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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
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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

472



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
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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.
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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.
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Figure 19 : Pourcentages de variation des Résistances vasculaires pulmonaires (RVP) et du d