-
cation [19]. In vivo, activated protein C reduces pulmo-
nary injury in a model of LPS-induced ALI [20]. Moreover,
a therapeutic effect was observed in septic baboons [21]
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and in humans severe sepsis with a major decrease in mor-
tality [22].

The aim of our study was therefore to evaluate, in a rat
model, the effects of recombinant human activated pro-
tein C (rhAPC) in the early phase of Pseudomonas aerugi-
nosa-induced lung injury. We evaluated the effect of
rthAPC co-administration in a rat model of Pa-induced
lung injury on lung permeability and lung fluid move-
ment. Finally, alveolar and systemic cytokines were meas-
ured along with coagulation parameters to complete these
functional studies.

Methods

I. Animals

Specific pathogen-free Sprague Dawley rats (n = 50) (280-
320 g, Charles River Laboratoires France, St Germain/
I'Arbresle, France) were housed in the Lille University Ani-
mal Care Facility and allowed food and water ad lib. All
experiments were performed with approval of the Lille
Institutional Animal Care and Use Committee.

2, In vivo study

2.1. Surgical preparation

Sprague-Dawley male rats were anesthetized with pento-
barbital (Sanofi, Libourne, France). An endotracheal tube
(PE-220) was inserted through a tracheotomy. The rats
were ventilated with a constant volume pump (Harvard
Apparatus, South Natick, MA), with an inspired O, frac-
tion of 1.0, a respiratory rate of 60/min and a positive end
expiratory pressure of 2 cmH,0. A catheter (PE-50) was
inserted into the left carotid artery to monitor systemic
arterial pressure and obtain blood samples. Low molecu-
lar weight heparin was injected into the catheter (100 U1/
kg). Pancuronium bromide (0.3 mg/kg/h iv) was admin-
istered to achieve neuromuscular blockade.

2.2. General protocol

For all experiments, the following general protocol was
used. After the surgical preparation, heart rate and blood
pressure were allowed to stabilize. The rat was then placed
in left lateral decubitus to facilitate liquid deposition into
the left lung.

To calculate the flux of plasma protein into the lung inter-
stitium, a vascular tracer, 1 pCi of !!In-labeled human
serum albumin (HSA), was injected into the bloodstream
[7,23]. YIn-HSA was prepared in our institution accord-
ing to a standardized technique [24]. To calculate the alve-
olar liquid clearance, 3 ml/kg of a 5% bovine albumin
solution containing 1 puCi of 125 [-albumin were instilled
30 min later into the left lung over a 2-min period, using
a 1-ml syringe and polypropylene tube (0.5 mm internal
diameter) [7,23].
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One hour after the beginning of albumin instillation, the
abdomen was opened, and the rat was exsanguinated.
Urine was sampled for radioactivity levels. The lungs were
removed through a sternotomy, and fluid from the distal
airspaces was obtained by passing a propylene tube (0.5
mm internal diameter) into a wedged position in the left
lower lobe. The total protein concentration and the radio-
activity of the liquid sampled were measured. Right and
left lungs were homogenized separately for water to dry
weight ratio measurements and radioactivity levels.

2.3. Preparation of albumin instillate

The test solution used for albumin instillation was pre-
pared as follows: briefly, a 5% bovine albumin solution
was prepared using Ringer lactate and adjusted with NaCl
to be isoosmolar with the rat circulating plasma [7,23].
We added 1 pCi of 125 [-labeled human serum albumin
(125 1-HSA; CIS biointernational, Gif sur Yvette, France) to
the 5% albumin solution. Anhydrous Evan's blue dye (0.5
mg) was added to confirm the location of the instillate at
the end of the study. A sample of the instilled solution was
saved for total protein measurement, radioactivity counts,
and water to dry weight ratio measurements so that the
dry weight of the protein solution could be substracted
from the final lung water calculation.

2.4. Measurements

Hemodynamics, pulmonary gas exchange, and protein concentration
Systemic arterial pressure and airway pressures were meas-
ured continuously (Acknowledge Software v3.7.1, Biopac
Systems, Santa Barbara, CA, USA). Arterial blood gases
were measured at one-hour intervals (ABL 520, Radiome-
ter, Copenhagen). The arterial PO, was used to quantify
the oxygenation deficit [25]. Samples from instilled pro-
tein solution, final distal airspace fluid, initial and final
blood were collected to measure total protein concentra-
tion with an automated analyzer (Hitachi 917, Japan).

Lung barrier function study

Permeability of the alveolar-capillary barrier was assessed
with the measure of the albumin flux. !''!In-albumin
counts in the final airspace sample were compared to
plasma 'In-albumin counts averaged over the course of
the experiment; permeability to the tracer was expressed
as a ratio of airspace to plasma counts (Asp/Plasma). As
previously shown [3], this ratio provides a good index of
equilibration of the vascular protein tracer into the alveo-
lar compartment.

Accumulation of the vascular protein tracer into the
extravascular space of the lung was calculated by deter-
mining the total extravascular count of !'!In-albumin in
the lung divided by the average counts in the plasma over
the study period and was expressed as total plasma equiv-
alents (TPE) in microliters [26].
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Lung liquid clearance

The extravascular lung water (EVLW) was measured by the
gravimetric method |[7,25]. For each animal, the nonin-
stilled lung was used to calculate EVLW and estimate lung
liquid clearance (LLC) [25,25].

Alveolar fluid movement

Changes of native bovine albumin concentration over the
study period (1 h) were used to measure alveolar fluid
movement. The term "alveolar” does not imply that all
fluid reabsorption occurred at the alveolar level, since
some reabsorption may have occurred across distal bron-
chial epithelium.

The alveolar liquid clearance (ALC) was measured by the
ratio of the final unlabeled alveolar protein concentra-
tion, compared to the initial instilled alveolar protein
concentration (ALCp) [23,27]. The concentrations of
alveolar 125 [-albumin were also used to estimate alveolar
liquid clearance (ALCy35) [27].

Measuring alveolar liquid clearance with this methodol-
ogy relies mainly on the calculation of the alveolar vol-
ume, which may, in the context of ALl be falsely
evaluated. We therefore had to validate this method in
this particular situation. Five percent albumin solution
with 125T-albumin was sampled one minute after albumin
instillation into the airspaces of the rats with ALL This
early sampling allowed to the measurement of the change
in the concentration of labeled and unlabeled protein
related dilution by non-labeled protein-rich alveolar
edema fluid [27]. We performed the experiments in three
animals and observed no change in labeled and unlabeled
protein (data not shown).

3. P. aeruginosa-induced lung injury

Pseudomonas aeruginosa (PaO1 strain) was incubated in
125 ml of tryptic soy broth at 37°C in a rotating shaking
water bath for 8 hours. The culture was then washed twice
with phosphate-buffered saline, and resuspended in
phosphate-buffered saline. The resulting bacterial suspen-
sion was at 1 x 10° CFU/ml. ALI was produced according
to the method described by Pennington and Ehrie [28].
Under short ether anesthesia, a small midline incision was
made on the neck ventral surface after swabbing it with
ethanol. The trachea was exposed by blunt dissection.
Using a 28-gauge needle, 0.5 ml/kg of bacterial suspen-
sion was instilled into the trachea, followed by injection
of 0.5 ml of air. The animals were studied in vivo 4 hours
after instillation of bacteria.

4. Recombinant human activated protein C

Recombinant human activated protein C (rhAPC) was
generously provided by Lilly SAS (Saint-Cloud, France).
Animals were anesthetized with 60 mg/kg of ketamine
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Experimental protocol over time. The animals are followed during a four hours period. After the instillation of Pseudomonas
aeruginosa (Pa) or isotonic saline, rhAPC (APC) or saline is injected continuously during the next four hours of the experiment.
After anesthesia and tracheotomy, !!!l-labeled albumin is injected intravenously (IV), 150 minutes after the beginning of the
experiment. Sixty minutes prior to sacrifice, !25 |-labeled albumin is instilled intratracheally (IT). The animals are then sacrificed
for each of the functionnal studies described in the method section.

associated with 1 mg/kg of chlorpromazine chlorhydrate
intra-muscularly. A Silastic catheter (Dow coring Corpo-
ration, Milland, MI) was inserted into the superior vena
cava via the right external jugular vein. The catheter was
tunneled subcutaneously to the interscapular region.
Resuspended rhAPC was then continuously administered
at300 (pg/kg/h during 4 hours intravenously. This dosage
regimen was chosen according to manufacturer's recom-
mendation, taking into account the species differences in
rhAPC activity.

5. Bronchoalveolar lavage (BAL)

Lungs from each experimental group were lavaged with a
total of 20 ml in 5-ml aliquots of PBS with 3 mM EDTA.
The returned fluid was pooled and centrifuged (200 g for
10 min), and the cellular pellet was washed two times in
PBS. A cell count was performed directly with a hemocy-
tometer, and the total number of cells was calculated. Cel-
lular monolayers were prepared with a cytocentrifuge and
stained with Wright-Giemsa stain. Cellular morphotype
differential was obtained by counting 200 cells/sample
and expressing each type of cell as a percentage of the total
number counted.

6. Cytokines assays

Levels of tumor necrosis factor a (TNFe and interleukin 6
(IL-6) were determined after treatment by use of commer-
cially immunoassay kits (ELISA) specific for rat cytokines
(respectively, Quantikine Murine rat TNFa and Quantik-
ine Murine rat IL-6, R&D Systems, Abingdon OX, UK).
The reading was performed with a microplate reader
Digiscan (Spectracount Packard Instrument Company;
Meriden CT USA). Levels were measured in the serum and

in BAL fluids of animals from each group 4 hours post-
instillation of bacteria.

