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INTRODUCTION

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) correspond a une augmentation des
résistances artérielles pulmonaires, avec dans les formes les plus graves, une défaillance
cardiaque droite. L'HTAP persistante du nouveau-né (HTAPP) est estimée a 2/100
naissances en France [1].

Pendant la vie fcetale, le débit sanguin pulmonaire(Qp) représente moins de 10 % du
débit cardiaque droit et gauche combiné [2]. L’hypoperfusion pulmonaire est
directement liée a une constriction intense du lit vasculaire. En effet, la circulation
pulmonaire foetale est caractérisée par des résistances vasculaires pulmonaires élevées
(RVP), et un faible débit sanguin pulmonaire. Des modifications brutales des RVP sont
nécessaires a l'adaptation a la vie extra-utérine. L’'HTAPP s'explique par l'échec a
I'adaptation a la vie extra-utérine. Ce syndrome est caractérisé par une élévation des
RVP, responsable de shunts sanguins droit-gauche au travers du canal artériel et/ou du
foramen ovale et d'une hypoxémie [3]. Les pathologies respiratoires de la période
néonatale sont responsables d'une morbidité et d'une mortalité importante. De
nombreuses pathologies sont en cause : maladie des membranes hyalines [4], HTAPP,
retard de résorption du liquide pulmonaire...

L’adaptation cardio-respiratoire a la naissance implique le déclenchement simultané de
2 phénomenes: 1) la genése de la capacité résiduelle fonctionnelle par résorption du
liquide pulmonaire et par sécrétion de surfactant a la surface alvéolaire; et 2)
I'augmentation du débit sanguin pulmonaire par vasodilatation des vaisseaux
pulmonaires. L'intégrité de la fonction endothéliale et la libération de médiateurs
vasodilatateurs en réponses a divers stimulus (02, shear-stress, ventilation alvéolaire)
sont nécessaires a la relaxation des cellules musculaires lisses des vaisseaux
pulmonaires [5-11]. C'est pourquoi les mécanismes de régulation de la circulation

pulmonaire périnatale sont essentiels a connaitre pour mieux comprendre et traiter les

détresses respiratoires néonatales.



Plusieurs voies sont impliquées dans la régulation des RVP périnatales dont les plus

importantes sont :

1.

v > W N

La voie du monoxyde d’azote (voie du NO)

la voie des prostaglandines (PG)

La sensibilité des myofibrilles au calcium

I'endothéline 1 (ET1)

les canaux potassiques qui sont eux méme régulés par :
- le NOetlaPGI2[12]

- Tacide époxy-eicosatriénoique (EET)

- 1"acide 17,18-epoxyeicosatetraenoic (17,18 EPETE)

D’autres mécanismes pourraient intervenir dans le controle de la circulation pulmonaire

périnatale. L’apeline, protéine découverte en 1998 [13] est présente dans le parenchyme

pulmonaire mais aussi dans les vaisseaux [14] avec un role vasodilatateur, médié par la

voie du NO [15, 16], ou vasoconstricteur passant par les cellules musculaires lisses [17].

Par ailleurs des facteurs environnementaux viennent en plus perturber la régulation de

la vascularisation pulmonaire, qu'’ils soient liés a I'atmosphere dans laquelle évolue le

feetus comme le tabac ou dus a I'action médicale comme l'occlusion trachéale (OT) en

thérapeutique pré natale des Hernies Diaphragmatiques Congénitales (HDC).

Le but de ce travail est double :

1) approfondir nos connaissances sur la régulation de la circulation pulmonaire
périnatale ;
2) d’envisager de nouvelles possibilités thérapeutiques dans les cas de mal

adaptation a la vie extra utérine.

Le premier chapitre résume succinctement I'état des connaissances actuelles sur la

physiologie de la circulation pulmonaire pendant la vie fcetale et a la période

« transitionnelle ».



Le chapitre II expose le but du travail et les questions étudiées. Elles sont au nombre de
6:
- I’Apeline joue-t-elle un réle dans la régulation du tonus vasculaire pulmonaire
foetal ?
- Quels effets la déhydroépiandostérone (DHEA) a-t-elle sur la régulation de la
vascularisation pulmonaire foetale ?
- Quel estle role des acides gras poly insaturés oméga 3 (AGPI w3) sur les RVP ?
- Quels sont les AGPI w3 responsables de cette réponse ?
- Quel impact a le tabagisme passif sur le tonus vasculaire pulmonaire feetal ?

- Quelles sont les conséquences vasculaires de I'OT anté natale ?

Le chapitre III décrit les matériels et méthodes utilisés pour répondre aux différentes
questions posées.

Les chapitres IV a IX résument et commentent les résultats correspondant aux questions
posées.

Le dernier chapitre de conclusion fait une synthese des résultats et expose les

spéculations.



Chapitre 1 :Régulation du tonus
vasculaire pulmonaire au cours de la vie
foetale et a la naissance

1. Circulation foetale

1.1. Hémodynamique foetale

Le niveau élevé des RVP joue un réle majeur dans le maintien de la circulation fcetale. Le
sang riche en oxygene est amené du placenta au feetus par la veine ombilicale. Il rejoint
la veine cave inférieure par le ductus venosus ou canal d’Arantius, ou il se mélange au
sang veineux. Grace a l'orientation particuliere du foramen ovale, situé en regard de
I'abouchement de la veine cave inférieure dans l'oreillette droite, le sang oxygéné est
préférentiellement dirigé vers l'oreillette gauche alors que le sang veineux issu de la
veine cave supérieure et du sinus coronaire passe dans le ventricule droit. Puisque les
RVP sont plus élevées que les résistances vasculaires systémiques, la majeure partie du
débit ventriculaire droit traverse le canal artériel pour s'ajouter au débit sanguin de
'aorte descendante. Le débit aortique élevé qui en est le corollaire favorise la perfusion
placentaire et les échanges gazeux [18]. Le sang issu du ventricule gauche dans l'aorte
ascendante est donc plus riche en oxygene que le sang de l'aorte descendante. Cette
organisation de la circulation feetale permet ainsi d’améliorer l'oxygénation du
myocarde et des structures cérébrales au dépend des visceres abdominaux et de la
partie inférieure du corps et de ramener le sang veineux au placenta par les artéres

ombilicales (Fig. 1).
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Figure 1. Schéma de la circulation foeto-placentaire.

1.2. Physiologie de la circulation pulmonaire foetale

Le Qp feetal bien que faible est essentiel a la croissance et au développement

pulmonaire. Ainsi, la ligature de I'artére pulmonaire en fin de gestation chez le fcetus est

responsable d'une hypoplasie pulmonaire sévere [19]. Le Qp augmente avec l'age

gestationnel : ceci est en partie lié a une augmentation du nombre de vaisseaux artériels.



Cependant, les RVP augmentent lorsqu'elles sont rapportées au poids du poumon

suggérant que le tonus vasculaire pulmonaire s'accroit en fin de gestation [20].

Les mécanismes qui maintiennent les RVP élevées durant la vie intra-utérine incluent
une pression partielle en Oz alvéolaire et artérielle pulmonaire basse, une absence
d'interface gaz-liquide, et la production préférentielle de médiateurs vasoconstricteurs.
La contribution des facteurs mécaniques est suggérée par la diminution ou I'élévation
des RVP respectivement en cas d’'infusion dans le poumon d'une solution de sérum
physiologique ou en cas de drainage du liquide pulmonaire [21]. La pression partielle
artérielle en oxygene (Pa02) foetale est proche de 20 mmHg et cette relative hypoxie
« physiologique » est un des facteurs qui permet de maintenir des RVP élevées pendant
la vie feetale. La circulation pulmonaire feetale est tres sensible aux variations de la PaO;.
Une augmentation de la PaO; induit une chute des RVP. A I'inverse, une réduction de la
Pa0; éléve les RVP du feetus [20, 22]. Elle augmente les pressions pulmonaires et
systémiques et réduit le Qp. Cette réponse a I'hypoxie augmente avec 1'age gestationnel
[23]. La relation entre PaO2 et RVP est curvilinéaire. L'oxygeéne a une action directe sur
les fibres musculaires lisses vasculaires, via une dépolarisation par les canaux calciques
membranaires[24], mais son effet est modulé par divers médiateurs vasoactifs.

Les mécanismes de la vasoconstriction hypoxique incluent la modulation du potentiel
redox déterminé par les rapports Glutathion réduit/Glutathion oxydé et NADPH/NADP
[25], l'activation de protéines héminiques (O: sensors : cytochrome P-450, hémes
oxygénases)[26], ou la fermeture directe ou indirecte de certains canaux potassiques
[27, 28]. Les canaux potassiques jouent un réle important dans la modulation de la
réactivité vasculaire pulmonaire. L’activation des canaux potassiques voltages-
dépendant induit une hyperpolarisation cellulaire qui aboutit a la fermeture des canaux
calciques voltages dépendants et la vasodilatation. Inversement, la fermeture des canaux
potassiques, lors d'une baisse de Pa02, dépolarise les membranes des cellules
musculaires lisses vasculaires (CMLV) ce qui ouvrent les canaux calciques voltage-
dépendants. L'augmentation de la concentration intracellulaire de calcium qui en
découle induit une contraction des CMLV [12, 29-31]. De plus les canaux potassiques
sont régulés par le NO et la PG-12 [12], 'EET un dérivé de I'action de la momo-oxygénase

cytochrome P450 sur I'acide arachidonique qui est connu comme vasodilatateur par le
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biais d’'une protéine G [12, 31], mais aussi par le 17, 18 EPETE un dérivé de I'action de

'action des cytochrome P450 sur les AGPIw3 [31].

Une augmentation de production de médiateurs vasoconstricteurs contribue aussi a
augmenter les RVP in utero. Si le réle des leucotriénes est controversé [6, 32], I'ET1,
peptide d’origine endotheliale contribue au moins en partie a I'élévation des RVP. Elle
est vasoconstrictrice par stimulation de la phospholipase C, ce qui augmente l'inositol tri
phosphate et la libération de calcium par le réticulum sarcoplasmique [30]. Les taux
d'ET1 sont plus élevés pendant la vie feetale que chez l'adulte [33]. L'infusion
intrapulmonaire d'un antagoniste sélectif du récepteur ET-A a I'ET 1 (BQ 123),
augmente le Qp[34,35]. De plus, '’hypoxie prolongée stimule la production d’ET1 chez le
feetus de brebis proche du terme et chez le nouveau-né humain en cas d’asphyxie ou

d’HTAPP[36].

Enfin, la circulation pulmonaire foetale est caractérisée par une autorégulation temps-
dépendante. Divers stimuli, comme 1'oxygene, l'acétylcholine, la bradykinine,
I'histamine, la tolazoline sont capables de réduire les RVP mais la vasodilatation semble
toujours transitoire: les RVP rejoignent leurs valeurs de base apreés une a deux heures
malgré la poursuite de l'infusion de drogues vasodilatatrices ou I'oxygénothérapie [37,
40]. A l'inverse, les drogues qui favorisent la relaxation des CMLV par augmentation de
cGMP, incluant le NO, le facteur atrial natriurétique, le 8-bromo-GMP, produisent une
vasodilatation pulmonaire prolongée dans les arteres pulmonaires post natales [41, 42].
Il est possible que la régulation temps-dépendante de la circulation pulmonaire feetale
s'explique par l'incapacité des cellules endothéliales foetale a prolonger leur production
de NO ou par une augmentation de l'activité de la phosphodiestérase du CGMP [43, 44]

mais possiblement aussi par d’autres voies.

2. Adaptation circulatoire a la naissance

La naissance est un événement unique pour la circulation artérielle pulmonaire
puisqu’elle va passer d’'une circulation foetale a faible débit et haute résistance a une

circulation a débit élevé et faible résistance. Ce changement qui se produit des les
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premiers instants de la vie extra utérine met en jeu différents mécanismes. L'HTAPP du
nouveau-né correspond a un dysfonctionnement de l'un ou plusieurs de ces

mécanismes.

2.1.Circulation transitionnelle ou modifications hémodynamiques a la naissance

A la naissance, les RVP chutent brutalement avec pour conséquence immédiate une
augmentation par 8 ou 10 du Qp. La réduction des pressions pulmonaires est plus lente :
a la 24¢éme heure, la pression artérielle pulmonaire moyenne est d'environ la moitié de la
pression systémique moyenne. Apres la chute rapide et précoce des RVP, la décroissance
devient plus lente et réguliere jusqu'a atteindre les chiffres adultes, en 2 a 6 semaines [5,
7, 45-48]. La chute rapide des RVP apres la naissance est la conséquence directe d'une
vasodilatation, d'un recrutement et d'une distension vasculaire pulmonaire [49]. Sous
I'effet combiné de la chute des RVP et de I'arrét de la vascularisation ombilicale, les
résistances systémiques s’élévent et la pression aortique (PAo) devient supérieure a la
pression pulmonaire. Le shunt droite-gauche a travers le canal artériel s'inverse avec la
chute des RVP, ce qui augmente le Qp durant les premiéres heures de vie. La Pa0O;
augmente de 20 a 50 mmHg en quelques minutes.

L’élévation du Qp augmente le retour veineux dans l'oreillette gauche. La pression
auriculaire gauche s’éleve et devient supérieure a la pression auriculaire droite, ce qui
entraine la fermeture du foramen ovale [50]. L’inversion du shunt droite-gauche et
I’élévation de la PaO; vont contribuer a la fermeture progressive du canal artériel [50].
De multiples mécanismes contribuent a cette adaptation a la vie extra-utérine : 1)
genese d'une interface air-liquide et distension rythmique du poumon ; 2) augmentation
de la PaO2 pulmonaire et de la pression partielle alvéolaire en oxygene ; 3) production
de médiateurs vasodilatateurs [5, 6, 11,45, 51,52].

L'irruption d'air dans les saccules terminales réduit les pressions interstitielles
périvasculaires, conduisant a une dilatation ou une distension des vaisseaux. Cette effet
existe sans nécessiter une augmentation de la PaO: [45,50]. L'addition d'oxygene au
meélange gazeux accentue la chute des RVP [45] . Par ailleurs, I'augmentation isolée de la
Pa0; sans ventilation pulmonaire réduit les RVP [20].

Les stimuli mécaniques réduisent les RVP, au moins en partie, par augmentation de la
production de médiateurs vasodilatateurs, tels que le NO, la prostacycline, et le facteur

hyperpolarisant dérivant de I'endothélium (EDHF). En effet, l'inhibition de Ia

14



cyclooxygénase limite la chute des RVP liée a la ventilation pulmonaire mais pas a
I'oxygene [53]. De méme, les inhibiteurs de la NO synthase limitent la chute des RVP liée

al'oxygene [5].

2.2.’hypertension artérielle pulmonaire HTAP

L’ HTAP est une maladie qui touche les petites artéres pulmonaires. Elle se caractérise
par une augmentation des RVP. Dans '’ensemble des étiologies d’HTAP (en dehors des
situations de poussées aigues) on retrouve une vasoconstriction artérielle pulmonaire
associée a un remodelage de la paroi des vaisseaux [54].

Le défaut de développement du lit vasculaire pulmonaire est observé dans HDC, les
agénésies rénales, et les dystrophies thoraciques asphyxiantes [55, 56]]. La dysplasie ou
I’hypoplasie du poumon est associée a une réduction du nombre des voies aériennes, des
alvéoles, et des arteres associées. Dans les hypoplasies pulmonaires séveres il existe une
diminution du lit vasculaire pulmonaire dans un champ déterminé entrainant une
augmentation des RVP. Les HDC sont également associées a une augmentation des
muscles lisses dans les arteres périphériques et a une hypertrophie de la média dans ces
vaisseaux [57]. Ceci majore 'HTAP et le shunt droit-gauche a travers le foramen ovale et
le canal artériel. La présence de telles anomalies anatomiques explique en partie la
réponse partielle aux différents traitements pharmacologiques. Une oxygénation efficace
est difficile a obtenir, car elle nécessiterait des pressions de ventilation et des volumes
de ventilation élevés. Ces parametres ventilatoires entraineraient un barotraumatisme
et des fuites aériques, et augmenteraient paradoxalement les pressions vasculaires
pulmonaires par l'intermédiaire d'une sur-distension des alvéoles et une
« tamponnade » des vaisseaux.

Le développement inadapté du lit vasculaire pulmonaire in utero se caractérise
par la muscularisation des arteres pré-acinaires ou des arteres intra-acinaires
normalement non muscularisées. Cette muscularisation hypertrophique des vaisseaux
réduit la lumiere vasculaire et diminue le débit pulmonaire. Chez le feetus humain une
fermeture ou une vasoconstriction du canal artériel peut survenir apres une tocolyse
employant de l'indométacine [58, 59]. Cette HTAPP secondaire a une hypertrophie
vasculaire pulmonaire est reproduite dans les modeles de feetus de brebis avec ligature

du canal artériel [60, 61]. L’exposition de foetus de brebis a une hypoxie intra-utérine
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prolongée entraine également une augmentation de la muscularisation des vaisseaux
artériels pulmonaires et une augmentation des pressions artérielles pulmonaires [62].
La mauvaise adaptation fonctionnelle du lit vasculaire pulmonaire se rapporte a
I'absence de diminution des résistances vasculaires pulmonaires, apres la naissance, et
ceci malgré une anatomie normale. Ce défaut d’adaptation peut résulter d’'un échec de
dilatation des vaisseaux artériels pulmonaires a musculature normale a cause d'un
stress périnatal. Les facteurs mis en cause sont I'acidose, I'hypothermie, I'hypoglycémie,
I’hypercapnie, '’hypoxie, I'inhalation et 'hémorragie. Le traitement de 'HTAPP chez ces
enfants repose sur la correction des anomalies métaboliques qui contribuent a la
pathologie. Ces enfants sont susceptibles d’avoir une vasoconstriction anormale
réversible, et par conséquent sont d’excellents répondeurs au traitement vasodilatateur
dés que les anomalies métaboliques sous-jacentes ont été corrigées.
L’absence d’augmentation du Qp en réponse aux stimuli liés a la naissance conduit a une
hypoxémie sévere et a un défaut d’oxygénation du feetus. L’'HTAPP néonatale représente
ainsi I'incapacité de la circulation pulmonaire d’atteindre ou de maintenir la diminution
normale des RVP pendant la période périnatale précoce. Les mécanismes responsables
de 'HTAPP sont actuellement mal précisés :
e échec des mécanismes qui contribuent a la chute des RVP a la naissance (comme une
chute du NO endogene ou de 'activité PGI2)
e production excessive de vasoconstricteurs (tel que I'endothéline, la thromboxane, les
leucotrienes ou les facteurs d’activation plaquettaire)
e une altération de la réceptivité des cellules musculaires lisses aux stimulus vaso-
actifs.
Dans de nombreux cas, le remodelage vasculaire contribue a une augmentation
prolongée des RVP in utero et a une HTAPP apres la naissance. De nombreuses études
animales suggerent que les modifications structurelles liées a '’hypertension peuvent
apparaitre apres seulement cinq jours d’élévation soutenue des pressions artérielles
pulmonaires [63-66].
Dans I'HTAPP des que les pressions artérielles pulmonaires dépassent les pressions
artérielles systémiques, il existe un shunt droit-gauche : le débit sanguin pulmonaire
passe a travers le canal artériel ou le foramen ovale entrainant une hypoxémie critique.
L’hypoxémie aigué apparait souvent secondairement, apres une éventuelle période

d’apparente stabilité liée a une augmentation brutale des pressions artérielles
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pulmonaires, entralnant un shunt important droit-gauche. Au plan physiologique cela
peut traduire une « réponse myogénique » ou la tendance de la circulation pulmonaire a
s’opposer a I'étirement ou la vasodilatation (« stretch stress »)[67]. Depuis longtemps il
avait été démontré que les modifications de la pression intra-vasculaire pouvaient
stimuler la contraction des cellules musculaires lisses [68].

Malgré les traitements agressifs comprenant l'oxygene, l'alcalose métabolique ou
respiratoire, les traitements tonicardiaques, la morbidité et la mortalité de 'HTAPP
restent trés élevées chez ces enfants. Le but du traitement de ces nouveau-nés atteints
d’HTAPP est d’augmenter le Qp, de diminuer les RVP sans compromettre I'éjection
cardiaque. Les protocoles thérapeutiques visent a baisser les RVP grace a des
traitements vasodilatateurs tels que la tolazoline, le nitroprussate de sodium et la
prostaglandine Ei. Les traitements pharmacologiques sont souvent inefficaces, soit a
cause de l'hypotension systémique associée (liée a l'absence de sélectivité des
traitements pour la circulation pulmonaire), soit a cause de 'impossibilité de diminuer
immédiatement les RVP, soit a cause de I'impossibilité de maintenir une vasodilatation
prolongée (tachyphylaxis)[69], ou en raison d’autres effets secondaires. Les patients qui
échappent aux traitements conventionnels ont souvent besoin d'un traitement par
I'ECMO (extra corporeal membrane oxygenation)[70]. Rapidement des études ont
démontré I'effet vasodilatateur a la fois sélectif et puissant du NO inhalé chez le foetus, et
le jeune agneau[71-75]. L’amélioration clinique pendant le traitement par NO inhalé
apparaissait pour de nombreuses affections classiquement associées a une HTAPP :
hernie diaphragmatique congénitale, syndrome d’inhalation méconiale, sepsis sévere,
idiopathique et autres[76-82]. L’amélioration clinique était essentiellement obtenue par
un traitement associant le NO inhalé et la ventilation par oscillations a haute fréquence
plutot que par le traitement par NO seul. Tous les nouveau-nés en hypoxémie réfractaire
ne répondent pas favorablement, par une amélioration de la POz, au traitement par NO
inhalé, et des études complémentaires cherchent a établir les mécanismes qui peuvent
potentialiser la bonne réponse clinique. On sait que certaines affections comme les HDC

sont moins sensibles au NO par un manque d’activité de la Guanyl Cyclase soluble [83].
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Chapitre 2 : buts de I'étude et questions
étudiées

1. Buts de ce travail

Le but de ce travail est d’évaluer I'impact de I'’environnement fcetal sur I'adaptation a la
vie extra-utérine et a deux objectifs :
1) de mieux connaitre les mécanismes de régulation de la circulation pulmonaire
périnatale ;
2) d’évaluer de nouvelles thérapeutiques potentiellement utilisables dans les

situations de mal adaptation de la vie extra utérine.

2. Questions étudiées

Nous avons étudié l'action de nouveaux médiateurs ou facteurs potentiels de la
circulation pulmonaire foetale et néonatale qui n’avait pas encore été étudiées dans cette
localisation :

1) le tabagisme passif

2) I'Apeline

3) LaDHEA

4) Les AGPI o3
Par ailleurs nous avons étudié I'impact de 'obstruction trachéale anténatale sur la

circulation pulmonaire feetale.
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Chapitre 3 : modele expérimental

1. Préparation du modele

1.1. Animaux

Le modele utilisé est un modele chirurgical chez la brebis gravide de race « Columbia-
Rambouillet », réputée pour avoir des grossesses simples avec des feetus dont le poids
de naissance moyen est d’environ 3 kilogrammes. Les brebis provenaient toutes d’un
méme élevage de la Creuse ayant recu 'agrément de la Direction Département des
Services Vétérinaires. Pour pouvoir dater exactement le terme des feetus, les grossesses
ont été induites apres préparation hormonale par des éponges intra-vaginales
imprégnées de progestatifs. La saillie était ainsi programmée a date fixe et la gestation
était confirmée par une échographie. Les brebis gestantes étaient livrées par I'éleveur 24

heures au moins avant le bloc.

1.2. Anesthésie

Les brebis gestantes ont été opérées a 130 * 2 jours. Un jeline préalable de 48 heures
était imposé initialement, puis de 6 heures pour éviter les complications hydro-
électrolitiques du ruminant (déshydratation, alcalose métabolique). Sur la durée de ce
travail de these, 2 protocoles anesthésiques se sont suivis. Le premier était une sédation

associée a une rachi anesthésie, le second une anesthésie générale.

1.2.1. Protocole sédation + rachi anesthésie :

Les brebis étaient sédatées par une injection intraveineuse sur cathéter jugulaire de
Pentothal® (thiopental), titré de 1 a 4 grammes selon I'animal, puis anesthésiées par

rachianesthésie avec 4 ml de bupivacaine a 0,25%][84]. Les brebis étaient maintenues
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sédatées, mais en ventilation spontanée pendant la chirurgie. Une antibioprophylaxie
était assurée par l'injection intraveineuse, d’'un gramme d’amoxicilline - acide
clavulanique et I'injection intramusculaire de 80 mg de gentamicine, puis en fin de bloc
de 500mg d’amoxicilline -acide clavulanique. Les brebis récupéraient rapidement de la
chirurgie, se redressant sur leurs pattes dans les 6 heures apres l'intervention. Elles

reprenaient leur alimentation des qu’elles se mettaient sur leurs pattes.

1.2.2. Protocole anesthésie générale

Les brebis étaient sédatées par une injection intramusculaire de 0,3mL de Xylazine
(Sédaxylan® : 20mg/mL)[85]. Une voie centrale était posée en jugulaire externe par
ponction percutanée. La brebis recevait en intraveineux 2 grammes de Ceftriaxone
(Rocéphine®), 2 ampoules de 20mg de Nabulphine (Nubain®). Une perfusion de sérum
salé isotonique (SSI) était maintenue durant toute l'intervention. La détersion était
assurée par 2 lavages a la Chlorhexidine (Hibiscrub®) et au savon de Marseille, I'aseptie
du champ opératoire par 2 badigeons a la Chlorhexidine (Biseptine®). L’anesthésie
générale était réalisée au gaz Isoflurane (AErane®, 1 a 5%) et maintenue jusqu’a la fin
de l'intervention. La brebis était surveillée en continue par la mesure de la fréquence
cardiaque et de la saturation afin de s’assurer de la bonne tolérance maternelle de

I’anesthésie.

1.3. Modele chronique d’étude de la circulation pulmonaire périnatale chez le
foetus de brebis [86]

En condition d’asepsie stricte, une laparotomie médiane sous ombilicale était pratiquée
suivie d’'une hystérotomie permettant l'extériorisation de la patte avant gauche du
feetus. L’analgésie foetale était assurée par l'injection intramusculaire d'une ampoule de
2mL de Nabulphine et d'une injection sous cutanée de 1mL de Chlorhydrate de lidocaine
(Xylocaine®) sur le trajet de l'incision cutanée. Il était mis en place un cathéter (Vygon,
Ecoven, France) de taille 4 French en position intra-aortique et un second au niveau de
la veine cave supérieure foetale. Par une thoracotomie gauche en regard du 3eme espace
un cathéter 2,5 French était mis en place dans I'artére pulmonaire gauche (APG) et un
cathéter 4 French dans I'artére pulmonaire (AP). Une sonde de débitmetrie ultrasonique

(T402, Transonic System®, Ithaca,NY,USA) était mise en place autour de I'’APG. Un
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cathéter 5 French était laissé en intra-amniotique. Une amnio-infusion de 500mL de
sérum salé isotonique associé a 500mg d’amoxicilline + acide clavulanique
(Augmentin®) étaient réalisée en remplacement du liquide amniotique. L’ensemble des
cathéters et la sonde de débitmeétrie étaient extériorisés sur le flanc droit de la brebis
apres tunnélisation sous cutanée. Une fois 'intervention terminée, la brebis regagnait
son box et apres récupération complete de 'analgésie, la boisson et la I'alimentation
étaient reprises. Durant les 72 heures suivant l'intervention, la brebis recevait en
injection intraveineuse quotidienne, 2mg de Ceftriaxone, 2 ampoules de Nabulphine et 2
ampoules de Spasfon®. L’acces en nourriture et en eau était ad libitum. Les premiers
protocoles expérimentaux étaient réalisés 48 heures apres lintervention et apres

obtention d’une stabilité hémodynamique foetale.

2. Mesures des parametres physiologiques

Le capteur de débit était connecté a un débitmetre autocalibré (T201, Transonic

Systems, Ithaca, NY, USA) pour la mesure continue du débit sanguin dans APG.

Dehit

b Zéro élecivigque
+ Zéro de déhit

Figure 2. Représentation du zéro de débit.

