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1. Liste des abréviations

Akt : protéine kinase B

ATP:adenosisne triphosphate

bcl2 : B-cell lymphoma 2

CHRU : Centre hospitalier régional universitaire
COz:dioxyde de carbone

ECMO : Extracorporeal membrane oxygenation
IDM:Infarctus du myocarde

Ikb Liver kinase B

IL :: Interleukine

IM: intramusculaire

IV: intraveineux

IVA: artere intreventriculaire anterieure

Kda: Kilodalton

NF-kB : nuclear factor-kappa B

NO: monoxyde d ‘azote

NSE: Enolase NeuroSpécifique

02::0xygene

P.H.R.C : Programme Hospitalier de Recherche Clinique
p38 P38 mitogen-activated protein kinases
PAPS: pression arterielle pulmonaire systolique

PH : potentiel d’hydrogéne


http://www.doctissimo.fr/html/sante/analyses/ana_marqueur05.htm

PRSW: Preload-recruitable stroke work
RLO: radicaux libres dérivés de 1’oxygene
ROTEM : rotational thromboelastometry
TNF : tumor necrosis factor

VA ECMO: ECMO veinoarterielle

VD: ventricule droite

VG: ventricule gauche

VV ECMO: ECMO Veinoveineuse



2. Préambule.

Le choc cardiogénique est une pathologie grave pouvant mettre rapidement le pronostic vital
du patient en jeu. (1-4) Malgré de nombreux progres réalisés dans sa prise en charge, la

mortalité liée a cette affection reste tres €élevée, passant de 50,3% en 1997 a 44,2% en 2012.

(2-4) (1,2)

Le choc cardiogénique est une pathologie qui est fréquemment rencontrée en réanimation
avec une prévalence en augmentation (4,1% entre 1997-2000 a 7,7% entre 2009-2012)
(2-4).11 survient chez 5 a 8 % des patients présentant un infarctus du myocarde (IDM) avec
surélévation du segment ST et chez 2.5% des IDM sans surélévation du segment ST (non

stemi). Cela représente environ 40 000 a 50 000 nouveaux cas par an aux Etats-Unis (5,6).

Le traitement du choc cardiogénique reste un probléme majeur et de nouvelles pistes

thérapeutiques doivent étre explorées afin d’améliorer la survie de ces malades.

Une thérapeutique et avancée importante de ces derniéres années en réanimation est ’ECMO
(Extracorporeal Membrane Oxygénation). L’ECMO est une technique dérivée de la
circulation extracorporelle qui permet de restaurer un débit circulatoire et ainsi une perfusion
des différents organes. Cette technique est utilisée de plus en plus fréquemment dans le
traitement du choc cardiogénique depuis quelques années (7-9). Dans le service de
réanimation médicale du CHRU de Nancy, cette thérapeutique a pris une place importante
dans le traitement du choc cardiogénique avec plus de 100 patients traités annuellement par
une ECMO. Mais force est de constater, que malgré la restauration d’un flux circulatoire

adéquat, nous restons confrontés a une mortalité ¢levée chez ces malades.(10)



Cette problématique nous a fait réfléchir a la prise en charge de ces patients .Nous avons émis
I’hypothése que la restauration seule d’un débit circulatoire n’est probablement pas suffisante
pour traiter ces patients et qu’il faudrait envisager une prise en charge plus globale afin de
mieux contréler les perturbations induites par le choc cardiogénique et les troubles

physiologiques inhérents a la mise en place d’une ECMO chez ces malades.

L’ECMO restaure un débit macrocirculatoire, mais le débit microcirculatoire des différents
organes est influencé par d’autres perturbations physiologiques liées a la survenue du choc
cardiogénique. Il est admis que le choc cardiogénique entraine de nombreuses perturbations

microcirculatoires et inflammatoires, que nous expliquerons plus en détail dans ce manuscrit

(10-13).

Lors de la restauration de la perfusion des différents organes avec I’ECMO, des phénomenes
d’ischémie reperfusion se développent et celles-ci sont responsables de nouvelles
répercussions délétéres (14). Il est donc nécessaire d’envisager de nouvelles stratégies
permettant de moduler ces phénomenes afin d’améliorer les résultats de la prise en charge du
choc cardiogénique sous ECMO. Nous avons envisagé plusieurs possibilités d’amélioration et

notamment celle de I’hypothermie thérapeutique.

L’hypothermie est une technique consistant a refroidir un patient a une température corporelle
basse et durant un temps déterminé et prolongé. L'hypothermie est, en regle générale,
modérée et est comprise entre 32 °C et 34 °C.(15) Elle a d’abord été essentiellement utilisée
en réanimation dans les suites d'un arrét cardiocirculatoire. L’objectif principal de
I’hypothermie est de limiter dans ce cas les dommages cérébraux liés a I’arrét cardio-
respiratoire en plagant le patient en hypothermie contrélée (15-17). L’hypothermie dans cette

indication a pu démontrer son effet protecteur sur le systéme cérébral et a ainsi permis



d’améliorer le pronostic neurologique des patientes victimes d’un arrét cardiaque récupéré.

(16)(18-22)

Ces résultats ont amené a inclure I’hypothermie dans les recommandations internationales de
prise en charge de I’arrét cardiaque chez I’adulte. Dans cette indication, I’hypothermie est

maintenue pendant 12 a 24 heures. (17)(23,24)

Dans ce travail, nous rappelons les fondements théoriques concernant le choc cardiogénique,
I’ECMO et I’hypothermie. Nous rapporterons ensuite notre travail expérimental qui a été par
la suite le socle du développement d’un P.H.R.C. clinique sur I’'intérét de I’hypothermie dans
le traitement du choc cardiogénique sous ECMO. Nous discutons également nos résultats en
les comparant aux données de la littérature. Nous tenterons également d’apporter une
explication physiologique sur les bénéfices thérapeutiques apportés par I’hypothermie dans le
traitement du choc cardiogénique sous ECMO. A la fin de ce manuscrit nous présenterons nos

projets expérimentaux.



3. Premiere partie : concepts généraux



3.1. Définition du choc cardiogénique.

Le choc cardiogénique peut étre défini comme étant une défaillance aigué et sévere de la
pompe cardiaque entrainant une diminution de perfusion des différents organes. Cette pompe
contractile génére le débit cardiaque et le débit coronaire, indispensable a la pérennité
myocardique. (25)Si la diminution de perfusion se prolonge, il en résultera une ischémie
myocardique et une altération fonctionnelle des autres organes (foie, rein etc.). Cet état peut
amener a une défaillance multorganique suite a 1’altération profonde de la perfusion tissulaire
et a ’anoxie tissulaire.(26) La défaillance de la pompe cardiaque peut concerner la fonction

systolique et/ou diastolique.(18)

Dans sa définition hémodynamique, le choc cardiogénique associe une hypotension artérielle
(pression artérielle systolique < 90 mmHg), un index cardiaque abaissé (< 2,2 litres/minute/
m2) et une pression artérielle pulmonaire occlusion > 18 mm Hg. (3,18). Dans le
développement de notre modele, nous appliquons cette définition pour valider la mise en état

de choc de nos animaux.(2,11,19-21)

Le plus souvent ce choc résulte d’une défaillance ventriculaire gauche, mais des défaillances
ventriculaires droites peuvent occasionner ¢galement un choc cardiogénique. D’un point de
vue étiologique plus de 70% des chocs cardiogéniques sont liés a un IDM, ST+, associé ou
non aux complications mécaniques (rupture du septum, de la paroi ventriculaire ou du pilier
mitral).(5,19,21)(27) Dans certains cas le choc cardiogénique survient de maniere aigué et
soudaine apparaissant ainsi « comme un coup de tonnerre dans un ciel serein » ou parfois il

survient dans le cadre d’une décompensation d’une cardiopathie sous-jacente.(2,19) (28)Lors



de la réalisation d’autopsie chez les patients décédés d’un choc cardiogénique, il a pu étre
démontré qu’une perte de plus de 40 % du myocarde du ventriculaire gauche avait pour
conséquence le développement d’un choc cardiogénique. Cette notion repose sur les résultats
d'un travail anatomo-pathologique publi¢ par Alonso et coll. dans les années 70.(22) Les
auteurs ont comparé les 1ésions myocardiques observées chez 22 patients décédés d'un choc
cardiogénique dans les suites d'un infarctus a celles de 10 patients également décédés dans les
suites d'un infarctus mais n'ayant pas développé d'état de choc cardiogénique. Chez les
patients ayant développé un choc cardiogénique, la proportion de ventricule gauche infarci
atteignait 51 % contre 23 % seulement chez les patients n'ayant pas développé de choc
cardiogénique.(22)(29) Il est a noter qu’en cas d’altération préalable de la fonction
ventriculaire, une atteinte plus localisée du ventricule pourra étre également coupable du

développement d’un choc cardiogénique.

D’autres étiologies que I’atteinte ischémique peuvent étre la cause d’un choc cardiogénique
comme les atteintes valvulaires (rétrécissement aortique, insuffisance valvulaire aigué€ causée
par une endocardite), les troubles du rythme ou de la conduction, une embolie pulmonaire,
une tamponnade, une cardiomyopathie dilatée, une dissection aortique, une myocardite, une
hyperthyroidie, un shunt droit-gauche, une cause toxique (les antidépresseurs tricycliques, les

béta-bloquants, les digitaliques, la nivaquine, les carbamates etc.),... (2,23,24)(2,11)

3.2. Physiopathologie

Le plus souvent le choc cardiogénique est caractérisé par une défaillance ventriculaire gauche,

mais il n’est pas le seul élément retrouvé dans le développement d’un choc cardiogénique.
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Une participation d’autres composants du systéme circulatoire dans le développement du choc

est possible. Une défaillance ventriculaire droite peut étre a l'origine du développement du

choc ou une répercussion de la défaillance cardiaque gauche.(23,25,26)

3.2.1. Dysfonction ventriculaire gauche

Le modéle de choc cardiogénique qui a été utilis€ pour nos recherches se base sur la
dysfonction ventriculaire gauche. D’un point de vue clinique, la défaillance ventriculaire
gauche s’accompagne de signes congestifs en amont (cedéme pulmonaire cardiogénique) et de
signes de bas débit en aval (signes de choc et de défaillance d'organes). D'un point de vue
physiopathologique, la dysfonction ventriculaire gauche peut étre a dominante systolique,

diastolique ou systolodiastolique.