7. Coagulation

The following parameters were measured 4 hours post-
instillation of bacteria in blood samples obtained through
direct aortic catheterization of anesthetized rats from each
group: leukocyte and platelet counts, prothrombin time,
fibrinogen and thrombin-antithrombin (TAT) complex
concentrations. Measurements of TAT complexes were
used as markers of thrombin formation [33]. TAT com-
plexes were also measured in BAL fluids. Platelet and leu-
kocyte counts were obtained on EDTA-treated
uncoagulated blood. For coagulation assays, blood (four
parts) was collected into sodium citrate 3.8% (one part).
Platelet depleted plasma was separated by centrifugation
(15°C at 2500 g for 15 min). Prothrombin time, fibrino-
gen concentration (Clauss' method) were measured
immediately by standard procedures. These two parame-
ters were measured to detect the occurrence of an overt
intravascular coagulation leading to a consumptive coag-
ulopathy and fibrinogen depletion. Other assays were per-
formed on frozen plasma or BAL fluid stored at -80°C.
TAT complexes were measured on citrated samples by an
enzyme-linked immunosorbent assay method (Enzyg-
nost® TAT, Behringwerke AG, Marburg, Germany).

8. Experimental groups

Animals were randomized to one of four groups with a
sample size of 5 animals per group in each series of exper-
iments (in vivo permeability, alveolar liquid clearance,
BAL, cytokines, histology and coagulation studies):
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Table 1: In-vivo systolic arterial pressure (SAP), airway pressure (AWP) and PaO,/FiO, ratio after a 30 minutes stabilization period.

Group SAP (mm Hg) AWP (em H,0) PaO,/FiO,
CTR 127 £5 43404 420 £ 37
APC 816 48+ 0.6 483 + 47
PNP 123+20 41403 386+ 33
A-PNP 104+ 12 4.1 £06 215+ 26t ¢

Data are means + SEM. Tp < 0.05 vs. CTR, ¥p < 0.05 vs. PNP.

- Control group (CTR): saline (0.5 ml/kg intratracheal
injection)

- Pa (PNP): Pa (0.5 ml/kg of 1 x 109 cfu intratracheal inoc-
ulum)

- ThAPC group (APC): saline (0.5 ml/kg intratracheal
injection), treated (300 ng/kg/h IV rhAPC)

- thAPC/Pa group (A-PNP): Pa (0.5 ml/kg of 1 x 107 cfu
intratracheal inoculum), treated (300 ug/kg/h IV rhAPC).

For each protocol the timing was similar as represented on
Figure 1

9. Statistical analysis

Results are presented as mean + SEM. Data were analyzed
using the Kruskall-Wallis test and the Mann Whitney test
where appropriate. P values less than 0.05 were regarded
as statistically significant. StatView 4.57 (Abacus Concept,
Berkeley, CA, USA) software was used. A Bonfferoni cor-
rection was used for multiple analysis.

Results

rhAPC administration worsens oxygenation impairment in
P.aeruginosa lung injury

Systemic arterial and airway pressures showed no signifi-
cant differences between the different groups in any series
of experiments (Table 1). PaO,/FiO, ratio showed no sta-
tistically significant ditferences between CIR, APC and
PNP groups. However, rhAPC administration signifi-
cantly impaired oxygenation compared to CIR and PNP
groups (Table 1).

rhAPC does not further increase alveolar-capillary protein
permeability in early P. aeruginosa-induced lung injury

Endothelial permeability, evaluated by the leakage of the
vascular marker into the alveoli (Asp/Plasma ratio), was
significantly increased in the PNT group versus control
animals (0.28 £ 0.08 vs. 0.03 £ 0.01, p < 0.05). Concom-
itant administration of thAPC further increased this leak-
age compared to the PNP group, but the difference did not
reach a statistical significance (0.47 + 0.17 vs. 0.28 + 0.08,
p = 0.2) (Figure 2). Consistent with this finding, bacterial
instillation led to a significant increase in total plasma

equivalents (TPE) compared to the CIR group (0.22 +
0.03 vs. 0.07 = 0.03, p < 0.05). rhAPC administration
increased TPE in the A-PNP group compared to the PNP
group, but this increase remained below a statistical sig-
nificance (0.37 + 0.15vs. 0.22 + 0.03, p = 0.33) (Figure 2).

rhAPC administration induces an increase in extra-
vascular lung water and a decrease in LLC

The lung wet to dry weight (W/D) ratio was significantly
increased in the PNP group (4.62 + 0.31) compared with
the CTR group (3.87 + 0.22, p < 0.05). Concomitant
administration of thAPC tended to increase the W/D ratio
following Pa-induced ALI (5.80 + 0.66, p = 0.07) (Table
2).

Pa-induced ALI was associated with a significant increase
in LLC versus control animals. In contrast, thAPC co-
administration decreased significantly LLC compared
with PNP animals (Table 2).

Alveolar fluid clearance calculated from native proteins as
well as labeled proteins showed increased values in the
PNP group versus the CTR group (respectively, 47.9 + 4.7
% vs. 27.4 + 2.8 %, p<0.05and 34.6 + 4.5 % vs. 24.2 +
2.5 %, p < 0.05). Administration of rhAPC did not influ-
ence this parameter (Figure 3).

rhAPC increases lung inflammatory cell recruitment in Pa-
induced lung injury

The number of inflammatory cells recovered from the BAL
fluid was significantly increased in the PNT group com-
pared with the CTR group (9.2 + 3.5 = 10¢ cells/ml vs. 1.7
+ 0.7 x 106 cells/ml, p < 0.05). This value was further
increased in the A-PNP group (38.1 + 4.4 x 10¢cells/ml, p
< 0.05).

More than 90% of the cells were alveolar macrophages in
control and APC animals. For PNTP animals, neutrophils
represented 85.5 + 4.5 % of the cells. thAPC administra-
tion induced a significant increase of neutrophils com-
pared to the PNP group (95.7 + 1.3 %, p < 0.05).
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Figure 2

In-vivo alveolar-capillary protein permeability. Endothelial
permeability, evaluated by determining leakage of the vascu-
lar marker (!!'In labeled albumin) into the alveoli as assessed
by the aspirate radioactivity ratio (Asp/Plasma) (white bars),
was significantly increased in PNP group versus control ani-
mals (0.28 + 0.08 vs. 0.03 £ 0.01, p < 0.05). Concomitant
rhAPC administration further increased this leakage com-
pared to PNP animals. The accumulation of the vascular pro-
tein tracer into the extravascular space of the lung (TPE)
(black bars) was increased in the PNP group versus CTR.
Concomitant rhAPC administration increased TPE compared

to PNP animals. Data are means + SEM. * p < 0.05 vs. CTR.

rhAPC administration induces a loss of
compartmentalization of the inflammatory response

In the BAL fluid, TNFua was non detectable in CTR and
APC groups. These cytokines were significantly increased
in both the PNP and the A-PNP groups (p < 0.05) (Table
3). Interestingly, in the serum, TNFa was non detectable,
even after Pa instillation. rhAPC co-administration led to
a significant increase in TNFa systemic levels (p < 0.05). A
comparable pattern was observed with IL-6, major levels
were obtained in the A-PNP group (p <0.05), significantly
higher than in the PNP group (Table 3).

The levels of alveolar coagulation biomarkers are majored
by rhAPC administration in P.aeruginosa-induced lung
injury

A significant decrease in white blood cell count was
observed in Pa inoculated groups compared with the con-
trol group (p < 0.05). A decreased platelet count was
observed in the APC group (Table 4). Concerning plasma
fibrinogen levels, a significant increase was observed in
the PNP group compared with control animals (p < 0.05),
whereas a significant decrease was observed in the APC
and the A-PNP groups compared with controls (p < 0.05)
(Table 4). Plasma TAT complexes were comparable
between all the groups.

http://respiratory-research.com/content/7/1/41

Table 2: Lung wet to dry weight (W/D) ratio and lung liquid
clearance (LLC) for each group.

Group WID ratio LLC (%)

CTR 387+022 235+29
APC 4.16 £ 0.34 203 +£22
PNP 462 £ 0.31* 334+ 261
A-PNP 5.80 + 0.661 9.1 £ 43f%

Data are means + SEM; * p < 0.05 versus CTR, Tp < 0.05vs. CTR, #p
< 0.05 vs. PNP.

In the alveoli, analysis of the BAL fluid showed a statisti-
cally significant increase in TAT complexes in the PNP
group versus CIR group (11.06 + 2.76 vs. 0.92 + 0.18 ng/
ml, p < 0.05). Moreover, TAT complexes in the BAL fluid
were significantly increased in the A-PNP group, com-
pared with the PNP group (23.17 £ 2.89 vs 11.06 + 2.76
ng/ml, p < 0.05) (Figure 4).

Discussion

In our study, Pa-induced lung injury led to an increase in
alveolar-capillary barrier permeability and rhAPC admin-
istration tended to increase extra-vascular lung water in
the A-PNP group. Analysis of lung fluid movement
showed an increase in alveolar lung clearance in pneu-
monic animals. If the epithelial transport was relatively
preserved in our model, endothelial function alterations
were observed with a decrease of lung liquid clearance
after thAPC administration in pneumonic animals. Con-
sistent with these findings, rhAPC treated animals had a
loss of lung cytokines compartmentalization as assessed
with TNFa and 11-6 systemic levels. The analysis of coag-
ulation parameters showed a major increase of TAT com-
plexes in the BAL fluid associated with the increased
permeability.

In the first part of our study, we showed an increase in the
alveolar-capillary barrier permeability after instillation of
the bacteria. Our results are consistent with previous find-
ings, we showed a leak of the vascular tracer into the alve-
oli (Asp/Plasma ratio) [7,27] associated with an increase
in the total plasma equivalents (TPE) [26].