Les valeurs de débit étaient déterminées a partir du signal de débit sanguin phasique (au
moins 30 cycles cardiaques) : le zéro de débit était défini comme la valeur de débit

précédant le début de la systole[87] (Fig. 2). Les cathéters artériels pulmonaire, aortique
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et de la cavité amniotique étaient connectés a des capteurs de pression (Merlin monitor,
Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA). Les pressions étaient référencées a la pression
amniotique. La fréquence cardiaque était calculée a partir du signal phasique de la
pression artérielle pulmonaire (PAP). Les résistances vasculaires pulmonaires étaient
calculées selon I'équation suivante :

RVP = (PAP - POG) / Qp

Ou PAP représente la pression moyenne dans l'artere pulmonaire, POG la pression
moyenne dans l'oreillette gauche et Qp le débit moyen de l'artere pulmonaire gauche.
Des travaux antérieurs de 'équipe de recherche ont montré que la valeur de POG était
de 2ZmmHg de facon constante [88]. Les gaz du sang (GDS), le pH, la mesure de la
saturation artérielle en oxygéne, les taux d’hémoglobine et de methémoglobine étaient
réalisés sur des échantillons de sang artériel pulmonaire (modele OSM-3, Radiometer,
Copenhagen, Denmark, et [-STAT®, Abbott, USA par micro-méthode en corrigeant les

valeurs a la température de I'animal a 39°5).
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Chapitre 4 : effets du tabagisme passif
maternel sur la circulation pulmonaire
chez le feetus de brebis :

1. Introduction

Le tabagisme pendant la grossesse est associé a plusieurs problémes de santé, y compris
I'avortement, prématurité, retard de croissance, et syndrome de mort subite du
nourrisson (SMSN)[89,90]. 1l altere le développement du systéme respiratoire qui
augmente le risque de développer une respiration sifflante et de 1'asthme dans I'enfance
[91,92]. L'examen morphométrique des poumons exposés in utero a la fumée de
cigarette a montré des changements structurels et fonctionnels tels que la diminution
des parois alvéolaires et I'augmentation de la réactivité des voies respiratoires[93,94].
De plus en plus de preuves émergent rapportant que l'exposition maternelle a la fumée
peut aussi nuire a la circulation pulmonaire périnatale du feetus exposé par
I'intermédiaire de sa mere. Le tabagisme pendant la grossesse augmente le risque
HATPP[95,96]. L'HTAPP résulte de 1'échec de la circulation pulmonaire a se dilater a la
naissance, et peut causer une hypoxémie sévere[97]. On connait peu les mécanismes
potentiels expliquant le lien entre le tabagisme pendant la grossesse et 'HTAPP.

Chez l'adulte, I'HTAP peut aggraver l'évolution de la maladie pulmonaire obstructive
chronique induite par le tabagisme. Une dysfonction endothéliale des arteres
intrapulmonaires a été retrouvée lors d'une exposition a la fumée du tabac. Elle
contribue au moins en partie a la vasoconstriction et la prolifération des cellules
musculaires lisses[99,98]. L’hypoxie chronique a également été impliquée dans le
mécanisme de la vasoconstriction pulmonaire et du remodelage vasculaire chez les gros
fumeurs[100]. Des études in vitro suggerent que, les conséquences feoetales a I'exposition
maternelle a la fumée de tabac peut modifier la vasorelaxation pulmonaire du nouveau-

né. En effet, l'exposition prénatale a la fumée de cigarette altere la relaxation
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endothélium-dépendante des artéres pulmonaires des embryons de poulet[101].
Actuellement, 'impact de la fumée de cigarette maternelle sur la circulation pulmonaire

foetale est mal connu.

2. Matériel et Méthode

2.1. Modeéle expérimental

Cf. Chapitre 3

2.2.Protocoles

Le but de cette étude était d’évaluer la réponse vasculaire foetale au tabagisme passif
maternel mais aussi d’appréhender la réactivité vasculaire feetale a I'oxygéne avant et
apres tabagisme maternel (photographie 1).

Les protocoles expérimentaux sont décrits dans I'article publié dans la revue Américain
Journal of Obstetrics and Gynecology :

Houfflin-Debarge V, Sabbah-Briffaut E, Aubry E, Deruelle P, Alexandre C, Storme L.
Effects of environmental tobacco smoke on the pulmonary circulation in the ovine

fetus. Am ] Obstet Gynecol 2011 May;204(5):450
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Support métallique
contenant la
cigarette allumée

Photographie 1 : brebis avec téte dans un sac en plastique contenant de la fumée de

cigarettes, générée par débit d’air de 100ml/minute provenant d'un compresseur d’air.
Le tauc de CO était controlé par dans le sac et maintenu a 60 particules par million. La

Fi02 était maintenue a 21% dans le sac.

2.3. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes affectées de leur erreur standard
(ESM). Les données ont été analysées en utilisant une analyse de variance (ANOVA) pour
mesures répétées. Les différences intergroupes ont été analysées a l'aide des tests de
Fisher, de Scheffe et de Bonferroni-Dunn en raison des comparaisons multiples. La

comparaison des parametres des GDS a fait appel au test non paramétrique de
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comparaison de moyenne pour petits effectifs de Mann-Whitney. L’ensemble des
analyses statistiques a été effectué en utilisant le logiciel Stat View 4.5 pour PC (Abacus

Concepts, Berkeley, CA, USA). Le seuil de signification retenu était p < 0.05.

3. Résultats

Ce travail a fait I'objet d’un article publié dans la revue Américain Journal of Obstetrics
and Gynecology :

Houfflin-Debarge V, Sabbah-Briffaut E, Aubry E, Deruelle P, Alexandre C, Storme L.
Effects of environmental tobacco smoke on the pulmonary circulation in the ovine

fetus. Am ] Obstet Gynecol 2011 May;204(5):450
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4. Discussion

Notre objectif était de déterminer si le tabagisme maternel notamment passif pouvait
retentir sur la circulation pulmonaire du feetus.

Lors de l'exposition a la fumée de cigarette, nous avons mis en évidence une
vasoconstriction artérielle pulmonaire associée a une altération de la réactivité
vasculaire pulmonaire a l'oxygene. Nous avons aussi retrouvé une diminution
significative de la PO2 fcetale, non associée a une hypoxie maternelle. Enfin, il existait
une augmentation significative de la fraction de carboxyhémoglobine (FCOHb) fcetale

durant I'exposition tabagique.

Chez l'enfant en cas de tabagisme actif et passif, on retrouve une augmentation de la
fréquence des pathologies respiratoires a type de pneumonie et de bronchite, des
allergies, des anomalies du comportement a type de troubles de l'attention, de la
concentration, d’agressivité et d’agitation, une diminution du quotient intellectuel [102].
Nos recherches ont pu mettre ainsi en évidence pour la premiére fois in vivo une
vasoconstriction pulmonaire chez le feetus lors de I’exposition maternelle tabagique.
Nous avons aussi pu montrer que l'’exposition maternelle passive et prolongée a la
fumée de cigarette (mimant la situation d'une femme enceinte exposée dans un endroit
confiné) entrainait une augmentation de la FCOHb fcetale et une hypoxie feetale. Socol et
al ont aussi observé ce phénomene en exposant des femelles Macaques rhésus gestantes
a la fumée de cigarette pendant 30 minutes[103]. IIs ont montré chez le feetus une
diminution de la PO2 feetale des la 15¢me minute avec un nadir 30 minutes apres 'arrét
de I'exposition et une baisse de la PCO2 fcetale.

Dans une piece confinée, les fumeurs passifs sont exposés a des taux de CO entre 25 a
100 ppm[104]. Les effets sur la santé humaine varient selon le taux de
carboxyhémoglobine (FHbCO) dans le sang. La mesure de la FCOHb foetale sur sang du
cordon est multipliée par 1/3 chez le nouveau-né par rapport a sa mere a la naissance
[105]. De méme, le taux de HbCO feetale chez les femmes fumeuses mesuré lors de
cordocentese dans le cadre du diagnostic prénatal est multiplié par deux par rapport a

celui des femmes non fumeuses (6.2% versus 2.9%)[106]. Au niveau expérimental,
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Longo et al. ont étudié 1'évolution du taux de carboxyhémoglobine feetale et maternelle
chez des brebis gestantes pendant I'inhalation de différentes concentrations de CO[107].
A 30 ppm de CO, la FCOHb maternelle passait de 1,1 % a 4,6 % en 8 a 10 heures. La
FCOHD feetale passait de 1,8 % a 7,4 % plus progressivement en 36 a 48 h. La PO2 feetale
était significativement diminuée chez le feetus. A 50 ppm, la FCOHb maternelle atteignait
7,2 % et la FCOHD feetale 11,3%. Dans notre étude, les brebis gestantes étaient exposées
de facon plus prolongée, ce qui peut expliquer le fait que la FCOHb foetale augmente de
facon plus importante.

Les mécanismes possibles de la vasoconstriction artérielle pulmonaire peuvent étre
variés car il existe de nombreux composants dans la fumée de cigarette, plus de 400. Ces
composants sont les mémes entre la fumée inhalée par les fumeurs actifs et celle inhalée
par les fumeurs passifs [108]. Ills peuvent étre divisés en 2 catégories : la phase gazeuse
et la phase particulaire[109].La phase gazeuse comprend le CO. L’hémoglobine a une
affinité plus élevée pour le CO que pour l'oxygene et I'affinité pour le CO est plus grande
chez le foetus que chez l'adulte. Le CO déplace la courbe de dissociation de 1’02 vers la
gauche, entrainant une diminution de la dissociation de 1'oxyhémoglobine (O2Hb). La
phase particulaire contient la nicotine. Le contenu des cigarettes en nicotine varie entre
0,04 et 3,5 mg par cigarette. La nicotine est métabolisée par le foie en cotinine qui est
pharmacologiquement inactif. La demi-vie plasmatique de la nicotine est de 40 minutes
alors que celle de la cotinine est de 15 a 30 heures. Ainsi, le dosage de la cotinine permet
de connaitre I'index d’exposition a la nicotine. La nicotine passe dans la circulation
foetale[110].

Un des mécanismes pouvant étre responsable de la vasoconstriction pulmonaire est
I'hypoxie. L'effet hypoxique de la nicotine est controversé dans la littérature. Monheit et
al. ont injecté des doses croissantes de nicotine en intraveineux chez la brebis
gestante[111]. La PO2 et le pH du le feetus ne se sont pas altérés, seule la PCO2 feetale a
baissé de fagon significative a la posologie élevée de 1,5 mg/mn. Suzuki et al. ont injecté
de la nicotine a des singes gestantes mais a des posologies plus importantes (100
ygr/min/kg) et ont obtenu une diminution significative du flux utérin avec hypoxie et
acidose feetales[112]. Suzuki avait montré auparavant que l'injection de nicotine
provoquait ces effets seulement si elle était injectée a la brebis gestante et non au feetus

[113]. L’étude de la littérature suggere que l'injection maternelle, et non feetale, de
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nicotine induit une diminution du flux sanguin utérin par un agent sympathomimétique
(norépinéphrine et épinéphrine), entrainant une hypoxie ou hypoxémie [111-116].

On a en effet constaté chez les femmes enceintes fumeuses chroniques que la
consommation de 2 cigarettes entrainait une augmentation rapide et significative de la
norépinéphrine et de I'épinéphrine [117].

La nicotine pourrait donc étre responsable de I'’hypoxie de fagon indirecte par effet sur
la circulation placentaire. Mais un effet propre sur le poumon peut-étre associé puisque
des récepteurs nicotiniques a I'acétylcholine de type a7 n Ach r ont été retrouvés dans le
poumon feetal [118].

Les récepteurs sont aussi retrouvés au niveau des vaisseaux pulmonaires et I'exposition
a la nicotine de singes gestantes entraine une augmentation de I'épaisseur de la paroi
des vaisseaux, ainsi qu'une augmentation de I'expression des ARNm du collagene de
type I et III et de leurs protéines correspondante[119]. Ces altérations structurales
vasculaires pourraient étre a 'origine de 'HTAP. Au niveau épidémiologique on a mis en
évidence une plus grande fréquence de I'hypertension artérielle pulmonaire chez les
nouveaux-nés de meres fumeuses [95,96].

De nombreuses études réalisées in vitro montrent un lien possible entre le tabagisme et
la modification de cette réactivité pulmonaire. Carlo et al. montrent une diminution de la
vasodilatation endothéliale-dépendante des arteres pulmonaires d’embryons de poulets
exposés chroniquement a des extraits de fumée de cigarette [120]. Hutchison et al. ont
exposé des lapins a la fumée de cigarette et on retrouvé une altération de la

vasodilatation des artéres pulmonaires a I'acétylcholine[121].

On peut donc émettre plusieurs hypothéses quant aux mécanismes de la
vasoconstriction pulmonaire foetale:

- 'hypoxémie feetale par diminution de la PO2 foetale (par baisse du flux sanguin
utérin, et/ou par augmentation du taux de carboxyhémoglobine feetale),

- la diminution de la réactivité vasculaire pulmonaire a I'oxygene.
La circulation pulmonaire fcetale est tres sensible aux variations de la PaO2. Une
augmentation de la PaO; induit une chute des RVP. A I'inverse, une hypoxie induit une
augmentation des RVP, notamment en postnatal, ou I’hypoxie est reconnue comme étant
un facteur majeure de I'HTAP du nouveau-né. Le mécanisme d’action de I'0; fait

intervenir plusieurs voies métaboliques. L'Oz est susceptible de moduler le statut
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«redox » de la cellule musculaire ce qui influe sur I'état d’ouverture de certains canaux
potassiques, sur la polarisation de la cellule musculaire lisse et donc sur l'état
d’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants[122]. Le NO est aussi impliqué
dans la vasodilatation pulmonaire médiée par I'O2. In vivo, chez le foetus d’agneau sain,
deux études ont montré que le LNA réduisait la vasodilatation pulmonaire qui survient
normalement a la naissance lors de la ventilation alvéolaire en oxygene pur [7-123].
Hutchinson et al. retrouvent une diminution de I'activité de la NOs et une diminution du
contenu endothélial en L-arginine chez des lapins exposés a la fumée de cigarette[124].
On peut donc émettre comme hypothese que les composants de la fumée de cigarette, en
inhibant la voie du NO (vasodilatation endothéliale-dépendante Fig 3), bloquent un des
mécanismes d’action de l'oxygéne, entrainant une vasoconstriction des vaisseaux
pulmonaires.

Quelque soit le mécanisme, il y a finalement une atteinte de la vasodilatation

endothéliale-dépendante.
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Figure 3 : Schématisation de la voie du NO.
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Chapitre 5 : effets de I'apeline sur la
circulation pulmonaire feetale

1. Introduction

Durant la grossesse, le systéme pulmonaire feetal est caractérisé par la présence de
liquide pulmonaire au sein des alvéoles pulmonaires et par une circulation pulmonaire
feetale spécifique. Les RVP des arteres pulmonaires restent élevées durant toute la
grossesse. L’adaptation du systéme respiratoire a la naissance doit étre rapide et passe
la résorption du liquide pulmonaire grace aux pompes Na*/K* ATPase et des canaux
sodés spécifiques, la sécrétion de surfactant, et 'augmentation brutale du débit
vasculaire pulmonaire avec chute des RVP par [11,45]. La vasodilatation des vaisseaux
pulmonaires est indispensable pour permettre 'augmentation du débit pulmonaire. Les
mécanismes responsables de cette vasodilatation ne sont pas encore tous connus. Les
catécholamines jouent un role dans 'adaptation cardio-respiratoire a la naissance, elles
sont responsables d’'une augmentation de la pression intra-aortique et de la contractilité
du ventricule gauche. Elles participent également a la résorption du liquide pulmonaire.
Un précédent travail avait retrouvé que la Noradrénaline entrainait un puissant effet
vasodilatateur sur les arteres pulmonaires [125]. En 1993, un nouveau gene codant pour
un récepteur couplé a une protéine G était identifié pour ses similitudes avec le
récepteur a l'angiotensine[126]. En 1998 le ligand nommé Apeline (AP] Endogenous
Ligand) de ce récepteur appelé AP]J était découvert par Tatemoto [13]. Les techniques de
biologie moléculaire et d'immuno-histochimie ont permis de définir une représentation
importante de I’Apeline et de son récepteur APJ chez le rat, la souris et 'homme au sein
du parenchyme pulmonaire[14]. Sur le plan cardiaque, des études in vitro ont montré
chez 'homme et chez le rat un tres puissant effet inotrope positif [128,129]. Dans les
vaisseaux, 'apeline présente un effet vasodilatateur en agissant de fagon autocrine sur
les cellules endothéliales, médié par la voie du NO[15,16]. Mais elle possede également
un effet vasoconstricteur par action paracrine directement sur les cellules musculaires

lisses des veines saphénes humaines dénudées[17] .
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ucune étu studié, 3 jour, . u ireulati u :
Aucune étude n’a étudié, a ce jour, l'effet de I'apeline sur la circulation pulmonaire
feetale. L'objectif principal de notre étude était d’évaluer in vivo les effets vasculaires
pulmonaires de I'apeline a des concentrations croissantes sur un modele expérimental

de foetus de brebis instrumenté de fagon chronique in utéro.

2. Matériel et méthode

2.1.Modéle expérimental

Cf. chapitre 3

2.2.Protocoles

2.2.1. Protocole « vaso-réactivité de I'apeline » :

Nous avons testé 4 doses différentes d’apeline selon le méme protocole : 0,25mg, 0,5mg,
1mg, 2mg. Perfusion sur 'APG de SSI a 12mL/h avec mesure toutes les 10min de la PAo,
PAP, FC, du Qp et calcul des RVP jusqu’a obtention d'une stabilité hémodynamique de
30min. Une perfusion d’apeline sur 'APG au débit de 12mL/h pendant 2 heures était
effectuée. Puis on perfusait du SSI sur I’APG au débit de 12mL/h pendant 2 heures.
Toutes les 10min de la Pao, PAP, FC, du Qp étaient relevés et on calculait les RVP. Des
GDS et une lactatémie étaient pratiqués a TO, T30, T150, T210. (figure4)
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APG

GDS GDS GDS GDS
SSI Apeline 12mL/h SSI
12mL/ 12mL/h
h
TO T3 T150 T210
n

Figure 4 : Protocole expérimental d’étude de la vaso-réactivité
de l'aveline.

Une expérimentation témoin était réalisée en perfusant en place de I'apeline un soluté

d’éthanol ( solvant de I'apeline, dose totale d’éthanol pur : 0,25mL) au débit de 12mL/h.

(figure 5)
GDS GDS GDS GDS
APG SSI SSI
12mL/ 12mL/h
TO T3 T150 T210

Figure 5 : Protocole expérimental d’étude de la vaso-
réactivité de I'éthanol (protocole témoin).
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2.2.2. Protocole « voie d’action de I'apeline » :

Pour étudier la voie d’action de I'apeline pouvant aboutir a une vaso-activité, nous avons
testé I'effet de I'apeline aprées avoir inhibé la libération de calcium intracellulaire. Pour
cela nous réalisions une perfusion sur '’APG de SSI au débit de 12mL/h jusqu’a obtention
d’une stabilité hémodynamique de 30min, puis une perfusion sur I’AP d’un inhibiteur
calcique, la Nicardipine ( Loxen®) pendant 2 heures au débit de 3,7mL/h de TO a T120.
La perfusion sur I’APG de 2mg d’Apeline était faite au débit de 12mL/h pendant 2 heures
de T30 a T150. Enfin une perfusion sur 'APG de SSI au débit de 12ZmL/h pendant 1
heure était réalisée a la suite immédiate de I'apeline, soit de T150 a T 270. Durant toute
la procédure, les PAP, Pao, FC, Qp étaient relevés et les RVP calculées toutes les 10

minutes, les GDS avec lactatémies étaient réalisés a TO, T30, T150, T210. (figure 6)

GDS GDS GDS GDS
SSI Apeline 12mL/h SSI
APG 12mL/ ® / 12mL/h
h
T T30 T120 T150 T210
n
AP Loxen 3,7mL/h

Figure 6 : Protocole expérimental d’étude de la voie d’action de
I'aveline.
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2.3.Préparation des produits :

L’apeline 13 utilisée (Spibio, Laboratoire Bertin, Montigny-le-Bretonneux, France) était
soluble dans I'éthanol (20mg/mL). Cinq milligrammes de cette forme cristalloide
d’apeline était dilué dans 0,25mL d’éthanol puis 50uL de la solution mere étaient
réparties dans 5 aliquotes contenant donc chacun 1mg d’apeline. Des seringues de 24mL
étaient ensuite préparées pour une injection de 2 heures a 12mL/h avec du SSI et de
'apeline pour obtenir les testées 0,25mg, 0,5mg, 1mg, 2mg.

La Nicardipine (Loxen® 10mg/10ml) était diluée dans du sérum glucosé 5% (SG5%) a
raison de 1mL pour 5mL de SG5%. Notre objectif était de tester 1,5mg.

La préparation de la solution d’éthanol (solution témoin) était préparée en ajoutant
0,25mL d’éthanol pur a 23,75mL de solution mere de SSI perfusée sur 2 heures sur

I'’APG.

2.4. Analyse statistique

Les analyses statistiques étaient réalisées grace au logiciel Stat View 5.0 (Abacus
Concepts, Berkeley, CA, USA). L'ensemble des résultats était présenté selon la moyenne
+ ESM. Certaines courbes représentent le pourcentage de variation par rapport a la base.
La valeur «n» représentait le nombre de foetus dans chaque protocole. Le seuil de
significativité était p < 0,05.

Les tests utilisés pour étudier la significativité des variations au cours du temps des
résistances, des débits et des pressions étaient une analyse de variance pour mesures
répétées (test ANOVA pour mesures répétées) et le test de Bonferroni-Dunn pour
comparer plusieurs valeurs entre elles dans le temps en cas de significativité sur le test
ANOVA pour mesures répétées. Le test de Mann-Whitney était utilisé pour comparer les

valeurs de GDS en début et apres 2 heures de perfusion d’apeline.

3. Résultats
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Quatorze brebis ont été opérées a 128 jours de gestations. Les valeurs de base (PAP, Q,

PVR, FC, PAo, gaz du sang) étaient similaires dans les protocoles.

3.1.Protocole « vaso-réactivité de I’apeline » :

Sur les 4 doses testées d’apeline, seules 1 et 2 mg entrainaient une modification du Q et
des RVP. L'injection de 0,25 mg (n=3) et de 0,5 mg (n=6) d’apeline n’entrainait aucune
modification ni de la gazométrie, ni des pressions systémiques, ni du Q, ni des RVP.
Apres 'injection de 1 mg (n=8) d’apeline la PAP n’était pas modifiée mais le Q diminuait
de 20,6% ( de 90,63 * 9,14 a 79, 33 + 18,18 mL / min; p<0,0001) et les RVP
augmentaient de 30,8%( de 0,51 + 0,017 a 0,63 = 0,12 mmHg / mL / min; p<0,0002)
(figure.7). L’injection de 1 mg d’apeline ne modifiait pas les gaz du sang, ni les pressions

systémiques ou la FC (tableau 1).

Tableau 1 : Valeurs des Gaz du Sang artériels avant et apres perfusion d’Apeline 1mg.
SaO= saturation artérielle en oxygéne, Moyenne * SD, Seuil de significativité p<0,05, NP=Non Significatif

Protocole Apeline Protocole Apeline
1mg 2mg P
Avant Apreés Avant Apreés

pH 7,37+0,01 7,35+0,01 7,38+ 0,01 7,38+ 0,02 NP
pCO2 379+3,2 395326 36,23 £2,8 39,90+0,4 NP
pO02 1555+0,8 16+1,03 17,33+1,2 16,66+ 1,45 NP
HCO3- 2293+1,8 224+17 2193+1,7 2393+1,1 NP
Sa02%  20,66+1,9 20,3322 24,66 £3,9 22,33+4,3 NP
Lactate 1,67+0,6 1,44+0,5 1,19+0,2 1,03+0,1 NP
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Figure 7 : Effets hémodynamiques de la perfusion de 1mg d’Apeline (12 mL/h pendant 2h) (n=8) : RVP =
résistances vasculaires pulmonaires, exprimées en valeurs moyennes et écarts a la moyenne.

Apres l'injection de 2 mg d’apeline (n=5) la PAP n’était pas modifiée mais on voyait une
diminution de 33,7% du Q ( de 90,53 * 6,15 a 60 * 24, 58 mL / min; p< 0,05) et une
augmentations des RVP de 90% ( de 0,51 + 0,02 a 0,97 + 0,66 mmHg / mL / min ;
p<0,05) (figure 8). Cette injection n’altérait pas les gaz du sang et ne modifiait ni les
pressions systémiques ni la FC (tableau 1). La perfusion de SSI associée a de I'éthanol

(n=8) ne modifiait les pressions systémiques, nile Q, ni les RVP, ni les GDS.
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Figure 8 : Effets hémodynamiques de la perfusion de 2mg d’Apeline (12 mL/h pendant 2h) (n=5) : RVP -
résistances vasculaires pulmonaires, exprimées en valeurs moyennes et écarts a la moyenne.

3.2.Protocole « voie d’action de I'apeline » (n= 1):

La perfusion de 1,5mg de Nicardipine (soit 0,5 mg/Kg) entrainait une augmentation du
Qp de 87,2% et une diminution des RVP de 55,7%. L’injection secondairement d’apeline
n’entrainait aucune modification du Q ou des RVP (figure 9). L’injection de Nicardipine

suivi d’apeline n’altérait ni les gaz du sang, ni la Pao, ni la FC.
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Figure 9: Effets hémodynamiques sur le débit pulmonaire feetal et les résistances vascualires
pulmonaires (RVP) de la perfusion de Nicardipine (Loxen®) et d’Apeline 2mg (n=1).

4. Discussion

L’apeline et son récepteur AP] sont présents en concentration importante au niveau de
la paroi vasculaire. Son réle dans la régulation du tonus vasculaire et ses mécanismes
d’actions sous-jacents ne sont pas encore tous connus. Notre hypothese de recherche
était que I'apeline au niveau de la circulation pulmonaire du feetus de brebis possédait
également une activité vasomodulatrice.

Les travaux que nous avons réalisés jusqu’a présent nous permettent de présenter
plusieurs résultats. Au cours de I'ensemble des expérimentations pratiquées, l'injection

d’apeline sur I'APG ne modifiait ni la fréquence cardiaque, ni la PAo et la PAP ce qui
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témoigne de I'absence d’effet systémique de I'apeline. De plus, les résultats
gazométriques notamment la PaO2 et la lactatémie n’étaient pas modifiées. L'apeline
n’était donc pas responsable d’une toxicité feetale. Nous avons testé 4 concentrations
d’apeline différentes de 0,25mg a 2mg en perfusion sur 2 heures ce qui correspond a des
concentrations de 0,7 a 5,5pg/Kg/min. Pour des concentrations de 0,25mg et 0,5mg les
débits de I'APG n’étaient pas modifiés de méme que les RVP de I’APG. Pour une
concentration de 1mg , la FC, la PAP et la PAo n’était pas modifiées mais les débits
diminuaient de facon significative de20,6% et les RVP augmentaient significativement
avec un pourcentage de variation maximale par rapport a la base de 30,8%. Une
perfusion de 2mg d’apeline était responsable d’'une diminution des débits et d'une
augmentation importante des RVP (respectivement 33,7% de diminution maximale des
débits et 90% de pourcentage maximal de variation par rapport a la base). Nous avons
donc montré que I'apeline présente sur les artéres pulmonaires du feetus de brebis une
puissante action vasoconstrictrice dose-dépendante pour des concentrations
supérieures ou égales a 1mg sans modifier la circulation systémique ni étre responsable
d’une toxicité feetale.

L’apeline et son récepteur APJ sont connus pour étre fortement exprimés au niveau
pulmonaire ainsi que précocement dans le développement embryonnaire au niveau de
la paroi des vaisseaux [15,17,129-131]. A ce jour, il existe peu d’études ayant étudié
'effet hémodynamique de I'apeline sur gros animaux [132,133] et aucune chez le foetus.
Ces précédents travaux ont par ailleurs étudié I'effet hémodynamique systémique de
bolus d’apeline injecté par voie intra veineuse, nous avons préféré observer l'action de
I'apeline sur le plan systémique et local lors de l'injection prolongée sur 2 heures au
niveau de 'artére pulmonaire gauche.