L’atteinte ischémique du ventricule gauche entraine une altération de sa fonction contractile
due a une perte du contingent cardiomyocitaire suite a une ischémie occasionnée par un
défaut de perfusion coronaire (2,25,27,30). Cette altération fonctionnelle peut étre, en
fonction des situations, irréversible ou transitoire. L’impact de cette atteinte sur la fonction
ventriculaire est variable parce qu’il existe une hétérogénéité¢ des situations d’ischémie
myocardique et donc une hétérogénéité de 1’atteinte fonctionnelle. Ces dommages ont pour
conséquence une diminution du volume d’¢jection ventriculaire gauche, responsable ainsi
d’une diminution du débit cardiaque. Cette situation est a 1'origine de 1’enclenchement d’une

boucle physiopathologique négative.(2,4,23,26)
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Figure 1 :Physiopathologie classique de la boucle d’auto-aggravation du choc cardiogénique

d’apres Hollenberg (23)

Il est important de rappeler que la perfusion du muscle myocardique par le systéme coronaire
dépend du gradient de pression entre la circulation coronaire et le ventricule gauche mais
¢galement de la durée de la phase diastolique. Dans un choc cardiogénique, le patient présente
un état d'hypotension artérielle et d’une tachycardie responsable d’une diminution de la durée
de la phase diastolique.(2,27,28) Ceci engendra un état d’hypoperfusion coronaire aggravant

ainsi I’ischémie myocardique (4).

Il existe également une augmentation de la pression diastolique du ventricule gauche au cours
du choc cardiogénique, ce qui aggrave la réduction de la perfusion coronaire. De plus, cette
hypoperfusion myocardique peut étre aggravée dans certains cas par des lésions préexistantes

d’athérosclérose coronarienne diminuant ainsi le débit coronarien.(2,18,23)
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Une congestion pulmonaire et une hypoxie dues a I’augmentation de la pression au niveau de
I’oreillette gauche occasionnées par la rétention hydrique et par I’altération de la fonction
diastolique du ventricule gauche peuvent étre observées. Cette hypoxie participe également a
I’aggravation de 1’état ischémique. En réponse a la dysfonction myocardique et dans le but de
maintenir au mieux la perfusion des organes périphériques, une réaction neurohormonale peut
étre observée.(2,3,18,23) Cette hypoperfusion provoque une libération de catécholamines et
une augmentation de la concentration de vasopressine et d’angiotensine-2, responsables d’une
vasoconstriction et d’une rétention hydrique afin d’augmenter la perfusion coronaire et
périphérique. Le prix a payer de ces modifications est une augmentation de la post-charge
participant ainsi a D’altération de la fonction myocardique.(2,23) Néanmoins, (30)cette
explication physiopathologique « classique » ne prend pas en compte un certain nombre de
phénomeénes survenant au cours du choc cardiogénique et de nouvelles approches
physiopathologiques dans la compréhension du choc cardiogénique ont été évoquées depuis

quelques années.(11)

Plusieurs travaux expérimentaux réalisés dans les années 1970 ont mis en évidence l'existence
de facteurs dépresseurs myocardiques circulants au cours de la réalisation d'état de choc
cardiogénique expérimental chez le chien. Lim et al. publient en 2003 une étude portant sur
62 patients admis en réanimation pour un état de choc cardiogénique.(29) Dans cette étude, 65
% (soit 40 patients) des patients étaient décédés. Dans le groupe des patients décédés, 45 %
(soit 18 patients) avaient normalis¢ leur index cardiaque avant le déces (IC > 2,2 1 min m?).
(29) Ces patients constituaient ainsi une premiere preuve que le déceés au cours d'un état de

choc cardiogénique n'était pas lié uniquement a la boucle d'auto-aggravation précédemment
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décrite et a 1'épuisement des réserves myocardiques mais que d’autres facteurs devaient

intervenir dans la physiopathologie du choc cardiogénique.

L'é¢tude SHOCK a montré la présence d'un syndrome inflammatoire de réponse systémique
(SIRS=Systemic inflammatory response syndrome) chez les patients en choc cardiogénique
en ’absence de contexte infectieux.(20) (31,32)Ces patients développent de la fievre, une
hyperleucocytose et une augmentation de la protéine C réactive. Chez certains patients, une
chute des résistances vasculaires systémiques a également pu étre observée, de la méme
manicre que dans le choc septique, reflétant une hypovolémie relative occasionnée par une

vasoplégie.

D'autres études ont par la suite rapporté 1'existence d'un état inflammatoire aigu au cours du
choc cardiogénique ou dans les suites d'un infarctus du myocarde .Une analyse ancillaire de
I'¢tude COMMA (COMplement Inhibition in Myocardial infarction treated with Angioplasty)
a par exemple montré une élévation notable de la protéine C-reactive, de l'interleukine 6
(IL-6) et du le tumor necrosis factor- o (TNF-a) dans les suites d'un syndrome coronarien aigu
avec ¢lévation du segment ST.(30)(33) De méme, 1'¢lévation des taux plasmatiques de
molécules d'adhésion a 1'endothélium, telle que I’E-sélectine, a été rapportée chez les patients
en choc cardiogénique (11,31). L*E-sélectine joue un rdle dans l'inflammation en créant des
interactions faibles et transitoires entre les cellules endothéliales et les leucocytes. Ces
constatations ont permis de remettre les concepts physiopathologiques classiques du choc
cardiogénique en question. De nouveaux schémas ont été proposés dans lesquels les
médiateurs de l'inflammation, le monoxyde d'azote (NO) ou le stress oxydatif jouent un role

majeur .
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3.2.2. Nouvelle approche physiopathologique

Le NO et les médiateurs de I'inflammation semblent jouer un réle majeur dans l'installation, la
pérennisation et l'aggravation des défaillances d'organes au cours de I'é¢tat de choc
cardiogénique.(32-35) Ces médiateurs, cardiotoxiques dans certaines circonstances
pathologiques, pourraient étre les fameux facteurs dépresseurs myocardiques identifiés par
Glenn et coll. des 1971.(36)Ainsi, un relargage massif de cytokines a ét¢ mis en €vidence en
situation d'ischémie reperfusion coronaire, aprés une angioplastie transluminale. Certains de
ces médiateurs de l'inflammation, tels que l'interleukine 1 (II-1) ou le TNF peuvent étre
responsables d’une altération la fonction myocardique (12,35). Le NO a, quant a lui, une
dualit¢ d'effet vis-a-vis du myocarde.(33) Le NO est produit par 1’enzyme Nitric Oxide
Synthase (NOS) dont il existe trois isoformes : deux sont constitutives (cNOS), la NOS
endothéliale (eNOS) et la NOS neuronale (nNOS) et une est inductible (iNOS). L’enzyme
Nitric Oxide Synthase constitutif produit de faibles quantités de NO. Ces enzymes utilisent
I’acide aminé L-arginine, 1’oxygene et le NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate) comme substrats pour synthétiser le NO. Son activité est régulée par la
concentration en Ca?* intracellulaire. Lorsqu’il est synthétisé¢ en faible quantité sous 1'action
de la NO synthase endothéliale (eNOS), le NO est une molécule cardio protectrice. (32-35,37)
La iNOS est présente dans divers types cellulaires dont les macrophages et les granulocytes et
serait indépendante du calcium cytoplasmique. L’exposition in vitro et in vivo de cellules
musculaires lisses a certains médiateurs inflammatoires dont I’IL-1 et le TNFa provoque une
induction de la iNOS. Une fois induite, la iNOS demeure active pour 4 a 24 heures,

produisant pres de 100 fois plus de NO que les NOS constitutives. La stimulation de la iNOS
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provoquant une production massive de NO est responsable de la formation en exces de
dérivés toxiques tels que les peroxynitrites qui ont de nombreux effets déléteres. (32-35,37)

Le NO en forte concentration et les peroxynitrites sont responsables d'effets dépresseurs
myocardiques propres, d'une diminution de la réponse aux catécholamines, d'une
vasodilatation systémique, d'une inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale, d'une
anomalie du métabolisme glucidique et d'effets pro-inflammatoires. Une amélioration
significative du pronostic vital a été observée chez les souris knock-out (absence d'expression
du géne) pour le géne de la iNOS ou en cas d'administration d'agents bloquants la NOS [43,
44]. Plus récemment, Cotter et al. ont mis en évidence chez 1'homme une amélioration du

pronostic grace au blocage non spécifique de la NOS. (38)

Le mécanisme de cette inflammation est déclenché par la libération de molécules a partir de la
zone myocardique infarcie et de zones myocardiques hypo-perfusées. Ces molécules libérées
sont ensuite reconnues par les cellules du systéme immunitaire qui activent par la suite une
cascade intracellulaire .Cela entraine une activation des génes codants pour des cytokines
telles que les interleukines et le TNF—a. Ces médiateurs de I’inflammation sont ensuite libérés
dans le systéme circulatoire et sont d’abord responsables d’une inflammation locale et s'ils
atteignent une concentration suffisante, ils occasionnent une inflammation systémique.
(11,39-42) La fonction myocardique s’altérant, le muscle réduit ainsi sa consommation en
oxygene. Par conséquent, les cellules a risque peuvent survivre dans une zone viable, mais

sans contraction créant un état d’hibernation myocardique.
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Figure 2 : Concept actuel de la physiopathologie du choc cardiogénique d’apres R.Reynolds

(43)

3.2.3. Dysfonction ventriculaire droite

L’état de choc cardiogénique comporte également souvent une dysfonction ventriculaire
droite (VD) qui est fréquemment mal évaluée et mal comprise. Cette altération de la fonction
ventriculaire droite peut étre soit indirectement liée a la dysfonction du ventricule gauche, soit
directement a une atteinte propre du VD.(36,37) Cette dysfonction s’explique soit par une
¢lévation de la pression artérielle pulmonaire (embolie pulmonaire, hypertension artérielle
pulmonaire, hyperinflation alvéolaire associée a la ventilation mécanique) soit par une atteinte
ischémique myocardique du VD. (8,44-47)Le VD a la particularité¢ de disposer de peu de
réserves systoliques et il présente ainsi une sensibilité élevée a l'ischémie.(44) Dans la

majorité des situations rencontrées en pratique clinique, la dysfonction systolique
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ventriculaire droite est liée a I’association d’une élévation de la pression artérielle pulmonaire
et d’une ischémie ventriculaire droite. L’insuffisance ventriculaire droite, si elle n'est pas
traitée, s'installe rapidement dans une boucle d'auto-aggravation.(37) La perfusion coronaire
droite est systolodiastolique et dépend donc des pressions artérielles systémiques, des
pressions ventriculaires droites et de la pression artérielle pulmonaire systolique (PAPS).
(46-49) Ainsi, une ¢lévation importante de la PAPS s’accompagne d'une contrainte a I'éjection
ventriculaire droite et d'une baisse de la perfusion systolique coronaire droite. Ces deux
¢léments participent a l'altération des propriétés inotropes. Dans un premier temps, le VD
ischémique se dilate, retardant ainsi la baisse du débit circulatoire. Mais cette dilatation du
VD peut s’accompagner d'une insuffisance tricuspide, aggravant la « surpression » auriculaire
droite et baissant encore plus le retour veineux. Cette élévation majeure de la pression dans
l'oreillette droite est responsable d'une baisse encore plus importante de la perfusion
diastolique coronaire droite et donc d'une aggravation du tableau.(37) Elle entraine une baisse
du débit circulatoire a travers 1’artére pulmonaire et ainsi une baisse de la pré charge du VG.