Concomitant administration of rhAPC in Pa-induced
lung injury group further tended to increase extra-vascular
lung water in the A-PNP group. Murakami et al. showed
that APC pretreatment could reduce permeability disor-
ders and histological damages in a model of LPS-induced
pulmonary vascular injury [29]. These effects were related
to APC ability to inhibit pulmonary accumulation of leu-
kocytes. Our results are not consistent with these findings;
however, the type of injury induced in our model differs
from that of Murakami et al. First, in our model, the lung
injury was induced by a living bacteria instillation and not
only by a component of this bacteria; toxic substances
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Table 3: TNFag, and IL-6 levels in blood serum and BAL fluid for each group.

Group TNFa (pg/ml) IL-6 (pg/ml)

Blood serum BAL fluid Blood serum BaL fluid
CTR n.d. 171.6 £17.7 839+ 21
APC nd. 1429 + 1691 90.4 + 145
PNP nd. 957.2 + 337.2t° 2254 + 57.0¢ 2706.0 £ 1720.1%°
A-PNP 193+ 14.01° % 1697.0 + 180.8t° ¢ 470.7 £ 111,51t % 4452.4 + 1283.41°

n.d.: non detectable.

Data are means + SEM.T p < 0.05 vs. CTR, °p < 0.05 vs.APC, ¥ p < 0.05 vs. PNP.

(such as exotoxins) released by living P. aeruginosa could
explain the severity of the injury observed in our study.
Second, in the study of Murakami et al., the injury only
involved the endothelial side of the alveolar-capillary bar-
rier, when our model involves both sides |3]. Finally, in
our model, ThAPC administration was concomitant with
the Pa-induced lung injury; animals were pre-treated in
the study of Murakami et al.

An important and unexpected finding of this study was
that rhAPC reduced LLC in the A-PNP group. LLC, i.e. the
portion of the instillate which left not only the alveoli but
also the lung, was increased by the bacterial insult in the
PNP group. Concomitant rhAPC administration was
responsible for a significant alteration of this parameter.
Pulmonary edema resorption involves two main path-

80 -
OALC prot (%) BMALC 125(%)
60
=
o 404
-
=
20 4
LE
CTR APC PNP A-PNP
Figure 3

In-vivo alveolar liquid clearance (ALC). ALC was calculated
from the changes in concentration, expressed in percentages,
of both labeled and unlabeled protein recovered in the aspi-
rate. ALC calculated from native protein (ALC prot) (white
bars), showed increased values in the PNP and the A-PNP
groups versus the CTR group (p < 0.05). Analysis of the
results obtained from labeled proteins (ALC 125) (black bars)
showed comparable values; both of the values in the PNP and
A-PNP groups differed statistically from the CTR group (p <
0.05). Data are means + SEM. * p < 0.05 vs. CTR.

ways: vascular and lymphatic [30]. The alveolar-capillary
barrier permeability was altered in both the A-PNP and
the PNP groups. The lung W/D weight ratio is the result of
the combination of ALC and LLC. In the PNP group, the
balance between alveolar liquid clearance and lung liquid
clearance could limit the increase in the lung W/D weight
ratio and therefore preserve gas exchange. In the A-PNP
group, the alteration of the endothelial barrier was proba-
bly responsible for the decrease in the lung liquid clear-
ance, as a consequence, lung W/D weight ratio increased
and gas exchange was altered. In this hypothesis, the wors-
ening of the oxygenation was not related to alveolar flood-
ing but to mismatched of V/Q. Our findings are consistent
with previous results of others indicating that alveolar epi-
thelium is more resistant than the lung endothelium to
acute lung injury [31-33]. We have also previously shown
in another model that this discrepancy between ALC and
LLC could be related to the endothelial barrier [34]. Here,
the increase in endothelial permeability in the A-PNP
group seems to overwhelm alveolar transport and as a
consequence be responsible for alveolar flooding.

We found a preservation of alveolar liquid clearance
(ALC) assessed by native and labeled albumin concentra-
tion variations. Four hours after bacterial instillation, ALC
was significantly increased compared to the control
group. We observed an increase from 27% to 48%, con-
sistent with previously published studies which showed
an increase from 30% to 45% in a comparable model
[27]. In these studies, the increase in ALC was related to a

TNFa-dependent mechanism [27] since it was completely

prevented by anti-TNFo antibody pretreatment and repro-
duced by TNFa instillation alone. In our study, we found
a high BAL fluid TNFa level in Pa-induced lung injury
groups, which can explain, at least partially, ALC increase.

A large number of studies has demonstrated the relation-
ship between systemic inflammation and the coagulation
system [35]. With inflammation, many cytokines are pro-
duced, among them TNF has been shown to inactivates
natural inhibitors of coagulation and attenuates fibrinol-
ysis, and IL-6 to activate coagulation [36]. We observed a
major increase in BAL fluid pro-inflammatory cytokines
levels in the PNP group compared to control animals,
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Table 4: Standard coagulation parameters for each group at 4 hours

http://respiratory-research.com/content/7/1/41

Group WBC (10%/]) Pt (109/1) PT (%) Fibrinogen (g/l)
CTR 6.69 1 0.76 793 £ 59 5213 238 0.13
APC 5.10 + 0.91 580 + 53 4342 193011
PNP 363 + 0.65t 850 + 14° 5241 322+ 0361°
A-PNP 277 + 0.45t 778 + 24° 46+3 236+ 0.11%

WBC: white blood cells, Plt : Platelets, PT : Prothrombin time

Data are means + SEM.t p < 0.05 vs. CTR, ° p < 0.05 vs. APC, #p < 0.05 vs. PNP.

whereas these cytokines were non detectable or only
slightly increased in the blood. TNFa and 11-6 are mainly
released from macrophages and neutrophils both acti-
vated by different products from P.aeruginosa [37]. In the
PNP group, locally released cytokines remained within
the alveolar space [38], and blood serum cytokines levels
were lower than in the alveolar compartment. In the A-
PNP group, we observed a significant increase in both
blood serum TNFu and 11L-6 levels compared to CI'R and
PNP groups standing for a loss of compartmentalization
of the inflammatory response associated with systemic
mediators release [38,39].

rhAPC administration in Pa-induced lung injury led to a
4-fold increase in TAT complexes in the BAL fluid,
whereas blood serum values were not significantly differ-
ent between groups. Activated PC is a strong inhibitor of
factors Va and VIIla and downregulates thrombin forma-
tion. In our model of experimental lung injury, the
increased TAT levels in the BAL fluid could represent an
indirect witness of the APC induced-increase in capillary-
alveolar permeability, leading to the migration and accu-
mulation of TAT complexes at the alveolar side. The lack

20 - . O Blood
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25 A
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Figure 4

Serum and bronchoalveolar lavage (BAL) fluid Thrombin-
Antithrombin complexes (TAT). There was no significant
variation between groups in blood serum TAT complexes
(white bars). However, there was a significantly increase in
BAL fluid TAT complexes (black bars) in the PNP group com-
pared to the CTR group. rhAPC administration in Pa-induced
lung injury animals further increased BAL fluid TAT com-
plexes. Data are means + SEM. * p < 0.05 vs. CTR and APC,
“ p < 0.05 vs. PNP.

of a concomitant increase in plasma TAT levels is poorly
consistent with this mechanism. It is also well docu-
mented that alveolar epithelial cells are able to generate a
substantial amount of thrombin independently of any
intravascular coagulation activation. Alveolar macro-
phages are able to express tissue factor-dependent pro-
coagulant activity and synthesize factor V that accelerates
thrombin formation via the prothrombinase complex
[40]. The rat fetal distal lung epithelium has been used in
vitro to study epithelial thrombin formation and it has
been shown, by Chan et al, that lung epithelial cells pro-
mote thrombin generation via the expression of factor VII
dependent tissue factor activity |41]. On the other side,
these epithelial cells have also significant anticoagulant
properties. Bacterial LPS increases the expression of
thrombomeodulin in alveolar macrophages and this effect
could enhance the activation of Protein C in the
thrombin-thrombomodulin complex. Epithelial cells
express on their cell surface glycoaminoglycans able to
bind to plasma Antithrombin (AT) and leading to the gen-
eration of TAT complexes in the alveolar fluid [41]. We
could document in a previous study that the levels of alve-
olar TAT complexes were greatly enhanced when recom-
binant human AT was infused intravenously in the same
Pa model, showing that a substantial amount of thrombin
had been generated in the alveolar fluid [42]. Therefore,
the possibility must be considered that the increase in TAT
alveolar levels observed in the present study after intrave-
nous APC infusion, might reflect the perturbation of the
complex pro and anti coagulation balance at the alveolar
level. Additionally, the effects of rhAPC on endothelial
permeability and epithelial cells are not uniform. Experi-
mental studies have shown that they may differ according
to the animal model, the dosage regimen, and the infu-
sion route. For instance, Zeng and al. have shown that
contrasting with a lack of effect at low dose, higher dose
(z 1 ug/mL) of thAPC could induce an early endothelial
cell leakage [43]. These data suggest that interpretation of
the published in vitro and in vive data of rhAPC and
endothelial permeability should take into consideration
the concentrations of thAPC used or achieved. In the
present study we used the dosage of thAPC recommended
by the manufacturer, taking into account that species dif-
ferences in APC activity require higher dose in the rat
model. Nevertheless we consider that our results support
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the possibility that the infusion of rhAPC at the early stage
of bacterial pneumonia might disturb the complex coagu-
lation balance at the alveolar level and impede the initial
favorable effect of coagulation activation.