Sur le plan hémodynamique, de nombreux travaux ont été réalisés mais des résultats
différents sont retrouvés. Les travaux de Tatemoto retrouvaient une baisse significative
de la pression artérielle (PA) chez le rat abolie par le L-Name, inhibiteur de la voie du NO
[16]. De méme, Cheng en 2003 retrouvait chez le rat conscient un effet vasodilatateur de
'apeline 12 a la fois artériel et veineux [134]. Cette vasodilatation est médiée via la voie
du NO et inhibée par les inhibiteurs de la NO synthase [14, 16,127, 130, 135,136].

Mais une activité vasoconstrictrice de 'apeline était retrouvée dans les travaux in vitro
de Katugampola sur des veines saphenes humaines dénudées avec un effet

vasoconstricteur comparable a celui retrouvé pour I'endothéline 1 et 'urotensin II [17].
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La [Pyr] apeline 13 (20 et 50nM) chez des rats conscients était également
vasoconstrictrice lors de son injection en intra-ventriculaire cérébrale et en intra-
veineux [137].

Les travaux de Charles et al en 2006 menés chez la brebis mettaient en évidence une
activité biphasique dose et temps-dépendante lors de l'injection de 1mg d’apeline avec
une courte phase vasodilatatrice suivie d’'une phase vasoconstrictrice [132,138]. De
méme, sur un modele expérimental d’embolie pulmonaire aigue chez le chien, il était
constaté une baisse suivie d'une augmentation de la PA [133]

Comme nous venons de le voir, les effets hémodynamiques de I'apeline sont complexes
et ses mécanismes d’action ne sont pas tous connus a ce jour. Elle posséde un effet
vasodilatateur endothélium-dépendant via la voie du NO [15,127,130,135,136] et un
effet vasoconstricteur passant par les cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire
[14].

En 2002, Szokodi mettait en évidence une activité inotrope positive dose-dépendante de
'apeline plus importante que 'endothéline 1 [128]. Cet effet mettait en jeu la voie de la
Phospholipase C (PLC), de la Proteine kinase C (PKC) ainsi que les échangeurs Na+/H+
du sarcoleme et les échangeurs Na+/Ca++ aboutissant a I'augmentation du Ca++ intra
cellulaire et a la contraction du cardiomyocyte. Selon Masri le récepteur de l'apeline
couplé a une protéine Gi inhibe I'adénylcyclase et active la voie de la PLC et de PKC
[129]. Nous avons voulu tester in vivo un inhibiteur non toxique pour le feetus de la
libération de Ca++ intra cellulaire dépendant des canaux calcique voltage-dépendant et
de la voie du Diacylglycerol (DAG) et de la PLC. L'injection de Nicardipine (Loxen®) était
responsable d’'une vasodilatation qui n’était pas modifiée par 'apeline a la concentration
la plus vasoconstrictrice que nous ayons testée. Ceci tend a prouver que l'activité
vasoconstrictrice de 'apeline passe par les canaux calciques voltage dépendant.

Notre travail constitue la premiere étude a évaluer I'action de I'apeline en perfusion
lente sur gros animal. Les concentrations utilisées par Lee, Tatemoto et Cheng étaient
comprises entre 3 et 15ug/Kg tandis que celles utilisées par Charles et Kagiyama étaient
entre 20 et 250ug/Kg [13,15,132,134,137]. Nos concentrations de 0,25mg a 2mg sur
2heures étaient comprises entre 0,7pg/Kg/min et 5,5pug/kg/min. Les résultats obtenus
étaient en faveur d’'un effet dose et temps-dépendant.

Dans notre étude, nous avons retrouvé une absence de modification de la FC, de la PAo

et de la PAP. Néanmoins, n’étant pas certains que l'apeline ne soit pas dégradé
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directement au niveau pulmonaire, nous ne pouvons affirmer son absence d’effet
systémique.

Nous avons montré un effet vasoconstricteur de I'apeline sur les arteres pulmonaires
feetales de brebis. Les principaux agents vasoactifs comme I’angiotensine II,
I’endothéline 1 ou la noradrénaline exercent leur effet également via un récepteur
couplé a une protéine G spécifique a 7 domaines transmembranaires. Pour I'’endothéline
de type 1, King mettait en évidence une activité biphasique d’abord hypotensive de
facon transitoire courte et précoce puis hypertensive dose dépendante plus tardive et
plus prolongée [139]. Les études hémodynamiques réalisées sur 'urotensine Il humaine
ont retrouvé également un effet vasodilatateur endothélium-dépendant via la voie du
NO suivie d'un puissant effet vasoconstricteur [140,141]. Les mécanismes d’action de
I'urotensine II décrit par Maguire semblent tres proches de ceux de I'apeline [141].
Douglas et al ont comparé les effets de I'urotensine II en fonction du type d’arteres et en
fonction de I'espece animale étudiée et d’'importantes différences ont été retrouvées
[142].

De méme, de précédents travaux réalisés par notre équipe de recherche avaient
retrouvé une action vasodilatatrice de la Norépinéphrine (Noradrénaline®) lors de son
injection au niveau de l'artere pulmonaire gauche du feetus de brebis alors que sa
puissante activité vasoconstrictrice chez 'Homme adulte était largement démontrée
[143].

Il est fortement probable que I'apeline qui semble tres proche d'un point de vue
configurationnel, mode d’action et voies de signalisation intra cellulaire avec ces agents
vasoactifs possede une activité différente selon le type d’artéres et 'espéce animale
étudiée.

L’apeline et son récepteur sont en concentration importante au niveau
plasmatique dans la période feetale et diminue rapidement apres la naissance [144].
Cette différence de concentration pré et post natale et I'effet vasoconstricteur sur les
arteres pulmonaires foetales que nous avons démontré nous laisse a penser que I'apeline
joue un réle majeur dans le tonus pulmonaire foetal prénatal.

Un stress aigu ou chronique est responsable d’'une augmentation du taux d’ARNm
de I'AP] [129,145]. Le systeme apelinergique pourrait donc étre impliqué dans les
situations d’hypertension artérielle pulmonaire néonatale, dans les situations

d’accouchement difficile et de stress a la naissance contribuant a une maladaptation a la
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vie extra-utérine accompagnant les situations de stress périnatal. Il pourrait étre dans ce
sens une cible thérapeutique de premier ordre dans les pathologies respiratoires

d’hypertension artérielle pulmonaire néonatale.
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Chapitre 6 : effets de la DHEA sur la
circulation pulmonaire feetale, étude
expérimentale chez le foetus de brebis

1. Introduction

La Déhydroépiandrostérone (DHEA) est une hormone stéroidienne sécrétée par la
corticosurrénale, c’est 'hormone stéroidienne la plus abondante circulant chez
I’'homme[146]. Son taux est progressivement décroissant avec I’age. Elle n’a pas de role
clairement déterminé chez 'homme mais de nombreuses études suggerent un role
protecteur cardiovasculaire et de multiples autres effets bénéfiques (hormones anti
vieillissement)[147].

Des études récentes ont mis en évidence une activité de la DHEA sur la circulation
pulmonaire. Elle améliore I'hypertension artérielle pulmonaire chronique chez le rat
(induite par exposition a I'hypoxie chronique ou par injection de Monocrotaline)[148-
151]. In vitro, la DHEA entraine une vasodilatation sur des cellules musculaires lisses
artérielles pulmonaires humaines[152]. Cependant l'effet de la DHEA sur la circulation
pulmonaire feetale n’est pas connu.

Notre hypothese est que la DHEA a un effet vasodilatateur pulmonaire feetal, qui
pourrait permettre son utilisation thérapeutique dans 'HTAPP des nouveau-nés. Pour
tester cette hypothése, nous avons étudié les effets vasculaires pulmonaires de la DHEA
sur le modele de feetus de brebis instrumenté de fagon chronique in utero. Nous avons

par ailleurs cherché a en comprendre les mécanismes d’action.
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2. Matériel et méthode

2.1.Modéle expérimental

Cf chapitre 3

2.2.Protocoles

Les mesures étaient réalisées lorsque la vitalité feetale était correcte (pH>7,32 et
lactacidémie<3mmol/l) et s’il n’existait pas d’instabilité hémodynamique feetale. Chaque
injection d’agent pharmacologique était effectuée a 24h d’intervalle de la précédente

afin d’éviter toute interférence d’action.

En se basant sur une étude chez le furet, nous avons décidé de tester 3 doses croissantes

de DHEA : 6 mg, 12 mg et 24 mg[153].

2.2.1. Injection intra veineuse directe a dose croissante

Le protocole a consisté a tester 3 doses croissantes de DHEA en intraveineux directe
(IVD). Apres obtention d’'une stabilité hémodynamique de 30 minutes sous perfusion de

sérum physiologique a 6 ml/h sur le cathéter veineux, la solution de DHEA était injectée

en [VD, puis rincée par 5 ml de sérum physiologique hépariné (Figure 10)

DHEA IVD

GDS DHEA, GDS DHEA,
DHEA-S DHEA-S
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Figure 10 : Protocole d’injection de DHEA IVD

Les mesures hémodynamiques étaient relevées toutes les 10 minutes pendant la période
de stabilité, puis toutes les 5 minutes apres l'injection de DHEA pendant 35 minutes,
puis toutes les 10 minutes jusqu’a 65 minutes de l'injection.

Des prélevements sanguins (2 ml de sang) étaient effectués a l'agneau (cathéter
aortique) et a la brebis (cathéter jugulaire) avant l'injection et 35 minutes apres
I'injection. Ces prélevements permettaient les dosages de DHEA et DHEA-sulfate (DHEA-
S) et la réalisation de GDS.

Les préléevements étaient effectués sur tubes secs puis centrifugés a 3000 tours/min
pendant 15 minutes a 4°C. Le sérum était alors prélevé et réparti en 2 aliquotes de 300 a
500 pl chacun, puis congelés a -20°C en attendant les dosages. Les dosages étaient
effectués au laboratoire de biochimie section endocrinologie sous la direction du
Professeur Pigny (Centre de biologie et pharmacologie, CHRU de Lille). Les résultats

étaient exprimés en ng/ml pour les taux de DHEA et en pmol/I pour les taux de DHEA-S.

Afin de s’assurer que les adjuvants (DMSO et Crémophor®) n’avaient pas d’effet
vasculaire propre, nous avons effectué des manipulations témoins. Deux types de témoin
ont été nécessaires : une solution témoin a 2% (0,1 ml de DMSO, 0,1 ml de Crémophor®
et 4,8 ml de sérum physiologique) et une solution témoin a 4% (0,2 ml de DMSO, 0,2 ml
de Crémophor® et 4,6 ml de sérum physiologique). L’injection se faisait en IVD dans les

mémes conditions que l'injection IVD de DHEA (Figure 11)

DMSO et

Cromophore
) [
GDS GDS

Figure 11 : Protocole d’injection témoin IVD dans le protocole d’étude de la DHEA
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2.2.2. Etude des mécanismes d’action de la DHEA

Afin d’étudier les mécanismes d’action de la DHEA sur la vascularisation pulmonaire
feetale, nous avons testé un inhibiteur potentiel de la DHEA : la L-nitro-arginine (LNA,
Sigma, Saint Quentin Fallavier, France), inhibiteur de la NO synthase. Le test au LNA a
été fait avec 2 doses différentes de DHEA (12 mg et 24 mg).

Apreés une période de stabilité hémodynamique de 30 minutes, on effectuait une
injection IVD de 30 mg de LNA, puis aprés 30 minutes, une injection [VD de DHEA. Les
mesures hémodynamiques étaient relevées toutes les 10 minutes jusqu’'a I'injection de
DHEA puis toutes les 5 minutes pendant 35 minutes, puis toutes les 10 minutes jusqu’a
195 minutes. Les prélévements étaient faits comme pour l'injection de DHEA seule avec

un dernier prélevement a 185 minutes pour un gaz du sang feetal. (Figure 12)

Eaee—— D —
t t t 1

) (0] (] [ (7))

[ LNAIVD ][ DHEA IVD ]

GDS GDS GDS
DHEA, DHEA-S DHEA, DHEA-S

Figure 12 : Protocole d’injection LNA-DHEA IVD

2.3. Préparation des produits

La DHEA (Cooper) se présentait sous forme de poudre. Cette hormone liposoluble
nécessitait une solubilisation a I'aide de Diméthyl sulfoxide (DMSO, laboratoire Sigma-
Aldrich) et I'adjonction de Crémophor® (laboratoire Sigma-Aldrich) afin de maintenir la
solubilité une fois dilué dans du sérum physiologique. La solution obtenue était
spontanément acide. En fin de préparation, la solution était tamponnée par de la soude
et de I'acide chlorhydrique afin d’obtenir un pH physiologique.

Pour les doses de 6 et 12 mg, la dilution de la DHEA se faisait avec 2% de DMSO et 2% de
Crémophor® (0,1 ml de DMSO, 0,1 ml de Crémophor® et 4,8 ml de sérum
physiologique). Pour la dose de 24 mg, la dilution se faisait avec 4% de DMSO et 4% de

48



Crémophor® (0,2 ml de DMSO, 0,2 ml de Crémophor® et 4,6 ml de sérum
physiologique).

La préparation du LNA se faisait de la facon suivante : dilution de 30 mg de LNA avec 0,2
ml d’acide chlorhydrique, adjonction de 2 ml de sérum physiologique puis
tamponnement par adjonction de 0,2 ml de NaOH (titration pour obtenir un pH=7,4). La

solution était ensuite injectée a travers un filtre anti bactérien.

2.4. Analyses statistiques

Les résultats étaient exprimés sous forme de moyennes affectées de leur écart type.

Les données hémodynamiques étaient analysées en utilisant une analyse de variance
(ANOVA) pour mesures répétées. Les différences intergroupes étaient analysées a l'aide
du test de Bonferroni-Dunn en raison des comparaisons multiples, lorsque les valeurs de
base des populations étaient identiques.

Les comparaisons des parametres gazométriques et des dosages sanguins faisaient
appel au test non paramétrique de comparaison de moyennes pour petits effectifs de
Mann-Whitney.

Le seuil de signification retenu était p<0,05. L’ensemble des analyses statistiques était
effectué en utilisant de logiciel Stat View 4.5 pour PC (Abacus Concepts, Berkeley, CA,
USA).

Dans chaque protocole, n représente le nombre de foetus de brebis étudiés.

3. Résultats

3.1.Injection de DHEA en IVD a dose croissante

Nous avons testé 3 doses de DHEA et vérifié I'absence d’effet de I'injection d’une solution

témoin.
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3.1.1. Protocole injection de DHEA en IVD, dose 6 mg (n=7)

L’injection IVD chez le feetus de 6 mg de DHEA ne modifiait pas les pressions artérielles
pulmonaires et aortiques, les débits pulmonaires (de 94 £+ 5a 103 £ 7 ml/min ; p=0,6),
ni les résistances vasculaires pulmonaires (de 0,5 + 0,01 a 0,45 + 0,02 mmHg/ml/min ;
p=0,2). La comparaison par rapport au témoin dilué a 2% de DMSO et Crémophor (n=7)
ne montrait pas de différence significative pour le débit (p=0,92), pour les RVP (p=0,6),
ni pour la PAP (p=0,26) (Figure 13).

Les GDS ne variaient pas de fagon significative. Il n'y avait pas non plus de différence
significative pour les gaz du sang et les valeurs de PAP, PAO et FC entre les témoins 2%

et les injections a 6mg de DHEA (Tableau 2).

Tableau 2 : Evolution des parametres gazométriques, de fréquence cardiaque (FC) et pression aortique
(PAO) chez le foetus avant (n=7) et aprés injection témoins de 2% (N=7), aprés injection IVD de 6mg de
DHEA (n=7).

Avant injection  Apreés injection Apres injection

DHEA 6mg témoins de 2% DHEA 6mg
pH 7,36 £ 0,01 7,35+0,01 7,36 £ 0,01
PaCO2 (mmHg) 52+1,6 50+1,6 51+1,4
Pa02 (mmHg) 15+1,4 13+£1,6 15+1,5
Lactates (mmol/l) 1,63+0,13 1,8+0,2 1,34 +0,05
Saturation (%) 49+ 6 49 + 4,6 48 + 6
Hémoglobine (g/dl) 11+0,3 11+0,2 11+0,3
FC (bat/min) 159 +5 156 £5,8 156 £ 4,5
PAO (mmHg) 47 + 2,6 44 + 1 46 + 2,3

Les valeurs sont exprimées en moyennes suivies de I'erreur standard de la moyenne (SEM). Les moyennes
avant injection sont calculées sur les temps de T-30 a TO. Les moyennes aprés injection sont calculées sur
les temps de T5 a T25.

Les dosages sanguins de DHEA et DHEA sulfate réalisés chez le foetus et chez la brebis
avant et a 35 minutes apres l'injection montraient des différences. Les taux de DHEA
augmentaient significativement entre TO et T35 chez la brebis (p=0,05) et chez 'agneau
(p=0,02). Les taux de DHEA-S n’augmentaient de fagon significative que chez I'agneau

(p=0,02). (Tableau 3)
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Tableau 3 : Taux de DHEA et DHEA-S avant et 35 minutes apres injection IVD de 6mg de DHEA chez la

brebis et chez le foetus d’agneau.

DHEA (ng/ml) DHEA-S (umol/1)
TO T35 p TO T35 p
Brebis 0,67+0,06 2,76+x1,03 0,05 <041 <0,41 NS

Agneau 0,6 £ 0,06 13,2+2,7 0,02} <041 1,13+0,17 0,02

Les valeurs sont exprimées en moyennes suivies de 'erreur standard de la moyenne (SEM) sur n=4. NS
signifie p>0,05
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Figure 13 : Réponse vasculaire pulmonaire feetale a une injection IVD de 6 mg de DHEA (n=7, courbe
bleue) et comparaison avec les injections de témoin 2% (n=7, courbe rouge). Les valeurs sont exprimées

en moyennes affectées de leur erreur standard de la moyenne.
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3.1.2. Protocole injection de DHEA en IVD, dose 12 mg (n=7)

L’injection IVD de 12 mg de DHEA entrainait une vasodilatation pulmonaire gauche
significative, avec une augmentation de Qp de 20% a T15 (de 86 + 2 a 104 + 5 ml/min ;
p<0,0001) et une diminution des RVP de 15% a T15 (de 0,5 + 0,01 a 0,43 *
0,02 mmHg/ml/min ; p<0,001).

La comparaison par rapport au témoin dilué a 2% (n=7) ne montrait pas de différence
significative pour la PAP (p=0,4). 1l existait par contre une différence significative entre
le témoin et l'injection de 12mg pour le débit (p<0,001) et pour les RVP (p<0,05)
(Figure 14).

La FC présentait une variation dans le temps significative (p<0,05). Les PAP, PAO et les
gaz du sang ne variaient pas de facon significative. Il n’y avait pas non plus de différence
significative pour les GDS et les valeurs de PAO et FC entre les témoins 2% et les

injections a 12mg de DHEA. (Tableau 4)

Tableau 4: Evolution des parametres gazométriques, de fréquence cardiaque (FC) et de pression
aortique (PAO) chez le feetus avant et aprés injection IVD de 12mg de DHEA.

Avant injection DHEA Apres injection DHEA

12mg 12mg
pH 7,36 £ 0,01 7,37 £ 0,01
pCO2 (mmHg) 51+14 50+1,2
p02 (mmHg) 15+0,9 15+1
Lactates (mmol/1) 1,8+0,2 1,6 £0,2
Saturation (%) 46 £ 3,6 46+ 3
Hémoglobine (g/dl) 11+£0,5 11+0,6
FC (Bat/min) 153 +5 158 + 6*
PAO (mmHg) 44+ 1 44 +1,3

Les valeurs sont exprimées en moyenne suivies de I'erreur standard de la moyenne (SEM). Les moyennes
avant injection sont calculées sur les temps de T-30 a TO. Les moyennes apres injection sont calculées sur
les temps de T5 a T25. *= p<.05

Les dosages sanguins de DHEA et DHEA sulfate réalisés chez le feetus et chez la brebis
avant et a 35 minutes apres I'injection montraient des différences significatives. Les taux
de DHEA augmentaient significativement entre TO et T35 chez la brebis (p=0,02) et chez

I'agneau (p<0,01). Les taux de DHEA-S n’augmentaient de fagon significative que chez
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I'agneau. Les taux de base de DHEA étaient différents chez la brebis et chez I'agneau

(p=0,05), mais identique pour les taux de DHEA-S (p>0,99). (Tableau 5)

Tableau 5 : Taux de DHEA et DHEA-S avant et 35 minutes apres injection IVD de 12mg de DHEA chez le
feetus d’agneau.

DHEA (ng/ml) DHEA-S (umol/1)
TO T35 p TO T35 p
Brebis 0,82 +0,16 2,85+0,6 0,02 <0,41 <0,41 NS
Agneau 1,5%0,22 22,76 £3,3 0,009 <0,41 1,34%+0,26 0,036

Les valeurs sont exprimées en moyennes suivies de l'erreur standard de la moyenne (SEM) sur n=5
animaux. NS signifie p>0,05
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Figure 14 : Réponse vasculaire pulmonaire fcetale a une injection IVD de 12mg de DHEA (n=7, courbe
bleue) et comparaison avec les injections de témoin 2% (n=7, courbe rouge). Les valeurs sont exprimées
en moyennes affectées de leur erreur standard de la moyenne.

54



3.1.3. Protocole injection de DHEA en IVD, dose 24 mg (n=5)

L’injection IVD de 24 mg de DHEA chez le feetus entrainait une vasodilatation
pulmonaire significative, avec une augmentation de Qp de 60% a T15 (de 88 + 2 a 141 +
9,8 ml/min ; p<0,0001) et une diminution des RVP de 40% a T15 (de 0,5+ 0,012 0,32
0,02 mmHg/ml/min ; p<0,0001).

La comparaison par rapport au témoin dilué a 4% (n=5) ne montrait pas de différence
significative pour la PAP (p=0,14). Il existait par contre une différence significative entre
le témoin et l'injection de DHEA 24mg pour le débit (p<0,0001) et pour les RVP
(p<0,0001) (Figure 15).

La FC présentait une variation dans le temps significative (p<0,0001). Les PAP, PAO et
les GDS ne variaient pas de facon significative durant le protocole de mesure. Il n’y avait
pas non plus de différence significative pour les GDS et les valeurs de PAO entre les
témoins 4% et les injections de DHEA 24mg, mais il existait une différence significative

pour les valeurs de FC (Tableau 6).

Les dosages sanguins de DHEA et DHEA sulfate réalisés chez le foetus et chez la brebis
avant et a 35 minutes apres l'injection montraient des différences. Les taux de DHEA
augmentaient entre TO et T35 de facon significative chez I'agneau (p=0,009), mais pas
chez la brebis (p=0,22). Les taux de DHEA-S n’augmentaient de facon significative que
chez I'agneau (p=0,04). (Tableau 7)
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Tableau 6: Evolution des parametres gazométriques, de fréquence cardiaque (FC) et de pression
aortique (PAO) chez le feetus avant et aprés injection IVD de 24mg de DHEA.

Avant injection DHEA Apreés injection DHEA

24mg 24mg
pH 7,36 £ 0,01 7,35+0,01
pCO2 (mmHg) 49+0,9 51+0,9
pO2 (mmHg) 15+1,4 16 +1,9
Lactates (mmol/l) 1,8+0,2 1,7+0,2
Saturation (%) 43 %6 48+5,7
Hémoglobine (g/dl) 11,6 £ 0,6 11,7 £ 0,5
FC (Bat/min) 149+ 7 162 + 8*
PAO (mmHg) 45+ 1,6 46 +2

Les valeurs dans le tableau sont exprimées en moyenne suivies de 'erreur standard de la moyenne (SEM).
Les moyennes avant injection sont calculées sur les temps de T-30 a TO. Les moyennes apres injection
sont calculées sur les temps de T5 a T25. *= p<0.05

Tableau 7 : Taux de% DHEA et DHEA-S avant et 35 minutes apres injection IVD de 24mg de DHEA chez la
brebis et chez le feetus d’agneau.

DHEA (ng/ml) DHEA-S (umol/1)
TO T35 p TO T35 p
Brebis 0,9 295+0,5 NS <0,41 0,53+0,1 NS
Agneau
1,4+0,13 5085+2,4 0,009 <041 2,31+0,17 0,04

Les valeurs dans le tableau sont exprimées en moyenne suivies de I'erreur standard de la moyenne (SEM).
Les moyennes avant injection sont calculées sur les temps de T-30 a TO. Les moyennes apres injection
sont calculées sur les temps de T5 a T25. NS signifie p>0,05.
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Figure 15 : Réponse vasculaire pulmonaire feetale a une injection IVD de 24mg de DHEA (n=5, courbe
bleue) et comparaison avec les injections de témoin 4% (n=5, courbe rouge). Les valeurs sont exprimées
en moyennes affectées de leur erreur standard de la moyenne.
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3.1.4. Résumé des injections IVD :

Les injections IVD de DHEA aux doses de 6, 12 et 24 mg avaient des effets vasculaires
pulmonaires se traduisant par une augmentation du débit artériel pulmonaire, une
stabilité de la pression artérielle et une diminution des RVP. Cet effet débutait 5 minutes
apres l'injection, était maximal 15 minutes apres l'injection et cessait environ 35
minutes apres l'injection.

Les témoins dilués a 2% et 4% n’avaient pas d’effet vasculaire propre.

L’effet vasodilatateur pulmonaire était progressif avec 'augmentation de dose de DHEA.
Le pourcentage de variation des RVP était statistiquement différent entre les doses de
24mg et 12mg (p<0,005) et entre les doses de 24mg et 6mg (p<0,001). Le pourcentage
de variation du débit APG était statistiquement différent entre les doses de 24mg et

12mg (p=0,0015) et entre les doses de 24mg et 6mg (p=0,0002). (Figure 16-17)
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Figure 16 : Effet dose de la DHEA sur les résistances vasculaires pulmonaires (RVP). Représentation du
pourcentage de variation de RVP entre la base (T-30 a TO) et le temps T15. * signifie p<0,01
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Figure 17 : Effet dose de la DHEA sur le débit artériel pulmonaire gauche (QAPG). Représentation du
pourcentage de variation de débit dans I'artére pulmonaire gauche entre la base (T-30 a T0) et le temps
T15. * signifie p<0,01.

Il existait une augmentation des taux de DHEA et DHEA-S proportionnelle a
I'augmentation de dose de DHEA injectée, chez le foetus et chez la brebis pour les taux

de DHEA, uniquement chez le foetus pour les taux de DHEA-S.

3.2.Résultats des protocoles LNA-DHEA

3.2.1. Protocole 3a : LNA-DHEA 12 mg (n=6)

L’injection IVD chez le foetus de 12 mg de DHEA apres une injection IVD de LNA inhibait
I'effet vasodilatateur de la DHEA seule (Figure 18)
Il n’y avait pas de différence significative entre les GDS avant et apres les injections de

LNA et DHEA 12 mg, ni de différence pour les PAO, PAP et FC. (Tableau 8)
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Figure 18 : Evolution des Résistances vasculaires pulmonaires (RVP) et du débit de I'artere pulmonaire
gauche (Qp) avant et 15 minutes apres injection de 12mg de DHEA, 30 minutes apreés injection de LNA.

Tableau 8: Evolution des paramétres gazométriques, de FC, PAP et PAO chez le feetus avant et apres
injection IVD de 12mg de DHEA et de LNA (n=6).

LNA + DHEA 12mg
Avant Apres
injection injection
pH 7,36 £ 0,01 7,35+ 0,01
pCO2 (mmHg) 50+1,4 52+1,2
p02 (mmHg) 15+0,8 15+1
Lactates (mmol/1) 1,7 0,1 1,8 +0,2
Saturation (%) 44+1,9 46 +3
Hémoglobine (g/dl) 11,8+ 0,5 12,2+0,6
FC (Bat/min) 1415 143 +6
PAO (mmHg) 52+2 53+2
PAP (mmHg) 54 +2 55+2

Les valeurs dans le tableau sont exprimées en moyenne suivies de 'erreur standard de la moyenne (SEM).
Les moyennes avant injection sont calculées sur les temps de T-30 a TO. Les moyennes aprés injection
sont calculées sur les temps de T5 a T25.