(44,46-49)

3.2.4. Lésion d'ischémie reperfusion

L’ischémie myocardique se définit comme un déséquilibre entre les besoins en Oz et en
nutriments du tissu myocardique et leurs apports par la circulation coronaire. (38)En
condition physiologique, lorsque le flux sanguin coronaire assure un apport adéquat en O et
en nutriments aux tissus cardiaques, la synthése d’ATP requise pour I’activité contractile du
myocarde est essentiellement dépendante du métabolisme oxydatif. (14,50,51) Une
interruption de 1’apport d’oxygéne (situation ischémique due a une hypoperfusion coronaire)
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aux myocytes, suite & une occlusion coronaire, a pour conséquence si elle dure plus d’une
minute, un arrét de la chaine respiratoire mitochondriale. (14)Cela entraine le passage d’un
mode de fonctionnement aérobie a un mode anaérobie. La glycolyse en mode anaérobie
permet la production d’ATP et fonctionne environ 40 minutes, mais n’est suffisante que pour
maintenir temporairement le fonctionnement des pompes ioniques sans que cela permette une
contraction myocardique. (14)Lorsque cet état dure plus longtemps, le fonctionnement des
pompes est a son tour altéré, ce qui entraine une entrée massive de Na* dans le compartiment
intracellulaire .(52-54) L’entrée de Nat est due a la baisse d’activité des pompes Na* /K+ -
ATPases et de I’échangeur Na* /H* dont le rdle est d’extraire les ions acides. La baisse
d’activité de ces pompes rend le milieu plus acide et provoque une surcharge sodique
responsable d’un cedéme cellulaire massif. De plus, les canaux de la paroi mitochondriale
appelés mitochondrial pemeability transition pore (MPTP) qui sont habituellement fermés
s’ouvrent (39,40). La perte de I’'imperméabilit¢ de la mitochondrie entraine la mort de la
mitochondrie qui devient cedémateuse. Son potentiel de membrane chute, ses cristae se
rompent, et ses composants comme le cytochrome C et les radicaux libres sont déversés dans
la cellule. Ces composants vont activer les caspases (enzymes digérant les composants

cellulaires). Le cycle de Krebs s’arréte et la cellule meurt.(53,55-57)
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Figure 3 : Physiopathologie du syndrome d’ischémie reperfusion d apres Murphy (58-60)

Bien que la perfusion d’un myocarde ischémique soit indispensable pour éviter des lésions
ischémiques irréversibles, il est admis que cette reperfusion en elle-méme puisse occasionner
des lésions supplémentaires. De nombreuses études cliniques ont mis en évidence que la
reperfusion s’accompagne d’effets déléteres propres et d’une accélération du processus de
mort cellulaire initié¢ par I’ischémie, aboutissant au concept de « syndrome de reperfusion ».
(54,59,61) (41-45)Au moment de la reperfusion de 1’artére coronaire, le débit sanguin local
est augmenté d’un facteur 7 par rapport a 1’état de base et est donc responsable d’une ré-
oxygénation brutale et rapide provoquant une production massive de radicaux libres dérivés
de Dloxygeéne (RLO). (62-66)Les RLO sont impliqués de maniére importante dans
I’aggravation de la surcharge calcique initiée en période ischémique et sont responsables d’un
stress oxydatif sévere impliqué dans de nombreuses altérations cellulaires. (63,67)

Hearse introduit ainsi, en 1978, le concept du «paradoxe de 1' oxygene » en montrant la
dualité inévitable entre la nécessité d’apports en Oz pour la survie cellulaire et la production
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délétere de RLO liée a cet apport dont vont résulter les 1ésions cellulaires de stress oxydant.
(46,47) (68,69)La production massive de RLO, associée a la surcharge calcique cytosolique
au cours de la reperfusion, a ét¢ démontrée également comme responsable d’altérations de la
fonction mitochondriale (56).

En dépit de beaucoup de recherches sur des thérapies pouvant atténuer ces Iésions de
reperfusion , il n’existe pas encore en pratique clinique de molécules nous permettant de lutter
contre ce phénomene (49). L’hypothermie pourrait étre une thérapeutique modulatrice de ce

phénomeéne.(70)

3.3. ECMO (extracorporal membrane oxygénation)

3.3.1. Historique

L’ECMO est une thérapeutique dérivée de la circulation extracorporelle utilisée en chirurgie
cardiaque. Le premier a considérer 1’utilisation d’un circuit extracorporel pour permettre un
soutien de la fonction cardiaque et pulmonaire fut un médecin utopiste anglais, Benjamin
Ward Richardson, en 1856. (71,72) A cette époque, il était impossible d’empécher la
coagulation du sang, ce qui I’a contraint a abandonner son idée. Un prérequis essentiel au
développement de cette technique a été la découverte de 1’héparine en 1916 par Jay Mc Lean.

(73-75)

John Heysham Gibbon J.r., chirurgien américain, commence ses recherches en 1931 dans le
but de développer une machine de circulation extracorporelle. En mai 1953, il utilise cette

machine pour la premiére fois chez I’homme, réalisant ainsi la premicre intervention a cceur
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ouvert.(76-78) (50)La machine de Gibbon a eu un succes limité et était presque abandonnée,
car un certain nombre de chirurgiens étaient convaincus que la circulation croisée qui consiste
a connecter le patient a un volontaire sain, avait plus d’avenir que la machine mécanique.
(76,77,79)En 1955, John Webster Kirklin ,un chirurgien américain, a la Mayo Clinique aux
Etats Unis améliore le systéme développé par Gibbon.(80-82)(50) (50)Les modifications
apportées par Kirklin ont permis la création d’une machine suffisamment performante et
fiable, stimulant ainsi la communauté chirurgicale pour son utilisation en pratique clinique.
Par la suite, en 1965, Rashkind a été le premier a utiliser un oxygénateur a bulles comme
support respiratoire en néonatologie.(78,82) Cet oxygénateur est composé de microbulles
gazeuses en contact direct avec le sang et se comportant ainsi comme une véritable alvéole
pulmonaire. Leur utilisation ne pouvant étre que de courte durée et il a fallu développer
d’autres systémes pour pouvoir oxygéner sur de plus longues durées. En 1969, Dorson
développe un nouveau concept d’oxygénateur et rapporte la premicre utilisation d'un
oxygénateur & membranes en pédiatrie.(78,79,82) Il développe un systéme avec une fine
membrane semi-perméable microporeuse (pores de 0.3-0.8 microns, épaisseur 80-150
microns) de grande surface (1.8-2.5 m’) qui sépare le sang des gaz, cette membrane est
perméable au gaz mais imperméable aux éléments constituants le sang et permet ainsi
I’oxygénation du sang. Grace a tous ces développements, en 1970 Baffes rapporte la premicre
utilisation de I’ECMO comme support pour 1’oxygénation d’un enfant atteint d’une

cardiopathie congénitale bénéficiant d’une chirurgie cardiaque. (83)

En 1975, Bartlett rapporte la premiére utilisation fructueuse de ’ECMO dans le traitement
d’une insuffisance respiratoire chez un nouveau-né atteint d’une détresse respiratoire sévere.

(83,84) Par la suite de nombreux progres ont été réalisés dans le domaine : des canules, des
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circuits et des machines permettant progressivement de rapporter des premiers résultats
encouragent de ’ECMO.(84) Le développement s’est ensuite poursuivi améliorant la
fonctionnalité¢ et la sécurit¢ de ’ECMO, permettant ainsi une utilisation plus simple en

pratique clinique.

3.3.2. Principe de ’TECMO

ECMO System
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Figured4 : schéma d’un systeme d’ECMO

L ECMO est une technique qui permet a la fois de suppléer la fonction cardiaque et ou la
fonction pulmonaire. Le sang veineux, désoxygéné, est aspiré au moyen d'une pompe
mécanique centrifuge via une canule dite « veineuse » qui est insérée dans le systéme veineux
du patient. Par la suite, le sang veineux traverse un oxygénateur constitué¢ d'une membrane
semi-perméable (oxygénateur a membrane) permettant des échanges d'oxygeéne et de dioxyde
de carbone (CO: ) entre le compartiment gazeux et le compartiment sanguin. Au travers de ce
compartiment d'hématose, le sang sera « artérialisé », c'est-a-dire qu’il s’enrichit en oxygene

et se décarboxyle.(84)
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La différence entre les ECMO d'assistance respiratoire et celles qui sont utilisées pour une
assistance circulatoire et respiratoire dépend du site de réinjection du sang oxygéné. Si le sang
est réinjecté dans le systeme veineux, on parle d'assistance respiratoire exclusive (ECMO
veino-veineuse [VV-ECMOY]). A l'inverse, si le sang est réinjecté dans le systéme artériel
(ECMO veino-artérielle [VA-ECMOY]), le débit de réinjection concourt a restaurer un débit

circulatoire.(84)
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Figure 5 : schéma illustratif d’'une ECMO veino artérielle versus une ECMO veinoveineuse

Tous les circuits sont également équipés d'un échangeur thermique afin de pouvoir assurer
une stabilité thermique du patient. On distingue également deux types d'ECMO, celles qui
sont dites « périphériques » et les autres dites « centrales ». Cette distinction dépend du site de
position des canules. Pour les ECMO « périphériques », les deux canules sont situées dans un
vaisseau périphérique, qu'il s'agisse de deux veines (fémorale et jugulaire par exemple) ou
d'une veine et d'une artére (veine et artere fémorales le plus souvent). Elle permet une plus

grande facilité d’acces et une mise en place rapide. Elle peut-étre réalisée au lit du malade ce
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qui permet ainsi d’assurer un retour rapide a une perfusion satisfaisante chez les patients en

choc cardiogénique sévére ou en arrét cardiaque.(84)

Pour les ECMO dites « centrales », la canule veineuse est positionnée directement dans la

veine cave supérieure, tandis que la canule artérielle est positionnée dans 1'aorte.(84)

L’ECMO est une assistance de courte durée qui peut durer de quelques jours a quelques
semaines. Elle est utilisée en attente de récupération, en attente de décision et ou en attente

d’une transplantation ou d’une assistance cardiaque de longue durée.(76)

25



3.3.3. Complications de ’ECMO

Du fait de la complexité de la technique, il existe de nombreuses complications pouvant étre
liées a la pose d’'une ECMO. Il est important de prendre en considération ces complications
car elles peuvent €tre responsables d’une morbimortalité importante chez ces malades.(84)
Toutes modifications de la prise en charge « classique » doivent prendre en compte les

répercussions sur les complications attendues de ’ECMO.