Indeed, during the earliest phase of acute lung injury, the
epithelial as well as the endothelial side of the alveolar-
capillary barrier are involved with a fibrin deposition on
both sides reflecting the shift in the alveolar coagulation/
fibrinolysis balance [10]. During the first 72 hours of
human ARDS, the procoagulant activity is maximal and
fibrinolytic activity is decreased; then, from the fourth to
the fifteenth day, fibrinolysis inhibition persists whereas
the procoagulant activity is moderately increased
[12,15,44,45]. In such a situation, the inhibition of fibrin
formation appears to be an attractive therapeutic
approach. However, the possibility of deleterious effects
of enhancing fibrinolysis or inhibiting intra-alveolar coag-
ulation in the early stages of ARDS has to be considered.
The early inhibition of thrombin formation by activated
PC at the endothelial side might impede the natural plug-
ging of the capillary alveolar leak induced by the bacterial
insult. This possibility is further supported by recent
results from our laboratory showing in the same rat model
that inhibition of thrombin formation by recombinant AT
also increases lung permeability and aggravates lung dam-
age [42]. Consistent with this hypothesis, hAPC adminis-
tration in Pa-induced lung injury tends to increase extra-
vascular lung water with a loss of compartmentalization
of the inflammatory response. This finding underlines the
importance of early fibrin formation to limit the extent of
injury.

This study has several limitations before the extrapolation
of the results to clinical situations. Concerning the design
of the study, we used a model of acute lung injury in the
rat at the very early phase of the injury; patients are usually
seen at a later phase. We used recombinant human acti-
vated C protein in a rat model, the species difference can
explain the higher dose used in our study, however, the
dose was chosen according to the manufacturer's recom-
mendations at the time of the study. Finally, APC was
administered concomitantly, which is better than in pre-
treatment, but still far from the clinical use.

On the results obtained, we only have a limited number
of animals in each group and the measure of the alveolar
liquid clearance is always difficult with an increase of the
alveolar barrier permeability, however, we used the classi-
cal corrections to obtain a reliable parameter [27]. Finally,
the measure of the endothelial and epithelial permeability
relies on the study of a double flux of markers. The results
obtained reflect a combination of these two barriers per-
meabilities, a fine distinction could only be studied
through morphological data.

http://respiratory-research.com/content/7/1/41

Conclusion

Our results show that administration of 300 pg/kg/h of
thAPC in the early stage of Pa-induced lung injury tends
to increase lung edema formation with a loss of the
inflammatory response compartmentalization. These
effects could be related to the inhibition of thrombin for-
mation by rhAPC, suggesting a probable beneficial role of
early coagulation activation in ALl limiting both extents
of injury and permeability disorders. In a later stage of
ALI the modulation of haemostasis by thAPC could be of
value to restore the fibrinolytic capacities and limit the
intensity of inflammatory reaction [46].
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Su, Xiao, Laurent Robriquet, Hans G. Folkesson, and Michael
A. Matthay. Protective effect of endogenous p-adrenergic tone on
lung fluid balance in acute bacterial pneumonia in mice. Am J Physiol
Lung Cell Mol Physiol 290: L769-L776, 2006. First published No-
vember 11, 2005; doi:10.1152/ajplung.00334.2005.—Some investiga-
tors have reported that endogenous -adrenoceptor tone can provide
protection against acute lung injury. Therefore, we tested the effects
of B-adrenoceptor inhibition in mice with acute Escherichia coli
pneumonia. Mice were pretreated with propranolol or saline and then
intratracheally instilled with live E. coli (107 colony-forming units).
Hemodynamics, arterial blood gases, plasma catecholamines, ex-
travascular lung water, lung permeability to protein, bacterial counts,
and alveolar fluid clearance were measured. Acute E. coli pneumonia
was established after 4 h with histological evidence of acute pulmo-
nary inflammation, arterial hypoxemia, a threefold increase in lung
vascular permeability, and a 30% increase in extravascular lung water
as an increase in plasma catecholamine levels. 3-Adrenoceptor inhi-
bition resulted in a marked increase in extravascular lung water that
was explained by both an increase in lung vascular permeability and
a reduction in net alveolar fluid clearance. The increase in extravas-
cular lung water with propranolol pretreatment was not explained by
an increase in systemic or vascular pressures. The increase in lung
vascular permeability was explained in part by anti-inflammatory
effects of B-adrenoceptor stimulation because plasma macrophage
inflammatory protein-2 levels were higher in the propranolol pretreat-
ment group compared with controls. The decrease in alveolar fluid
clearance with propranolol was explained by a decrease in cate-
cholamine-stimulated fluid clearance. Together, these results indicate
that endogenous [3-adrenoceptor tone has a protective effect in limit-
ing accumulation of extravascular lung water in acute severe E. coli
pneumonia in mice by two mechanisms: /) reducing lung vascular
injury and 2) upregulating the resolution of alveolar edema.

Escherichia coli; alveolar fluid clearance; pulmonary edema: B-adre-
noceptor inhibition; sodium channel

EARLIER EXPERIMENTAL WORK established that elevated endoge-
nous epinephrine levels can increase the capacity of the alve-

olar epithelium to remove alveolar edema fluid in the setting of

septic or hemorrhagic shock (29, 35, 36) or after an acute
neurogenic insult (18). However, the effects of endogenous
B-adrenoceptor tone on lung fluid balance have not been
studied in acute severe bacterial pneumonia, the most common
cause of clinical acute lung injury (10). We would predict that
an acute elevation in endogenous epinephrine and norepineph-
rine levels during acute bacterial pneumonia might elevate
alveolar fluid clearance by c AMP-dependent mechanisms (3, 7,
8, 16, 22-24, 33, 37), providing the alveolar epithelial barrier
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has not been severely damaged by the bacteria or their prod-
ucts. Some investigations have suggested that endogenous
B-adrenoceptor stimulation may downregulate inflammatory
responses and potentially protect against the development of
acute lung injury (2. 32, 34).

In this study, we selected Escherichia coli because it is a
common cause of gram-negative bacterial pneumonia (6, 11).
The primary objective was to determine whether an acute
increase in endogenous catecholamine levels favorably af-
fected lung fMuid balance and arterial blood gases during the
acute phase of E. coli pneumonia. We measured plasma epi-
nephrine levels and examined whether B-adrenoceptor inhibi-
tion by propranolol, a B-adrenoceptor antagonist, would affect
the extent of pulmonary edema. Because propranolol increased
extravascular lung water by both increasing lung vascular
permeability and decreasing alveolar fluid clearance, we then
used amiloride to inhibit epithelial sodium channels (ENaC) to
determine the quantitative contribution of a decrease in alve-
olar fluid clearance in the absence of any effect on lung
vascular permeability.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and reagents. Propranolol and amiloride were pur-
chased from Sigma (St. Louis, MO). They were dissolved in 0.9%
saline before each experiment. The catecholamine ELISA kit was
from ImmunoBiological Laboratories (Hamburg, Germany).

Animals. For these studies, the mice (weighing 25-35 g) were
housed in air-filtered. temperature-controlled units (20 = 2°C) with
food and water ad libitum. Anesthesia was induced with an intraperi-
toneal injection of a mixture of ketamine (90 mg/kg) and xylazine (10
mg/kg). The Committee on Animal Research of the University of
California, San Francisco approved all the protocols.

E. coli preparation. E. coli serotype K1 was originally isolated
from the blood of a patient with biliary sepsis. The methods used to
passage, store, and amplify the bacteria have been described else-
where (25). To count E. coli, we measured the optical density (OD) of
the diluted E. coli solutions using a spectrophotometer. An equation
Y = 4.2 % 108X"#%* was used to calculate the numbers of E. coli (¥
represents the counted number of E. celi, and X is the OD value of the
diluted E. coli solution).

Acute E. coli pneumonia mouse model. A previously developed
direct visualization instillation method was used to instill 107 colony-
forming units (cfu) of E. coli into the air spaces of the lung (38).
Briefly, the mouse was suspended with incisors attached to an ~60°
wood support with 3/0 suture. A cold-light source (Dolan-Jenner
Industries, Lawrence, MA) with two 25-in. flexible fiber-optic arms
allowed transillumination to visualize the glottis and vocal cords to
deliver the 30-pl E. coli solution via a PE-10 catheter. For an even
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distribution of the E. coli solution in the lung, the fluid instillate with
E. coli was followed by 2 cmH>O pressure air inflation.

B-Adrenoceptor inhibition. To achieve significant 3-adrenoceptor
inhibition, we gave the mice an intraperitoneal bolus (3 mg/kg body
wt) combined with an intratracheal instillation of 50 pl of 10* M
propranolol. The control groups were given the same amount of
saline. Fifteen minutes after administration of propranolol or vehicle,
the mice were intratracheally instilled with either saline or E. coli.

Sodium channel inhibition. To reduce active sodium uptake in lung
epithelia, mice were intratracheally instilled with 50 wl of (10~* and
1073 M) amiloride. Control groups were given the same amount of
saline. Immediately after instillation with amiloride or saline, the mice
were intratracheally instilled with either saline or E. celi.

Histology. After death by halothane inhalation, the chest and
abdomen were rapidly opened, and the base of the heart was clamped
to prevent escape of the pulmonary blood volume. The thoracic organs
were removed en bloc, and 10% formalin in was intratracheally
instilled at a pressure of 25 cmH>O. After 72 h of fixation, lungs were
paraffin-embedded, and 5-pm-thick sections were cut and stained
with hematoxylin-eosin.

Measurement of lung wet-to-dry weight ratio. Four hours after E.
coli instillation, the mice were killed by halothane inhalation. The
lungs were removed, counted in a gamma counter (Packard, Meriden,
CT), weighed. and homogenized. Blood was collected through right
ventricle puncture. The lung homogenate was weighed. and a portion
was centrifuged (12,000 rpm, 8 min) for hemoglobin concentration in
lung homogenate supernatant. Another portion of homogenate, super-
natant, and blood was weighed and desiccated in an oven (60°C for
24 h) for gravimetric determination of extravascular lung water. The
lung wet-to-dry weight ratio was calculated as done previously
(12, 31).

Measurement of lung vascular permeability. The mice were given
an intraperitoneal injection of 0.05 wCi '*I-labeled albumin imme-
diately after intratracheal E. coli instillation to determine the portion
of '*T-albumin in the lung and plasma. Lung extravascular plasma
equivalents (an index of lung vascular permeability) were calculated
as counts of '*’I-albumin in lung tissue divided by counts of '*°I-
albumin in plasma as performed previously (12, 31).