Le pourcentage de variation des débits pulmonaires et des résistances vasculaires
pulmonaires étaient significativement différents avec ou sans administration préalable
de LNA (Figure 19). Les gaz du sang apres DHEA et avec ou sans administration

préalable de LNA n’étaient pas différents (Tableau 9)
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Tableau 9 : Comparaison des parametres gazométriques chez le feetus avant injection IVD de LNA +

DHEA 12mg (n=6) et de DHEA 12mg (n=7).

LNA + DHEA 12mg DHEA 12mg
pH 7,36 £ 0,01 7,36 £ 0,01
pCO2 (mmHg) 50+1,4 51+1,4
p02 (mmHg) 15+0,8 15+0,9
Lactates (mmol/1) 1,7+0,1 1,8+0,2
Saturation (%) 44+ 1,9 46 + 3,6
Hémoglobine 11,8+ 0,5 11+0,5

(g/dl)

Les valeurs sont exprimées en moyennes suivies de I'erreur standard de la moyenne (SEM). Les moyennes

avant injection sont calculées sur les temps de T-30 a TO.

Pourcentage de variation RVP a 15
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Figure 19 : Pourcentages de variation des Résistances vasculaires pulmonaires (RVP) et du débit de
I'artére pulmonaire gauche (QAPG) entre la base et 15 minutes apres 'injection de DHEA. Comparaison
des variations entre I'injection de DHEA seule et aprés LNA. * signifie p<0,005.
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3.2.2. Protocole LNA-DHEA 24 mg (n=5)

L’injection IVD de 24 mg de DHEA apres une injection IVD de LNA inhibait l'effet
vasodilatateur de la DHEA seule (Figure 20).

Tableau 10 : Evolution des paramétres gazométriques, de FC, PAP et PAO chez le feetus avant et apreés
injection IVD de 24mg de DHEA et de LNA (n=5).

LNA + DHEA 24mg
Avant Apres
injection injection
pH 7,35+ 0,01 7,3+0,03
pCO2 (mmHg) 47 £3 52+4
p02 (mmHg) 15+1,6 13 +2
Lactates (mmol/l) 2,3+0,8 3,26 £ 0,9
Saturation (%) 41 %5 35+7
Hémoglobine (g/dl) 11,5+ 0,3 13+0,4
FC (Bat/min) 134+ 4 140+ 8
PAO (mmHg) 52+1,5 57 +3,4
PAP (mmHg) 54+1,5 59+ 3,4

Les valeurs dans le tableau sont exprimées en moyenne suivies de 'erreur standard de la moyenne (SEM).
Les moyennes avant injection sont calculées sur les temps de T-30 a TO. Les moyennes apres injection
sont calculées sur les temps de T5 a T25.

RVP apreés injection LNA + DHEA QAPG apres injection LNA + DHEA
24mg 24mg

09 7 120 1
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RVP (mmHg/ml/min)

LNA seul LNA + DHEA 24mg LNA seul LNA + DHEA 24mg

Figure 20 : Evolution des Résistances vasculaires pulmonaires (RVP) et du débit de I'artére pulmonaire
gauche (QAPG) avant et 15 minutes apres injection de 24mg de DHEA, 30minutes apres injection de LNA.
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Le pourcentage de variation des débits pulmonaires et des résistances vasculaires
pulmonaires étaient significativement différents avec ou sans administration préalable
de LNA (Figure 21). Les gaz du sang aprés DHEA et avec ou sans administration

préalable de LNA n’étaient pas différents (Tableau 11)

Pourcentage de variation RVP a d L. .
15min de I'injection de DHEA Pourcentage de variation QAPG a

15min de l'injection de DHEA
30%

o
l 80% 1
> 20%
§ 10% 1 60% - *%
5 0 ' ' 40%
§ %7 p g LNA+ DHEA 24mg
2 20% - 20% -
E -30% - * 0% 1 . . |
g -40%
E 50% - -20% DHEA 24mg LNA + DHEA 24mg

Figure 21 : Pourcentages de variation des résistances vasculaires pulmonaires (RVP) et du débit I'artére
pulmonaire gauche (APG) entre la base et 15 minutes apres l'injection de DHEA. Comparaison des
variations entre I'injection de DHEA seule et aprés LNA. * signifie p<0,005, ** signifie p=0,0002.

Tableau 11 : Comparaison des parameétres gazométriques chez le foetus avant injection IVD de LNA +
DHEA 24mg (n=5) et de DHEA 24mg (n=5).

LNA + DHEA DHEA 24mg
24mg

pH 7,35+ 0,01 7,36 £ 0,01
pCO2 (mmHg) 47 £ 3 49+0,9
p02 (mmHg) 15+1,6 15+1,4
Lactates (mmol/1) 2,3+0,8 1,8+0,2
Saturation (%) 415 43+6
Hémoglobine (g/dl) 11,5+0,3 11,6 £ 0,6

Les valeurs sont exprimées en moyennes suivies de I'erreur standard de la moyenne (SEM). Les moyennes
avant injection sont calculées sur les temps de T-30 a TO.

4. Discussion

Notre objectif était de savoir si la DHEA avait un effet sur la circulation pulmonaire

feetale. Pour cela, nous avons étudié chez le foetus de brebis chroniquement instrumenté
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in utero, les effets vasculaires pulmonaires des injections intraveineuses de DHEA. Nous
avons montré un effet vasodilatateur pulmonaire dose-dépendant du DHEA.

Nous avons ensuite cherché a comprendre le mécanisme d’action de la DHEA en testant
'effet de la DHEA en présence d'un inhibiteur de la NO synthase. L’action de la DHEA
était inhibée en présence de LNA, indiquant que la vasodilatation induite par le DHEA
est médiée par le NO. La DHEA a un effet vasodilatateur pulmonaire prouvé in vivo chez
le rat, la souris et le furet [148-151,153,154]. In vitro, il existe un effet vasodilatateur
sur les cellules musculaires lisses artérielles pulmonaires humaines[152]. De
nombreuses études ont démontré l'innocuité de la DHEA donnée au long cours chez
I’'homme[155]. Suite aux travaux de Bonnet et al, des essais cliniques sont actuellement
en cours afin de tester I'efficacité de la DHEA dans le traitement de 'HTAP chronique de
I'adulte[149].

A notre connaissance, aucune étude n’avaient portées sur la cirulation pulmonaire

périnatale.

Nos résultats confirment 'existence d’'un effet vasodilatateur pulmonaire spécifique en
période périnatale. L’effet de la DHEA injectée en IVD était rapide (dans les 5 minutes
suivant l'injection) et bref (35 minutes maximum). Les autres publications étudiant
I'effet de la DHEA sur la vascularisation pulmonaire utilisaient la voie orale (DHEA
mélangée a I'alimentation des rats)[148-151]. Molinari et al ont testé la DHEA sous
forme intra veineuse sur les circulations d’une part coronaire et d’autre part systémique
(artere rénale, artere mésentérique, artere iliaque)[156,157]. L'injection se faisait chez
des porcs anesthésiés, en IVD suivie d’'une IVL. Ils retrouvaient également un effet tres
rapide (3 minutes apres l'injection) et une durée d’action bréve de 5 minutes. Dans notre
étude, la breve durée d’action peut également s’expliquer par une possible élimination
placentaire de la DHEA. En effet, les taux sanguins de DHEA maternels augmentaient de
facon significative apres l'injection alors que la DHEA n’était injectée qu’au feetus. Notre

étude montre un passage de la DHEA a travers le placenta du foetus vers la meére.

Le mécanisme d’action de la DHEA est mal connu. Nous avons montré que 'utilisation
du LNA, un bloqueur de la NO synthase, a pour conséquence d’inhiber I'action
vasodilatatrice de la DHEA. Nos résultats indiquent donc que le mécanisme d’action

vasodilatateur de la DHEA est médié par le NO.
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Il a été montré in vitro que la DHEA active un récepteur membranaire couplé a une
protéine G qui entraine une activation de la NO synthase (NOS) [154,158,159]. Cette
activation de la NO synthase est responsable de la production de NO et d'une
vasorelaxation. Cornfield a résumé les 2 possibilités d’action de la DHEA sur la voie du

NO (figure 22)[160].

Pulmonary Artery
LN Endgglmlelial Smooth Muscle Cell
A Ny -+ /T[CGMP]
NO /G:ya:l:l:em cé&-»
NO MP
ZS ynthase/ dependent
g K+ kinase
DHEA ¢
L-Arginine KCa «—™— |

channnel |t

Figure 22 : Schéma expliquant la vasodilatation pulmonaire foetale passant par la voie du NO d’apres
Cornfield. Représentation du mode d’action du LNA et des deux modes d’action hypothétiques de la DHEA.

Enfin, pour certains, les effets vasculaires et le possible effet protecteur cardiovasculaire

en pratique humaine seraient liés a la transformation de la DHEA en cestradiol [161].
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Chapitre 7 : Leffet des acides gras
polyinsaturés oméga 3 (AGPl®3) sur la
circulation pulmonaire : étude
expérimentale chez le foetus d’agneau

1. Introduction

De tres nombreux travaux expérimentaux, cliniques et épidémiologiques ont clairement
démontrés le role bénéfique des acides gras poly insaturés de type OMEGA 3 (AGPI w3)
sur la fonction cardio-respiratoire et la fonction pulmonaire. Ils réduisent la survenue de
pathologies cardiovasculaires (athérome, infarctus, hypertension artérielle) et
améliorent la mortalité du SDRA de I'adulte. Les bénéfices des AGPI w3 sont liés a 3 de
leurs effets biologiques essentiels :
- Amélioration de la fonction endothéliale, par accentuation notamment de la
vasodilatation endothélium-dépendante [162].
- Augmentation de la clearance des liquides alvéolaires par activation des
pompes a sodium, et augmentation de l'activité du canal ENaC.
- Effets anti-inflammatoires par modulation de la synthése des médiateurs
lipidiques, de la libération des cytokines, et de l'activation des leucocytes

[162].

Les acides gras poly-insaturés (AGPI) se repartissent en plusieurs familles définies par la
position de la premiére double liaison a l'extrémité méthyl-terminale de leur
précurseur: acides palmitoléique (16:1), Oléique (18 :1), linoléique (18 :2) et linolénique
(18 :3). L’acide Linoléique (LA) et l'acide Linolénique (ALA) sont des acides gras
essentiels chez les mammiféres. Les AGPIw3 et AGPlw6 sont impliqués dans de
nombreuses voies métaboliques : par une succession de désaturations et d’élongations,

I’ALA et le LA produisent plusieurs métabolites dont I'acide eicosapentaénoique (EPA) et
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I'acide docosahexaénoique (DHA), et l'acide arachidonique (AA). Ces métabolites
integrent plusieurs voies métaboliques :

La voie des cyclo-oxygénases : cette voie conduit a la production des PG, et des
thromboxanes.

- I'’AA produit les PG et thromboxanes. Le thromboxane A2 est un puissant
agrégant plaquettaire et vasoconstricteur. L’AA produit également des PG de la
série 2 (12, E2, F2, D2). La PGI2 a un effet antiagrégant et vasodilatateur. La PGE2
est pro inflammatoire et vasodilatatrice, tandis que la prostaglandine F2 est
vasoconstrictrice [162,163] ;

- L’EPA produit les PG et thromboxanes de la série 3. Ils possedent des
effets de moindre intensité que la série 2. Ainsi, le TxA3 est un faible agrégant
plaquettaire et un faible vasoconstricteur. La PGI3 un vasodilatateur faible, mais
c’est un inducteur de la production de PGI2 [162,163] ;

La voie des lipo-oxygénases produit les leucotrienes :

- 'AA produit les leucotrienes série 4 (LTB4, LTC4, LBD4, LTE4) ;

- L’EPA produit les leucotrienes série 5 (LTB5, LTC5, LTD5, LTES).
Globalement, les dérivés eicosanoides de I'’AA (prostaglandines, thromboxanes et
leucotriénes) sont des médiateurs pro-agrégants plaquettaires et pro inflammatoires
puissants. A 'opposé, les eicosanoides issus de 'EPA ont un effet pro inflammatoire
faible et réduisent par ailleurs la production des dérivés pro-inflammatoires issus de
I'AA [164,165].
La voie de la Mono-oxygénase Cytochrome P450

- L’AA produit l'acide époxy-eicosatriénoique (EET), qui est un
vasodilatateur puissant, et I'acide hydroxy-eicosatetraénoique (HETE). L’effet de
I'HETE sur la circulation pulmonaire est controversé: plusieurs études décrivent
un effet vasoconstricteur pulmonaire[166], tandis que d’autres décrivent un effet
vasodilatateur pulmonaire[167].

- L’EPA produit 4 métabolites dont I'acide 17,18-epoxyeicosatetraenoique
(17,18-EPETE) est le plus important et constitue 2/3 de ces métabolites. Une
partie des effets du VEGF passent par la production des ces acides époxy-
eicosatetraénoiques. Ces acides époxy-eicosatetraénoiques possedent des

propriétés vasodilatatrices plus marquées que les acides epoxyeicosatrienoiques
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(EETs) dérivés « époxy » des AGPIwé6. Ils ont la capacité d’activer les canaux KCa

et de réduire la sensibilité des myofibrilles au calcium[168].

Les AGPIw3 et w6 sont métabolisés par les mémes enzymes. Il existe de ce fait une
compétition entre AGPI w3 et w6. L’augmentation des apports en AGPI w3 par rapport
aux w6 aboutit a la baisse des métabolites des AGPI wé. La supplémentation en AGPI w3
modifie la composition des membranes cellulaires (plaquettes, globules rouges, cellules
endothéliales) qui s’enrichissent en AGPI w3. Un effet compétitif existe entre les AGPI w3
(surtout 'EPA) et les AGPI w6 (acide arachidonique) sur plusieurs voies métaboliques
(cyclo-oxygénase, lipo-oxygénase, Cyt P450).
Pour résumer, une supplémentation en AGPI w3 induit :

- Une baisse de la production des PGE2, PGF2, TXA2, LTB4, EET, 20 HETE,

majoritairement pro-inflammatoires, et vasoconstrictrices ;

- Une augmentation de la production des prostacyclines, notamment PGI3 mais

sans réduire la production de PGI2 (issue de 'acide arachidonique), la PGI3 étant

un inducteur de la production de PGIZ ;

- La production des époxydes, surtout le 17,18-EPETE, puissant

vasodilatateur[169-170].
Au total, les mécanismes d’actions des AGPI w3 sont complexes, multiples et impliqués
dans de nombreuses voies biologiques. Les métabolites de 'EPA et du DHA ont des effets
anti-inflammatoires puissants, des effets vasculaires vasodilatateurs et anti-agrégants,
et favorisent la prolifération des cellules endothéliales. Ces effets vasculaires impliquent
I'activation des canaux potassiques calcium dépendant soit directement, soit via
'activation de la protéine kinase A. Chacun de ces dérivés décrits ci-dessus ont des effets
cellulaires spécifiques et tissus-dépendants.
Alors que des effets bénéfiques des AGPI w3 pendant la période périnatale ont été
montrés sur le devenir psychomoteur a moyen et long terme, les effets
cardiorespiratoires d’'une supplémentation en AGPI w3 chez le foetus ou le nouveau-né
ne sont pas connus. Les mécanismes d’action, et les études expérimentales et cliniques
chez l'adulte suggerent que les AGPI w3 ont la potentialité d’améliorer I'adaptation
cardio-respiratoire a la naissance par leurs effets de potentialisation de la vasodilatation
endothélium-dépendante (vasodilatation pulmonaire). Plus spécifiquement, un effet

vasodilatateur a été montré in vitro sur des arteres pulmonaires humaines[168].
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Nous posons donc ici 'hypothese que les AGPI w3 réduisent les résistances pulmonaires
périnatales. Pour tester cette hypothese, les effets des AGPI w3 sur la circulation
pulmonaire seront étudiés sur un modele expérimental de feetus d’agneau
chroniquement instrumenté. Par ailleurs, nous chercherons a savoir si les effets
vasculaires des AGPI w3 sontliés a:

- Laproduction de NO;

- L’ouverture de canaux potassiques calcium- ou voltage-dépendant ;

- La production des métabolites « époxydes » produits par la mono-oxygénase

cytochrome P450

Pour tester cette hypothese, les expérimentations seront effectués en présence ou non
d’inhibiteur de la NO synthase, en présence ou non d’inhibiteur de canaux potassiques,
et enfin avec et sans inhibiteur du cytochrome P450 spécifique du métabolisme des

AGPI w3.

Ce travail a fait 'objet d’un article publié dans la revue Critical Care of Medicine :

- Effects of n-3 polyunsaturated fatty acids in the fetal pulmonary circulation.
Houeijeh A*, Aubry E*, Coridon H, Montaigne K, Sfeir R, Deruelle P, Storme L. Crit
Care Med. 2011;39:1431-8

* A.H. and E.A. contributed equally
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2. Conclusion

Des effets bénéfiques cardiovasculaires des AGPIw3 ont été décrits chez 'adulte. Nous
avons voulu savoir si les AGPIw3 pouvait améliorer I'adaptation cardio-respiratoire a la
naissance. Pour tester cette hypothése, nous avons étudié les effets des AGPI w3 sur la
circulation pulmonaire de feetus d’agneau. Nous avons montré qu’a la différence des
AGPI sans w3, les AGPIw3 induisent une réponse pulmonaire vasodilatatrice. Cette
réponse vasculaire pulmonaire n’est pas modifiée par I'inhibition de la NO synthase
mais est réduite par I'inhibition de la mono-oxygénase P450, et abolie par les inhibiteurs
des canaux potassiques. Cette réponse est médiée par I'ouverture de canaux potassiques
induite en partie par des métabolites des AGPIw3 produits par la mono-oxygénase P450.
De nombreux travaux ont montré que les AGPIw3 ont un effet protecteur cardiaque et
vasculaire. Plus spécifiquement au niveau de la fonction pulmonaire, il a été montré chez
des adultes présentant un syndrome de détresse respiratoire aigué et chez des patients
porteurs de mucoviscidose hospitalisés en réanimation que la supplémentation AGPIw3
par voie parentérale ou entérale induisait une réduction significative de la durée de
ventilation mécanique, du risque de survenue d’une défaillance multi viscérale, et de la
durée de séjour en réanimation[171,172]. Ces effets sur la fonction pulmonaire sont liés
a une modulation de la réaction inflammatoire et a une amélioration de la fonction
endothéliale lors d'un choc septique ou d'un syndrome de détresse respiratoire
aigué[173,174]. Les effets vasculaires pulmonaires sont moins bien documentés. Un
effet vasodilatateur des métabolites des AGPIw3 a été montré in vitro sur des arteres
pulmonaires humaines[168]. De nombreux autres métabolites produits indirectement
par des AGPIw3 comme la PGI2 sont utilisées en clinique humaine pour traiter
I’hypertension artérielle pulmonaire [175]. Dans notre étude, nous montrons pour la
premiere fois a notre connaissance, que les AGPIw3 induisent une augmentation des Qp
et une réduction des RVP en période périnatale. Il s’agit bien d'une réponse spécifique
de la série w3 des AGPI puisque l'injection d’Intralipide® ne modifie pas le tonus
vasculaire pulmonaire.

La réponse vasodilatatrice pulmonaire persiste pendant toute la durée de la perfusion

d’AGPIw3 et se poursuit a I'arrét de la perfusion pendant une durée d’au moins une
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heure. Cette réponse vasodilatatrice pulmonaire est particulierement originale parce
qu’a ce jour, tous les vasodilatateurs pulmonaires connus n’entrainent qu'une réponse
transitoire et bréeve d’environ 1 heure malgré la poursuite du traitement chez le feetus.
C’est le cas par exemple pour I'effet de I'oxygene, de 1'acétylcholine, du sildénafil, de la
bradykinine, ou de l'effet des contraintes de cisaillement[67,69]. Nous montrons par
ailleurs, que I'administration d’AGPIw3 n’a pas altéré les parametres hémodynamiques
systémiques, ni la pré-charge et la fonction du ventricule gauche. Il peut paraitre
surprenant que les PAP n’aient pas diminué malgré la vasodilatation pulmonaire. Cette
absence de modification des pressions artérielles pulmonaires est attendue en période
feetale, puisque 'artére pulmonaire et I'aorte communique par le canal artériel : les
pressions pulmonaires et systémiques sont donc toujours similaires tant que le canal
artériel est largement perméable[67,69]. Enfin, les AGPIw3 n’ont pas modifiés les gaz du
sang. Cette donnée indique qu’ils n'ont pas altéré la perfusion placentaire. De méme, la
stabilité de la concentration plasmatique des lactates indique que les AGPIw3 n’ont pas
modifiés 1'oxygénation tissulaire. Au total, les AGPIw3 induisent une réponse
vasodilatatrice prolongée chez le foetus d’agneau sans effet délétere ni sur la circulation
systémique ni sur I'oxygénation tissulaire.

Cette réponse vasculaire pulmonaire n’est pas inhibée par de la L-nitro-arginine, ce qui
indique qu’elle n’est pas liée a une augmentation de la production de NO. Par contre, la
réponse vasodilatrice pulmonaire est abolie par le tétra-éthyl-amonium -antagoniste
non spécifique des canaux potassiques-. Ces premiers résultats suggerent que les
AGPIw3 ont des effets vasodilatateurs pulmonaires médiés par I'ouverture de canaux
potassiques, et indépendant de la libération de NO. A notre connaissance, il s’agit de la
premiere étude suggérant un effet bénéfique des AGPIw3 sur la circulation pulmonaire
périnatale.

L’hypertension artérielle pulmonaire persistante du nouveau-né (HTAPP) est un
syndrome clinique qui est associé avec différentes affections cardio-pulmonaires :
I'asphyxie néonatale, le sepsis, I'inhalation méconiale, la détresse respiratoire néonatale,
ou 'HTAPP peut étre idiopathique. L'HTAPP résulte d’'un échec des mécanismes de la
vasodilatation pulmonaire a la naissance. Ce syndrome clinique est caractérisé par une
augmentation des RVP, entrainant un shunt vasculaire droit-gauche extra-pulmonaire a
travers le canal artériel et le foramen ovale et une hypoxie sévere. L'HTAPP est une

pathologie a la fois fréquente et sévere puisque environ 5 pour mille naissances se
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compliqueront de ce syndrome associé a une hypoxémie réfractaire. La morbidité et la
mortalité des HTAPP du nouveau-né restent élevées, justifiant la poursuite d’études de
sa pathogénie.

Une altération de la voie du NO est impliquée dans I'HTAPP. Elle joue un role essentiel
dans la vasodilatation pulmonaire a la naissance. Le NO induit une relaxation des
cellules musculaires lisses vasculaires en activant la guanylate cyclase ce qui accroit la
concentration intra-cellulaire du GMP cyclique. L'HTAPP peut résulter d’'une diminution
de la production de NO ou d'une diminution de la réponse au NO. Dans le premier cas,
I'inhalation de NO améliore la fonction pulmonaire. Dans le 2éme cas, le traitement est
actuellement limité a une prise en charge symptomatique de la détresse respiratoire. Le
recours a une circulation extra-corporelle peut étre nécessaire. Un traitement par
AGPIw3 pourrait étre efficace puisqu’il dilate le lit vasculaire pulmonaire
indépendamment de la voie du NO.

Dans le cadre de ce travail de recherche, nous cherchons a décrypter le mécanisme de
cette réponse vasodilatatrice pulmonaire. Nos résultats préliminaires indiquent qu’elle
est médiée par une activation des canaux potassiques. Les dérivés « epoxy » de I'EPA ou
du DHA ont la capacité d’activer directement et/ou indirectement les canaux
potassiques calcium- et ATP-dépendant. Dans la 2Z2eme partie de ce travail, nous
chercherons a savoir quel est le médiateur de cette réponse vasodilatatrice

Le passage du DHA trans-placentaire et dans le lait a été montré. L'intérét de cette
stratégie préventive sur le développement psycho-moteur de 'enfant a déja aussi été
démontré [176]. Si nos résultats apportent des arguments en faveur d'un effet
cardiorespiratoires bénéfiques d’'une supplémentation en AGPIw3, cette étude pourra
contribuer a promouvoir la consommation d’aliments contenant des AGPIw3 pendant la
grossesse et la période d’allaitement, comme les poissons gras ou certaines huiles riches

en acide linolénique.

72



Chapitre 8 : Effets de I'EPA et du DHA sur
la circulation pulmonaire foetale

1. Introduction

Les mécanismes d’actions des AGPIw3 sont complexes, multiples et impliqués dans de
nombreuses voies biologiques. Les principaux AGPIw3 a effets biologiques sont l'acide
eicosapentaénoique (EPA) et I'acide docosahexaénoique (DHA), tous les 2 dérivant de la
conversion de 'acide a linolénique. Ils agissent soit directement, soit par I'intermédiaire
de leurs métabolites.
L’EPA et le DHA sont métabolisés par 3 classes enzymatiques :
- la voie des cyclo-oxygénases qui produisent les prostaglandines (classe 3) et
les thromboxanes (classe 3) ;
- la voie des lipo-oxygénases qui conduit aux leucotriénes (classes 5) et aux
lipoxines.
- la voie des cytochrome P450 mono-oxygénases qui produisent des dérivés
époxydes des AGPlw3 tels que les acides hydroxy-eicosatétraenéoiques
(HETEs) (comme le 20-HETE) [177] et les acides époxy-eicosatétraénoiques
(EETs) (notamment les 17-18 époxy) [165]. Ils ont la capacité d’activer les
canaux potassiques calcium dépendant et de réduire la sensibilité des
myofibrilles au calcium [31].
Ces dérivés époxydes sont métabolisés en dérivés inactifs par les époxydes
hydrolases[178]. L’inactivation des époxydes hydrolases augmente donc les
concentrations de dérivés «époxydes » [178]. Chacun de ces dérivés ont des effets
cellulaires spécifiques et tissus-dépendants.
Les métabolites de 'EPA et du DHA ont des effets vasculaires vasodilatateurs et
antiagrégants, et favorisent la prolifération des cellules endothéliales [179]. Ces effets
vasculaires impliquent l'activation des canaux potassiques calcium- et ATP-dépendants

soit directement, soit via 'activation de la protéine kinase A [168]. Ces effets vasculaires
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expliquent I'atténuation de I'hypertension pulmonaire induite par la monocrotaline chez

le rat, par les inhibiteurs de I'’époxyde hydroxylase [180].

Alors que des effets bénéfiques des AGPIw3 pendant la période périnatale ont été
montrés sur le devenir psychomoteur a moyen et long terme [176], les effets
cardiorespiratoires d’'une supplémentation en AGPIw3 chez le feetus ou le nouveau-né
sont peu connus.

Les mécanismes d’action, et les études expérimentales et cliniques chez l'adulte
suggerent que I'EPA et le DHA ont la potentialité de prévenir les détresses respiratoires
néonatales et leurs conséquences :

- En améliorant I'adaptation cardio-respiratoire a la naissance par leurs effets
sur la réabsorption de liquide pulmonaire (création de la CRF) et par leurs
effets de potentialisation de la vasodilatation endothélium-dépendante
(vasodilatation pulmonaire);

- En réduisant les processus inflammatoire du poumon, facteur de dysplasie

broncho-pulmonaire.

Une premiére série d’expérimentation a été réalisée sur des feetus d’agneau [181],
rapportée dans le chapitre 7. Nos résultats montraient qu'une perfusion  OMEGAVEN@
(émulsion lipidique contenant plusieurs AGPIw3 dont 'EPA et le DHA) réduisait les
résistances vasculaires pulmonaires d’environ 25%.

Cette réponse vasculaire pulmonaire n’était pas liée a une augmentation de la
production de NO mais était médiée par I'ouverture de canaux potassiques.

Notre hypothese est que 'EPA est responsable de I'effet vasodilatateur pulmonaire feetal
observé dans nos travaux préliminaires. Pour tester cette hypothese, nous avons étudié
les effets vasculaires pulmonaires de 'EPA et du DHA sur un modele expérimental de
feetus de brebis instrumenté de fagon chronique in utero.