Les complications fréquemment rencontrées en pratique clinique sont :

3.3.3.1. Complication hémorragique

Une des complications les plus fréquemment rencontrées est I’hémorragie qui peut se
rencontrer dans 30 a 60 % des cas.(84) (51) L’ECMO nécessite une anticoagulation
systétmique a base d’héparine. Il est nécessaire de maintenir une balance entre une
anticoagulation excessive qui sera responsable de problémes hémorragiques et un sous-dosage
résultant en une formation de caillots dans le circuit et I'oxygénateur. Les saignements
peuvent survenir au site d’implantation des canules, diis a une plaie de 1’artere fémorale ou a
un malpositionnement de la canule qui s’est déplacée. Des problémes hémorragiques peuvent
¢galement survenir au niveau de différents organes, soit a la suite d’une manceuvre
traumatisante (aspiration,..), soit parfois de maniére spontanée (83,85,86). Les hémorragies
peuvent étre en partie dues a des troubles de I’hémostase, consistant en une thrombopénie, des
altérations de la fonction plaquettaire et des diminutions des facteurs de coagulation, auxquels

s’ajoutent une activation de la fibrinolyse et une hémodilution. (71)

Le traitement conventionnel de ces hémorragies comprenant la transfusion plaquettaire, le

plasma frais congelé (PFC), les culots de globules rouges (CGR) est parfois insuffisant. Les
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conséquences peuvent alors devenir trés rapidement dramatiques et finalement entrainer le

déces du patient.

Une thérapeutique de sauvetage qui peut parfois €tre utile dans cette situation critique est

I’utilisation du facteur VII recombinant activé (rFVIla / NovoSeven®) (87) (article joint).

Il pourrait donc étre intéressant d’évaluer les répercussions de I’hypothermie sur les
complications hémorragiques rencontrées lors de 'utilisation de I’ECMO, car I’hypothermie

peut avoir des conséquences sur la coagulation.(88)

3.3.3.2.  Complications thrombotique et ischémique

Une autre complication potentielle de cette thérapeutique est la formation de thrombus au
niveau du circuit. Les thrombus se forment le plus souvent au niveau des zones de turbulences
¢levées comme les zones de connexions des tuyaux.(56) Une des complications de la
formation de ces caillots est la défaillance de I’oxygénateur ou un passage de ceux-ci dans la

circulation systémique responsable d’embolies. (84)

Des complications ischémiques liées a 1’obstruction de I’artére en cas de canulation
périphérique peuvent €galement étre rencontrées au niveau du membre inférieur surtout s'il

n’existent pas de reperfusion distale du membre canulé.(84)

3.3.3.3.  Complication infectieuse

Les complications infectieuses sont trés fréquentes sous ECMO et peuvent s’observer en
fonction des études et de la durée de | ECMO dans 10 a 50 % des cas. (83,84,89,90)Si

I’ECMO se prolonge au-dela de 3 semaines, une infection systématique des canules est
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observée (89-92). Les infections de ces malades peuvent également survenir dans le cadre de

complications de réanimation telles que la pneumopathie ou I’infection de cathéters (89,91).

3.3.4. Hypothermie

Depuis de nombreuses années, une réduction importante de la température des organes (< 28
°C) a montré son efficacité en chirurgie cardiaque lors de certaines interventions.(93) La
baisse de température est également utilisée de maniére systématique dans la préservation
d’organe en vue d’une transplantation.(94-96) Mais lorsque la température est descendue de
manicre si importante, il existe des risques d’arythmie ventriculaire importants et d’une

instabilité¢ hémodynamique rendant son utilisation inenvisageable a cceur battant. (97-99)

La définition de I’hypothermie thérapeutique modérée est 1’obtention d’une température
corporelle entre 32 et 34°C.(100) Elle a été étudiée dans plusieurs modeles expérimentaux
de 1ésions neurologiques aigués en raison de ses potentiels effets neuroprotecteurs (61-63).
C’est en 2002 que les résultats des premiers essais randomisés ont validé 1’efficacité
clinique de cette thérapeutique dans la prise en charge de la mort subite ressuscitée.
(16,101-103) L’hypothermie thérapeutique a donc pris une place importante dans la prise
en charge de la mort subite, notamment dans le contexte de I’infarctus du myocarde aigu.

(104)

1. Neuroprotection

Les mécanismes de protection neuronale liée au froid sont multiples et certains restent encore
mal compris. Initialement, son effet protecteur a été attribué¢ a une diminution du métabolisme

cérébral avec une diminution de la consommation du glucose et de 1’oxygene.(102) Par la
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suite, il a été remarqué que la protection neuronale est liée a bien d’autres mécanismes qu’a
simplement une réduction des besoins en oxygene occasionnés par la baisse de température.

(105-107)(63-66)

Un effet essentiel de I’hypothermie entrant dans le principe de neuroprotection est la
modulation voire la suppression de la cascade négative occasionné par le phénomene
d’ischémie reperfusion. (49,67). L’hypothermie permet une diminution de 1’inflammation et
I’inhibition des voies provoquant I’cedéme cérébral. Sur le plan moléculaire, une diminution
de la transcription des facteurs NF-kB, TNF-o (pro-inflammatoire), MMP9 (cytokine
impliquée dans I’cedéme cérébral) et de I’expression du NSE (Neuron-Specific Enolase) peut
étre observée. Un taux de NSE > 80 ng/ml (valeur normale entre 6 et 8 ng/ml) est un
marqueur et un indicateur pronostique de l'avenir neurologique des patients aprés un arrét
cardiaque. (68-70). L’hypothermie diminue ainsi la génération des ROS impliqués dans les
dommages cellulaires. Enfin, elle atténue les mécanismes liés a la dégénérescence de la

barriere hémato-encéphalique et le remodelage post ischémique cérébral. (108)
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3.3.4.1. Cardioprotection

En matiére de cardioprotection, plusieurs travaux expérimentaux ont montré que la taille d’un
infarctus était directement liée a la température cardiaque. Chien et al ont démontré dans leur
étude expérimentale chez des lapins anesthésiés que la taille d’infarctus induit par une
occlusion coronaire de 30 min est réduite de 8 % pour chaque réduction de 1°C de la
température cardiaque (71). Une étude réalisée chez des patients ayant un infarctus du
myocarde antérieur et traités par hypothermie inférieure a 35C au moment de la reperfusion
avaient une taille d’infarctus significativement moindre par rapport aux patients controles (9

versus 18 %). (110,111)

Il a été démontré dans de nombreux modeles animaux expérimentaux (chez le chien , le pore

et la brebis) que la cardioprotection ainsi procurée par I’hypothermie était maximale pour des
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températures cardiaques aux environs de 32 °C. De nombreux auteurs pensent que le rapport
bénéfice risque d’une hypothermie plus sévere (< 30 °C) serait par ailleurs défavorable

compte tenu du risque d’effets indésirables, notamment sur le plan rythmologique.

(15,101,111-113)

Un ¢lément important dans Deffet cardioprotecteur de 1’hypothermie est sa vitesse
d’instauration. Il a été démontré qu’une hypothermie débutée précocement a la 5¢me min
d’ischémie chez des lapins soumis a 30 min occlusion coronaire aboutissait & une quasi-
abolition de I’infarctus alors que si elle est débutée tardivement ( 25¢me min d’ischémie ) le

bénéfice de I’hypothermie était perdu. (111,114,115)

Un des concepts majeurs de la cardio protection induite par I’hypothermie est la conservation
de I’énergie.(43,73) L’hypothermie réduit les besoins métaboliques du myocarde et préserve
I’adénosine triphosphate et le glycogeéne. Le métabolisme cellulaire diminue
exponentiellement avec la température. Le métabolisme cellulaire baisse de 7% par degré.
(112). L’hypothermie améliore également la stabilit¢ de la membrane cellulaire par une
réduction de I’acidose. Elle permet une réduction de la surcharge cellulaire en Na* et Caz*
diminuant ainsi I’cedéme cellulaire. Une autre de ses actions importantes est son action au
niveau mitochondriale. A c6té de leur role fondamental dans le métabolisme énergétique, les
mitochondries occupent une place majeure dans le processus de mort cellulaire programmeée
(39,40,67,75). Dans des situations telles que l'ischémie reperfusion et le stress oxydatif, la
mitochondrie est considérée comme l'organelle provoquant la mort cellulaire. En condition
physiologique normale, la membrane mitochondriale interne est imperméable aux molécules
¢lectriquement chargées. Dans ces conditions, les échanges ne se font que par I’intermédiaire

de transporteurs spécifiques hautement régulés. En revanche, dans certaines situations comme
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lors des phénomenes d’ischémie ou d'ischémie reperfusion, la membrane interne devient
perméable a tous les éléments dont la taille est inférieure a 1.5 KDa. Cette modification de
perméabilité de la membrane interne (appelée transition de perméabilité) est due a 1’ouverture
d'un canal non spécifique appelé le Pore de Transition de Perméabilité¢ mPTP.(39) Suite a son
ouverture, un gonflement mitochondrial est observé (di a la force osmotique des protéines
restantes dans la matrice). Celui ci aboutira a la rupture de la membrane externe et a la
libération de molécules pro-apoptotiques. Une forte production de radicaux libres de
I’oxygéne et un découplement de 1’oxydation phosphorylante entrainant un déficit énergétique
cellulaire peut également étre constatée.(116,117) L’hypothermie permet une amélioration de
la stabilit¢ de la membrane mitochondriale et ainsi un meilleur maintien de 1’homéostasie
ionique durant les phénomeénes d'ischémie reperfusion grace a I’inhibition de 1’ouverture du

Pore de Transition de Perméabilit¢ mPTP .(15,118)

3.3.4.2. Risque d’infection

L'hypothermie inhibe la réponse pro-inflammatoire par inhibition de la migration des
leucocytes et de la phagocytose et diminue la synthése de cytokines pro-inflammatoires. La
suppression de 1’effet néfaste de la neuro-inflammation est un des mécanismes par lequel
I'hypothermie peut exercer ses effets protecteurs. L’inconvénient de ce mécanisme de
protection est un risque accru d’infections (119). La survenue d’une d’hypothermie
accidentelle dans le cadre péri-opératoire a €té liée a un risque accru d’infections des voies
respiratoires et des plaies chirurgicales. En cas d’hypothermie thérapeutique, le risque
d’infections nosocomiales semble étre étroitement 1i€¢ a la durée du traitement (risque plus
¢levé si le traitement est poursuivi pour plus de 24 h) et a la catégorie des patients (risque le

plus faible chez les patients présentant un arrét cardiaque).
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Le risque d’infections locales est également augmenté par le développement d’une
vasoconstriction cutanée induite par I’hypothermie. Chez des patients en réanimation, la mise
en place d’une hypothermie peut provoquer des infections des cathéters et voies acces. Par le
méme mécanisme, il existe probablement également un risque accru d’infections locales du

site de mise en place de ’ECMO. (89)

3.3.4.3.  Effet de I’hypothermie sur la coagulation

Une hypothermie peut induire la survenue d’une coagulopathie. Une température inférieure a
35°C peut causer un dysfonctionnement de la fonction plaquettaire ainsi qu’une légére
diminution de la numération plaquettaire. (88,120)(77-80) A des températures plus basses aux
alentours de 33 °C, une atteinte de la cascade de la coagulation, telle que la synthése et la
cinétique des enzymes et des inhibiteurs de 1’activateur du plasminogéne peut également étre

observée. (121) (79)Ces effets ont été étudiés pour la plupart in vitro. {Wang:2015fe}

Schefold et al ont récemment évalué le risque et la gravit¢ des saignements lors de
I’utilisation simultanée d’hypothermie thérapeutique et de thrombolyse. Les résultats de cette
¢tude ont amené les investigateurs a conclure que les risques hémorragiques ne devraient pas
étre considérés comme une raison ne pas utiliser I’hypothermie thérapeutique. (122)

Il est important de prendre en compte ces problémes hémorragiques potentiels dans la
réflexion et I’évaluation de I’hypothermie thérapeutique associée a ’ECMO, car il est connu
que ’ECMO comporte un pourcentage important de difficultés hémorragiques et la

potentialisation de ceux-ci pourrait étre problématique.