Measurement of blood pressure, heart rate, right atrial pressure,
and arterial blood gases. Fifteen minutes before the end of the
experiment, two groups of spontaneously breathing mice (saline + E.
coli and propranoclol + E. coli) were lightly anesthetized. Afterward,
under a microscope, a PE-10 catheter (filled with heparinized saline)
was inserted into the right carotid artery and connected to a Biopac
data collection system (Biopac Systems, Santa Barbara, CA) via a
calibrated pressure transducer to record blood pressure. Arterial blood
(50 wl) was withdrawn to measure arterial blood gases with a blood
gas analyzer (Diamond Diagnostics, Holliston, MA). To measure right
atrial pressure, a sharpened 23-gauge plastic tubing connected with a
PE-50 catheter was inserted into the isolated right jugular vein, further
advanced ~1-1.5 cm, and then connected to the BIOPAC data
collection system via a pressure transducer. A 3/0 suture attached to
the skin was used to secure the catheter in the position. The right
atrium of mice was set at the same level with the transducer.

Measurement of alveolar fluid clearance. Alveolar fluid clearance
measurements were obtained 4 h after either saline or E. coli intra-
tracheal instillation. As in our previous studies, we determined alve-
olar fluid clearance by measuring the increase in the protein tracer
concentration ('*!'T-albumin, 0.1 p.Ci) over 30 min after instillation of
a 5% albumin-Ringer lactate solution (osmolality 304 mosmol/l) into
the trachea using an in situ model as previously described (13). The
increase in protein concentration provides a good estimate of fluid
volume removed from distal air spaces of the lung (24). Briefly, mice
were anesthetized with pentobarbital sodium (200 mg/kg ip) and then
exsanguinated by transection of the abdominal aorta. The instillate
(10-13 ml/kg, 37°C) was then instilled into the trachea. An airway
pressure of 7 cmH20 was maintained for 30 min with 100% oxygen.

LUNG FLUID BALANCE IN ACUTE E. COLI PNEUMONIA IN MICE

Approximately 35 min after instillation, a baseline sample (50-100
pl) was aspirated from the distal airways using PE-10 tubing (time 0
sample). Thirty minutes later, a second sample was aspirated from the
distal airways. Body temperature was carefully maintained at 37°C
throughout the experiment with an external heating lamp and warming
blanket and was monitored using a digital thermometer (Fisher Sci-
entific, Pittsburgh, PA) placed in the abdominal cavity. Alveolar fluid
clearance, expressed as a percentage of alveolar fluid volume ab-
sorbed during 30 min, was calculated using the equation:

Alveolar fluid clearance = 1 — (PyP;) X 100%

where P; is initial '3'T-albumin activity per gram at time 0 and P is
!3!-albumin activity per gram at 30 min.

Measurement of plasma catecholamine and macrophage inhibitory
protein-2. Blood was collected via puncture of the right ventricle. The
plasma was stored at minus 80°C for later analysis after centrifugation
(3,000 g, 5 min). Plasma epinephrine concentrations were measured
using a commercial radioimmunoassay with a sensitivity of 12 pg/ml
and intra- and interassay variabilities of 5 and 12%, respectively.
Anti-mouse enzyme-linked immunosorbent assay kit (B&D Systems)
was used for measurement of plasma macrophage inhibitory protein
(MIP)-2 (interleukin 8, mouse homolog).

Lung bacterial cultures. To monitor E. coli growth, we collected
and homogenized lungs from the E. coli group and propranolol + E.
coli group in 1 ml of PBS. For each sample, 0.1 ml of serially diluted
homogenate was inoculated on a Luria-Bertani agar plate. After 24 h
of incubation at 37°C, the colonies of E. coli were counted.

Specific study groups. Specific groups were included in these
studies. There were four groups in the B-adrenoceptor inhibition
studies. /) Mice in the saline + saline group were first injected
intraperitoneally with 100 pl of 0.9% saline and intratracheally
instilled with 50 pl of 0.9% saline, and then 15 min later, they were
intratracheally instilled with 0.9% saline again. 2) Mice in the pro-
pranoclol + saline group were injected intraperitoneally with 100 pl of
propranolol (3 mg/kg body wt) and intratracheally instilled with 50 .l
of 10™* M propranolol, and then 15 min later, they were intratrache-
ally instilled with 0.9% saline. 3) Mice in the saline + E. coli group
were first injected intraperitoneally with 100 pl of 0.9% saline and
intratracheally instilled with 50 pl of 0.9% saline, and then 15 min
later, they were intratracheally instilled with 107 cfu of E. coli in 30
Wl of 0.9% saline. 4) Mice in the propranclol + E. coli group were
injected intraperitoneally with 100 pl of propranolol (3 mg/kg body
wt) and intratracheally instilled with 50 pl of 107+ M propranolol,
and then 15 min later, they were intratracheally instilled with 107 cfu
of E. coli in 30 pl of 0.9% saline.

There were three groups in the apical sodium channel inhibition
studies. /) Mice in the saline + saline group were intratracheally
instilled with 50 pl of 0.9% saline and then intratracheally instilled
with 30 pl of 0.9% saline. 2) Mice in the saline + E. celi group were
first intratracheally instilled with 50 pl of 0.9% saline and then
intratracheally instilled with 107 cfu of E. coli in 30 pl of 0.9% saline.
3) Mice in the amiloride + E. coli group were first intratracheally
instilled with 50 pl of 10~* M amiloride and then intratracheally
instilled with 107 cfu of E. coli in 30 pl of 0.9% saline.

Statistical analysis. Statistics were analyzed using SPSS software
(SPSS, Chicago, IL), and results are presented as means * SD.
One-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey’s post hoc test or
Student’s t-test was used (level set at P << 0.05).

RESULTS

Acute E. coli pneumonia in mice. Mice instilled with E. coli
developed respiratory acidosis (Fig. 14), hypoxemia (Fig. 1B),
and hypercapnia (Fig. 1C). Lung wet-to-dry weight ratio in-
creased by 30% compared with saline-instilled controls (Fig.
1D). Lung histology from the E. coli-instilled group displayed
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pulmonary edema, neutrophil infiltration, hemorrhage, conges-
tion, and consolidation (Fig. 1F). There were no pathological
changes observed in the saline-instilled group (Fig. 1E).

Plasma catecholamine levels in acute E. coli pnewmnonia.
There was a significant increase in plasma epinephrine levels
4 h after E. coli intratracheal instillation. There also was a
significant increase in plasma norepinephrine levels in the E.
coli-instilled group compared with the saline-instilled group
(Fig. 2).

Effect of B-adrenoceptor inhibition on hemodynamic param-
eters. We measured systemic blood pressure and heart rate to
be certain that there was a pharmacological effect of propran-
olol. At 4 h in the propranolol + E. coli group, blood pressure
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Fig. 2. Plasma levels of catecholamines (epinephrine, norepinephrine) at 4 h
after intratracheal instillation with saline (n = 4) or E. coli (n = 4). *P < 0.05:
##P <2 0.01 vs. control.

and heart rate were significantly lower compared with that in
the saline + E. coli group (Fig. 3, A and B).

Effect of B-adrenoceptor inhibition on right atrial pressure.
To be certain that cardiogenic mechanisms did not contribute
to the greater quantity of lung edema in the E. coli group with
[B-adrenoceptor inhibition, we measured right atrial pressure. In
control mice, mean right atrial pressure was 1.9 = 0.5 cmH20).
In mice with E. coli pneumonia, the mean right atrial pressures
were significantly lower than in control mice. In mice treated
with propranolol. right atrial pressure was lower by another 1
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Fig. 3. Effects of B-adrenoceptor inhibition on mean arterial blood pressure
(A) and heart rate (B). n = 6 in each group. Data are pooled from 3
experiments.*F << 0,05 vs. saline + E. coli group.
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c¢cmH; 0, indicating that B-adrenoceptor inhibition did not ele-
vate atrial pressure (Fig. 4).

Effect of B-adrenoceptor inhibition on arterial blood gases
in acute E. coli pneumonia. At 4 h after E. coli instillation.
there was an increased acidosis (Fig. 54). hypoxemia (Fig. 5B).
and hypercapnia (Fig. 5C) in the propranolol + E. coli group
compared with the saline + E. coli group.

Effects of B-adrenoceptor inhibition on E. coli growth in the
lung. Because a change in the number of E. coli organisms in
the two groups could potentially account for a difference in
extravascular lung water, we measured E. coli counts in control
and propranolol-treated mice. There were no differences in E.
coli counts in lung homogenate between the propranolol + E.
coli group and the saline + E. coli group (Fig. 6).

Effects of B-adremoceptor inhibition on lung edema, lung
vascular permeability, and inflammatory response in acute E.
coli pnewmonia. After 4 h, lung wet-to-dry weight ratio in the
E. coli-instilled group was significantly increased compared
with that in the saline-instilled group. B-Adrenoceptor inhibi-
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Fig. 5. Effects of B-adrenoceptor inhibition on arterial blood gases in E. coli
pneumonia: pH (4}, Pag, (B). and Pacg, (C); n = 6 in each group. Data are
pooled from 2 experiments.*P << 0,035 vs. saline + E. coli group.
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tion by propranolol in the E. coli-instilled group further in-
creased the lung wet-to-dry weight ratio compared with that in
the saline + E. coli group (Fig. 7TA). Because B-adrenoceptor
inhibition increased lung water, we first tested the hypothesis
that B-adrenoceptor inhibition adversely affects lung vascular
permeability. At 4 h, lung vascular permeability in the E.
coli-instilled group was signilicantly increased compared with
that in the saline-instilled group. Addition of B-adrenoceptor
inhibition with propranolol in the E. coli-instilled group re-
sulted in a further increase in lung vascular permeability
compared with the saline + E. coli group (Fig. 7B). To
determine whether inhibition of B-adrenergic tone had affected
the inflammatory response, we measured plasma levels of
MIP-2. Treatment with propranolol in the E. coli-instilled
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Fig. 6. Effects of B-adrenoceptor inhibition on growth of E. celi in the lung
between the saline + E. coli and propranolol + E. coli group; n = 5 in each
group. Data are pooled from 2 experiments.
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amine release induces B-adrenoceptor stimulation of active
sodium uptake that depends in part on ENaC in the distal
airway and alveolar epithelium (9). The effect of amiloride was
midway between propranolol and placebo treatment with sa-
line, indicating that ~50% of the benefit of B-adrenoceptor
tone was mediated by upregulated alveolar fluid clearance,
whereas the other 50% was mediated by a reduction in lung
endothelial permeability.