Par ailleurs, les mécanismes d’action de I'EPA ont été explorés a I'aide d’expérimentation
in vitro sur anneaux vasculaires pulmonaires feetaux prélevés chez I'agneau.
L’hypothése principale de ce travail est que I'EPA induit une vasorelaxation

endothélium-dépendante.
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2. Matériel et méthode

2.1. Modeéle expérimental

Cf chapitre 3

2.2.Protocoles

Etude de I’effet vasculaire pulmonaire de I’EPA et du DHA

Ce protocole, représenté par la figure 21, comprenait une perfusion de SSI : 12ZmL/h
jusqu’a obtenir 30 minutes de stabilité hémodynamique : mesures toutes les 10 minutes
des Pao, PAP, et intra amniotique (PIA), de la FC et du débit de 'APG. Des prélevements
sanguins (1 tube EDTA et 1 tube hépariné) pour dosages des acides gras, GDS et lactates
étaient réalisés a la fin de la période de stabilité. Puis nous débutions la perfusion de
I'EPA ou de DHA associée a du SSI a débit de 12 mL/h pendant une durée de 2 heures,
(dose totale d’EPA de 25 mg dilué dans 0,25 mL d’éthanol, dose totale de DHA de 50 mg
dilué dans 0,25 mL d’éthanol). Durant cette période, nous réalisions les mesures toutes
les 10 minutes des PAo, PAP, PIA, FC, du débit de I'APG et calcul des RVP. En fin de
perfusion, réalisation de nouveaux GDS, lactates et prélevements sanguins pour dosages
des acides gras (1 tube EDTA et 1 tube hépariné). Puis le relais était pris par une
perfusion de SSI a débit de 12 mL/h sur une heure avec poursuites des mesures des
pressions PAo, PAP, PIA, FC, Qm et calcul des RVP.

Les tubes des prélevements sanguins étaient centrifugés a 4 °C, a 5000 tours pendant 10
minutes, récupération du sérum conservés dans des tubes eppendorf® congelés a -80°C
Le méme protocole était réalisé avec de I'éthanol (0.25 ml) pour s’assurer de I'absence

d’effet de I'excipient.

[ GDS, lactates, ] { GDS, lactates, }
acides gras acides gras
0 150 180
‘ ~
0l sst12mi/h \i‘z’ﬁ‘/‘;“ 'EPA/DHA | sst1zmi/h h

Figure 23 : Représentation schématique du protocole EPA ou DHA
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Le groupe témoin a été constitué de feetus de brebis chroniquement instrumentés selon
la méme chirurgie. Le protocole d’étude remplagait I'injection d’EPA ou de DHA par une

solution d’éthanol, solvant des AGPIw3.

Préparation des produits

L’EPA et le DHA étaient produits par le laboratoire Cayman Chemical (Ann Arbor,
Michigan, USA). La solution d’EPA était obtenue en solubilisant 25mg d’EPA dans 0,25ml
d’éthanol puis I'ensemble était ramené par ajout de SSI a un volume de 26 ml. La
solution de DHA était obtenue en solubilisant 50 mg dans 0,25 ml d’éthanol. Puis
I’ensemble était ramené a 26ml par ajout de SSI.

La solution témoin d’éthanol était obtenue en mélangeant 0,25 ml d’éthanol a 25,75 ml

de SSI.

2.3. Analyses statistiques

L’ensemble des analyses statistiques était effectué en utilisant de logiciel StatView 4.5
pour PC (Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA). Dans chaque protocole, n représente le
nombre de feetus étudiés.

Les résultats étaient exprimés sous forme de moyennes affectées de leur écart a la
moyenne (SEM) ou sous forme de pourcentage de variation maximale par rapport a la
base.

Les données hémodynamiques étaient analysées en utilisant une analyse de variance
(ANOVA) pour mesures répétées. Les différences intergroupes étaient analysées a l'aide
du test de Bonferroni-Dunn en raison des comparaisons multiples, lorsque les valeurs de
base des populations étaient identiques.

Les comparaisons des parametres gazométriques faisaient appel au test non
paramétrique de comparaison de moyennes pour petits effectifs de Mann-Whitney.

Le seuil de significativité retenu était p<0,05.
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3. Résultats

3.1.Effets de I'injection d’une solution d’EPA sur la circulation pulmonaire

foetale

Durant I'injection de I'EPA, il n’était pas observé de modifications dans le temps de la FC,

de la PAP, ni de la PAo. On notait une élévation significative du Qp a partir de la 60¢me

minute suivant l'injection variant de 84 + 1,2 a 100 (* 1,7) mL/min (p<0,001). Cette

élévation du Qp était associée a une réduction significative des RVP variant de 0,51 +

0,01 20,43 +0,01 mmHg/mL/min (p<0,001) (figure 24).

Les gaz du sang artériel et la lactatémie (tableau 12), n’étaient pas modifiés lors de

'injection de 'EPA.

Tableau 12 : évolution du gaz du sang artériel avant et aprés 'injection d’EPA pour un nombre de brebis

(n=8), NS = non significatif

Apreés 120 min d’injection

Avant injection d’EPA p

d’EPA
pH 7,40 £ 0,04 7,38 £ 0,04 NS
pCO2 (mmHg) 47,30 + 7,49 48,12+ 8,15 NS
p02 (mmHg) 12,7 + 4,03 13 + 4,45 NS
Lactates (mmol/L) 4,10 + 3,55 3,69 + 3,86 NS
HbO2 saturation (%) 49,9 + 20,24 52,33+17,86 NS

77



Débit (mL/min)

RVP mmHg/ml/min

120
110
100

90

80

70

0,7
0,6
0,5
0,4

0,3

Iniection EPA

T-10 T10 T30 T50 T70 T90 T110T130T150

=1 TT

LJ-J.TTTT

].J_l T + T+ ITT
I = 1Ll

T
<L

-

T
1
L
[ Injection d’EPA ]

T-10 T10 T30 T50 T70 TS0 T110T130T150

30
20
10

Pourcentage de variation
maximale du débit (%) par
rapport a la base

EPA

Pourcentage de variation
maximale des RVP (%) par
rapport a la base

|

*

EPA

Figure 24 : Effets vasculaires lors d'une injection d’EPA 25 mg pendant 120 minutes (n=8). Augmentation
significative (p<0,001) du débit maximal de '’APG de 25 % et une réduction significative des RVP
maximale de 22 % avec un effet persistant apres la fin de I'injection d’EPA. * = p<0,001

3.2.Effets de l'injection d’une solution de DHA sur la circulation pulmonaire

foetale

Durant l'injection de DHA, il n’était pas retrouvé de modification statistiquement

significative des FC, PAP, ni de la PAo.

Le Qp ne variait pas de facon significative (de 84 + 0,17 mL/min a 89 * 1,85 mL/min).

De méme, les variations des RVP constatées n’étaient pas significatives (0,53 * 0,01

mmHg/mL/min a 0,50 = 0,01 mmHg/mL/min apres 60 minutes d’injection de DHA)Les

gaz du sang artériel et lactatémie restaient inchangés pendant l'injection de DHA (cf.

tableau 13 ). Les résultats du protocole DHA sont représentés, dans la figure 25 .
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Tableau 13 : Absence de modification des gaz du sang artériel et du taux de lactate avant et apres

I'injection de DHA pour un nombre de brebis n=7, NS = non significatif

Avant injection de Apreés 120 min d’injection
p
DHA de DHA
pH 7,39 +0,07 7,38+0,08 NS
pCO2 (mmHg) 46,96 + 4,86 46,08 + 8,01 NS
p02 (mmHg) 13,44+ 4,48 15,33 + 4,64 NS
Lactates (mmol/L) 3,05 £ 3,25 3,27 £4,20 NS
HbO2 saturation (%) 51,78 + 19,12 54,54 + 21,15 NS
110,00 —
E 100,00 T T T — —T
§ 20,00 T T 7 __\ I LA -~
= 80,00 + 1=+ = = 1
3 oo T -
8 790° Injection DHA J
60,00 T Y T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,700
E 0,600 —
E I
s 0,400
= ( Iniection DHA ]
0,300 - T T T

Figure 25 : Effets vasculaires du DHA (n=7). Pas de variation significative du débit de I'’APG lors de
I'injection de 50mg de DHA (p=0,157) ni des RVP (p=0,355).

3.3.Protocole Témoin « éthanol »

Les débits et des RVP ne variaient pas de facon significative apres I'injection d’éthanol.
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Les gaz du sang artériels et les lactates, dont les résultats figurent dans le tableau 14,

n’étaient pas perturbés durant I'injection d’éthanol.

Tableau 14 : Absence de modifications des gaz du sang artériel et du taux de lactates avant et apres
I'injection d’éthanol (n=6). NS=: non significatif

Avant injection Apres 120 min d’injection
d’éthanol d’éthanol P
pH 7,38 £ 0,05 7,36 £ 0,06 NS
pCO2 (mmHg) 39,81 +5,85 39,68 + 4,04 NS
p02 (mmHg) 15,13 + 4,88 15,13+ 4,42 NS
Lactates (mmol/L) 3,23+4,77 3,6 5,15 NS
HbO2 saturation (%) 60,03 + 18,49 64,01 + 24,57 NS

4. Discussion

le chapitre 7 nous avons montré que les AGPIw3 réduisaient les RVP fcetales chez
I'agneau. Dans cette étude, nous avons cherché a savoir parmi les AGPlw3, lequel était le
principe actif.

Nous avons étudié les effets vasculaires de I'EPA et du DHA (principaux AGPIw3
retrouvés dans I'Omegaven®) sur la circulation pulmonaire de feetus de brebis. Nous
avons montré que 'EPA induisait une réponse vasodilatatrice pulmonaire prolongée. A
I'inverse, le DHA ne modifie pas les RVP. Les résultats du groupe témoin « éthanol »
confirmait que I'éthanol, dans lequel 'EPA et le DHA sont solubles, n’était pas
responsable des effets vasculaires observés lors de I'injection d’EPA ou de DHA.

D’autres travaux ont étudié les effets AGPIw3 sur la circulation pulmonaire, notamment
en situation pathologique. Une étude expérimentale sur un modele de rats atteints
d’hypertension pulmonaire chronique, menée par S.L. Archer et al., retrouvaient une
baisse du taux de mortalité chez les rats hypoxiques nourris a I'huile de poisson (riche
en AGPIw3) par rapport aux autres rats hypoxiques. Ils notaient également une
diminution des séquelles hémodynamiques et morphologiques liées a I'hypoxie

chronique[182].
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Dans le méme sens, les travaux de Revermann et al. sur un modeéle expérimental de rats
hypertendus pulmonaires a la monocrotaline, démontrait que linhibition de la
dégradation (par I'’époxyde hydrolase soluble) des métabolites « epoxy » des AGPIw3
permettait de retarder le développement des lésions de remodelage vasculaires liée a
I'HTAP[[180].

L’EPA possede un effet vasodilatateur pulmonaire feetal prolongé, contrairement a
d’autres vasodilatateurs pulmonaires utilisés en thérapeutique (oxygene, acétylcholine,
sildénafil, bradykinine) [67]. En effet, on observe une persistance de la réponse
vasculaire jusqu’a une heure apres la fin de I'injection d’EPA.

D’autre part, l'injection d’EPA n’a pas modifié les parametres hémodynamiques
systémiques. Les FC, PAP, PAo sont restées constantes durant I'administration d’EPA.
L’effet vasculaire observé est un effet direct de I'EPA. Notamment, il n’est pas lié
indirectement a des modifications d’oxygénation puisqu’il n’a pas été observé durant
I'injection d’EPA de modifications significatives de la PaCO2 et de la PaO2. De plus,
I'absence de modifications significatives des gaz du sang ainsi que du taux de lactates
indique que la perfusion placentaire et que l'oxygénation tissulaire n'ont pas été
altérées.

Au total, I'EPA induit une réponse vasodilatatrice prolongée chez le feetus de
brebis sans effet délétere ni sur la circulation systémique ni I'oxygénation
tissulaire.

Pour mieux appréhender le mécanisme d’action de 'EPA sur la circulation pulmonaire,
nous avons débuté une étude in vitro sur des anneaux vasculaires avec ou sans lésion de

I’endothelium.
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Chapitre 9 : I'impact de l'obstruction
trachéale anténatale sur la circulation

pulmonaire foetale.

1. Introduction

Le développement et la croissance du poumon feetal sont liés en partie aux contraintes
mécaniques exercées par la pression intra pulmonaire due a la production continue de
liquide secrété par I'épithélium alvéolaire et extériorisé par les voies aériennes
supérieures[183-187]. L’occlusion de la trachée (OT) fcetale augmente cette pression
intra pulmonaire en empéchant la sortie du liquide pulmonaire. Il en résulte une
accélération de la croissance du poumon|[188,189]. Cet effet a bien été démontré sur
plusieurs modeles expérimentaux. L’OT est utilisée actuellement en clinique humaine
dans les cas de hernies diaphragmatiques congénitales jugées séveres pendant la vie
fetale et qui s’accompagnent d’hypoplasie pulmonaire[190]. Les mécanismes
expliquant, que I'OT anténatale corrige les conséquences d’une hypoplasie pulmonaire
ne sont qu’imparfaitement compris.

Il a été montré que I'OT anténatale accélere la prolifération des cellules pulmonaires,
stimule la formation alvéolaire, accentue I'amincissement de la paroi alvéolaire, et induit
la trans-différentiation des cellules épithéliales de type II en type 1[188].

L’hypoplasie pulmonaire associe hypoplasie parenchymateuse et vasculaire a des
anomalies importantes de la paroi des vaisseaux pulmonaires. La musculeuse est
épaissie, et la réactivité vasculaire pulmonaire est altérée indiquant l'existence d'une
dysfonction endothéliale [191]. L'OT anténatale prévient partiellement 'apparition de
ces anomalies histologiques vasculaires [192]. Cependant, les effets de I'OT anténatale

sur la circulation pulmonaire ne sont pas connus. En effet il a été décrit une baisse de
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I'index de pulsatilité (IP) a la fois chez le lapin et chez la brebis pour les feetus avec une
OT, mais il n’a pas été retrouvé de changement pour le débit pulmonaire aprés une
Occlusion trachéale par foetoscopie (FETO) chez le foetus d’agneau [193,196].
Actuellement, peu d’éléments sont connus sur la réactivité vasculaire pulmonaire apres
FETO dans les HDC. Une seule étude rapporte que la survenue d’'une HTAP est moins

fréquente chez les feetus ayant eu une TO [196].

Notre hypothese est que I'occlusion trachéale anténatale a un impact sur la circulation
pulmonaire. Pour tester cette hypothese, nous avons étudié, chez le foetus d’agneau
chroniquement instrumenté, les effets d’'une occlusion trachéale breve puis chronique
sur le tonus vasculaire pulmonaire de base et sur la réactivité vasculaire pulmonaire

endothéliale et non-endothéliale dépendante.

Les résultats de ce travail sont a I'origine de l'article soumis a la revue « Journal of
Pediatric Surgery » :

Aubry E, Fayoux P, Jani ], Deprest J, Deruelle P, Debarge V, Storme L. Effects of
tracheal occlusion on the pulmonary circulation in the fetal lamb with normally

developing lungs. ] Pediatr Surg, soumis, revision en cours.
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4. Discussion

Nous avons recherché les effets vasculaires pulmonaires de I'occlusion anténatale. Pour
cela nous avons étudié la réponse tant a une occlusion aigue qu’a une occlusion
prolongée chez le feetus de brebis. Une OT breve diminue le tonus vasculaire pulmonaire
de base tandis que la levée de cette occlusion entraine une baisse supplémentaire des
RVP. Nous avons aussi montré qu’une occlusion trachéale prolongée émousse la réponse
vasculaire pulmonaire a I'acétylcholine et diminue celle induite par 'augmentation de la
Pa02 . En regroupant nos résultats, ces données indiquent que I'OT anténatale favorise
une vasodilatation pulmonaire, qui est en partie atténuée par les effets mécaniques de
I’élévation de la pression intraluminale.

L’OT anténatale modifie la muscularisation anormale des artérioles pulmonaires dans la
HDC[197] . Il a déja été démontré qu'une OT de courte durée corrigeait les anomalies
vasculaires pulmonaires chez le feetus de brebis porteur d'une HDC [197,198]. L'index
de pulsatilité dans les artéres pulmonaires, un marqueur indépendant d’'HTAP, est élevé
dans les HDC, alors que I'OT réverse cette augmentation. Malgré toutes ces données,
avant notre étude peu d’éléments sont connus sur l'effet de 'OT sur le poumon normal.
Bien qu’'une une augmentation du volume pulmonaire suit I'OT, il n’est pas retrouvé de
modification des profils de débits sanguins chez le feetus de brebis [194]. Polglase et al.
ne retrouve pas de modification ni du Qp ni des RVP durant 7 jours d’OT chez la brebis
gestante [195]. Nos résultats vont dans le méme sens que ces 2 études avec une absence
de modification du tonus vasculaire pulmonaire de base en cas d’OT prolongée. Par
contre, nous avons mis en évidence qu’'une breve OT éleve le QP et diminue les RVP. La
vasodilatation pulmonaire induite par I'OT n’est pas le résultat d’'une modification des
échanges gazeux ou de I'équilibre vasculaire systémique, puisque les GDS feetaux et la
Pao ne sont pas modifiés pendant la méme période. Le mécanisme de la vasodilatation
pulmonaire induite par I'OT n'est pas clair, mais peut inclure la libération de facteurs de
croissance et de médiateurs vasodilatateurs [199]. L’étirement du poumon régulerait a
la hausse de 'ARNm du VEGF, de I'expression des protéines [200] et de la production de
NO[201]. Muratore et al. retrouve une augmentation du VEGF des la trentieme minute

de stretching pulmonaire expliquant nos résultats de diminution RVP des 30 minutes
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d’OT. En outre, nous avons également constaté que la déflation du ballon 2 heures plus
tard, amplifiait la réponse vasodilatatrice pulmonaire. La levée de I'OT provoque
certainement une baisse de la pression trachéale. Une étude précédente met en évidence
que la pression intraluminale a un impact majeur sur le débit sanguin pulmonaire [195].
A la lumiere des données de la littérature et de nos récents résultats, nous pouvons
penser que I'OT active spontanément 2 réponses vasculaires opposées: 1) une
vasodilatation induite par la libération de médiateurs vasodilatateurs due a I'étirement
pulmonaire ; 2) 'augmentation de pression intraluminale qui s’oppose a la réponse
vasodilatatrice. Ainsi, la libération de I'OT favorise la réponse vasodilatatrice
pulmonaire aigué. Pris dans leur ensemble, nos résultats suggerent que I'OT aigué induit
une réponse puissante vasodilatatrice pulmonaire qui est en partie atténuée par
I'augmentation de la pression intraluminale.

Notre étude fournit des informations supplémentaires sur l'impact de I'OT sur la
circulation feetale pulmonaire. Les réponses vasculaires pulmonaires a 1'acétylcholine et
a 'augmentation de la PaO2 fcetale ont été nettement diminuées apres I'OT prolongée.
Cette réponse particuliere a des stimuli vasodilatateurs notamment aprés FETO n'est
probablement pas liée a une diminution de la réactivité vasculaire pulmonaire. Une
étude précédente, dans un modele similaire, a montré une augmentation soutenue du
débit sanguin pulmonaire apres l'arrét de la FETO, ce qui suggere que la réactivité
vasculaire pulmonaire n'est pas affectée par I'OT prolongée [195]. Ainsi, une réponse
diminuée a des stimuli vasodilatateurs au cours d’'une OT prolongée prouverait I'impact
majeur de la pression intraluminale sur le débit sanguin pulmonaire. Différentes études
retrouvent des atteintes de la structure des vaisseaux pulmonaires lors de I'OT
[192,202]. Des anomalies vasculaires pulmonaires similaires ont été décrites dans
I'HTAP [191] d’ou l'intérét de notre étude a mieux expliciter I'impact de I'OT sur
I’'hémodynamique pulmonaire.

En conclusion, nos résultats indiquent que I'OT anténatale n’altere pas le Qp en dépit de
I'augmentation de la pression intra luminale. Une bréve occlusion trachéale prénatale
aigué induit une réponse puissante vasodilatatrice pulmonaire, qui est renforcée apres
I'arrét de 'OT. Nous suggérons que l'occlusion trachéale prénatale favorise activement
une vasodilatation pulmonaire. L'impact de I'OT prolongée sur le Qp est masqué en

partie par les effets mécaniques de 1'élévation de la pression intraluminale.
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Chapitre 10 : conclusion générale et
perspectives

Les principales données nouvelles décrites dans ce travail de these
sont les suivantes :

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons vu que les mécanismes de transition de
la circulation pulmonaire a la naissance dépendent de facteurs environnementaux
comme le tabagisme passif. Ainsi, nous avons démontré que I'exposition a la fumée de
cigarette élevait le tonus vasculaire pulmonaire et surtout altérait de fagcon prolongée la
réactivité vasculaire pulmonaire. Cet effet explique le risque accru de maladaptation a la

vie extra-utérine en cas de tabagisme pendant la grossesse.

Nous avons montré que l'apeline présente dans les artéres pulmonaires foetales une
puissante action vasoconstrictrice dose-dépendante. Selon nos résultats, cette action est
mediée par l'ouverture de canaux calciques voltage dépendant. Le systéme
apelinergique est activé dans toutes les situations de stress, de la méme facon qu’est
activé I'axe corticotrope. Le systéeme apelinergique pourrait donc expliquer les HTAP
néonatales par maladaptation a la vie extra utérine accompagnant les situations de

stress périnatal.

Aux vues de nos résultats, il semble important de poursuivre la compréhension du
systéeme apelinergique. Nous souhaiterions pouvoir tester sur des anneaux vasculaires
pulmonaires montés sur tensiometre, afin d’évaluer un probable effet-dose. Nous
souhaiterions inhiber la voie de la phospholipase C afin de décrypter les mécanismes
d’action aboutissant a la vasoconstriction pulmonaire par I'apeline. Par ailleurs, nous
envisageons d’évaluer I'état d’activation du systéeme apelinergique au cours de la HDC,

puisque cette malformation se complique presque systématiquement d'une HTAP.
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Nos résultats confirment 'existence d’'un effet vasodilatateur pulmonaire spécifique en
période périnatale de la DHEA. Nous avons mis en évidence un effet dose avec une
vasodilatation plus importante et plus prolongée lors de 'augmentation de la dose. Le
mécanisme d’action de la DHEA est mal connu. Nous avons montré que 'utilisation d'un
bloqueur de la voie du NO, a pour conséquence d’'inhiber l'action de la DHEA. Nos
résultats indiquent donc que le mécanisme d’action vasodilatateur de la DHEA est médié
par le NO. Nous avons aussi pu montrer que la DHEA passait du feetus dans le sang
maternel. Le DHEA s’administre essentiellement par voie orale. Nous envisageons de
tester ces effets en cliniques humaines chez des enfants porteurs d'une HTAP lors de
pathologie respiratoire chronique comme la hernie diaphragmatique ou les formes

séveres de dysplasie broncho-pulmonaire.

Enfin, nous avons montré qu’a la différence des AGPI sans w3, les AGPIw3 induisent une
réponse pulmonaire vasodilatatrice. Cette réponse vasculaire pulmonaire n’est pas
modifiée par I'inhibition de la NO synthase mais est réduite par I'inhibition de la mono-
oxygénase P450, et abolie par les inhibiteurs des canaux potassiques. Cette réponse est
médiée par l'ouverture de canaux potassiques induite en partie par des métabolites des
AGPIw3 produits par la mono-oxygénase P450. Ce résultat est important car 30% des
HATPP sont résistantes au NO. Il est possible qu'une supplémentation en AGPlw3
pendant la vie foetale pourrait prévenir la survenue d’'une HTAPP. D’autre part, nous
savons que parmi les AGPIw3, c’est 'EPA qui posséde un effet vasodilatateur pulmonaire
feetal. Cette action est prolongée, contrairement a d’autres vasodilatateurs pulmonaires
déja utilisés en thérapeutique. En effet, on observe une persistance de la réponse

vasculaire jusqu’a une heure apres la fin de I'injection, d’EPA.

Nous envisageons de poursuivre des travaux de recherche expérimentaux et cliniques
pour mieux préciser les mécanismes d’actions des Oméga-3 sur la fonction pulmonaire,

ainsi que les indications potentielles en clinique humaines.

En effet, ses séquelles respiratoires surviennent chez presque la moitié des enfants de
poids de naissance inférieur a 1000 g[203]. Elles s’expriment sous la forme d’une
insuffisance respiratoire chronique appelée dysplasie broncho-pulmonaire associée de
facon non exceptionnelle a une hypertension artérielle pulmonaire. Par leur incidence

élevée, leur chronicité, et la lourdeur du handicap qu’elles induisent, les séquelles
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pulmonaires de la prématurité représentent un réel probleme de santé publique. Les
mécanismes responsables de la dysplasie bronchopulmonaire sont multiples, et incluent
des anomalies du développement alvéolaire et vasculaire pulmonaire et des réactions
inflammatoires. Des séquelles respiratoires sont fréquentes aussi chez les enfants

porteurs d’une hernie diaphragmatiques.

Des travaux indiquent que les acides gras poly insaturés de type OMEGA-3 (AGPlw3)
réduisent la mortalité chez les patients adultes porteur d'un SDRA [171,172]. Les
bénéfices des AGPI®3 dans la pathologie pulmonaire sont potentiellement liés a 3 de

leurs effets biologiques essentiels :

= Amélioration de la fonction endothéliale, par accentuation notamment de la

vasodilatation endothélium-dépendante [204,205] ;

= Augmentation de la clearance des liquides alvéolaires par activation des

pompes a sodium [206,207] et augmentation de l'activité du canal ENaC [208] ;

= Effets anti-inflammatoires par modulation de la syntheése des médiateurs

lipidiques, de la libération des cytokines, et de 'activation des leucocytes [17].

Les AGPlw3 ont a la fois le potentiel d’'améliorer 'adaptation cardio-respiratoire a la
naissance (donc d’améliorer la fonction pulmonaire) et de réduire la réaction
inflammatoire. En effet, I'adaptation cardio-circulatoire a la naissance implique le
déclenchement simultané de 2 phénomenes: 1) la genese de la capacité résiduelle
fonctionnelle par résorption du liquide pulmonaire et par sécrétion de surfactant a la
surface alvéolaire. Des canaux sodés spécifiques (canal ENaC) ainsi que l'activation
d’'une pompe Na/K ATPase sont nécessaires a la clearance du liquide alvéolaire. Or ceux-
ci peuvent étre activés par les AGPlw3; et 2) l'augmentation du débit sanguin
pulmonaire par vasodilatation des vaisseaux pulmonaires. L'intégrité de la fonction
endothéliale et la libération de médiateurs vasodilatateurs en réponses a divers
stimulus (O, shear-stress, ventilation alvéolaire) sont nécessaires a la relaxation des
cellules musculaires lisses des vaisseaux pulmonaires. Nous avons montré que les
AGPI®3 ont des propriétés vasodilatatrices pulmonaires non médiés par la libération de

NO chez le feetus d’agneau [181]. Par ailleurs, les AGPIo3 peuvent réduire les réactions
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inflammatoires du poumon. Ainsi, les effets potentiels des AGPI®w3 sur l'adaptation
cardiorespiratoire a la naissance et sur la réaction inflammatoire les rendent
susceptibles de réduire le risque de dysplasie broncho-pulmonaire chez I’enfant

prématuré ou porteur d’'une hernie diaphragmatique.

Nous posons I’hypothése que les AGPIw3 administrés avant la naissance réduisent

les risques de survenue de dysplasie broncho-pulmonaire par:

1) Amélioration de l'adaptation cardio-vasculaire a la naissance et donc de la

fonction pulmonaire ;

2) Et diminution de la réaction inflammatoire du poumon. Pour tester cette
hypothese, les effets des AGPIw3 sur la circulation pulmonaire, sur la clearance
du liquide pulmonaire a la naissance, sur le stress oxydant et sur les réactions
inflammatoires du poumon seront étudiés sur un modele expérimental d’agneaux

prématurés nouveau-nés.

Par ailleurs, nous testerons I’hypothése que les effets respiratoires des AGPIm3 sont liés
a la production des métabolites « époxydes ». Pour tester cette hypothese, les
expérimentations seront effectués avec et sans inhibiteur du cytochrome P450
spécifique de la formation de ces dérivés, et avec et sans inhibiteur des époxydes

hydrolases.