Afin de répondre a cette question nous avons décidé d’évaluer par ROTEM

(thromboelastogramme) les perturbations hémorragiques chez nos animaux.

33



34



3.4.

35

Deuxi€éme partie : travaux de recherche



3.5. Matériel et méthodes

3.5.1. Choix du modéle animal

Notre premiere réflexion et volonté a été de transférer la difficulté de la prise en charge du
choc cardiogénique dans une situation expérimentale. Il fallait donc travailler sur des animaux
de poids suffisant afin d’avoir la possibilité d’installer une ECMO périphérique veino
artérielle pour se rapprocher au mieux de notre pratique clinique. Notre choix s’est porté sur
des cochons LANDRACES d’environ 50 kg car nous avions déja une expérience du travail

sur un modele porcin et que son anatomie est favorable a la réalisation de nos expériences.

Nous avons étudié son anatomie coronaire et le réseau coronaire artériel, de type terminal, est
globalement comparable au réseau humain dans sa configuration anatomique, sa distribution
topographique régionale, sa dominance (réseau droit dominant: 70%), et sa densité capillaire.
Ce travail a notamment fait ’objet d'une publication dans le journal de la société de chirurgie

thoracique et cardio-vasculaire qui est jointe a ce manuscrit.

Figure 7 : Etude coronaire chez le cochon
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Dans un premier temps nous avons créé un modele de choc cardiogénique qui devait rester
stable et qui devait répondre aux critéres hémodynamiques du choc. Le choc cardiogénique
¢tait atteint quand 1’animal présentait une pression artérielle systolique inférieure a 90 mmHg
ou une chute de 30 % par rapport a sa valeur de base et un index cardiaque abaissé (inférieur a
2,2 litres/minute/m?2), associée a une pression artérielle pulmonaire occlusion supérieure a 18

mmHg.

3.5.2. Préparation de I’animal

Toutes les expériences ont été conformes aux régles institutionnelles frangaises concernant les

soins et I’utilisation des animaux de laboratoire.

Afin d’optimiser nos conditions expérimentales, une stabilisation physiologique et une
limitation du stress des animaux étaient importantes. Les animaux étaient placés en

quarantaine pour une période minimum de 8 jours avant le début des expériences.

3.5.3. Protocole d’anesthésie

L’animal était mis a jeun la veille de I’intervention. Il était prémédiqué a 1’animalerie par une
injection IM de kétamine 15 mg/kg et de midazolam 0.1 mg/kg. A son arrivée au bloc
opératoire, une voie acces périphérique était posée sur une veine de son oreille pour induire
I’anesthésie. L’induction de 1’anesthésie était réalisée par un bolus en intraveineux direct de
propofol (2 mg/kg de propofol a 1 %). Du sufantanil 0.3ug/kg et du cisatracurium (0.4mg/kg)
ont également été injectés. L’animal était ensuite intubé par une intubation orotrachéale et
ventilé en mode volume assisté contrdlé. Les parametres de ventilation utilisés étaient un
volume courant a 10 ml/kg, une fréquence respiratoire a 22/min, un rapport volume inspiré/

expiré (i/e) '», une pression expiratoire positive (pep) 5 mmHg et une fraction inspirée en
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oxygene (fi02 a 25 %). Apres cette induction, nous avons entretenu l’anesthésie par du
propofol (7ml/kg/min) associé¢ a du sufentanil (0.2ug/kg/min) et du cisatracurium (0.9mg/kg/
h). Une antibioprophylaxie a été réalisée par I’injection de cefamandole 1,5g a 1'induction
anesthésique, puis réinjection de 750 mg IV toutes les 4 heures jusqu'a la fin de 1'intervention.
Au vu du risque ¢€levé de fibrillation ventriculaire lors des manipulations cardiaques, 6 mg/kg
d amiodarone et 60 mg/kg de sulfate de magnesium ont ét¢ administrés en perfusion sur 30

minutes avant la stérnotomie.

3.5.4. Mise en place du monitorage hémodynamique

Un enregistrement continu de 1’¢lectrocardiogramme a été mis en place. Pour permettre
I’introduction des cathéters de mesure un abord chirurgical des veines jugulaires et des
carotides a été réalisé. Un cathéter de 8 Fr est mis au niveau jugulaire droit afin de permettre
I’introduction de la Swan Ganz. Un cathéter a été mis au niveau de la carotide gauche pour
permettre 1’introduction de la sonde de Millar. Un cathéter artériel de 5 Fr
(seldicath,plastimed prodimed) a été placé au niveau de I’artére fémorale gauche pour une
mesure de la pression artérielle invasive. Une bague doppler a été placée au niveau de la
carotide droite.

Pour la mise en place d’un cathéter vésical et d’une bague doppler au niveau de I’artere rénale
une laparotomie médiane basse a été réalisée. Apres une sternotomie médiane et 1’ouverture
du péricarde, une dissection localisée de I’IVA a été réalisée apres le départ de la premicre
diagonale pour permettre la mise en place d'une bague doppler. En cas de fibrillation

ventriculaire durant les manipulations, I’animal est choqué en interne a 20 joules.
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3.5.5. Circuit ’ECMO

Le circuit ’ECMO se composait d’une pompe centrifuge (Medtronic) et d’un circuit avec un
revétement Softline (MAQUET cardiopulmonaires AG, Allemagne). L’oxygénateur utilisé
¢tait un oxygénateur a membranes (MAQUET cardiopulmonaires AG, Allemagne ). Un

mélangeur de gaz mécanique a été utilisé.

Les canules d’ECMO employées étaient des canules Biomedicus (Medtronic, Etats-Unis) qui
ont été introduites aprés préparation chirurgicale de I’artére et de la veine fémorale a I’aide de
la technique de Seldinger, aprés des dilatations répétées de ’artére et de la veine fémorale. La
canule veineuse de taille 21 Fr a été insérée via la veine fémorale et remontée jusqu'a
’oreillette droite. Sa position a été controlée de maniére manuelle en palpant sa présence dans
I’oreillette droite. Puis, la canule de réinjection artérielle de taille 15 Fr a été insérée dans
I’artére fémorale. Le débit d’oxygene/air a été ajusté a plusieurs reprises pour maintenir la
pa0; et la paCO; dans des valeurs de 10 a 15 kPa et de 4,0 a 6,5 kPa, respectivement, dans le
sang sortant de I’oxygénateur. Un bolus d’héparine non fractionnée (50 Ul/kg IV) a été
administré¢ avant le placement de canules, suivi d’une perfusion IV continue de 50 U/kg/h
pour maintenir un temps de coagulation activé (ACT) de 180 a 250 s. Les valeurs ont été
mesurées toutes les heures en utilisant le Hemochron Junior + systéme de Microcoagulation

(ITC, Etats Unis).
3.5.6. Protocole de choc cardiogénique

Toutes les interventions chirurgicales ont été réalisées sous anesthésie générale selon le
protocole décrit précédemment. Apreés une stérnotomie médiane et une péricardectomie,

I’artére inter-ventriculaire antérieure a été isolée .Les animaux étaient dans un premier temps
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stabilisés pendant 30 minutes. Apres cette période, I’infarctus du myocarde était créé par une
ligature proximale de 1’artére coronaire gauche au niveau du départ de la seconde diagonale a
I’aide d’un tourniquet temporaire monté sur un fils de proléne. Aprés ligature de 1’artére
coronaire, une ¢lévation du segment ST sur I’électrocardiogramme a été vérifiée au scope.
Une akinésie dans le territoire de 1’artére coronaire liée, ainsi qu’un changement de couleur
du myocarde ventriculaire ont été visuellement vérifiés. Une absence de flux dans 1’artere
coronaire liée a ét¢ vérifiée grace a la bague doppler mise sur 1'IVA. L’ischémie par occlusion
de I’artére coronaire était poursuivie pendant 60 min. Le choc a été défini par une baisse de la
pression artérielle moyenne et de 1’index cardiaque > 30 % associés a un niveau accru de

lactate (> 2.5 mmol/l).

Avant la ligature coronaire, les animaux ont recu 300 mg Amiodarone (Cordarone, Sanofi
Winthrop®, Suede) administrés avant la premiére mesure pour empécher la possible survenue
d’une fibrillation ventriculaire. Aprés une heure, les animaux ont été placés sous ECMO-AV.
Les animaux ont été répartis apres randomisation en deux groupes : soit normothermie (38°C,
température physiologique chez les porcs), soit hypothermie modérée (34°C). La température

a 34 ou 38 °C ¢tait maintenue a 1’aide d’un groupe chaud froid.

3.5.7. ECMO et gestion hémodynamique

Le remplissage vasculaire a été utilisé en cas de diminution du flux sanguin ou de secousses
ou tremblements de la canule. Pour simuler des conditions cliniques, la norépinéphrine a été
administrée si la pression artérielle moyenne chutait en dessous de 60 mmHg. Le débit de
perfusion IV de norépinéphrine commengait a 0,2 pg/kg/min et était adapté afin de maintenir

un objectif tensionnel de 65 mmHg.
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3.5.8. Etude par cathéter de conductance Millar

Nous avons effectué¢ une analyse des courbes de pression — volume avant 1’induction du choc
grace a la mise en place d’un cathéter de conductance de pression-volume (modéle Ventri-
Cath 515, Instruments Millar, Houston, TX) qui a été poussé dans le ventricule gauche apres
avoir été introduit dans I’artére carotide droite.

Les données du cathéter de conductance de pression-volume ont été récoltées en temps réel et
les résultats ont été enregistrés avec une unité mpvs-300 (Millar Pressure Conductance Unit
model 300 , Millar Instruments INC, USA). La calibration de volume a été effectuée grace a
une cuvette de calibration de diamétres connus avec du sang hépariné du cochon (cuve
910-1048, Millar Instruments de calibrage) et chauffé¢ a 37° C. Aprés une période de repos de
10 minutes, une deuxiéme calibration interne a été réalisée pour déterminer la conductance
parallele des tissus environnant le pool sanguin ventriculaire .La technique a consisté en
I’injection en bolus par voie intraveineuse de sérum salé. Aprés une période de repos de 10
min supplémentaires, le volume et la pression télédiastolique ventriculaire gauche ont été
mesurés a 1’état stable. Plusieurs autres parametres ont également été enregistrés : la
fréquence cardiaque (FC), le volume systolique (SV), DP dt max. En enregistrant la pression
et le volume ventriculaire au cours du cycle cardiaque, les variations de la pression au cours
du temps (dP/dt, en mmhg/s) peuvent étre calculées. Cet indice est appelé « dérivé premier

d'expression ventriculaire par rapport au temps ».