What are the clinical implications of these studies? Do these
results mean that exogenous administration of aerosolized
Ba-adrenoceptor agonists would not be necessary in critically
ill patients? Because plasma catecholamine levels in ventilated
patients with acute lung injury show that more than 90% of the
patients have normal or only minimally elevated epinephrine
and norepinephrine levels (39), it is unlikely that there would
be sufficient endogenous stimulation of the B-adrenoceptor

pathway in ventilated human patients. In the usual case of

acute respiratory failure from severe bacterial pneumonia,
critically ill patients are sedated and given analgesics to facil-
itate supportive care with positive pressure ventilation in the
intensive care unit (5). In fact, the data in the current study
support the concept of a potential therapeutic benefit of admin-
istering exogenous B-adrenoceptor stimulation to provide a
sustained treatment of patients with acute lung injury from
bacterial pneumonia. Also, one study (26) from our research
group demonstrated that salmeterol treatment could reduce
lung water in rats with a noninfectious cause of acute lung
injury, namely, acid-induced lung injury, by both attenuating
lung endothelial permeability and upregulating alveolar fluid
clearance. The data in this study also suggest that in the
spontaneously breathing patient who is severely ill with acute
bacterial pneumonia, elevated catecholamine levels may atten-
vate the severity of their lung injury and pulmonary edema.
However, once these critically ill patients are treated with
endotracheal intubation and positive pressure ventilation, phy-

sicians use sedatives and narcotics in the vast majority of

patients with acute lung injury (5). Thus the potential benefits
of elevated levels of endogenous catecholamines on lung fluid
balance will not persist. It is at this point in time that the
patients may benefit from exogenous Ps-adrenoceptor agonist
therapy, either by aerosol or by the intravenous route, although
this possibility will require prospective randomized clinical
trials to evaluate the potential clinical benefit.

In conclusion, this study demonstrates that acute E. coli
pneumonia in mice results in a marked increase in extravascu-
lar lung water, lung vascular permeability, arterial hypoxemia,
and histological evidence of acute bacterial pneumonia. Be-
cause B-adrenoceptor inhibition by propranolol worsened pul-
monary edema by both increasing lung vascular permeability
and decreasing alveolar fluid clearance, we conclude that the
acute increase in endogenous B-adrenoceptor tone may have a
short-term beneficial effect on limiting the severity of lung
vascular permeability as well as upregulating alveolar fluid
clearance in acute E. coli pneumonia, thus limiting the extent
of pulmonary edema formation.
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Alveolar Epithelium

Role in Lung Fluid Balance and Acute Lung Injury

Michael A. Matthay, Laurent Robriquet, and Xiaohui Fang

Cardiovascular Research Institute, University of California-San Francisco, San Francisco, California

The resolution of alveolar edema is regulated by active sodium
and chloride transport across the pulmonary epithelium, including
alveolar epithelial type | and |l cells as well as distal airway epithelia.
Catecholamine-dependent mechanisms can markedly upregulate
alveolar fluid clearance even under pathological conditions, an ef-
fect that is mediated by both epithelial sodium channel (ENaC) and
cysticfibrosis transmembrane conductance requlator (CFTR). Under
pathological conditions, impaired alveolar fluid clearance is associ-
ated with worse survival in patients with acute lung injury. However,
there is some experimental and clinical evidence that cAMP stimula-
tion could accelerate the resolution of pulmonary edema in the
presence of acute lung injury. Clinical trials are needed to test this
potential therapeutic strategy in patients with acute lung injury.

Keywords: pulmonary edema; acute respiratory distress syndrome; al-
veolar fluid clearance; cystic fibrosis

The mechanisms that regulate active salt and water transport
by the alveolar and distal airway epithelium of the lung have
emerged as an area of research with important implications for
understanding lung fluid balance under both normal and patho-
logic conditions. Studies of epithelial fluid transport by the distal
pulmonary epithelium have provided important new concepts
regarding the resolution of pulmonary edema, a common clinical
problem that has direct relevance to the pathophysiology of acute
lung injury. This article provides a summary of the major issues
discussed by Dr. Matthay at the University of Pittsburgh Acute
Lung Injury Conference in October 2004. It is not meant to be
a comprehensive review article of the field of alveolar epithelial
fluid clearance. There are several reviews of this field (1-4). The
first section of this article reviews some of the mechanisms that
regulate reabsorption of alveolar edema fluid in the lung with
an emphasis on studies of cystic fibrosis transmembrane conduc-
tance regulator (CFTR) and fluid transport, an arca of new
interest in this field. The second section considers examples of
alveolar fluid transport in the presence of acute lung injury,
based on both experimental and clinical studies. The final section
of the article briefly discusses the role of B, adrenergic agonists
as a possible treatment for patients with acute lung injury. Some
of the information in this article has been reviewed in another
publication (1).

RESOLUTION OF ALVEOLAR EDEMA:
BASIC MECHANISMS

Prior to 1982, there was no information on how lung fluid balance
was regulated across the distal airway and alveolar epithelial
barriers of the mature lung. Some work had been done on secre-
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tion and absorption of alveolar fluid in the fetal and newborn
lung (5). In 1982, new research provided evidence that fluid
balance in the lung was regulated by active ion transport mecha-
nisms (6, 7). For many years, it had been generally believed that
differences in hydrostatic and protein osmotic pressures (Starling
forces) accounted for the removal of excess fluid from the air-
spaces of the lung. This misconception persisted in part because
some experiments that measured solute flux across the epithelial
and endothelial barriers of the lung were done at room tempera-
ture and the studies were done in dogs, a species that turned
out to have a very low rate of active sodium and fluid transport
(1). Also, until the early 1980s, there were no satisfactory animal
models to study the resolution of alveolar edema, and the isola-
tion and culture of alveolar epithelial type II cells was just becom-
ing a useful experimental method. Although the removal of
interstitial pulmonary edema by lung lymphatics and the lung
microcirculation was discussed by Staub (8) in 1974 in his review
of pulmonary edema, there was no information on how pulmo-
nary edema was removed from the distal airspaces of the lung.
On the basis of both in vivo and in vifro studies, there is convine-
ing evidence that the vectorial transport of salt and water across
the alveolar and distal airway epithelium is the primary determi-
nant of fluid clearance, thus accounting for the ability of the lung
to remove alveolar fluid at the time of birth as well as in the
mature lung when pathologic conditions lead to the development
of pulmonary edema.

Active lon Transport Drives Alveolar Fluid Clearance

With few exceptions, the general model for transepithelial fluid
movement is that active salt transport drives osmotic water trans-
port. This paradigm is probably correct for removal of alveolar
edema fluid across the distal lung epithelium (1). The results
of several in vivo studies have demonstrated that changes in
hydrostatic or protein osmotic pressures cannot account for the
removal of excess fluid from the distal airspaces. Furthermore,
pharmacologic inhibitors of sodium transport can reduce the
rate of fluid clearance in the lungs of several different species,
including the human lung. In addition, there is convincing evi-
dence that isolated epithelial cells from the distal airspaces of
the lung actively transport sodium and other ions.

Pulmonary Surface Area for Alveolar Fluid Reabsorption

Although the large surface area of the alveoli seems to favor
the hypothesis that most fluid reabsorption occurs at the alveolar
level, active fluid reabsor ption could occur across all of the differ-
ent segments of the pulmonary epithelium of the distal airspaces
of the lung. The precise contribution of each of the anatomic
segments of the distal airspaces to fluid reabsorption is not firmly
established. The distal airway epitheliumis composed of terminal
respiratory and bronchiolar units with polarized epithelial cells
that have the capacity to transport sodium and chloride, includ-
ing ciliated Clara cells and nonciliated cuboidal cells. The alveoli
themselves are composed of a thin alveolar epithelium (0.1-0.2
wm) that covers 99% of the airspace surface area in the lung
and contains thin, squamous, type I cells and cuboidal type II
cells. The alveolar type I cell covers 95% of the alveolar surface.
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The close apposition between the alveolar epithelium and the
vascular endothelium facilitates efficient exchange of gases, but
also forms a tight barrier to movement of liquid and proteins
from the interstitial and vascular spaces, thus assisting in main-
taining relatively dry alveoli (1). All of the cells in the alveoli
and the distal airway epithelia contain ion transporters and may
contribute to vectorial salt and water clearance from the distal
airspaces of the lung (Figure 1).

Alveolar Epithelial Type Il Cells

The most extensively studied cell in the distal pulmonary epithe-
lium is the alveolar type II cell, partly because type II cells can
be readily isolated from the lung and studied in vitro. The alveo-
lar type 11 cell is responsible for the secretion of surfactant (9)
as well as vectorial transport of sodium from the apical to the
basolateral surface (10-15). The active transport of sodium by
type II cells provides a major driving force for removal of fluid
from the alveolar space. Sodium uptake occurs on the apical
surface, partly through amiloride-sensitive and -insensitive chan-
nels. Subsequently, sodium is pumped actively from the basolat-
eral surface into the lung interstitium by Na K-ATPase. An
epithelial sodium channel (ENaC), which participates in sodium
movement across the cell apical membrane, was cloned and
characterized in 1994 (16), and work by other investigators has
provided new insight into the molecular and biochemical basis
for sodium uptake in alveolar epithelial cells (17, 18).