Cette étude sera réalisée sur un modele d’agneau prématuré qui présente a la naissance
une mal-adaptation cardio-respiratoire liée a une maladie des membranes hyalines et
une HTAPP. La ventilation mécanique induit en quelques heures une intense réaction
inflammatoire du poumon. Nous attendons que les AGPIw3 accélerent la résorption du
liquide pulmonaire (effet sur les pompes a sodium et le canal ENaC), réduisent 'HTAPP
(effets sur I'’endothélium vasculaire), et améliorent la réactivité vasculaire pulmonaire
aux stimulants vasodilatateurs liés a la naissance (ventilation alvéolaire, shear-stress et
02) sur ce modele. Donc, une amélioration de la fonction circulatoire et de la fonction
pulmonaire est attendue. Par ailleurs, les effets anti-inflammatoires des AGPIw3 et de
leurs dérivés, ainsi qu'une diminution probable des parametres ventilatoires des
animaux traités devraient permettre de réduire le développement de la réaction

inflammatoire du poumon.
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Dans le cadre de ce travail de recherche, nous chercherons aussi a savoir si les effets
bénéfiques des AGPI®w3 sont liés a la production de dérivés « epoxy ». Dans ce cas,
I'inhibition du cytochrome P450 impliquée dans la production de ces dérivés devrait
abolir les effets pulmonaires des AGPl®w3. Nous confirmerons aussi cette hypothése par
2 autres méthodes : 1) l'inhibition de I'hydrolase spécifique des dérivés « époxy » qui
devraient accentuer la réponse pulmonaire aux AGPlw3 ; et 2) dosages spécifiques de

ces dérivés (plasmatiques et poumons).

Au total, nous attendons donc que les AGPIo3 administrés avant la naissance
préviennent les détresses respiratoires néonatales et I’évolution vers la dysplasie
broncho-pulmonaire des enfants prématurés ou porteurs d’'une hernie
diaphragmatique. Cette recherche devrait étre le préalable a l'utilisation d’une
supplémentation par AGPIo3 pendant la grossesse dans le but de prévenir les
détresses respiratoires néonatales et leurs complications. Le passage du DHA
trans-placentaire et dans le lait a été montré. L'intérét de cette stratégie préventive sur
le développement psycho-moteur de I'enfant a déja aussi été démontré. Si nos résultats
apportent des arguments en faveur d'un effet cardio-respiratoires bénéfiques d’une
supplémentation en AGPlw3, cette étude pourra contribuer a promouvoir la
consommation d’aliments contenant des AGPIo3 pendant la grossesse et la période

d’allaitement, comme les poissons gras ou certaines huiles riches en acide linolénique.
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NOUVELLES PERSPECTIVES DE PRISE EN CHAGE DANS L’'HYPERTENSION ARTERIELLE
PULMONAIRE PERINATALE
L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) correspond a une augmentation des
résistances artérielles pulmonaires, avec dans les formes les plus graves, une défaillance
cardiaque droite. L'HTAP persistante du nouveau-né (HTAPP) est estimée a 2/100
naissances en France. L’adaptation cardio-respiratoire a la naissance implique le
déclenchement simultané de plusieurs phénomeénes non completements compris. Notre
travail avait pour but d’approfondir les connaissances sur la régulation pulmonaire
périnatale et d’envisager de nouvelles possibilités thérapeutiques. Ainsi, nous avons mis
en évidence in vivo une vasoconstriction pulmonaires chez le foetus lors du tabagisme
passif maternel, par blocage de la voie du NO. De méme, nous avons pu montrer l'effet
vasoconstricteur de l'apeline sur les arteres pulmonaires de foetus de brebis. Cet effet
semble dose dépendant, inhibé par 'action des inhibiteurs calciques. Au contraire nous
avons mis en évidence un effet vasodilatateur de la Déhydroépiandrostérone (DHEA).
Cette action est médiée par la voie du NO. Parallelement, nous avons montré que les
acides gras poly insaturés w 3 (AGPIw3) entrainaient une vasodilatation pulmonaire, se
prolongeant au dela d’'une heure aprés I'arrét de la perfusion. Cet effet est médié par
I'ouverture des canaux potassiques et indépendant de la voie du NO. Parmi les AGPlw3,
nous avons établi que 'acide eicosapentaénoique (EPA) qui induit cette réponse sans
effet délétere sur la circulation systémique, ni 'oxygénation tissulaire. Enfin, nous avons
établi que l'occlusion trachéale (OT) anténatale, traitement proposé pour certaine
hypoplasie pulmonaire malformative, n’altére pas le débit pulmonaire, en favorisant la
dilatation pulmonaire. Mais en cas d’'OT prolongée, ces effets sont en partie masqués par
les effets mécaniques de la pression intraluminale. Ainsi grace a ces travaux, nous avons
avancé dans la compréhension de I'adaptation de la circulation pulmonaire de la vie
intra a la vie extra utérine. Ils permettent aussi de proposer de nouvelles
thérapeutiques comme la supplémentation en AGPIw 3 des femmes attendant un enfant
arisque d’'HTAP, et d’envisager de nouvelles voies de recherche thérapeutique comme la

voie de I'apeline.
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21 . Abstract

5 el trachea? occlu.smn; Background: Tracheal occlusion (TO) promotes fetal lung growth through an increase in intraluminal

1 Pulmonary circulation; .

2 . . . pressure. Although evidence suggests that fetal TO (FETO) decreases the occurrence of pulmonary

17 Congenital diaphragmatic L . . . . . .

%g hernia hypertepsmn in severe congenital Q1aphrggmatlc hernia, controversies on its effect on the pul}not}ary

25 circulation remain. Therefore, we investigated the effects of FETO on the lung hemodynamics in a

3 chronically catheterized fetal lamb model.

27 Methods: Fifteen pregnant ewes were operated on between 125 and 128days of gestation (term:

28 145 days). Catheters and ultrasonic flow transducer were placed through a left thoracotomy in the lamb

29 fetus to determine aortic, pulmonary and left atrial pressures, and left pulmonary artery blood flow. A

30 balloon was positioned between the carina and vocal cords under fetoscopic control. The animals were

31 assigned to either control (n=6) or FETO (n=9) groups. TO was performed by inflating the balloon. We

32 studied the acute effects of temporary (2-h) and prolonged (4-day) TO on basal pulmonary vascular tone

33 and on the pulmonary vascular reactivity to acetylcholine and to increased fetal oxygen tension.

34 Results: We found that left pulmonary blood flow (LPA) increased and pulmonary vascular resistance

35 (PVR) decreased by 20% during brief TO (p<0.05). After balloon deflation, LPA blood flow further

36 increased by 40%, and PVR decreased by 50% compared to baseline values (»<0.05). In contrast, no

37 change in LPA blood flow or PVR was observed during prolonged TO. Moreover, the vasodilator

38 responses to acetylcholine and to increased fetal PaO, were blunted during TO.

39 Conclusions: These data indicate that antenatal tracheal occlusion promotes active pulmonary

40 vasodilation, which is partly blunted by the mechanical effects of elevation of the intraluminal pressure.
© 2012 Published by Elsevier Inc.
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glottis due to fetal breathing movements [1-4]. Tracheal
occlusion (TO) accelerates fetal lung growth through an
increase in intraluminal pressure [5—7]. Fetal TO is clinically
used in isolated congenital diaphragmatic hernia (CDH) with
severe pulmonary hypoplasia as a means to promote lung
growth, hence improving survival [8]. CDH lungs present
fewer and smaller airspaces, reduced radial alveolar count,
thicker alveolar septa, increased interstitial tissue, and
markedly diminished gas-exchange surface area [9,10].
TO-induced lung expansion markedly accelerates lung cell
proliferation, stimulates formation of alveoli, and increases
luminal surface area [6].

In CDH, the abdominal contents in the thoracic cavity
interfere with the dichotomous branching of conducting
airways, leading to a reduction of bronchiolar generations.
As the development of the pulmonary arterial system
parallels that of the bronchial tree, fewer arterial branches
are also observed in CDH, together with striking vascular
architectural abnormalities. Intrapulmonary arteries are
excessively muscularized with thickened media that in turn
alter the pulmonary vascular reactivity [10]. In a rabbit model
of CDH, antenatal TO during the saccular phase lessens, at
least in part, those vascular histological abnormalities
[11,12]. However, controversies on the effects of fetal TO
(FETO) on the pulmonary circulation remain. Although TO
has been associated with a decrease in Pulsatility Index (PI)
both in rabbits and sheep, no change in pulmonary blood
flow was found after FETO in fetal lambs [13—16]. FETO
did not impair left ventricular growth or function in human
fetuses with CDH [17]. Moreover, little is known regarding
the pulmonary vascular reactivity after clinical FETO for
severe CDH. There is a single report demonstrating that
survival and occurrence of pulmonary hypertension are less
frequent in fetuses with a larger drop in PI following TO
[18]. In order to study the effects of TO on the fetal
pulmonary circulation, we embarked on an experimental
study using a chronically catheterized fetal lamb model, with
normally developing lungs.

1. Methods
1.1. Experimental model

All animal procedures and protocols used in this study
received prior approval from the French Ministry of
Agriculture (Ministere de I’Agriculture, de la Péche et de
I’ Alimentation). Fifteen mixed-breed pregnant ewes between
125 and 128days of gestation (term 145days) were fasted
24 h prior to the surgery. The dates have been chosen because
basal pulmonary vascular tone and reactivity have been
largely characterized at this gestational age in the fetal lamb
[19,20]. Under sterile conditions and general anesthesia as
previously reported [19,20], the fetal lamb’s left forelimb
was delivered through a uterine incision. A skin incision was

made after subcutaneous injection of lidocaine (XYLO-
CAINE@ 1%, 4ml) and intramuscular injection of nalbu-
phine to access the axillary vessels. Polyvinyl catheters
(20G) were inserted into the axillary artery and vein and
advanced into the ascending aorta (Ao) and superior vena
cava, respectively. A left axillary to sternal thoracotomy at
the fifth to sixth intercostal spaces exposed the heart and
great arteries (Fig. 1). Using a 16-gauge intravenous
placement unit (Angiocath; Travenol, Deerfield, IL), a 22-
gauge catheter was placed through purse string sutures in the
left pulmonary artery (LPA) to allow for selective acetyl-
choline infusion (Fig. 1). Using a 14-gauge intravenous
placement unit (Angiocath; Travenol), 20-gauge catheters
were placed in the main pulmonary artery (MPA) and left

atrium. After gentle, blunt dissection of the bifurcation of 112

MPA, a flow transducer (size 6, Transonic Systems, Ithaca,
New York) was placed around the LPA to measure blood
flow to the left lung (Fig. 1). Another catheter (20 G) was
placed in the amniotic cavity to measure the reference
pressure. A balloon (GVB 16, Cathnet Science, Paris,
France) was mounted on a delivery microcatheter
(CIFN130, Balt) and positioned between the carina and the
vocal cords under fetoscopic control (1.3-mm fetoscope
11540 AA within a curved sheath 11530KB, Karl Storz,
Tuttlingen Germany). The catheter connected to the balloon
was fixed to the mandible with nonabsorbable suture. The

Fig. 1
lamb. The heart and great vessels are exposed. Catheters are
advanced into the left pulmonary artery (LPA) and the main
pulmonary artery (MPA) through purse string sutures. A flow
transducer is placed around the left pulmonary artery. DA, ductus
arteriosus; LA, left atrium.

View of the operative field after left thoracotomy in a fetal
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uterus was sutured closed, and a dose of ampicillin (500 mg)
was given in the amniotic cavity. The flow transducer and
catheters were exteriorized through a subcutaneous tunnel to
an external flank pouch. Estimated weight of the fetal lambs
was 3000 g. Studies were performed after a recovery time of
48 h. Catheter positions were checked at autopsy.

1.2. Hemodynamic measurements

The flow transducer was connected to an internally
calibrated flowmeter (T201, Transonic Systems) for con-
tinuous measurements of LPA blood flow. The zero blood
flow value was defined as the flow measured immediately
before the beginning of systole. Main pulmonary artery,
aortic, and amniotic catheters were connected to a blood
pressure transducer (IntelliVue MP90, Philips, the Nether-
lands). Pressures were referenced to the amniotic cavity
pressure. Pulmonary vascular resistance (PVR) in the left
lung was calculated as the difference between mean
pulmonary artery pressure (PAP) and left atrial pressures
divided by mean LPA flow.

Biologic measurements: blood samples from the main
pulmonary artery catheter were used for blood gas analysis
(OSM 3 hemoximeter Radiometer, Copenhagen, Denmark
and I-STAT, ABBOTT, USA) 30 min before the experiment,
during the experiment and 30 min after the experiment.

1.3. Experimental design

The animals were assigned to either control (n=6) or
FETO (n=9) groups.

1.3.1. Acute effects of temporary FETO on basal
pulmonary vascular tone

To investigate the pulmonary vascular response to acute
TO, the balloon was inflated with saline for 2h and then
rapidly deflated. Mean PAP, mean aortic pressure (AoP),
amniotic pressure, and LPA blood flow were recorded at 30-
min intervals starting 30 min before FETO (baseline) and for
30min continuous after the FETO period. The observation
period was 3 h.

1.3.2. Effects of prolonged FETO on basal pulmonary
vascular tone and on the pulmonary vascular reactivity
For this, the balloon was inflated for 4 consecutive days in
the FETO group whereas it was not in the control group.
Hemodynamic parameters were recorded at 30-min intervals
for 3 h after starting FETO and then each day for 1h (three
measurements) from days 2 to 4. We also investigated the
pulmonary vascular responses to acetylcholine and to
increased fetal PaO, after 3 days of FETO. Both acetylcho-
line and O, are known vasodilator of the fetal lung, at least in
part through endothelial release of nitric oxide [21,22]. For
that, after saline (6 ml/h) was infused into the LPA catheter
for 30 min, acetylcholine (Sigma, Saint Quentin Fallavier,

France: 20 ng/ml in saline) was infused (6 ml/h) for 20 min.
Then the catheter was flushed again with saline (6 ml/h).
Hemodynamic measurements (mean PAP, AoP, LPA
pulmonary blood flow) were recorded at 5-min intervals.
After 4 days of FETO, fetal PaO, was increased by providing
12 L/min O, to the ewe for 30 min through nasal cannulae.
Hemodynamic measurements (mean PAP, AoP, LPA
pulmonary blood flow) were recorded at 10-min intervals
starting 30 min before O, inhalation, during O, inhalation,
and for 30min after O, discontinuation. Fetal blood gas
tensions and pH were measured at baseline and 25 min after
the beginning of O, inhalation.

1.4. Data analysis

Results are presented as means+SD. Data were analyzed
by using repeated-measures and factorial ANOVA (Stat
View 4.1 for PC; Abacus Concepts, Berkeley, CA).
Intergroup differences (same basal values) were analyzed
with the Bonferroni/Dunn’s least significant test. Mann—
Whitney tests (independent values) were used to compare
quantitative data. A p value <0.05 was considered
statistically significant.

2. Results

2.1. Acute effects of temporary TO on basal
pulmonary vascular tone

Table 1 and Fig. 2 display results of this acute experiment.
Baseline values of PAP, LPA blood flow and PVR were
similar in control and TO fetuses. In the control group, the
hemodynamic parameters did not change during the study
period. Balloon inflation did not alter the blood gases, but
increased LPA blood flow and decreased PVR by 20%
during the occlusion period (p<0.05). After balloon
deflation LPA blood flow increased and PVR dropped,
compared to values during the occlusion period (p<0.05).
Compared to baseline values, post-occlusion LPA blood
flow increased by 40% and PVR decreased by 50%

Table 1  Blood gases and hemodynamic variables before and
during tracheal occlusion in the TO group (n=9).

Before balloon  During balloon  p

inflation inflation
pH 7.35+0.06 7.34+0.04 0.4
Pa0O, (mm Hg) 18+3 19+7 0.25
PaCO, (mm Hg) 45+9 4249 0.9
HR (beats/min) 160+2 167+4 0.56
AoP (mm Hg) 40+2 39+1 0.47

Values are means+SD. PaO,, arterial partial pressure of O,; PaCO,,
arterial partial pressure of CO,; HR, heart rate; AoP, mean aortic
pressure.
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Fig. 2  Pulmonary vascular response to acute fetal tracheal occlusion (FETO). Pulmonary hemodynamic parameters were compared between

fetal lambs with no FETO (control group, n=06) and fetal lambs with FETO (FETO group, n=9) for 120 min. Mean pulmonary artery pressure
(PAP), left pulmonary artery blood flow (LPA blood flow) and pulmonary vascular resistance (PVR) did not change in the control group. LPA
blood flow increased by 20%, and PVR decreased by 20% during acute FETO. Further increase in LPA blood flow and decrease in PVR were

observed after releasing tracheal occlusion. *p<0.05 vs. control group.

(»<0.05). Thirty minutes after releasing FETO, the left
pulmonary artery (LPA) blood flow was higher and PVR was
lower than during sustained FETO (n=5) (respectively, LPA
blood flow: 115£8 vs. 85£8 ml/min, p<0.05; PVR: 0.27+
0.02 vs. 0.52+0.05 mm Hg/ml/min, p<0.05).

2.2. Effects of prolonged TO on pulmonary vascular
tone and on pulmonary vascular reactivity

Again, mean AoP, HR and arterial blood gas parameters
in the TO group did not change during the study period
(Table 2). During the 4 days of occlusion, mean PAP, LPA
blood flow and PVR did not change significantly (Fig. 3).

Blood gas and hemodynamic parameters were similar in
controls and FETO lambs (Fig. 3 and Table 2).

In the control group, administration of acetylcholine
increased LPA blood flow by 60% (from 75+8 to 122+
25ml/min; p<0.05) and decreased PVR by 40% (from
0.61£0.04 to 0.40+0.1 mm Hg/ml/min; p<0.05). In con-
trast, in the TO group, acetylcholine did not significantly
change LPA blood flow and PVR (respectively, 7245 vs.
78+6ml/min; 0.66+0.04 vs. 0.614+0.08 mm Hg/ml/min).

Inhaled O, increased fetal PaO, from 18+5 to 24+2 mm
Hg in the control group and from 1942 to 24+4mm Hg in
the FETO group (p<0.05). PAP, AoP and heart rate did not

change in both groups during O, inhalation (Table 3). LPA
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Table 2 Blood gas and hemodynamic variables during the
4 days of tracheal occlusion in the TO group (n=9).
Day 1 Day 2 Day 3 Day 4
pH 7.34+0.02 7.32+0.02 7.34+0.01 7.31+0.13
PaCO, 35+3 34+12 37+5 43+7
(mm Hg)

PaO, 18+6 18+3 1942 19+2
(mm Hg)

Lactates 1.5+£0.3 19+1.8 1.4+0.6 2+0.5
(mmol/L)

HR 154+20 154+12 162+18 154+30
(beats/min)

AoP (mm Hg) 39+3 3943 37+4 40+5

Values are means+SD. PaO,, arterial partial pressure of O,; PaCO,,
arterial partial pressure of CO,; HR, heart rate; AoP, mean aortic
pressure.

blood flow increased by 100% and PVR decreased by 55%
in the control group (p<0.05) (Fig. 4). LPA blood flow
increased by 40% and PVR decreased by 20% in the TO
group (p<0.05) (Fig. 4). Despite comparable baseline
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Fig. 3  Serial change in the pulmonary vascular tone in control

fetal lambs (n=6) and in fetal lambs with fetal tracheal occlusion
(n=6). Mean pulmonary artery pressure (PAP), left pulmonary
artery blood flow (LPA blood flow) and pulmonary vascular
resistance (PVR) did not change significantly the study period in
both groups.

Table 3  Blood gas and hemodynamic variables during O, t3.1
inhalation in the control group (n=6) and in the TO group (n=9).
Control group FETO group %g%
Baseline O, Baseline O, t3.4
pH 7.38+0.03 7.36+0.03 7.34+0.03 7.30+£0.04 t3.5
PaCO, 43+3 46+5 39+8 4447 t3.6
(mm Hg)
PaO, 18+5 2442 19+2 24+4 % t3.7
(mm Hg)
HR 161+14 152+11 158+19 149+24 t3.8
(beats/min)
AoP (mm Hg) 42+5 43+5 41+6 41+6 t3.9
Values are means+SD. PaCO,_ arterial partial pressure of CO,; PaO,,
arterial partial pressure of O,; HR, heart rate; AoP, mean aortic pressure. t3.10
* p<0.05. t3.11

values, the percentage of change in LPA blood flow and in 236
PVR was lower in the FETO group than in the control group 237
(»<0.05) (Fig. 4). 238

3. Discussion 239

We investigated the pulmonary vascular effects of 240
antenatal tracheal occlusion. We studied the pulmonary 241
vascular response to both acute and prolonged tracheal 242
occlusions in fetal lambs. A brief tracheal occlusion period 243
decreased pulmonary vascular tone whereas its release 244
induces a further drop in pulmonary vascular resistance. 245
We also found that prolonged tracheal occlusion blunted the 246
pulmonary vasodilator response to acetylcholine and to 247
increase in fetal PaO,. These data indicate that antenatal 248
tracheal occlusion promotes active pulmonary vasodilation, 249
which is partly blunted by the mechanical effects of elevation 250
of the intraluminal pressure. 251

Antenatal tracheal occlusion modifies the abnormal mus- 252
cularization of pulmonary arterioles seen in CDH [12]. Short- 253
term tracheal occlusion corrects pulmonary vascular anomalies 254
in the fetal lamb with diaphragmatic hernia [12,23]. The 25
Pulsatility Index (PI) in the pulmonary arteries, a marker of 256
impedance, is elevated in CDH, whereas tracheal occlusion 257
reverses the high pulmonary artery PI in both sheep and rabbit 258
models with CDH [13,16]. However, little is known regarding 259
the vascular effects of FETO in normal lungs. Despite an 260
increase in fetal lung volume after TO, no significant changes 261
of blood flow velocity profiles in the pulmonary arteries were 262
found in fetal lambs [14]. Neither was there a change in 263
pulmonary blood flow and pulmonary vascular resistance 264
during 7days of FETO in lambs [15]. Our results are in 265
agreement with these two studies as no change in basal 266
pulmonary hemodynamics was observed with prolonged TO. 267
In contrast, we found that brief TO acutely elevates pulmonary 263
blood flow and decreases pulmonary vascular resistance. TO- 269
induced pulmonary vasodilation was not caused by a change in 270
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Fig. 4 Pulmonary hemodynamic response to increased fetal PaO,, in the control (n=6) and fetal tracheal occlusion (FETO, n=6) groups.
Although baseline values for mean pulmonary artery pressure (PAP), left pulmonary artery blood flow (LPA blood flow) and pulmonary
vascular resistance (PVR) were similar, the increase in LPA blood flow was higher and the decrease of PVR was lower in the FETO group than
in the control group, after 30 min of O, inhalation. *»<0.05 vs. control group.

gas exchange or systemic hemodynamics, as the fetal blood
gases and aortic pressure were not altered by TO. The
mechanism of TO-induced pulmonary vasodilation is unclear,
but may include the release of growth factors and vasodilator
mediators [24]. Lung stretch was found to up-regulate VEGF
mRNA and protein expression [25] and NO production [26].
Expression of VEGF is increased as early as 30min after
starting stretch stimuli and peaks at 2h [25]. This time frame is
compatible with our results showing a progressive decrease in
PVR from 30min of TO. Furthermore, we also found that
deflation of the balloon 2h later further promoted the
pulmonary vasodilator response, as PVR was lower after
releasing TO than during sustained TO. Releasing of TO
almost certainly causes a drop in the tracheal pressure. A
previous study highlights that the intraluminal pressure has a
major impact on the pulmonary blood flow. Elevation of the
airways pressure results in a compression of the perialvolar
capillaries, in turn reducing the pulmonary blood flow [15]. We
speculate that TO may simultaneously activates two opposing

responses: (1) pulmonary vasodilation through parenchymal
stretch-induced vasodilator release and (2) intraluminal
pressure that opposes the vasodilator response. Thus, release
of TO promotes the pulmonary vasodilator response to acute
FETO. Taken together, our results suggest that acute FETO
induces a potent pulmonary vasodilator response which is
partly blunted by the increase intraluminal pressure.

Our study provides additional information on the impact
of TO on the fetal pulmonary circulation. Although both
acetylcholine and O, reduce pulmonary vascular tone after
prolonged FETO, the vasodilator response to these vasodi-
lator stimuli was lower than that in control animals. The
decrease in the lung vascular response to acetylcholine and to
O, may result from FETO-impaired pulmonary vasoreactiv-
ity. Alternatively, a blunted response to vasodilator stimuli
during prolonged TO may further highlight the major impact
of intraluminal pressure on the pulmonary blood flow. In
accordance with this hypothesis, a previous study in a similar
model showed a sustained increase in pulmonary blood flow
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after releasing FETO, suggesting that the pulmonary
vascular reactivity is not impaired by prolonged TO [15].

Our study has some limitations. More clinically relevant
information would have been provided in an experimental
model with CDH. However, we believe that investigation in
normal fetal lung is the first step to assess the effects of
FETO on the pulmonary circulation and to explore the
mechanisms by which FETO may alter the pulmonary
vasoreactivity. Furthermore, novel indications of FETO
emerge beyond CDH, including antenatal conditions with
premature rupture of the membranes [27,28]. Although other
investigators highlighted changes in pulmonary vessel
remodeling after FETO [11,12], we did not perform a
histological analysis of lungs in this study. We studied the
effects on lung circulation of 4-day antenatal tracheal
occlusion. When used in human fetus with CDH, tracheal
occlusion is prolonged for several weeks. The impact of
prolonged tracheal occlusion on the pulmonary circulation is
presently unknown.

Our results indicate that antenatal tracheal occlusion does
not impair pulmonary blood flow, despite an increase in the
intraluminal pressure. Brief antenatal tracheal occlusion
acutely induces a potent pulmonary vasodilator response,
which is enhanced after its release. We suggest that
antenatal tracheal occlusion promotes active pulmonary
vasodilation. The impact of TO on pulmonary blood flow is
masked in part by the mechanical effects of elevation of the
intraluminal pressure.
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Effects of n-3 polyunsaturated fatty acids in the fetal

pulmonary circulation

Ali Houeijeh, MD; Estelle Aubry, MD; Hélene Coridon, MD; Karine Montaigne, MD; Rony Sfeir, MD;

Philippe Deruelle, MD; Laurent Storme, MD

Objective: Although evidence exists that n-3 polyunsaturated
fatty acids may improve the outcome in patients with severe
respiratory failure, little is known regarding their pulmonary cir-
culatory effects. This question is clinically relevant in respiratory
failure associated with pulmonary hypertension, in particular in
newborn infants with persistent pulmonary hypertension. The
objective of this study was to investigate the effects of n-3
polyunsaturated fatty acids on the fetal pulmonary circulation.

Design: Randomized, placebo-controlled comparative labora-
tory investigation.

Setting: University research facility.

Subjects: Fifty-two chronically prepared lamb fetuses.

Interventions: Catheters and ultrasonic flow transducer were
placed through a left thoracotomy in the lamb fetus to determine
aortic, pulmonary, and left atrial pressures and left pulmonary
artery blood flow.

Measurements and Main Results: We compared the pulmonary
vascular responses to 120 mins of Omegaven (lipid emulsions
enriched in n-3 polyunsaturated fatty acids) or Intralipide (lipid
emulsions enriched in n-6 polyunsaturated fatty acids) infusion.
Then we investigated the effects of Omegaven on the pulmonary
circulation after nitric oxide synthase inhibition by L-nitro-argin-

ine, potassium channel blockade by tetraethylammonium, and
cytochrome P450 epoxygenase inhibition by (methylsulfonyl)-2-
(2-propynyloxy)-benzenehexanamide. Pulmonary artery and
aortic pressures as well as blood gases and plasma lactate
concentrations did not change during either fat emulsion infusion.
Left pulmonary blood flow increased by 30% and pulmonary
vascular resistance decreased by 28% during Omegaven infusion,
whereas left pulmonary blood flow and pulmonary vascular re-
sistance did not change during Intralipide infusion. This pulmo-
nary vascular response to Omegaven was not altered by L-nitro-
arginine. At the opposite, Omegaven induced pulmonary
vasodilatation was abolished by tetraethylammonium and mark-
edly attenuated by (methylsulfonyl)-2-(2-propynyloxy)-benzene-
hexanamide.