C’est un parametre d’étude de la fonction systolique. La variation la plus rapide de la pression
ventriculaire gauche pendant la phase de contraction isovolumique (dP/dtmax) a été évaluée.
C’est un paramétre relativement peu dépendant des conditions de charges (trés peu
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dépendantes de la pré charge et pratiquement pas de la post charge). Il refléte donc en grande
partie la contractilit¢ myocardique et se réveéle un excellent indice de la contractilité
myocardique. Le débit cardiaque (DC), et la pression diastolique ventriculaire gauche ont

¢galement été évalués.
3.5.9. Réponse norépinéphrine pression artérielle moyenne

Nous avons réalisé une courbe de réponse de la pression artérielle moyenne a différentes
doses de norépinéphrine. La norépinéphrine a ét¢ injectée de fagcon progressive a 0, 20, 40, 80,
160 pg/kg. Chaque dose a été injectée aprés un retour de la pression artérielle moyenne aux
valeurs de base. A chaque dose, I’augmentation maximale de la pression artérielle systolique,
diastolique, moyenne et de la fréquence cardiaque a ¢été mesurée. Cette courbe permet

d’évaluer de maniere in vivo la réactivité vasculaire.

3.5.10. Cytokines

Nous avons mesuré les cytokines plasmatiques suivantes : IL-6, IL-10 et TNF-a. Les mesures
ont été effectuées & 2 reprises par la réalisation d’un ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) avec de I’'IL-6 ,I’'IL-10 et du TNF-a de rat (ELISA Quantikine, R&D Systems) selon
les instructions du fabricant. Les résultats ont été exprimés en picogrammes par ml de plasma

(pg/ml). Les mesures ont été effectuées a 1’état de base a T1 et a TS.

3.5.11. Analyse de Western Blot

Nous avons réalis¢ une analyse par Western Blot a partir de protéines extraites des arteres
carotides et mésentériques qui ont été prélevées a la fin de ’expérimentation avant le sacrifice

de ’animal.
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Ces arteres ont été¢ disséquées a 1’aide d’un tampon d’homogénéisation de SDS 1 % avec
désinhibiteurs de la protéase et de la phosphatase (Roche Diagnostics, Meylan, France). Des
extraits ont été centrifugés a 13 200 tr/min pendant 20 min a 4°C et les surnageant congelés.
20 pg de protéines totales ont ét¢ chauftés a 95°C pendant 5 min dans une solution tampon de

Laemmli (2 %, Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France).

Les protéines ont été chargées sur des gels de polyacrylamide 10 ou 12 % TGX™ (Bio-Rad,
Marnes-la-Coquette, France) et par la suite transférées sur des membranes de nitrocellulose
incubées avec des anticorps spécifiques. Les protéines ont été détectées avec des anticorps
secondaires spécifiques. La détection améliorée a été effectuée par chimioluminescence
(enhanced chemiluminescent, ECL),(Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) et les images
analysées par le systtme de LAS4000 Fujifilm luminescents Image Analyzer. L’intensité des
bandes a été analysée a 1’aide de la jauge Multi (FUJIFILM, Science Lab 2005). Les résultats
ont été¢ exprimés par un rapport protéines/tubulines ou par le rapport protéines phosphorylées/

protéines totales.

Tableau 1 : Anticorps utilis pour western-blot

Antibody Source Dilution Société

iNOS Lapin 1/500 Abcam

eNOS Lapin 1/1500 Cell Signaling Technology
phosphorylated-AKT Lapin 1/1000 Cell Signaling Technology
AKT Lapin 1/1000 Cell Signaling Technology
p-ERK/ERK Lapin 1/1000 Cell Signaling Technology
P65-NFkb Lapin 1/1000 Cell Signaling Technology
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Ikb Lapin 1/1000 Cell Signaling Technology
Phosphorylated p38 Lapin 1/1000 Cell Signaling Technology
p38 Lapin 1/1000 Cell Signaling Technology
Bax Lapin 1/1000 Cell Signaling Technology
Bcel2 Lapin 1/1000 Cell Signaling Technology
Tubuline Souris 1/2000 Sigma
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3.5.12. Thromboélastométrie

Alors que les tests de coagulation standard permettent seulement de détecter le moment ou la
coagulation commence, la thromboélastométrie est un test de sang effectué pour estimer les
propriétés viscoélastiques lors de la formation et de la lyse de caillots de sang. Elle permet a
partir de sang total une approche globale de I’hémostase : de I’agrégation plaquettaire, de
’activation de la coagulation (voies extrinseque et intrinséque), de la fibrinoformation et la

polymérisation ainsi que de la fibrinolyse.

Nous avons réalisé la thromboélastométrie en utilisant le dispositif ROTEM avant I’induction
de choc et a la fin de ’expérience (TEM, Munich, Allemagne). Les paramétres mesurés avec
le ROTEM ont été étudiés au niveau de la voie intrinséque (intem) et au niveau de la voie

extrinséque (extem).

o CT (clotting time) : la durée a partir de I’ajout du réactif de départ au sang jusqu'a ce
que le caillot commence a se former. Un prolongement de CT peut étre le résultat
d’anomalies de la coagulation, principalement des facteurs de coagulation ou de

I’héparine (selon le test utilisé).

o CFT (temps de formation de caillots) est le temps a partir de la coagulation jusqu'a
obtention de la fermeté d’un caillot de 20 mm. Ces parametres indiquent la vitesse a
laquelle un caillot solide se forme et sont principalement influencés par la fonction
plaquettaire, mais dans une certaine mesure par le fibrinogene et les facteurs de
coagulation. Un CFT prolongé est habituellement causé¢ par une dysfonction

plaquettaire, une numération plaquettaire basse, un trouble de polymérisation de la
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fibrine ou un déficit en fibrinogéne. Un raccourcissement du CFT indique un état

d’hypercoagulabilité.

MCF (fermeté de caillot maximum) : Elle refléte la force absolue du caillot de fibrine
et des plaquettes. Un MCF faible est révélateur d’un nombre de plaquettes diminué ou
d’une fonction altérée de celles-ci, d’une diminution de fibrinogéne ou d’une faible
activit¢ du facteur XIII. Un caillot mécaniquement faible représente un risque

d’hémorragie grave.



3.6. Résultats

3.6.1. Résultats du choc cardiogénique

Notre modele d’ischémie reperfusion a été réalisé chez 12 animaux. L’infarctus du myocarde
a été suivi d’'un choc cardiogénique caractérisé par une augmentation significative de la
fréquence cardiaque et une diminution significative de la SVO., de la FEVG, du dP/dtmax,
de PRSW et de I'index cardiaque. Les taux de lactate ont significativement augmenté. Le débit
sanguin carotidien, rénal et coronaire a considérablement diminué aprés la réalisation du choc

(tableau 2).

Le TNF-a, IL-6 et IL-10 augmentent de fagon importante une heure apres I’induction du choc

(tableau 2).

Tableau 2 : Paramétres hémodynamiques et métaboliques a l'état de base et une heure apres

Uinduction du choc

n=12 Etat de base Choc P
PAM (mmHg) 79 (72-114) 50 ( 31-60) 0.02
FC (battements /min) 80 (68-104) 95 (90-135) 0.01
SV02 (%) 66(62-77) 37(18-50) 0002
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Index cardiaque (I/min/m-2) 3,8 (3.5-4) 1.7 (1.5-1.8) 0.002
Cardiac Power Index (W/m2) 0.69 (0.6-0.77) 0.19 (0.18-0.21) 0. 004
PAPO (mmHg) 16 (15-18) 23 (21-25) 0.004

DP/ dt max( mmHg/s) 1794 (1542-2382) 1257(1112-1800) 0.002
PRSW (mmHg) 72 (54-89) 55 (52-65) 0.002

Débit carotidien (ml/min) 235(212-265) 36(32-60) 0.002
Debit renal (ml/min) 235 (210-280) 28 (26-40) 0.001
PH artériel 7.42 (7.40-7.44) 7.23 (7.22-7.28) 0.002

Lactate (mmol/l) 0,7 (0.6-1.7) 3 (1.52-2.55) 0.01

IL 10 (pg/ml) 20(9-38) 83 (44-99) 0,02

IL 6 (pg/ml) 9(7-12) 290 (113-499) 0,03

TNF-! (pg/ml) 31 (18-43) 456 (401-599) 0,02
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3.6.2. Normothermie versus hypothermie modérée

La pression artérielle moyenne durant ’ECMO a été similaire dans les deux groupes.
(figure 8). Entre les groupes hypothermie modéré et normothermie aucune différence n’est
observée en ce qui concerne la SVO;, le débit sanguin carotidien, rénal et coronaire mesuré au
cours de D’expérience (figure 8). La fréquence cardiaque a diminué dans le groupe
hypothermie modérée et est significativement différente par rapport au groupe

normothermie(figure 1).

Figure 8 : Evolution de la pression artérielle moyenne, de la fréquence cardiaque, de la

SVO,, du débit carotidien, rénal et coronaire

Légende



Le débit urinaire au cours de 1’expérimentation était significativement plus élevé dans le

groupe hypothermie modérée (1000 ml [550-1950]) que dans le groupe normothermie (500

ml [400-1200]) (p = 0,02).

L’évolution du PH est similaire dans les deux groupes (tableau 3). Le taux de lactates a
diminué de facon identique dans les deux groupes en comparaison aux valeurs obtenues lors

du choc (tableau 4).
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Tableau 3 : Evolution du PH

Normothermie Hypothermie P
PH
Etat de base 7,42 (7,40 - 7.44) | 7,39(7,39 - 7,41) 0.07
Choc 7,23(722-728) | 7,21(7,20-728) 0.4
H2 7,41 (7,38- 7,44) 7,40 (7,38- 7,40) 0.44
H4 740(7,40-7,41) | 7,40 (7,38 - 7,41) 0.3
H6 741(7,39-7,44) | 7,39 (7,38 - 7,40) 0.15
HS 7,39 (7,387,40) 7.39 (7,39 -7,41) 0.69
Tableau 4 : Evolution du taux de lactate
Normothermie Hypothermie P
Lactate (mmol/l
] 0,70 ( 0,4575) 0,70 (0,2010) 0.31
Etat de base
2.9 (2,83,42) 3 (2,78,21) 0.9
Choc
2,00 (1,32-42) 2.4 (1,53% 55) 0.42
HS8
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3.6.3. Perfusion de liquide

La perfusion de liquide durant I’expérimentation a été significativement inférieure dans le

groupe hypothermie comparé a ce qui a été nécessaire dans le groupe hyperthermie (p=0.02)

(figure 9). 2 L dans le groupe normothermie

1 L dans le groupe hypothermie

Figure 9 : Perfusion de liquide
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3.6.4. Dose de norépinéphrine et réactivité vasculaire

La dose de norépinéphrine utilisée pour maintenir la pression artérielle moyenne était plus
¢levée dans le groupe en normothermie que chez les animaux du groupe hypothermie

modérée.(figure 10)

Figure 10 Dose de norépinéphrine utilisée
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3.6.5. Réactivité vasculaire

La réactivité vasculaire s’est révélée étre meilleure en hypothermie modérée qu’en

normothermie telle qu’exprimée a 1’aide des courbes dose-réponse .(figure 11)

Figure 11 :Courbe dose réponses de la pression moyenne a la norépinephrine
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3.6.6. Fonction cardiaque

Le dP/dtmax a diminué dans le groupe normothermie tandis qu' il reste inchangé dans le

groupe hypothermie (p = 0,04). (figure 12)

Le PRSW a tendance a étre plus élevé dans le groupe hypothermie comparativement au

groupe normothermie (p = 0,09).(figure 12)

Figure 12 :Représentation graphique de [’évolution de dP/dtmax et de PRSW
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3.6.7. Western Blot de la carotide et artéres mésentériques

Nous n’avons pas observé de différences entre les groupes normothermie et hypothermie

modérée en ce qui concerne la carotide et les artéres mésentériques pour iNOS, eNOS, pAKt/

AKct ratio, bax/bcl2 ratio, p65-NFkb, Ikb, P-p38/p38 ratio et p-ERK/ERK ratio.(figure 13)
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Figure 13: Représentations de |'analyse en Western Blot de la carotide et des arteres
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3.6.8. Cytokines

L’évolution du taux des cytokines entre I’état de base et H8 n’a pas été différente entre les

deux groupes (tableau 5).