Alveolar Epithelial Type I Cells

Some investigators have assessed the potential contribution of
the alveolar type I cell to vectorial fluid transport. On the basis
of studies in freshly isolated type I cells, it is known that these
cells have a high osmotic permeability to water with expression
of aquaporin 5 on the apical surface (19). Recent studies have
reported the presence of the a; and a; subunits of Na.K-ATPase
in both type I-like cells in vitro (20). The presence of the Na K-
ATPase could be consistent with a role for this cell in vectorial
fluid transport, although it is not conclusive because the Na,K-
ATPase may be needed to maintain cell volume. Also, recent
studies of freshly isolated alveolar type I cells from rats demon-
strated that these cells express the Na,K-ATPase o, and B, sub-
unit isoforms (21). In the same study, there was evidence for
oy Na K-ATPase expression on the basolateral surface of the
alveolar epithelial type I cells in sifu in the rat lung. In addition,
there is evidence for expression of all the subunits of ENaC in
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Figure 1. A schematic diagram of the distal pulmo-
nary epithelium that is relevant for salt and water
transport. AQP;s = aquaporin 5; CNG = cyclic nucleo-

Apical tide-gated channel; ENaC = epithelial sodium chan-
nel. Reprinted by permission from Reference 1.

Basal

freshly isolated alveolar type I cells from two laboratories (21.22)
as well as in situ in the rat lung (22). Finally, there is some
evidence that ®Na uptake can be partially inhibited by amiloride
in the freshly isolated rat alveolar type I cells (22), although
definitive studies of cultured, polarized, type I cells have not yet
been achieved. Additional data demonstrate that the a, subunit
is located on alveolar type I cells and plays an important role
in alveolar fluid reabsorption (23). There is also evidence that
B-receptors are expressed on type [ cells and there is also evi-
dence they are present on type 11 cells (24). There is also new
preliminary evidence that highly selective cation channels are
present by patch clamp on alveolar type I cells (25). Although
the inability to study alveolar type I cells in culture has slowed
progress in assessing their capacity for ion transport and the role
they may play in vectorial fluid transport across the alveolar
epithelium, the new data provide suggestive evidence that alveo-
lar type I cells may participate in vectorial salt transport in the
lung.

In Vivo Evidence for Active lon Transport

The first in vivo evidence that active ion transport could account
for the removal of alveolar edema fluid across the distal pulmo-
nary epithelium of the mature lung was obtained in studies of
anesthetized, ventilated sheep (6). In those studies, the critical
discovery was that isosmolar fluid clearance of salt and water
occurred in the face of a rising concentration of protein in the
airspaces of the lung, whether the instilled solution was autologous
serum or an isosmolar protein solution. The initial protein concen-
tration of the instilled protein solution was the same as the
circulating plasma. After 4 h, the concentration of the protein
had risen from approximately 6.5 g/100 ml to 8.4 g/100 ml,
whereas the plasma protein concentration was unchanged. In
longer term studies in unanesthetized, spontaneously breathing
sheep. alveolar protein concentrations increased to very high
levels. After 12 and 24 h, the alveolar protein concentration
increased to 10.2 and 12.9 ¢/100 ml, respectively (26). The overall
rise in protein concentration was equivalent to an increase in
distal airspace protein osmotic pressure from 25 to 65 cm H,O
(Figure 2). The concentration of protein in the lung lymph drain-
ing the lung interstitium declined, providing further evidence
that protein-free fluid was being reabsorbed from the distal air-
spaces into the lung interstitium (6). Also, morphologic studies
showed that the interstitial fluid did not contain the Evans blue
dye-labeled alveolar protein (27). These data provided convine-
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Figure 2. In spontaneously breathing, unanesthetized sheep, alveolar
fluid protein concentration increased from 6.0 g/dl to a maximum of
13.8 g/dl (x axis) after 24 h. This increase in protein concentration was
paralleled by a marked increase in protein oncotic pressure (y axis).
Reprinted by permission from Reference 1.

ing evidence that active ion transport must be responsible for
the fluid clearance, especially in the face of a rising alveolar
protein osmotic pressure that was approximately 40 cm H,O
greater than the protein osmotic pressure in the vascular or
interstitial spaces of the lung (6, 26).

Other studies in the intact lung have supported the hypothesis
that removal of alveolar fluid requires active transport processes.
For example, elimination of ventilation to one lung did not
change the rate of fluid clearance in sheep, thus ruling out
changes in transpulmonary airway pressure as a major determi-
nant of fluid clearance, at least in the uninjured lung (28). Fur-
thermore, if active ion transport were responsible for fluid clear-
ance, then fluid clearance should be temperature dependent. In
an in situ perfused goat lung preparation, the rate of fluid clear-
ance progressively declined as temperature was lowered from
37 to 18°C (29). Similar results were obtained in perfused rat
Iungs (30) and ex vivo human lung studies (31) in which hypother-
mia inhibited sodium and fluid transport.

Additional evidence for active ion transport was obtained in
intact animals with the use of amiloride, an inhibitor of sodium
uptake by the apical membrane of alveolar epithelium and distal
airway epithelium. Amiloride inhibited 40 to 70% of basal fluid
clearance in sheep, rabbits, rats, guinea pigs, mice, and in the
human lung (1). Amiloride also inhibited sodium uptake in distal
airway epithelium from sheep and pigs (32, 33). To further ex-
plore the role of active sodium transport, experiments were
designed to inhibit Na,K-ATPase. It has been difficult to study
the effect of ouabain in intact animals because of cardiac toxicity.
However, in the isolated rat lung, ouabain inhibited more than
90% of fluid clearance (34, 35). Subsequently, after the develop-
ment of an in situ sheep preparation for measuring fluid clearance
in the absence of blood flow, it was reported that ouabain inhib-
ited 90% of fluid clearance over a 4-h period (28).

Catecholamine-dependent Regulation
of Alveolar Fluid Clearance

Studies in newborn animals inclicate that endogenous release of
catecholamines, particularly epinephrine, stimulates reabsorp-
tion of fetal lung fluid from the airspaces of the lung (5. 36-38).
In most adult mammal species, including the human lung, stimu-
lation of Pr-adrenergic receptors either by salmeterol, terbuta-
line, or epinephrine increases fluid clearance (39-45). This stimu-
latory effect occurs rapidly after intravenous administration of
epinephrine or instillation of terbutaline in alveolar space and
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is prevented by either a nonspecific B;-receptor antagonist, pro-
pranolol, or in rats by a B-antagonist. The increased fluid clear-
ance by B,-agonists can be prevented by amiloride, indicating
that the stimulation was related to an increased transepithelial
sodium transport (39, 44). On the basis of studies of the resolu-
tion of alveolar edema in humans, it has been difficult to quantify
the effect of catecholamines on the rate of fluid clearance (46).
However, studies of fluid clearance in the isolated human lung
have demonstrated that B-adrenergic agonist therapy increases
fluid clearance, and the increased fluid clearance can be inhibited
with propranolol or amiloride (31, 45). These data are particu-
larly important because aerosolized B-agonist treatment in some
patients with pulmonary edema might accelerate the resolution
of alveolar edema.

Potential Role of CFTR in cAMP-mediated Upregulated
Fluid Transport

Although most experimental studies have attributed a primary
role for active sodium transport in the vectorial transport of salt
and water from the apical to the basal surface of the alveolar
epithelium of the lung, the potential role of chloride, especially
in mediating the cAMP-mediated upregulation of fluid clearance
across distal lung epithelium, has been the subject of recent
studies. One older study of cultured alveolar epithelial cells
concluded that vectorial transport of chloride across alveolar
epithelium occurs by a paracellular route under basal conditions
and perhaps by a transcellular route in the presence of cAMP
stimulation (47). Another study of cultured alveolar epithelial
type II cells suggested that cAMP-mediated apical uptake of
sodium might depend on an initial uptake of chloride (48). A
subsequent study of cultured alveolar type II cells under apical
air-liquid interface conditions reported that B-adrenergic ago-
nists produced acute activation of apical chloride channels with
enhanced sodium absorption (49).

To define the role of chloride transport in the active transport
of salt and water across the distal pulmonary epithelium of the
lung, our research group used in vivo lung studies to define
the mechanisms and pathways that regulate chloride transport
during the absorption of fluid from the distal airspaces of the
lung. This approach may be important because studies in several
species have indicated that distal airway epithelia are capable
of iontransport (32,33) and both ENaC and CFTR are expressed
in alveolar and distal airway epithelia (50-54).

The potential role of CFIR under basal and cAMP-stimu-
lated conditions was tested using intact lung studies in which
CFTR was not functional because of failure in trafficking of
CFTR to the cell membrane, the most common human mutation
in cystic fibrosis (AF508 mice ). The results supported the hypoth-
esis that CFTR was essential for cAMP-mediated upregulation
of isosmolar fluid clearance from the distal airspaces of the lung
because fluid clearance could not be increased in the AF508 mice
with either B-agonists or with forskolin, unlike the wild-type
control mice (55). Additional studies using pharmacologic inhibi-
tion of CFTR in both the mouse and human lung with gliben-
clamide supported the same conclusion, namely that chloride
uptake and CFTR-like transport seemed to be required for
cAMP-stimulated fluid clearance from the distal airspaces of the
lung (55). Glibenclamide can also inhibit potassium channels,
so the inhibitory effects are not specific for CFTR, but the AF508
mouse studies have provided more direct evidence. Although
the absence of CFTR in the upper airways results in enhanced
sodium absorption (56), the data in these studies provided evi-
dence that the absence of CFI'R prevents cAMP-upregulated
fluid clearance from the distal airspaces of the lung, a finding
that is similar to work on the importance of CFTR in mediating
cAMP-stimulated sodium absorption in human sweat ducts (57).
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Figure 3. Effect of CFTRn-172 on basal and isoproterenol (cAMP-stimu-
lated) alveolar fluid clearance (AFC) in in situ mouse lungs. Where indi-
cated, the tracheal instillation contains CFTR,-172 (10~* M, n = 6),
isoproterenol (107% M, n = 6), isoproterenol + CFTR-172 (n = 8),
and isoproterenol + amiloride (amiloride 107 M, n = 4). *p < 0.05
compared with control; **p < 0.05 compared with isoproterenol. Data
are mean + SD.