Conclusions: Lipid emulsion containing n-3 polyunsaturated
fatty acids may induce a potent and sustained vasodilatation in
the fetal lung. This pulmonary vasodilator response is mediated
through production of vasoactive mediators by cytochrome P450
epoxygenase and through activation of potassium channels. (Crit
Care Med 2011; 39:000-000)

Kev Worns: n3 polyunsaturated fatty acids; cytochrome P450
epoxygenase; DHA; EPA; pulmonary circulation

dequate nutritional support in
the critically ill patients is re-
quired to prevent malnutrition
and is associated with de-
creased mortality and morbidity (1).
Guidelines suggest that lipid emulsions
should be used early in the course of the
disease for adequate energy intake and for
supplying the requirements of essential
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fatty acids (2). There is a lack of consen-
sus about the optimum source and com-
position of lipid (soybean or fish oil) in
parenteral formulations for the patient
with respiratory failure. Fatty acids from
fish oil were found to attenuate the initial
injurious hyperinflammatory state in se-
vere sepsis and in patients with acute
lung injury (3, 4). Controversies exist on
the effects of fat emulsion on the pulmo-
nary circulation. This question is particu-
larly important in term newborn infants
because respiratory failure is usually asso-
ciated with pulmonary hypertension. Previ-
ous studies suggested that intravenous
lipid emulsions (mainly soybean oil) may
increase the pulmonary artery pressure in
newborns with respiratory failure (5).
Evidence exists that differential vascu-
lar effects can be expected according to
lipid formulation. Indeed, dietary fish oils
have beneficial effects on cardiac and vas-
cular function, including effects on plate-
let/vessel wall interactions, endothelial

function, and inhibition of smooth
muscle cells proliferation (6). n-3 polyun-
saturated fatty acids (n3 PUFAs) are me-
tabolized by several enzymes: 1) the cy-
clo-oxygenase to produce prostaglandins
(PGE5, PGI;), known as potential vasodi-
lator mediator (7); 2) the lipo-oxygenase
to produce 5-series leukotrienes, which
have weak biological activities; and 3) the
CYP450 epoxygenase, which leads to the
production of epoxides, mainly 17(18)-
epoxyeicosatetraenoic acid (17[18]-
EpETE) (8, 9). These epoxides were found
to induce concentration-dependent relax-
ation of human pulmonary arteries
through activation of calcium-dependent
potassium channels (BK,,) (10). In addi-
tion, n3 PUFA competes with the arachi-
donic acid (n6 PUFA) for enzymatic con-
version. This competition decreases
formation of vasoactive AA metabolites
such as thromboxane A2, a potent pulmo-
nary vasoconstrictor, and 20-epoxyeico-
satrienoic acid (6, 11). Thus, some evi-
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dence suggests that n3 PUFA may be
beneficial in conditions associated with
pulmonary hypertension. However,
whether n3 PUFA and their metabolites
may alter the perinatal pulmonary circu-
lation is presently uncertain.

Therefore, the aim of the present
study was to assess the physiological ef-
fects of n3 PUFA on the pulmonary vas-
cular resistance in the fetus. We report
that n3 PUFAs induce a potent pulmo-
nary vasodilatation blocked by CYP450
epoxygenase or potassium channels in-
hibitors but not by nitric oxide synthase
inhibitors.

METHODS

Animal Preparation

All animal procedures and protocols used
in this study were reviewed and approved by
the French “Ministere de I’Agriculture, de la
Péche et de I’Alimentation” before the studies
were conducted. Fifty-two mixed-breed preg-
nant ewes between 127 and 130 days’ gestation
(term = 147 days) were fasted for 24 hrs
before surgery. Ewes were sedated with intra-
muscular xylazine (Sedaxylan 20 mg/mL, 40
mg), intravenous propofol (Diprivan 2%, 4
mL), and nalbuphine (Nubain, 20 mg) before
general anesthesia by inhaled Isoflurane (Aer-
rane, from 1% to 5%). The lamb’s fetus left
forelimb was delivered through a uterine in-
cision. Skin incision was made after subcuta-
neous injection of lidocaine (Xylocaine 1%, 4
mL) and nalbuphine (Nubain, 5 mg). Polyvinyl
catheters (20 G) were advanced into the aorta
and the vena cava through the axillary vessels.
After left thoracotomy, catheters were inserted
into the left pulmonary artery (LPA) (22 G),
main pulmonary artery (20 G), and left atrium
(20 G). An ultrasonic flow transducer, size 6
(Transonic Systems, Ithaca, NY), was placed
around the LPA. Another catheter was placed
in the amniotic cavity. The uteroplacental cir-
culation was kept intact, and the fetus was
gently replaced in the uterus. The flow trans-
ducer and catheters were exteriorized through
a subcutaneous tunnel to an external flank
pouch. Estimated weight of the lamb’s fetus
was 3000 g. The ewes received 1 g amoxicillin
and 20 mg nalbuphine daily until day 3 after
surgery. Catheters were maintained by daily
infusions of 2 mL heparinized normal saline
(10 U/mL). Catheter positions were checked at
autopsy. Studies were performed after a recov-
ery time of 72 hrs.

Physiological Measurements

The flow transducer cable was connected
to an internally calibrated flowmeter (T201;
Transonic Systems) for continuous measure-

ments of LPA blood flow. The absolute value of
flow was determined from the mean of phasic
blood flow signals with zero blood flow defined
as the measured flow value immediately before
the beginning of systole. Main pulmonary ar-
tery, aortic, left atrial, and amniotic catheters
were connected to blood pressure transducers
(Merlin Multi-Parameter Monitor; Philips
France). Pressures were referenced to the am-
niotic cavity pressure. Pulmonary vascular re-
sistance in the left lung was calculated as the
difference between mean pulmonary artery
and left atrial pressures divided by LPA flow.
Blood samples from the main pulmonary ar-
tery were used for blood gas analysis and ox-
ygen saturation measurements (OSM 3 He-
moximeter and ABL 520 Radiometer,
Copenhagen, Denmark).

Experimental Design

Four different experimental protocols were
included in this study: 1) pulmonary hemody-
namic response to fat emulsion containing
either mainly n3 PUFA or mainly n6 PUFA; 2)
effect of nitric oxide synthase inhibition on the
pulmonary vascular response to n3 PUFA; 3)
effect of potassium channels blockade on this
response; and 4) effect of CYP450 epoxygenase
inhibition on this response. The infusion pro-
tocols were randomized. A minimum recovery
period of 24 hrs was required between each
protocol. To ensure that complete recovery
was achieved before starting a protocol, we
checked that the measured parameters and
arterial blood gases returned to baseline val-
ues. Mean pulmonary artery pressure, left
atrial pressure, mean aortic pressure, amni-
otic pressure, LPA flow, and heart rate were
recorded at 10-min intervals. Blood gas anal-
ysis and oxygen saturation measurements
were performed before and at the end of each
protocol.

Protocol 1—Pulmonary Hemodynamic
Response to Fat Emulsion Containing Either
Mainly n3 PUFA or Mainly n6 PUFA. The
animals were randomly assigned to receive
either refined fish oil Omegaven (Fresenius
Kabi, France) 10% or refined soybean oil In-
tralipide (Fresenius Kabi) 10% (qualitative
and quantitative composition in Table 1).
Thirty mins after stable baseline with saline
infusion in LPA, Omegaven or Intralipide was
infused into LPA at a rate of 1.2 mL/hr for 120
mins followed by saline infusion at 1.2 mL/hr
for 60 mins.

Protocol 2—Effect of Nitric Oxide Syn-
thase Inhibition on the Pulmonary Vascular
Response to n3 PUFA. Thirty mins after stable
baseline with saline infusion in LPA (1.2 mL/
hr), L-nitro-arginine (LNA) (30 mg over 10
mins) was infused into LPA. This dose was
selected from past studies that have demon-
strated effective blockade of nitric oxide syn-
thase activity during acetylcholine and flow-
induced vasodilatation for at least 3 hrs (12,

Table 1. Qualitative and quantitative composition
of Omegaven and Intralipide 10%

Intralipide =~ Omegaven
10% 10%
Saturated fatty 10-20 15-30
acids, %
Monosaturated 20-30 10-20
fatty acids, %
Polyunsaturated 50-70 40-70
fatty acids, %
n6 PUFA (%) 40-60 2-10
AA (%) — 1-4
n3 PUFA (%) 5-10 30-60
DHA (%) — 15-30
EPA (%) — 15-30

PUFA, polyunsaturated fatty acids; AA, arachi-
donic acid; DHA, docosahexaenoic acid; EPA, ei-
cosapentaenoic acid.

13). Then the LPA catheter was infused with
normal saline 1.2 mL/hr during 20 mins be-
fore starting the Omegaven protocol as previ-
ously. As control experiments, L-nitro-argin-
ine infusion was followed by saline (1.2 m/hr)
for 210 mins.

Protocol 3—Effect of Potassium Channel
Blockade on the Pulmonary Vascular Re-
sponse to n3 PUFA. Protocol 1 was repeated
during tetraethylammonium (TEA) infusion.
TEA (1 mL = 10 mg at 6 mL/hr) was infused
into the axillary venous catheter 10 mins be-
fore and throughout the Omegaven infusion.
This dose was selected from past studies that
showed effective blockade of flow-induced pul-
monary vasodilatation in the fetal lamb (14).
As control experiments, TEA (1 mL = 10 mg
at 6 mL/hr) was infused into the venous cath-
eter for 130 mins followed by saline infusion
(6 mL/hr) over 60 mins with saline infusion in
the LPA catheter (1.2 mL/hr).

Protocol 4—Effect of Cytochrome P450
Epoxygenase Inhibition on the Pulmonary
Vascular Response to n3 PUFA. Protocol 1 was
repeated after (methylsulfonyl)-2-(2-propyny-
loxy)-benzenehexanamide (MS-PPOH) admin-
istration. MS-PPOH (15 mg over 10 mins) was
infused into the LPA 60 mins before starting
Omegaven infusion. This dose was selected
from past studies that showed the selective
inhibition of CYP450 epoxygenase by MS-
PPOH in vivo (15, 16). As control experiments,
serial changes of basal hemodynamic variables
were measured from 60 mins to 240 mins after
MS-PPOH infusion (15 mg over 10 mins) with
saline infusion in a LPA catheter (1.2 mL/hr).

Drug Preparation

Omegaven and Intralipide are fat emul-
sions ready for intravenous infusion. L-Nitro-
arginine (Sigma-Aldrich, France) solution was
freshly prepared just before infusion. L-Nitro-
arginine (30 mg) was dissolved in a few drops
of 1 M HCI. Then, 1 mL of normal saline was

Crit Care Med 2011 Vol. 39, No. 6
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added. A total of 1 M NaOH was added to
titrate the pH to 7.40. Tetraethylammonium
(Sigma-Aldrich) is dissolved in normal saline
to obtain a concentration of 1 mL = 10 mg.
MS-PPOH (SPI-BIO, Paris, France) is dis-
solved in dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich)
and Cremophor (Sigma-Aldrich) and diluted
in 5 mL of normal saline (1 mL = 3 mg).

Data Analysis

The data are presented as means * SEM.
The data were analyzed with a repeated-
measures analysis of variance with time as a
within-subjects factor to assess the changes
over time within groups (Stat View for PC;
Abacus Concepts, Berkeley, CA). Intergroup
comparisons of the longitudinal changes were
analyzed with an analysis of covariance using
the baseline period as the covariate and the
treatment period as the repeated observations
and with the Fisher’s, Scheffe, and Bonferroni/
Dunn least significant tests. Mann-Whitney
test was used for blood gas values compari-
sons. A p value <.05 was considered statisti-
cally significant.

RESULTS

Protocol 1—Pulmonary Hemody-
namic Response to Fat Emulsion Con-
taining Either Mainly n3 PUFA (n = 8) or
Mainly n6 PUFA (n = 5). Omegaven did
not alter heart rate (157 = 2 vs. 155 = 6
beats/min; p = .74), aortic pressure
(45 = 1 vs. 45 = 2 mm Hg; p = .80),
pulmonary artery pressure (47 = 1 vs.
46 = 2 mm Hg; p = .45), or left atrial
pressure (2 = 0.8 vs. 3 = 0.8 mm Hg; p =
.08). Omegaven increased LPA flow by
30% (from 83 = 3 to 110 = 8 mL/min;
p < .0001). Pulmonary vascular resis-
tance decreased by 28% (from 44 + 2 to
32 + 3 dyne-sec/cm®; p < .0001) (Fig. 1).
One hr after the end of Omegaven, pul-
monary vascular resistance was still
lower than baseline values (p < .0001)
(Fig. 1).

Intralipide did not alter heart rate
(161 = 5vs. 158 = 8 beats/min; p = .89),
aortic pressure (48 = 3 vs. 48 = 4 mm
Hg; p = .99), pulmonary artery pressure
(50 = 3 vs. 51 = 4 mm Hg; p = .56), left
atrial pressure (2 = 1vs. 3 = 1 mm Hg;
p = .08), LPA flow (85 = 7 vs. 90 = 9
mL/min; p = .15), or pulmonary vascular
resistance (45 * 2 vs. 43 *= 3 dyne-sec/
cm® ; p = .43) (Fig. 1). Blood gases,
arterial O, saturation of hemoglobin, and
plasma lactate concentrations did not
change during the experiment in both
groups (Table 2). The drop in pulmonary
vascular resistance was significantly
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Figure 1. Pulmonary vascular responses to Omegaven (n = 8) and Intralipide (n = 5). A, Omegaven
but not Intralipide infusion decreased the pulmonary vascular resistance (PVR) and increased left
pulmonary artery (LPA) blood flow. Results are expressed as means = SEM. B, The percent of decrease
in PVR was significantly greater at the end of Omegaven compared with Intralipide infusion (percent-
age of change between baseline and the end of lipid emulsion infusion * sEM). *p < .0001 comparing
Omegaven and Intralipide groups for the changes of PVR and LPA flow. NS, not significant.

Table 2. Blood gases, arterial O, saturation, and plasma lactate concentration at baseline and 2 hrs
after starting Omegaven or Intralipide infusion?

Omegaven Intralipide
Before 2 hrs After Before 2 hrs After

Omegaven  Starting Omegaven p  Intralipide Starting Intralipide p
pH 7.38 = 0.01 7.37 = 0.01 43 7.3 +0.01 7.35 = 0.01 .67
Pco,, torr 49 + 2 50 *+ 2 56 49 =*1 51+1 .60
PO,, torr 15+2 15+2 86 14=*1 15+2 91
Hco,, mmol/L 28+1 29 +1 40 28=+1 27+1 75
Sa0,, % 51 +4 49 + 4 99 47+ 4 48+ 6 .83
Hb, g/dL 12+1 12+1 52 11=*1 11+2 91
Lactate, mmol/L 2+ 0.55 2+05 .35 2+ 0.55 3+ 0.52 .67

Sa0,, arterial O, saturation; Hb, hemoglobin concentration. Mean =+ sp.
“No significant changes have been observed in any parameters.

nary vascular resistance increased by
25% after L-nitro-arginine infusion (p <
.0001) (Fig. 2). Omegaven decreased pul-
monary vascular resistance by 30% from
the beginning to the end of its infusion

greater at the end of Omegaven than In-
tralipide infusion (p < .0001) (Fig. 1).
Protocol 2—FEffect of Nitric Oxide
Synthase Inhibition on the Pulmonary
Vascular Response to n3 PUFA. Pulmo-
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(from 63 = 2 to 44 = 3 dyne-sec/cm’; p <
.0001) (Fig. 2). The blood gas, arterial O,
saturation, and the plasma lactate con-
centrations did not change during the
experiments (Table 3).

Protocol 3—Effect of Potassium
Channel Blockade on the Pulmonary
Vascular Response to n3 PUFA. Heart
rate decreased during TEA infusion (from
146 * 4 to 127 =+ 4 beats/min; p = .02).
Aortic pressure, pulmonary artery pres-
sure, LPA flow, and pulmonary vascular
resistance did not change during TEA in-
fusion (Fig. 3). Omegaven did not modify
left pulmonary blood flow or pulmonary
vascular resistance (Fig. 3). Blood gases,
arterial O, saturation of hemoglobin, and
plasma lactate concentrations did not
change during the study period (Table 4).

Protocol 4—Effect of Cytochrome
P450 Epoxygenase Inhibition on the Pul-
monary Vascular Response fo n3 PUFA.
Aortic pressure, pulmonary artery pres-
sure, LPA blood flow, and pulmonary vas-
cular resistance did not change after MS-
PPOH (Fig. 4). Omegaven did not alter
left pulmonary blood flow or pulmonary
vascular resistance (Fig. 4). Blood gases,
arterial O, saturation of hemoglobin, and
plasma lactate concentrations were simi-
lar in both groups (Table 5).

DISCUSSION

In this in vivo experimental study, we
examined the effect of n3 PUFA on the
fetal pulmonary circulation. We studied
the response to fat emulsion containing,
either mainly n3 PUFA or mainly n6
PUFA, on the basal pulmonary vascular
tone in chronically prepared late gesta-
tion fetal lambs. We found that fat emul-
sion enriched in n3 PUFA mediated a
potent and sustained pulmonary vasodi-
latation, whereas n6 PUFA did not change
basal pulmonary vascular tone. Nitric ox-
ide synthase inhibition did not alter the
pulmonary vascular response to n3 PUFA.
At the opposite, this response was abol-
ished by CYP450 epoxygenase inhibition
and potassium channel blockade. Taken
together, our data suggest that n3 PUFA
causes a potent and sustained vasodilata-
tion in the fetal lung through production
of vasoactive mediators by CYP450 epoxy-
genase and through activation of potas-
sium channels.

Several studies have shown that n3
PUFAs have a protective cardiovascular
effect. Increased consumption of n3
PUFA decreases the mortality and mor-
bidity related to cardiovascular pathology
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Figure 2. Pulmonary vascular responses to L-nitro-arginine (LNA) + saline (n = 5) or LNA +
Omegaven (n = 5). A, Omegaven infusion significantly increased LPA blood flow and decreased PVR
(p < .0001). Results are expressed as means = SEM. B, The percent of change in PVR and LPA flow was
significantly greater at the end of Omegaven compared with saline infusion. Results are expressed as
percent of change between baseline (just before starting Omegaven) and the end of Omegaven or saline
infusion * SEM. *p < .0001 comparing LNA + Omegaven and LNA + saline groups for the changes
of PVR and LPA flow. LPA, left pulmonary artery; PVR, pulmonary vascular resistance; NS, not
significant.

Table 3. Values of blood gas, arterial O, saturation, plasma lactate concentration at baseline and after
L-nitro-arginine (LNA), and 2 hrs normal saline (control) or Omegaven infusion®

LNA + Omegaven LNA + Saline

After LNA and After LNA and

Before 2 hrs of Before 2 hrs of

LNA Omegaven p LNA Normal Saline P
pH 7.37 = 0.01 7.34 +0.01 08 737 +0.01 7.36 = 0.01 .53
Pco,, torr 49 + 2 52 +2 34 45 + 2 45 + 2 75
PO,, torr 16 + 1 17+ 2 .29 17+1 18+1 .29
HCO;, mmol/L 28 +1 29 0.5 41 26 + 1 25+1 75
Sa0,, % 54 +3 51 +3 .53 55+ 2 53+ 6 46
Hb, g/dL 12+1 12 + 0.3 .73 11 +0.8 12 + 0.7 .29
Lactate, mmol/L 1.8 0.3 23*04 32 15*0.1 21+04 22

Sa0,, arterial O, saturation; Hb, hemoglobin concentration. Mean =+ sp.
“No significant changes have been observed in any parameters.

Crit Care Med 2011 Vol. 39, No. 6
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Figure 3. Pulmonary vascular responses to the infusion of tetraethylammonium (7EA) + normal saline (control, n = 4) or TEA + Omegaven (n = 5). A,
Pulmonary artery pressure (PAP), left pulmonary artery (LPA) blood flow, and pulmonary vascular resistance (PVR) did not change during the study period.
Results are expressed as means * SEM. B, The percentage of change in PAP, LPA blood flow, and PVR were similar in both groups. Results are expressed
as percent of change between baseline and the end of Omegaven or saline infusion = SEM. NS, not significant.

Table 4. Values of blood gas, arterial O, saturation, and plasma lactate concentration at baseline
and 2 hrs after starting infusion of tetraethylammonium (TEA) + normal saline (control) or

TEA + Omegaven?

TEA + Omegaven TEA + Saline

After TEA and After TEA and

Before 2 hrs of Before 2 hrs of

TEA Omegaven P TEA Normal Saline p
pH 7.37 = 0.01 7.36 = 0.01 .53 7.38 + (.02 7.38 = 0.01 .66
Pco,, torr 49 =2 49 +3 91 49 =3 49 = 4 .82
PO,, torr 15+1 16 + 2 .83 15+3 15+3 .82
Hco,;, mmol/L 27+1 26 =1 .29 29 +2 29 =2 .52
Sa0,, % 48 + 4 49 +5 46 47 + 8 44 + 8 51
Hb, g/dL 115+ 0.1 12 +0.5 .34 11.6 £ 0.79 11.3 £ 0.1 49
Lactate, mmol/L 1.63 £ 0.3 1.74 0.2 75 1.65 = 0.1 1.3+0.1 31

Sa0,, arterial O, saturation; Hb, hemoglobin concentration. Mean =+ sp.
“No significant changes have been observed in any parameters.

Crit Care Med 2011 Vol. 39, No. 6

(17-19). Furthermore, n3 PUFA supple-
mentation decreases the duration of me-
chanical ventilation and the risk of mul-
tiorgan failure in adults with acute
respiratory distress syndrome (20, 21).
Little is known regarding the pulmonary
vascular effects of n3 PUFA. Dietary fish
oil enriched in n3 PUFA decreases lung
vascular remodeling in rats with chronic
hypoxia (22). Analogs of other n3 PUFA
metabolites such as prostacyclins are
used in humans to treat pulmonary ar-
tery hypertension (23). n3 PUFA metab-
olites of CYP450 epoxygenase such as
17(18)-epoxyeicosatetraenoic acid cause
vasorelaxation on human pulmonary ar-
teries (10). In this study, our data provide
further evidence that n3 PUFA may cause
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Figure 4. Pulmonary vascular responses
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to MS-PPOH + normal saline (n = 5) or MS-PPOH +

Omegaven (n = 5). A, Pulmonary artery pressure (PAP), left pulmonary artery (LPA) blood flow, and
pulmonary vascular resistance (PVR) did not change during the study period in both groups. Results
are expressed as means * SEM. B, The percent of change in PAP, LPA blood flow, and PVR are similar
in both groups. Results are expressed as percent of change between baseline before starting Omegaven
and the end of Omegaven or saline infusion * sEMm. MS-PPOH, (methylsulfonyl)-2-(2-propynyloxy)-
benzenehexanamide; NS, not significant.

Table 5. Values of blood gas, arterial O, saturation, and plasma lactate concentration at baseline and
after the injection of (methylsulfonyl)-2-(2-propynyloxy)-benzenehexanamide (MS-PPOH) and 2 hrs of

normal saline or Omegaven infusion®

MS-PPOH + Omegaven

MS-PPOH + Saline

After MS-PPOH

After MS-PPOH

Before and 2 hrs of Before and 2 hrs of

MS-PPOH Omegaven p MS-PPOH Normal Saline p
pH 7.38 = 0.01 7.37 = 0.01 53 739 +£0.03 7.37 + 0.02 .83
Pco,, torr 46 = 1 47+ 1 .25 47+ 3 512 .83
PO,, torr 19 = 0.96 19 + 1.49 .99 17+ 2 18 +3 .60
Hco,;, mmol/L 27+ 0.4 28 = 0.7 .75 28 +2 29 =2 .83
Sa0,, % 55 +3 55 +5 75 48 = 8 47+7 91
Hb, g/dL 11 +0.2 12 £ 0.2 750 118 +1.1 122 £ 1.3 .60
Lactate, mmol/L 1.8 £0.23 1.9 = 0.09 .60 22=*0.1 23+0.2 32

Sa0,, arterial O, saturation; Hb, hemoglobin concentration. Mean =+ sp.

“No significant changes have been observed in any parameters.

potent vasodilatation of the fetal lung. We
found that Omegaven, but not Intralip-
ide, decreases pulmonary vascular resis-
tance. Except for the content of n3 PUFA
and n6 PUFA, fat compositions of Ome-
gaven and Intralipide are similar (Table
1). n6 PUFA/n3 PUFA ratio in Omegaven
and Intralipide are approximately 0.1 and
10, respectively. Therefore, it is likely
that the pulmonary vasodilator response
to Omegaven is related to n3 PUFA. The
decrease in pulmonary vascular resistance
was prolonged for at least 3 hrs after start-
ing Omegaven. This particular vascular re-
sponse is original because most of the va-
sodilator agents such as oxygen,
acetylcholine, sildenafil, bradykinin, or
shear stress induce a transient vascular re-
sponse in the fetal lung (13, 14, 24). Ome-
gaven did not alter heart rate, left atrial, or
systemic arterial blood pressure indicating
that n3 PUFAs do not impair systemic vas-
cular resistance and left ventricular func-
tion. Lack of change in the gradient be-
tween the pulmonary artery and the aortic
pressures indicates that n3 PUFAs do not
alter the basal tone of the ductus arteriosus.
Furthermore, n3 PUFAs do not alter blood
gases or lactate concentrations. Taken to-
gether, these data provide evidence that n3
PUFAs may induce a prolonged vasodilator
response in the fetal lung without a delete-
rious effect on systemic circulation or on
tissue oxygenation.

The mechanism of action of n3 PUFA
on fetal pulmonary circulation is yet un-
certain. Our results show that the pulmo-
nary vasodilator response to n3 PUFA is
not impaired by nitric oxide synthase in-
hibition. At the opposite, the pulmonary
vasodilator response to n3 PUFA is abol-
ished by TEA. At the dose used in this
study, TEA results in both calcium- and
voltage-dependent K channels blockade
(14). Potassium channels are involved in
the pulmonary vasodilatation at birth
(14, 25, 26). Therefore, our results indi-
cate that the pulmonary vasodilator re-
sponse to n3 PUFA is mediated by activa-
tion of K™ channels. We also found that
MS-PPOH, a selective inhibitor of cyto-
chrome P450 epoxygenase, abolishes n3
PUFA-induced pulmonary vasodilatation.
Collectively, the present study highlights
that n3 PUFA may reduce the basal vas-
cular tone through the production of
CYP450 epoxygenase metabolites and ac-
tivation of K™ channels. CYP450 epoxy-
genases are largely expressed in the lung
vessels (27-29). Emerging evidences in-
dicate that CYP450 epoxygenase metabo-
lites may alter the course of pulmonary

Crit Care Med 2011 Vol. 39, No. 6
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hypertension. The soluble epoxide hydro-
lase metabolizes epoxides to their less
active derivatives. Epoxide hydrolase in-
hibition was found to reduce pulmonary
vascular remodeling and the develop-
ment of pulmonary hypertension in rats
(30). n3 PUFA, in particular eicosapenta-
enoic acid and docosahexaenoic acid, are
metabolized into epoxide derivatives by
CYP450 epoxygenase (8). These metabo-
lites include the epoxyeicosatetraenoic
acids and the epoxydocosapentaenoates
(31, 32). Eicosapentaenoic acid epoxides
are potent activators of BK,, in vascular
smooth cells (32) and mediate concentra-
tion-dependent relaxing effects in human
pulmonary artery and human bronchi
(10, 31, 32). We speculate that n3 PUFA
could have been metabolized by CYP450
epoxygenase in the lung vessels to pro-
duce epoxyeicosatetraenoic acid metabo-
lites that in turn activate potassium
channels causing vasodilatation.

There are some limitations in our study.
Omegaven contains several n3 PUFA, in-
cluding linolenic acid, docosahexaenoic
acid, and eicosapentaenoic acid. It is un-
clear presently which of these n3 PUFA
components mediates the pulmonary vaso-
dilator response to Omegaven infusion. Ad-
ditionally, this study highlights the vasodi-
lator effects of n3 PUFA in the fetal lung.
Although basal pulmonary vascular tone is
elevated in the fetus, the conditions of oc-
currence of persistent pulmonary hyper-
tension of the newborn are different and
the use of n3 PUFA in its treatment needs
further investigation.