Tableau 5 : Evolution des cytokines

Normothermie Hypothermie Normothermie versus
Hypothermie
IL 10 (pg/ml)
Etat de base 23 (9-38) 17 (11-27) NS
HS8 56 (45-70) 52 (44-71) NS
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IL 6 (pg/ml)
Etat de base 9.5(7-12) 13 (12-16) NS
H8 186 (113-479) 157 (141 -268) NS
TNF-! (pg/
ml)
29 (18-43) 38 (34-39) NS
Etat de base | 404 (203 - 599) 359 (271-531) NS
HS8

3.6.9. Saignement et parametres ROTEM

Nous n’avons pas observé de différences en ce qui concerne le saignement chirurgical entre le
groupe hypothermie et normothermie pendant les 8 heures d’expérimentation. Le nombre de
plaquettes a nettement diminué¢ au cours de PECMO dans les deux groupes, mais la

diminution n’a pas été significativement différente entre les deux groupes étudiés (tableau 6).

La réalisation du choc et la mise sous ECMO ont induit des changements marqués dans les
parametres mesurés avec le ROTEM sans qu’aucune différence de variation entre les groupes

normothermie et hypothermie modérée n’ait pu étre mise en évidence.
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Le CT a diminué¢ sensiblement en EXTEM et significativement augmenté en INTEM.; le CFT
a significativement augmenté en EXTEM et INTEM et le MCF a diminué significativement

en EXTEM et en INTEM (figure 14).

L’ensemble de ces données refléte une altération marquée de la coagulation due aux choc et a
I’ECMO, mais la méme variation est présente dans les deux groupes. Nous n’avons donc pas
mis en évidence d’influence de la température sur les parameétres de coagulation mesurés par

le ROTEM.

Tableau 6 Numérotation plaquettaire moyenne au cours de I’ECMO

Plaquettes Normothermie Hypothermie P
HO 416 (317-517) 328 (246-340) 0.62
H1 390(206-397) 238 (192-285) 0.45
HS8 145 (110-238) 204(99-223) 0.85
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4. Troisieme partie : discussion, perspectives, conclusion



4.1. Discussion

Le traitement du choc cardiogénique reste un probléme majeur en pratique clinique et malgré
les progres réalisés dans sa prise en charge, sa mortalité reste tres élevée (50 %) (21).
L‘ECMO est une thérapeutique de plus en plus fréquemment utilisée dans la prise en charge
de ces patients, mais la morbi-mortalité associée a cette technique reste importante. La survie

de ces malades varie entre 20 a 40 % selon les études (8,10,52,81).

Nous avons envisagé une piste thérapeutique pour améliorer ces résultats. Notre étude
expérimentale a comme objectif d’explorer les bénéfices et les inconvénients apportés par
I’hypothermie modérée. Nous avons réalisé¢ une analyse critique de nos résultats et de notre

méthodologie en essayant de reprendre les différents éléments de notre recherche.

4.1.1. Choix du modele animal et expérimental

Nous avons choisi de réaliser notre recherche sur un modéle animal : le cochon. Une question
importante avant de pouvoir tirer des conclusions de notre recherche est la pertinence du
choix du modéle. Une des raisons principales pour ce choix est que le gabarit de 1’animal
nous permet d’utiliser le méme matériel d’ECMO que celui utilisé chez nos patients. Notre
recherche requiert également un modele présentant une similitude anatomique et fonctionnelle
avec 'homme et le cochon remplit ces critéres. Le cceur du porc a sensiblement la méme taille
et contient les mémes structures que le cceur humain. La similitude est telle que certains
envisagent de pouvoir un jour le greffer a des humains (82-84). Les porcs sont de plus en plus
utilisés dans la recherche sur les maladies cardiologiques que ce soit pour des essais
pharmacologiques ou toxicologiques. Ce succes comme modele de recherche translationnelle

est dG a leur similitude en mati¢re de fonction cardiaque et d’anatomie avec le cceur humain.
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Par exemple, le rapport poids du cceur aux poids corporel est identique entre les deux especes,
la taille et la distribution coronarienne est semblable a celles rencontrées chez 1’homme. De
plus, le métabolisme des cardiomyocytes et les propriétés €électrophysiologiques sont proches
entre le cochon et ’homme. Il en est de méme pour la réponse a une lésion ischémique
comme I’infarctus myocardique.(123-125) Ces ¢léments font que le cochon est un excellent
modele pour tester notre hypothése et permet ainsi une extrapolation de nos résultats a

['homme.

Un autre élément important pour pouvoir effectuer cette recherche est la création d’un modele
de choc cardiogénique répondant a toutes les caractéristiques d’un choc cardiogénique :
hypotension, hyperlactatémie, acidose lactique, chute du débit cardiaque, augmentation des
pressions pulmonaires, SVO: basse et dépression de la fonction myocardique. Le modele que
nous avons créé nous a permis de pouvoir réellement tester les effets de 1’hypothermie. Nous
avons donc finalement pu développer un mode¢le translationnel efficace, nous permettant de

tester notre hypothese.

Néanmoins, une des critiques qui peut étre faite a notre modele est sa réalisation par
sternotomie. Cet abord représente une différence notable par rapport a la situation clinique et
expose notre animal a un risque hémorragique et a des variations de pression intrathoracique.
Rubertsson et al ont démontré que lorsque le thorax est ouvert, une augmentation du débit
cardiaque et une amélioration de la pression de perfusion systémique sont observées en
comparaison a un thorax fermé.(126) Le choix de la sternotomie a été dicté par notre désir de

quantification du flux coronaire au niveau de I’'IVA.

Un autre point critiquable dans notre approche expérimentale est la réalisation d’un modele de
courte durée (8 h d’ECMO) et sans sevrage de I’assistance. Ce choix nous empéche de
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conclure quant a 1’évolution a plus long terme de ces animaux, notamment au niveau d’une
¢ventuelle récupération myocardique. Nous n’avons pas pu répondre a une question
importante : I’effet de I’hypothermie sur la récupération myocardique. L’hypothermie devrait
diminuer I’étendue des zones ischémiques et les phénoméenes d’ischémie reperfusion,

favorisant ainsi une récupération potentielle et un éventuel bénéfice en matic¢re de sevrage de

I’ECMO.

4.1.2. Effet de I’hypothermie modérée sur la réactivité vasculaire en état de choc
cardiogénique

Lorsqu’un patient est sous ECMO, la pression artérielle est fortement tributaire des

résistances vasculaires. Une majorité des patients nécessite une thérapie a base de

vasopresseurs pour maintenir la pression artérielle moyenne. (85)

Lors d’un état de choc, il existe une défaillance vasculaire caractérisée par une diminution du
tonus vasoconstricteur et une hypo-réactivité vasculaire avec une diminution de la réponse
aux catécholamines.(127) Il en résulte une vasodilatation inappropriée et une hypotension
artérielle réfractaire responsable d’une aggravation clinique, pouvant conduire au déces du
patient. Dans notre expérience, nous avons choisi de maintenir nos objectifs prédéfinis de
pression artérielle moyenne a I’aide de norépinéphrines.

Nous avons pu montrer que I’hypothermie modérée permet une diminution de la dose requise
de noradrénaline pour maintenir notre objectif de pression artérielle moyenne. Nous avons
¢galement évalué la réactivité vasculaire par la réalisation d’une courbe de réponse a des
doses croissantes de norépinéphrine sur la pression artérielle moyenne qui révele également

une amélioration de la vasoréactivité en hypothermie.
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Nos résultats confirment les résultats obtenus chez les patients en choc septique [19]. Ils
confirment également les données préliminaires publiées par Zobel al chez des patients en
choc cardiogénique non traités par une ECMO.(86) Dans son étude, Zobel a montré qu’une
hypothermie thérapeutique modérée permet une augmentation de la résistance vasculaire
systémique entrainant ainsi une réduction du besoin en vasopresseurs.(128) Il a également
démontré qu’il existe une diminution de la consommation en oxygene grace a I’hypothermie,
apportant ainsi un bénéfice dans le traitement du choc cardiogénique.(86) Cette diminution de
doses de vasopresseurs observée dans notre expérience représente un élément important. I est
connu que la diminution de dose requise de vasopresseurs représente un bénéfice important

dans le traitement du choc cardiogénique. (129,130)(87,88)

Lors du traitement d’un choc cardiogénique, la nécessité d’accroitre les doses de
vasopresseurs est associée a des résultats défavorables [2]. Dans de nombreuses études, une

corrélation entre la dose de noradrénaline administrée et la mortalité observée est constatée |3,

41.

uite, nous av $ u S S i iqu uvai
Par la suite, nous avons essayé¢ de comprendre quel phénomene physiopathologique pouvait
expliquer nos résultats, en recherchant des anomalies au niveau des voies cellulaires
classiques connues pour étre impliquées dans la réactivité vasculaire et pouvant Etre
perturbées en situation de choc. Nous n’avons pas pu trouver d’explication au niveau des
voies cellulaires que nous avons choisi d'explorer. Dans notre expérience, aucune différence
n’a été observée entre le groupe normothermie versus le groupe hypothermie modérée pour
les taux de iNOS, eNOS ou I’expression de la protéine AkT/p-Akt et NF-xB. Nous supposons
donc qu’il puisse y avoir d’autres voies influencées par la température que nous n’avons pas

explorées.
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I1 est reconnu que la vasoconstriction artérielle résulte de I’augmentation de calcium dans la
cellule musculaire lisse vasculaire. (53)I1 est possible que 1’amélioration de la vasoréactivité
observée dans le groupe hypothermie dans notre recherche soit liée a une amélioration de la
fonction de la pompe ionique qui favorise la libération de calcium, mais cette hypothése reste

a prouver.