Because CFTR is distributed throughout the distal pulmonary
epithelium in distal airway epithelium as well at the alveolar
level in the human lung (53), the data also suggest that the
cAMP-mediated upregulated reabsorption of pulmonary edema
fluid may occur across distal airway epithelium as well as at the
level of the alveolar epithelium. Additional studies indicated that
the lack of CFTR results in a greater accumulation of pulmonary
edema in the presence of a hydrostatic stress, thus demonstrating
the potential physiologic importance of CFTR in upregulating
fluid transport from the distal airspaces of the lung (55). Another
group of investigators has also demonstrated that rat alveolar
type Il cells express CFTR protein and also indicates they possess
CFTR-like channels on the basis of patch-clamp studies (54).
Recent work from our own laboratory indicates that human
alveolar type II cells express CFTR at the gene level and also
have CFTR inhibitable current by short-circuit studies as well
as in vitro studies of vectorial fluid transport in human and rat
alveolar epithelial type II cells (58).

Also, we have recently administered a CFTR inhibitor (59)
to mice and found that their CFTR inhibitor completely blocked
cAMP-stimulated fluid clearance and had no effect on basal
fluid clearance (Figure 3). These data provide additional in vivo
evidence that CFTR plays an important role in cAMP-simulated
fluid clearance across the intact lung.

The localization of sodium and chloride transporters that
probably participate in vectorial ion and fluid transport in alveo-
lar epithelial type I and II cells as well as distal airway epithelia
is summarized in Figure 1.

Catecholamine-independent Regulation
of Alveolar Fluid Clearance

In the last few years, several interesting catecholamine-indepen-
dent mechanisms have been identified that can upregulate fluid
transport across the distal airspaces of the lung as well as in
cultured alveolar type II cells. Hormonal factors, such as gluco-
corticoids, can upregulate transport by transcriptional mecha-
nisms, whereas thyroid hormone may work by a post-transla-
tional mechanism (1, 60). Some growth factors can work by either
a transcriptional or direct membrane effect, or by enhancing the
number of alveolar type 1I cells. There is also evidence that
proinflammatory molecules, such as tumor necrosis factor o and
leukotriene D4, can upregulate sodium uptake and fluid trans-
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port (61, 62). Finally, serine proteases can regulate the activity
of ENaC and potentially increase fluid clearance across the distal
airway epithelium (63).

EPITHELIAL FLUID TRANSPORT UNDER
PATHOLOGIC CONDITIONS

Fluid clearance from the distal airspaces of the lung has been
measured in mechanically ventilated patients with acute respira-
tory failure from pulmonary edema as well as in several animal
models designed to simulate clinically relevant pathologic condi-
tions. Figure 4 shows a histologic section from a patient who
died of pulmonary edema and illustrates how sodium transport-
ers may function to drive the resolution of alveolar edema.

Clinical Studies

Studies of fluid clearance have been done inintubated, ventilated
patients by measuring the concentration of total protein in se-
quential samples of undiluted pulmonary edema fluid aspirated
from the distal airspaces of the lung with a standard suction
catheter passed through the endotracheal tube into a wedged
position in the distal airways of the lung. This method for measur-
ing fluid clearance in patients was adapted from the method for
aspirating fluid from the distal airspaces of the lung in experimen-
tal studies in small and large animals (15, 39). The clinical proce-
dure has been validated in patients by demonstrating that there
is a relationship between fluid clearance and the improvement
in oxygenation and the chest radiograph (46, 64).

Resolution of Increased Permeability Edema from Clinical
Acute Lung Injury

The majority of patients with increased permeability edema and
acute lung injury have impaired alveolar epithelial fluid trans-
port, a finding that is associated with more prolonged acute
respiratory failure and a higher mortality (Figure 5). In contrast,
a minority of patients can remove alveolar edema fluid rapidly
and these patients have a higher survival rate (46, 65, 66). These
results indicate that a functional, intact distal lung epithelium is
associated with a better prognosis in patients with acute lung
injury, thus supporting the hypothesis that the degree of injury
to the distal lung epithelium is one important determinant of
outcome in patients with increased permeability pulmonary
edema from acute lung injury.

Mechanisms That Impair Fluid Clearance in Acute Lung Injury

What are the mechanisms that can impair fluid clearance from
the airspaces of the lung? Some patients have pathologic (67, 68)
and biochemical (69) evidence of injury to the alveolar epithelium.
There are also some clinical data that a decrease in fluid clearance
may be associated with higher levels of nitrate and nitrite in
pulmonary edema fluid, a finding that supports the hypothesis
that nitration and oxidation of proteins essential to the epithelial
fluid transport may occur in some patients with lung injury, de-
pressing their ability to remove alveolar edema fluid (70). Several
experimental studies support this mechanism as well (1,2). Also, in
animal studies, neutrophil depletion prevented the shock-induced
decrease in alveolar fluid clearance (1).

The effect of endotoxemia and bacteremia on lung vascular
permeability was well described in studies in sheep several years
ago (71, 72). However, the impact on the function of the alveolar
epithelial barrier was not addressed in those studies. Subsequent
work indicated that the acute shock produced by severe bacter-
emia in rats markedly increases plasma epinephrine levels, as
in hemorrhagic shock, and the elevated epinephrine levels can
markedly upregulate the fluid transport capacity of the distal
lung epithelium (44). Thus, it is possible that in the short term,
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because of specific defects in the ion transport capacity of alveo-
lar epithelial cells (1-4).

B-ADRENERGIC AGONIST THERAPY FOR THE
TREATMENT OF ACUTE LUNG INJURY

Studies in rats demonstrated that a B.-adrenergic agonist can
enhance the resolution of lung edema and improve oxygenation
in the resolution phase of hydrostatic pulmonary edema (80).
Also, in isolated perfused rat lungs (81), there was a significant
increase in fluid clearance with administration of isoproterenol
or dopamine. In a recent study of the potential therapeutic value
of B;-adrenergic agonist therapy for the treatment of acid-
induced lung injury in rats, we found that salmeterol, a p,-adren-
ergic agonist given via the airspaces, reduced lung edema by
both attenuating lung vascular injury and upregulating the clear-
ance of alveolar edema fluid (82). One potential concern is that
the use of B-adrenergic agonists might be associated with down-
regulation of the response. One rat study suggested that this
might occur, whereas another mouse study did not (83, 84). From
a practical perspective, it seems that the potential benefit of B,-
adrenergic therapy would be achieved with 3 to 4 d, a time
period during which a significant downregulation to the aerosol-
ized agonist seems unlikely.

From a clinical perspective, aerosolized B,-agonist therapy
has been shown to reduce the incidence of high-altitude pulmo-
nary edema in subjects at risk for developing this condition (85).
A small clinical trial in the United Kingdom has found that
intravenous salbutamol, a B,-agonist, reduces extravascular lung
water in patients with acute lung injury (86). It may be reasonable
to test the therapeutic value of acrosolized B;-adrenergic agonist
therapy for patients with acute lung injury, particularly because
one study demonstrated that therapeutic levels of a commonly
used B;-agonist can be achieved in the pulmonary edema fluid
in ventilated patients with standard aerosolization procedures
(87).
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RESUME

L’agression pulmonaire aigué et le syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA) sont
caractérisés par une augmentation de la perméabilité de la barriere alvéolo-capillaire a
I’origine de I’exsudation d’un liquide d’cedéme riche en protéines conduisant a une
altération sévére des échanges gazeux. En dépit des progrés réalisés ces dernicres années
dans la prise en charge des patients, la mortalit¢ demeure élevée (30-40%) (1). L agression
pulmonaire aigué est marquée par un état procoagulant et antifibrinolytique a 1’origine de
dépots de fibrine et de membranes hyalines dans le poumon distal (2). La protéine C activée
est un important régulateur de la coagulation et exerce des propriétés anti-inflammatoires

pulmonaires (3).

Ainsi, dans un premier temps, notre travail a consisté a caractériser 1’équilibre pulmonaire
au cours de I’administration de protéine C activée in vivo sur un modele murin de
pneumopathie aigué a P. aeruginosa (Pa). Nos résultats ont montré que 1’administration de
PCa a la phase précoce de 1’agression pulmonaire aigué induite par Pa tendait a augmenter
la formation de I’cedéme pulmonaire avec une perte de la compartimentalisation de la
réponse inflammatoire. Dans un deuxiéme temps, nous avons évalué¢ 1’équilibre hydrique
pulmonaire dépendant du tonus B-adrénergique endogeéne au cours de la pneumonie aigué a
E. coli. L’inhibition du tonus B-adrénergique endogéne induisait une augmentation de
I’cedéme pulmonaire en diminuant la résorption de 1’cedéme alvéolaire et en majorant le
trouble de perméabilit¢ vasculaire pulmonaire. Enfin, la stimulation [,-adrénergique

exogeéne diminuait I’cedéme pulmonaire au décours de la pneumonie a Pa.

Ainsi, des approches pharmacologiques différentes peuvent moduler 1’équilibre hydrique
pulmonaire au cours des pneumonies aigués. Les connaissances fondamentales acquises au
cours de ce travail de thése seront directement valorisables par la mise au point de nouvelles
stratégies thérapeutiques au cours de 1’agression pulmonaire aigu€ secondaire a la

pneumonie aigué.
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