Perspective and Conclusion

Persistent pulmonary hypertension of
the newborn is a clinical syndrome char-
acterized by sustained elevation of pul-
monary vascular resistance, structural
changes in the pulmonary vascular bed,
and abnormal pulmonary vasoreactivity.
Specific management includes mechani-
cal ventilation, correction of acidosis, and
inhaled nitric oxide. Parenteral nutrition
is also usually required, including fat
emulsion supplementation. In the new-
born infant, the usual intravenous fat
emulsion contains mainly n6 PUFA. Our
data provide evidence for potential bene-
ficial effects of n3 PUFA on the pulmo-
nary circulation through production of
epoxides. We speculate that n3 PUFA sup-
plementation may contribute to improve
pulmonary blood flow and function in
persistent pulmonary hypertension of the
newborn, in particular in conditions with

Crit Care Med 2011 Vol. 39, No. 6

prolonged pulmonary hypertension such
as congenital diaphragmatic hernia or
pulmonary hypoplasia.
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Effects of environmental tobacco smoke on the
pulmonary circulation in the ovine fetus

Veronique Houfflin-Debarge, MD; Ethel Sabbah-Briffaut, MD; Estel Aubry, MD;
Philippe Deruelle, MD; Ceneric Alexandre, MD; Laurent Storme, MD

OBJECTIVE: Epidemiologic studies have highlighted an association be-
tween maternal smoking and persistent pulmonary hypertension of the
newborn infant. However, the impact of exposure to tobacco smoke on
the perinatal pulmonary circulation is currently unknown. The purpose
of this study was to assess the pulmonary vascular effects of environ-
mental tobacco smoke in the fetus.

STUDY DESIGN: We performed surgery on 16 fetal lambs and placed
catheters in the main pulmonary artery, aorta, and left atrium to mea-
sure pressures. An ultrasonic blood flow transducer was placed around
the left pulmonary artery to measure blood flow. The ewes were ex-
posed to tobacco smoke for 2 hours. In another set of experiments, the

pulmonary vascular response to increased fetal O, tension has been as-
sessed after 2 hours of tobacco smoke inhalation or not (control group).

RESULTS: Exposure to tobacco smoke decreased pulmonary blood
flow by 30% and elevated pulmonary vascular resistance by 40%. The
vasodilator response to increased O, tension was blunted after smoke
inhalation compared with control animals. Smoke inhalation was asso-
ciated with a decrease in fetal Pa0, and Sa0,.

CONCLUSION: Exposure to environmental tobacco smoke in pregnant
ewes impairs both basal tone and vascular reactivity of the fetal lung.

Key words: fetal lamb, pulmonary circulation, tobacco smoke

Cite this article as: Houfflin-Debarge V, Sabbah-Briffaut E, Aubry E, et al. Effects of environmental tobacco smoke on the pulmonary circulation in the ovine fetus.
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( : igarette smoking during pregnancy
is associated with multiple health

problems that include spontaneous
abortion, prematurity, growth restric-
tion, and sudden infant death syn-
drome."? It alters the development of the
respiratory system and increases the risk
of a wheeze and asthma in childhood.>*
Studies of lungs that were exposed in
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utero to cigarette smoke showed marked
structural and functional changes, such
as decreased alveolar attachments to the
airway wall and increased airways re-
sponsiveness.”® Moreover, growing evi-
dence has emerged that in utero smoke
exposure may also impair the perinatal
pulmonary circulation. Cigarette smok-
ing during pregnancy increases the risk
of persistent pulmonary hypertension of
the newborn infant (PPHN).””® PPHN
results from the failure of the pulmonary
circulation to dilate at birth and may
cause severe hypoxemia.’ Little is known
regarding the potential mechanisms to
explain the link between cigarette smok-
ing during pregnancy and PPHN.

In adults, pulmonary hypertension
may worsen the course of tobacco
smoke-induced chronic obstructive pul-
monary disease. Endothelial dysfunction
in intrapulmonary arteries was found
during exposure to tobacco smoke that
contributed, at least in part, to vasocon-
striction and smooth muscle cells prolif-
eration.'™"" Chronic hypoxia has also
been involved in the mechanism of pul-
monary vasoconstriction and vascular
remodeling in heavy smokers."? In vitro
studies suggest that in utero tobacco
smoke may alter pulmonary vasorelax-

450.e8 American Journal of Obstetrics & Gynecology MAY 2011

ation. Indeed, prenatal exposure to ciga-
rette smoke extract impairs endothe-
lium-dependent relaxation of isolated
pulmonary arteries of chicken embryo."?
However, the impact of maternal ciga-
rette smoking on the perinatal pulmo-
nary circulation currently is unknown.

Therefore, the aim of this study was to
assess the effects of in utero cigarette
smoke on the pulmonary vascular resis-
tance (PVR) in the fetus. We performed
serial studies on the acute hemodynamic
effects of passive cigarette smoke in late-
gestation fetal lambs.

MATERIALS AND METHODS

All animal procedures and protocols
were reviewed and approved by the
French “Ministere de I’Alimentation, de
Pagriculture et de la Péche.” Surgery was
performed on 16 mixed-breed pregnant
ewes at 130-132 days’ gestation (term =
145 days). Ewes were sedated with in-
tramuscular xylazine (Sedaxylan; 20
mg/mL, 40 mg), intravenous propofol
(Diprivan; 2%, 4 mL), and nalbuphine
(Nubain; 20 mg) before intubation and
mechanical ventilation. The ewes were
kept anesthetized by inhaled isoflurane
(Aerrane; 1-5%). The left forelimb of the
fetus was delivered through a uterine in-
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cision. A skin incision was made after
subcutaneous injection of lidocaine (Xy-
locaine; 1%, 4 mL) and nalbuphine
(Nubain; 5 mg). Polyvinyl catheters (20
gauge) were advanced into the fetal aorta
and vena cava through the axillary ves-
sels. A left thoracotomy exposed the
heart and great vessels. A catheter (20
gauge) was inserted into the main pul-
monary artery by direct puncture
through purse string suture, as previ-
ously described.'®'> An ultrasonic flow
transducer, size 6 (Transonic Systems;
Transonic Systems Inc, Ithaca, NY), was
placed around the left pulmonary artery
(LPA). Another catheter was placed in
the amniotic cavity. The flow transducer
and catheters were exteriorized through
a subcutaneous tunnel to an external
flank pouch. The ewes received amoxi-
cillin (Clamoxyl; 1 g) and nalbuphine
(20 mg) daily until day 3 after surgery.
Studies were performed after a recovery
time of 72 hours (ie, at 133-135 days’ ges-
tation. Previous lung morphometric
studies suggest that this gestational age
in the fetal lamb corresponds to full-
term for lung maturation in human
fetus.'®

Physiologic measurements

The blood flow transducer cable was
connected to an internally calibrated
flow meter (T201; Transonic Systems
Inc) for continuous measurements of
LPA blood flow. The zero blood flow was
defined as the measured blood flow value
immediately before the beginning of sys-
tole. The catheters were connected to a
pressure transducer (Philips HP Merlin;
Soma Technology Inc, Bloomfield, CT).
Pressures were referenced to the amni-
otic cavity pressure. PVR in the left lung
was calculated as the difference between
mean pulmonary artery pressure (PAP)
and left atrial pressures divided by mean
LPA blood flow. Based on our past stud-
ies in which left atrial pressure was found
to be consistently close to 2-cm H,0, a
value of 2-cm H,O was used as an esti-
mate of left atrial pressure.'*'® Blood
samples from the main pulmonary ar-
tery catheter were used for blood gas
analysis, carboxyhemoglobin, lactate,
and oxygen saturation (SaO,) measure-
ments (OSM3 Hemoximeter and ABL

800 FLEX; Radiometer, Copenhagen,
Denmark; i-Stat, Abbott Laboratories,
Chicago, IL).

Experimental design

The animals were assigned randomly ei-
ther in an experimental group (tobacco
smoke exposure) or in a control group.
Two different experimental protocols
were included in this study: (1) the ef-
fects of maternal exposure to environ-
mental cigarette smoke on the basal pul-
monary vascular tone (protocol 1) and
(2) the effects of maternal exposure to
environmental cigarette smoke on the
pulmonary vascular response to an in-
crease in O, tension (protocol 2). Exper-
imental protocols were performed suc-
cessively (protocol 1 then protocol 2). A
minimum recovery period of 48 hours
was required between each protocol. To
ensure that complete recovery was
achieved before another protocol began,
we checked that the measured parame-
ters, arterial blood gases, and carboxyhe-
moglobin levels had returned to the
baseline values. Mean PAP, aortic pres-
sure (AoP), amniotic pressure, LPA
blood flow, and heart rate were recorded
at 10-minute intervals. Blood gas analy-
sis, carboxyhemoglobin, and SaO, mea-
surements in both the ewe and fetus were
performed before and at the end of each
protocol.

Protocol 1: effects of maternal exposure
to environmental cigarette smoke on the
basal pulmonary vascular tone. After 30
minutes of baseline hemodynamic mea-
surements, a large helmet (self-made
light and transparent plastic, volume ap-
proximately 125 L) was placed around
the ewe’s head and held around the neck.
The helmet was ventilated by an air/O,
blender and flow meter (Sechrist Indus-
tries Inc, Anaheim, CA) that was set at a
rate of 18 L/min and fraction of inspired
oxygen (FiO,) of 21%. FiO, and carbon
monoxide (CO) concentration inside
the helmet was monitored continuously
(Puritan-Bennett 7820 oxygen monitor;
Puritan-Bennett Inc, Overland Park, KS;
TIF8500A carbon monoxide analyzer;
TIF Instruments, Owatonna, MN). After
30 minutes of quiet breathing in the hel-
met, tobacco smoke was delivered into it.
The tobacco smoke generator system

consisted of a device which lit and pre-
sented a cigarette (Gauloise disque bleu,
no filter: tar, 10.7mg/cigarette; nicotine,
0.59 mg/cigarette; CO, 16.5 mg/ciga-
rette) to a tube that was connected to a
precision air flow meter (0-100 mL/min;
Sechrist Industries Inc). The entire air
flow passed over the cigarette. Smoke
was delivered into a mixing chamber
where it was diluted with the fresh gas
that was driven by the air/O, blender and
flow meter (rate, 18 L/min). The blender
was then adjusted to maintain the FiO,
at 21% in the helmet. The rate of airflow
that generated the cigarette smoke was
adjusted to obtain a target CO concen-
tration inside the helmet of 40 parts per
million (ppm; 80 mL/min [range, 75— 85
mL/min]). This CO concentration and
the 2-hour exposure duration were cho-
sen to mimic actual environmental ciga-
rette smoke in which pregnant women
potentially can be exposed in various pri-
vate or public facilities.'®** Each ciga-
rette was puffed for 10 minutes before
replacement. Duration of the smoking
period was 120 minutes. The helmet was
then removed, and the smoke generator
was stopped. The ewe breathed room air
for an additional 30 minutes. Special
care was taken to ventilate the room for
the duration of the experiment (CO, <2
ppm).

Protocol 2: effects of maternal exposure
to environmental cigarette smoke on the
pulmonary vascular response to increased
O, tension. The purpose of this protocol
was to determine whether in utero ciga-
rette smoke would alter the pulmonary
vasodilator response to increase in fetal
PaO,. The ewes were exposed to 120
minutes of tobacco smoke, as described
earlier. Then, the smoke generator was
discontinued, and the air/O, blender
and flow meter was set at FiO, of 100%
(18 L/min) for 30 minutes. Hemody-
namic measurements (mean PAP, AoP,
pulmonary blood flow, PVR) were re-
corded at 10-minute intervals that
started 30 minutes before O, inhalation,
during O, inhalation, and for 30 minutes
after O, discontinuation. Control ani-
mals were subjected to a similar proto-
col, excluding tobacco smoke inhalation.
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TABLE 1
Blood gas parameters
Baseline Helmet Tobacco smoke Recovery
Variable Ewe Fetus Ewe Fetus Ewe Fetus Ewe Fetus
pH 746 =002 738+0.02 744+0.02 736002 745+0.02 7.34+0.02 7.46*0.02 7.36 = 0.02
Pa0,, mm Hg 92 +8 18 =1 94 +7 19+2 90 + 8 1232 92 +7 14 = 32
Sa0,, % 95+ 3 54 +5 97 =3 57 =6 91 + 6° 39 + 8° 93 +4 44 + 52
PaC0,, mm Hg 37+3 45+ 3 40 +3 47 + 3 38+4 47 + 6 37+5 49 + 4
Lactate, plasma 1.2+09 1.7 0.6 11 =05 1.1 +£0.6 1.3 +05 22+0.8 1.3+04 2+0.8
lactate
concentration, mg/L
Carboxyhemoglobin, 1.5+ 0.7 1.8 +0.8 1.3 =05 16 £ 0.5 62+15* 57=*x21* 55=*x2° 56 = 2°
%
Data are given as mean = SD (n = 8).
@ p < .05, compared with baseline.
Houfflin-Debarge. Tobacco smoke and pulmonary circulation. Am ] Obstet Gynecol 2011.
\ J

Statistical analysis

The results are presented as means =*
SEM. The data were analyzed with re-
peated-measures and factorial analysis
of variance. Intergroup differences were
analyzed with the Fisher’s, Scheffe’s, and
Bonferroni/Dunn’s least significant tests
(Stat View for PC; Abacus Concepts,
Berkeley, CA). The Mann-Whitney test
(independent values) and paired Wil-
coxon rank test (paired values) were also
performed on the quantitative data to
test for statistical differences between the
groups. A probability value of < .05 was
considered to be statistically significant.

RESULTS

Protocol 1

Effects of maternal exposure to environ-
mental cigarette smoke on the basal pul-
monary vascular tone. Eight ewes were
exposed to tobacco smoke at an average
of 4 days after the surgery. PaCO, and
pH did not change in both the ewe and
fetus during the study period (Table 1).
Compared with baseline, none of the pa-
rameters (pH, blood gases, SaO,, PAP,
AoP, LPA blood flow) changed during
the period of spontaneous air breathing
in the helmet in both ewe and fetus (Ta-
ble 1; Figure 1). Although the PaO, of the
ewe did not change, fetal PaO, decreased
during maternal exposure to tobacco
smoke (P < .05; Table 1). The SaO, of
both the ewes and fetuses were lower at
the end of the smoke exposure period

than during baseline (P < .05; Table 1).
Carboxyhemoglobin levels increased in
the ewes and fetuses during smoke expo-
sure (P < .05; Table 1). Exposure to cig-
arette smoke did not alter heart rate (be-
fore, 157 £ 5 beats/min; after, 162 £ 6
beats/min), AoP (before, 50 = 3 mm Hg;
after, 52 = 2 mm Hg), and PAP (before,
52 * 3 mm Hg; after, 54 = 3 mm Hg;
Figure 1). Exposure to cigarette smoke
decreased LPA blood flow by 30% (from
87 £ 7mL/min to 62 = 4 mL/min; P <
.05; Figure 1). PVR increased by 40%
(from 0.59 % 0.06 mm Hg/mL/min to
0.82 * 0.08 mm Hg/mL/min; P < .05;
Figure 1). Thirty minutes after cessation
of smoke exposure, the PVR was still
higher than baseline values (P < .05;
Figure 1).

Protocol 2

Effects of maternal exposure to environ-
mental cigarette smoke on the pulmonary
vascular response to increased O, tension.
Compared with the control group, the
fetuses that were exposed to 2 hours of
maternal smoking had lower PaO, and
SaO, and higher carboxyhemoglobin
levels (P < .05; Table 2). Inhaled O, for
30 minutes increased PaO, and SaO, lev-
els significantly in both groups (P < .05;
Table 2). In the control group, the in-
crease in fetal PaO, level elevated LPA
blood flow by 120% (from 84 = 12 to
180 = 19 mL/min; P < .05) and de-
creased PVR by 55% (P < .05; Figure 2).
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In the “cigarette smoke” group, LPA
blood flow increased by 40% (from 72 *
14 to 99 = 22 mL/min; P < .05), and
PVR decreased by 30% during the O,
challenge (P < .05; Figure 2). Despite
PaO, and SaO, levels being similar in
both groups after 30 minutes of O, inha-
lation, the percentage of change in LPA
blood flow and PVR were larger in the
control group than in the “cigarette
smoke” group during the O, challenge
(P < .05; Table 2; Figure 2).

COMMENT

Association between maternal smoking
and persistent pulmonary hypertension
of the newborn infant has been found in
epidemiologic studies. However, the im-
pact of in utero cigarette smoke on the
perinatal pulmonary circulation is un-
certain. We performed serial studies on
the acute hemodynamic effects of passive
cigarette smoke inhalation in late-gesta-
tion fetal lambs. We found that exposure
to environmental tobacco smoke for 2
hours markedly decreased pulmonary
blood flow and elevated PVR. Tobacco
smoke—induced elevation in pulmonary
vascular tone was sustained for at least 30
minutes after cessation of smoke expo-
sure. The effect of cigarette smoke expo-
sure on the fetal pulmonary circulation is
associated with a decrease in fetal PaO,
and SaO, levels. We also found that the
fetal pulmonary vasodilator response to
an increase in O, tension is blunted after
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FIGURE 1
Effects of maternal exposure to environmental cigarette
smoke on the basal pulmonary vascular tone (n = 8)
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A, Change in mean pulmonary artery pressure (PAP), left pulmonary artery (LPA) blood flow, and
pulmonary vascular resistance (PVR) at baseline, during spontaneous air breathing in helmet (Hel-
met), during exposure to tobacco smoke (Cigarette smoke), and after discontinuation of smoke
inhalation (Recovery). PAP did not change during the study period. LPA blood flow decreased, and
PVR increased during the study period. The asterisk denotes a probability value of << .05; analysis of
variance was used for repeated measures). B, Changes in PAP, LPA blood flow, and PVR are
expressed as percentage of change, compared with baseline. Whereas spontaneous air breathing in
helmet (Helmet) did not change the hemodynamic parameters, LPA blood flow was lower, and PVR
was higher during the smoke inhalation period (Cigarette smoke), and 30 minutes after discontinu-
ation of smoke inhalation (Recovery). The asterisk denotes a probability value of < .05.
Houfflin-Debarge. Tobacco smoke and pulmonary circulation. Am ] Obstet Gynecol 2011.

impairs both basal tone and vascular re-
activity of the fetal lung.

Although evidence exists that indi-
cates a link between in utero exposure to

exposure to cigarette smoke. Taken to-
gether, the results of this observational
study indicate that exposure to environ-
mental tobacco smoke in pregnant ewes

tobacco smoke and the occurrence of
PPHN at birth, this is the first in vivo
study to demonstrate a major impact of
prenatal exposure to environmental to-
bacco smoke on the perinatal pulmonary
circulation.”® Cotinine concentrations
in the cord blood, which is a biologic
marker for nicotine exposure, were
found to be higher in infants with PPHN
than in healthy control newborn in-
fants.” Prenatal cigarette smoke was
found to increase the risk of PPHN in the
premature infants at <30 weeks’ gesta-
tional age, which suggests a toxic effect
on the pulmonary vascular development
and maturation.®

Our study provides new information
on the potential impact of prenatal expo-
sure to environmental tobacco smoke on
the perinatal pulmonary circulation. The
pregnant ewes were exposed to cigarette
smoke that was delivered into a large hel-
met placed around the head. The con-
centration of cigarette smoke inside the
helmet was titrated with the continuous
measurement of CO concentration.
Similar methods of titration have been
used previously to explore the impact of
passive smoking on the systemic vascular
reactivity.”! A target CO concentration
of 40 ppm was chosen because similar
CO concentrations (10-60 ppm) were
found in various private or public facili-
ties (such as pubs, bars, internet cafes,
cars, or closed rooms in which people are
smoking).'”** Carboxyhemoglobin lev-
els that were measured in the ewes, after
the 2-hour exposure to cigarette smoke
are similar to those measured in preg-
nant women who smoke.*” Inhalation of
cigarette smoke in pregnant ewes in-
duced a marked drop in the fetal pulmo-
nary blood flow. This effect was not re-
lated to acute change in breathing
pattern or gas exchange in the ewe, be-
cause neither blood gas nor FiO, in the
ewes changed during the experimental
period. The decrease in pulmonary
blood flow was sustained for at least 30
minutes after discontinuation of smoke
exposure. These data indicate that pre-
natal smoke exposure causes a potent
pulmonary vasoconstriction in the fetus
that persists after cessation of smoke
inhalation.
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Fetal blood gas parameters
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Baseline 0, challenge Recovery
Variable Control Cigarette smoke  Control Cigarette smoke  Control Cigarette smoke
pH 7.37 £ 0.03 7.34 = 0.03 7.38 £ 0.02 7.33 = 0.03 7.38 = 0.02 7.34 +0.02
Pa0,, mm Hg 18 =2 11+ 3 24 =3 25+3 17 = 4 14 +3
Sa0,, % 56 =5 37 £ 92 71+8 65+ 8 53+ 6 46 = 7
PaC0,, mm Hg 44 + 4 47 + 6 42+ 3 46 + 4 41 +4 44 + 6
Lactate, plasma lactate 1.4 +07 2.1 +1 1.7 0.8 24 +1.2 1.3+05 22 +0.38
concentration, mg/L
Carboxyhemoglobin 1.4=08 6.1 = 1.5% 1.5+05 58 +1.82 1205 4.4 +142

Data are given as mean = SD. Cigarette smoke group, n = 4; Control group, n = 5.
a P < .05, cigarette smoke group compared with control group.

Houfflin-Debarge. Tobacco smoke and pulmonary circulation. Am ] Obstet Gynecol 2011.

Furthermore, smoke inhalation im-
pairs the physiologic vasodilator re-
sponse to increased O, tension in the
perinatal lung. In a normal fetal lamb,
inhaled O, increases the fetal PaO, level,
which in turn causes a potent pulmonary
vasodilation.?* After a brief (2-hour) ex-
posure to tobacco smoke, the pulmonary
vasodilator response to increased O, ten-
sion was lower than in a normal fetal
lamb, despite similar values of PaO, and
Sa0,. These data indicate that prenatal
exposure to cigarette smoke markedly al-
ters the normal pulmonary vascular re-
activity to O,.

PVR decreases dramatically during the
normal transition from the fetal-to-neo-
natal circulation at birth. Three main
factors contribute to the increase of pul-
monary blood flow during this transi-
tion: ventilation of the lung, increased
O, tension, and hemodynamic forces
(such as increased shear stress).>* PPHN
results from the failure of the pulmonary
circulation to dilate at birth. This syn-
drome is characterized by sustained ele-
vation of PVR, structural changes in the
pulmonary vascular bed, and abnormal
pulmonary vasoreactivity, which causes
extrapulmonary right-to-left shunting
across the ductus arteriosus and foramen
ovale and severe hypoxemia.”*> We
speculate that prenatal exposure to ciga-
rette smoke may increase the risk of
PPHN through an increase in pulmo-
nary vascular tone and impaired pulmo-
nary vascular reactivity to vasodilatory
stimuli.

The mechanisms by which prenatal
exposure to cigarette smoke alters the
pulmonary circulation of the fetus are,
for the moment, uncertain. In our study,
smoke inhalation caused a dramatic de-
crease in fetal PaO, and SaO, levels. This
observation is in accordance with previ-
ous studies that demonstrated a decrease
in fetal O, tension that lasted for 30 min-
utes in rhesus monkeys during exposure
to maternal smoking.>® As in our study,
fetal hypoxemia persisted at least 30
minutes after discontinuation of expo-
sure to smoke. Fetal hypoxemia is not
caused by maternal hypoxemia, because
maternal PaO, levels did not change
during smoke inhalation. Cigarette
smoke contains >1000 chemical com-
pounds that include nicotine, cadmium,
oxidative agents, acrolein, and phenolic
hydrocarbons.”” Many of these com-
pounds have the potential to alter utero-
placental perfusion or fetoplacental
exchange. However, it is likely that
smoke-associated CO inhalation con-
tributes, at least in part, to fetal hypox-
emia. Despite unchanged maternal PaO,
levels, the ewes’ SaO,, which was mea-
sured by cooxymetry, decreased during
cigarette smoke inhalation. A decrease in
Sa0, was associated with an elevation in
carboxyhemoglobin level. Furthermore,
CO augments the affinity of hemoglobin
for O, by decreasing its ability to release
0,2

Both the decrease in arterial O, con-
tent and the altered oxyhemoglobin sat-
uration curves have been involved in the
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decrease in fetal PaO, and SaO, levels
during CO inhalation*® In a previous
study in pregnant ewes, levels of CO in-
halation—induced carboxyhemoglobin
of approximately 6% have been associ-
ated with a decrease in fetal PaO, of ap-
proximately 7 mm Hg, which is in agree-
ment with our results.*® Inhaled CO has
no direct effect on the pulmonary circu-
lation in the fetus.”” Basal pulmonary
vascular tone in the perinatal lung is
largely dependent on O, tension. De-
crease in PaO, level lowers pulmonary
blood flow and elevates PVR.***° Fur-
thermore, chronic in utero hypoxia has
been associated with vascular remodel-
ing and altered vasoreactivity in the fetal
lung.’"*? Taken together, these data sup-
port the hypothesis that maternal smok-
ing-induced vasoconstriction in the fetal
lung may result, at least in part, from a
CO inhalation—-mediated drop in fetal
O, tension.

Alternatively, other mechanisms may
explain our results: (1) Tobacco smoke
was found to cause endothelial dysfunc-
tion that contributed to pulmonary va-
soconstriction and smooth muscle cells
proliferation.'”'" Cigarette smoke ex-
tracts alter endothelium-dependent re-
laxation of isolated pulmonary arteries
of chicken embryo and of vascular
smooth muscle cells of the neonatal por-
cine lung.'”? Endothelial dysfunction is
caused in part by impaired vascular endo-
thelial growth factor that signals through
oxidative/nitrosative stress.”* Endothelial
function plays a major role in the regula-
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FIGURE 2

Effects of maternal exposure to environmental cigarette smoke
on the pulmonary vascular response to increased 0, tension
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A, Change in mean pulmonary artery pressure (PAP), left pulmonary artery (LPA) blood flow, and
pulmonary vascular resistance (PVR) during O, challenge in control fetal lambs (open bar; control) and
in fetal lambs that were exposed first to in utero tobacco smoke for 2 hours (closed bar; cigarette
smoke). Smoke inhalation was discontinued just before O, challenge. PAP did not change during the
study period. LPA blood flow increased, and PVR decreased during the study period in both groups.
The asterisk denotes a probability value of < .05; analysis of variance was used for repeated
measures. B, Changes in PAP, LPA blood flow, and PVR are expressed as percentage of change,
compared with baseline. The percentages of changes in LPA and in PVR were higher in the control
group than in the cigarette smoke group. The asterisk denotes a probability value of < .05.
Houfflin-Debarge. Tobacco smoke and pulmonary circulation. Am J Obstet Gynecol 2011.

tion of the vascular tone and reactivity in
the perinatal lung.24’25’35 Thus, maternal
exposure to tobacco smoke may elevate
PVR and impair vasoreactivity in the fetal
lung through smoke compound-induced
endothelial dysfunction. Further experi-
ments, which would include the pulmo-

nary vascular responses to acetylcholine
or to sildenafil (respectively, endothe-
lium-dependent vasodilator or not),
would be required to test this hypothesis.
(2) In utero tobacco smoke exposure
may have induced a fetal stress that in
turn could have elevated pulmonary vas-

cular tone as previously reported.”®
However, lack of change in fetal heart
rate and AoP during smoke inhalation
does not support this hypothesis.

In conclusion, prenatal exposure to
cigarette smoke may cause a potent and
sustained pulmonary vasoconstriction
in the fetus and may impair the vasodi-
lator response to increase in O, tension.
These effects are associated with a
marked decrease in fetal oxygenation.
The concentration of cigarette smoke
that was used in this study mimics envi-
ronmental tobacco smoke to which
pregnant women potentially may be ex-
posed. The postnatal circulatory adapta-
tion is highly dependent on the decrease
in PVR and on the vasodilator response
to birth-related stimuli, such as O,. We
speculate that prenatal exposure to to-
bacco smoke may increase the risk of
PPHN through failure of the pulmonary
circulation to dilate at birth. [
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