D'autres explications sont également a envisager. L'hypothermie provoque une baisse de
I’acidose intracellulaire, une diminution de la production de radicaux libres et une
amélioration de la fonction mitochondriale (67,71). Ces phénomenes devraient participer a

1‘amélioration de la vasoréactivité observée dans le groupe hypothermique.

Plusieurs ¢tudes ont également montré que I’hypothermie affecte la sécrétion locale de
substances vasoactives telles que I’endothéline, la thromboxane A2 et la prostaglandine 12
dans le cerveau et sur d’autres sites (100,131). L’endothéline et la thromboxane A2 sont

connues pour étre des agents vasoconstricteurs puissants pouvant ainsi expliquer une partie de

nos résultats.(132-134)

Enfin, il est possible que notre durée d’expérimentation de 8 heures soit trop bréve pour
observer des différences au niveau de l’expression protéique des voies que nous avons

explorées.

4.1.3. Effet de I’hypothermie modérée sur la fonction cardiaque

Notre étude a permis de montrer que 1’ hypothermie améliore la fonction cardiaque chez le

cochon en état de choc cardiogénique, traité¢ avec une ECMO.
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Il est reconnu et admis dans la littérature que 1’hypothermie, dans des circonstances
d’euvolémie, est responsable d’une diminution de la fréquence cardiaque ainsi que d’une
augmentation de la contractilit¢ myocardique (86,91,92). L’hypothermie est également un
puissant inotrope positif qui provoque une augmentation de la fonction systolique.
(99,135,136)(91)

L’hypothermie améliore la fonction cardiaque par une augmentation du couplage excitation
contraction dans les cardiomyocytes (73). L’excitation électrique des myocytes contractiles
résulte de mouvements ioniques calciques et sodiques (dépolarisation), déclenchant le
raccourcissement des protéines contractiles (troponine et myosine) a ['origine de la

contraction myocardique qui se voit étre améliorée lors d’une hypothermie.

Nous avons montré dans notre travail que I’hypothermie modérée était associée a un meilleur
dP/dtmax et a une amélioration de la fraction d’éjection ventriculaire gauche, ce qui plaide en

faveur d’une meilleure contractilit¢ du myocarde dans ces conditions.

En ce qui concerne les valeurs de PRSW retrouvées dans notre étude, bien que la valeur de p
soit de 0,09, il est important de garder a I’esprit que les cochons du groupe normothermie ont

bénéficié de plus de noradrénaline, une molécule présentant des propriétés inotropes.

Il est souvent craint que I’hypothermie ne rende le traitement d’une arythmie plus délicat, en
raison d’une diminution de la sensibilit¢ du myocarde aux médicaments antiarythmiques et
d’une difficulté plus importante a défibriller le ceeur par un choc électrique (93,94). 11 est
important de noter que cette crainte ne s’aveére exacte que pour une hypothermie profonde
(28° C). En cas d’hypothermie modérée, les études expérimentales suggerent une situation
inverse, donc une diminution du risque d’arythmies, une amélioration de la stabilisation des
membranes cellulaires et une augmentation de la probabilité de défibrillation réussie en cas d’
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arythmie. Des études expérimentales ont comparé en condition d’hypothermie et de
normothermie la probabilité¢ de défibriller un coeur par un choc. Ces études ont montré une

facilité accrue de défibrillation en cas d’hypothermie modérée.(137,138)

4.1.4. Les effets physiologiques de I’hypothermie et la tolérance en état de choc
cardiogénique trait¢ avec VA-ECMO

Dans notre expérience, nous avons induit une hypothermie de maniere trés rapide en utilisant
un groupe thermique monté sur ’ECMO. Ce point est important puisqu’il a été démontré que
les résultats lors des expérimentations animales sont nettement meilleurs si la chute de la
température est obtenue de manic¢re rapide permettant ainsi une limitation des zones
ischémiques. Une hypothermie débutée a la 5¢me min d’ischémie chez des lapins soumis a 30
min d’occlusion coronaire aboutit & une quasi abolition de 1’infarctus alors que tout bénéfice
est perdu lorsque 1’ hypothermie n’est débutée qu’a la 25¢me min d’ischémie (96-99). Dans
notre expérience, nous avons retrouvé comme attendu une chute de la fréquence cardiaque
dans le groupe hypothermie, participant ainsi a une chute des besoins en oxygéne du
myocarde. (94)Nous avons retrouvé un débit au niveau de ’artére rénal similaire dans les
deux groupes, mais avec une diurése augmentée dans le groupe hypothermique. La diurése
induite par le froid, ou « cold diuresis », est un phénomene qui se produit chez I’homme apres
exposition a un environnement hypothermique (100-102). Les mécanismes de cette diurése
induite par le froid viennent d’une autorégulation du rein a une hypervolémie centrale relative
induite par une vasoconstriction périphérique consécutive au froid. En raison d’une surcharge
volémique, la libération de I’hormone antidiurétique est supprimée. Il existe également une

activation du peptide natriurétique auriculaire (101,103).
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4.1.5. Complications de I'hypothermie

Dans notre expérience, nos animaux ont présenté des troubles de coagulation marqués dus au
choc et a I'ECMO, mais aucune différence n’a pu étre mise en évidence entre les deux

groupes.

En ce qui concerne les effets du choc sur la coagulation, les données de la littérature a ce sujet
sont claires : plus le choc dure longtemps, plus la diminution du taux des plaquettes
s’accentue, plus le TCA va s’allonger et plus ’activité des facteurs de la coagulation va
diminuer. De plus, la mise sous ECMO induit des troubles de I’hémostase du fait d’une
hémodilution liée au «priming» nécessaire au débullage du circuit d’ECMO par des
cristalloides (700 ml environ). Par ailleurs, malgré I’amélioration de la biocompatibilité, il
existe une activation plaquettaire et une consommation de facteurs de la coagulation liés au
contact du sang avec le circuit et la membrane d’oxygénation.(72,84)(51,52) L’hypothermie
induit également une séquestration des plaquettes et donc une thrombopénie, une altération du
métabolisme de 1’acide arachidonique, des atteintes quantitatives des glycoprotéines des

membranes plaquettaires (GPIb — P-sélectine— GPIIb/I11a).

Nous avons choisi de réaliser les tests d’hémostase avec un ROTEM, car au laboratoire, les
tests d’hémostase sur les échantillons sanguins sont toujours réalisés a 37°C que le patient soit
normotherme ou hypotherme. En pratique, il n’est pas possible de faire varier la température
des automates de coagulation, et 1’é¢tude de 1’hémostase d’un patient hypotherme serait
réalisée dans de mémes conditions que celle d’un patient normotherme. (139,140)Le ROTEM
nous a permis de régler la température a laquelle s’effectue 1’analyse et ainsi de rendre des
résultats adaptés a la situation thermique de 1’animal (104). Nous n’avons pas observé de
différences au niveau de ’hémostase entre les deux groupes ce qui pourrait suggérer qu’une
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hypothermie modérée ne devrait avoir que des répercutions faibles sur les parametres
hémostatiques. Nous ne pouvons malheureusement pas extrapoler nos résultats a plus long
terme, car la durée de I’expérimentation était de 8 heures et nous ne pouvons pas exclure que
des perturbations de I’hémostase puissent survenir plus tardivement.

Les complications infectieuses qui peuvent étre favorisées par 1’hypothermie n’ont pas pu étre

explorées dans ce modele de recherche.
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4.2. Perspectives a court terme

Ce travail nous a permis de prouver au niveau expérimental que I’hypothermie présente des
avantages hémodynamiques, sur la fonction cardiaque et sur la vasoréactivité.

L’application clinique de 1’hypothermie modérée constitue un objectif et la finalit¢ de nos
expériences. Basé sur les résultats de notre travail un P.H.R.C. a été mis en place permettant
d’évaluer les répercussions de 1’hypothermie pour les patients placés sous ECMO. Ce P.H.R.C

(HYPO ECMO, NCT02754193) est en cours et les résultats en attente.

Nous continuons a tester d’autres pistes thérapeutiques au niveau expérimental. Les essais sur
le gros animal nous ont déja permis ou nous permettrons de tester un certain nombre
d'hypothéses.
> Nous avons testé I'évaluation métabolique et microcirculatoire d’une pression
artérielle moyenne haute versus une pression artérielle standard qui n’a pas mis
en évidence de différence de réversion des conséquences métaboliques et
microcirculatoires (article soumis).
> Nous avons également testé sur notre modele les effets de la norépinéphrine
seul sur I'hnémodynamique et la fonction cardiaque intrinséque chez le cochon.
Nous avons montré que la norépinéphrine est capable d’améliorer la fonction

cardiaque, I'hémodynamique et I'oxygénation tissulaire (article joint).(141)

> Nous sommes en train de tester I’hypothése qu’une modulation du débit au
moment de I’initiation de ’ECMO (1/2 débit versus débit complet) pourrait
avoir des répercussions sur le phénomene d'ischémie reperfusion.
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4.3. Conclusion

Cette recherche expérimentale a permis de mettre en évidence un effet bénéfique de
I'hypothermie sur la fonction cardiaque et sur la réactivité vasculaire chez le porc en choc
cardiogénique traité par une ECMO. Les résultats de notre recherche ont permis de débuter un
P.H.R.C. L’hypothermie pourrait donc étre dans ’avenir un traitement adjuvant de ’ECMO

dans une situation de choc cardiogénique.
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6 Résumé

Le choc cardiogénique est une pathologie grave pouvant mettre rapidement le pronostic vital
du patient en jeu. Malgré de nombreux progres réalisés dans sa prise en charge, la mortalité
liée a cette affection reste trés élevée. Une des avancées importantes dans le traitement du
choc cardiogénique développée ces dernicres années est ’ECMO. Mais force est de constater,
que malgré la restauration d’un flux circulatoire adéquat, nous restons confrontés a une

mortalité élevée chez ces malades.

La premiere partie de cette thése est un rappel des principaux concepts du choc cardiogénique

et de PTECMO ainsi qu’un rappel des effets de I’hypothermie.

Nous rapportons dans la deuxiéme partie notre recherche expérimentale chez le cochon qui a
permis de mettre en évidence un effet bénéfique de I’hypothermie sur la fonction cardiaque et

sur la réactivité vasculaire chez les animaux en choc cardiogénique traités par une ECMO.

Dans la troisieme partie, nous discutons et analysons nos résultats en essayant d’apporter des

explications physiologiques.
7 Summary

Cardiogenic shock is still considered as a severe medical condition. Despite much progress in
the treatment of the cardiogenic shock, this disease is still associated with a high mortality. An
important advance in the treatment of the cardiogenic shock is the use of ECMO. However,
despite the restoration of a proper circulatory flow, we are still facing significant mortality in

these patients.
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The first part of this manuscript is a reminder of the main concepts of the cardiogenic shock

and ECMO and the concept of hypothermia.

In the second part we report the results of our experimental research who highlighted a
beneficial effect of hypothermia in cardiac function and vascular reactivity in animals in

cardiogenic shock treated by ECMO.

In the third part we discuss our results and we try to rapport physiological explications of our

results.
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