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Abréviations

ARA : Agression rénale aigue

IRA : Insuffisance rénale aigue

EER : Epuration extra rénale

RV : Remplissage vasculaire

NA : Noradrénaline

AVP : Vasopressine

PAM : Pression Artérielle Moyenne
CEUS: Contrast-enhanced ultrasound
MTT: Mean time transit — Temps de transit moyen
IP: Intensity peak — Pic d’intensité

ROI : Region of interest

FeNA : Fraction excrétée en sodium
HES : Hématoxyline et de I'éosine-safran
PAS : Periodic acid Schiff

NTA : Nécrose tubulaire aigue

16



Introduction

Le choc hémorragique est un choc hypovolémique par déplétion sanguine (hypovolémie
réelle ou vraie) dont les étiologies les plus fréquentes sont les traumatismes, la chirurgie lourde
et les hémorragies digestives ou obstétricales. Le défaut de perfusion d’organe et I’hypoxie
tissulaire induits par le choc hémorragique entrainent des dysfonctions d’organes, voire une
défaillance multiviscérale pouvant conduire au déces du patient.

I1 s’agit d’une pathologie grave au cours de laquelle le pronostic vital est rapidement
engagé et dont la rapidité de la prise en charge est un facteur pronostique fondamental.
Cependant la mortalit¢ dans les 48 premieres heures du choc hémorragique d’origine
traumatique a diminué de 15%' ces 15 derniéres années grace a ’amélioration des protocoles
de prise en charge ainsi que 1’émergence des «trauma center » (centres spécialisés en
traumatologie). Toutefois, cette amélioration de la survie a mis en évidence des pathologies
secondaires induites par le choc hémorragique : le sepsis et les défaillances d’organes telle que
’insuffisance rénale aigue .

La survenue d’une agression rénale aigué (ARA) et d’une insuffisance rénale aigué
(IRA) est un éveénement fréquent en réanimation et constitue un événement grave dans
I’évolution des patients de soins intensifs: selon les études, une IRA serait retrouvée chez 35 a
65 % des patients de réanimation®. L’IRA est un facteur indépendant de mortalité (45 a 55 %)
et est associée a une morbidité non négligeable (épuration extra-rénale (EER), allongement des
durées de séjour, surinfection,...)*>.

La prise en charge du choc hémorragique repose sur I’expansion volumique réalisée par
des solutés de remplissage vasculaire dans I’attente de la disponibilité des produits sanguins
labiles. Cependant l'administration de solutés doit étre monitorée afin d'éviter les effets
déléteres potentiels d'une surcharge de liquides. En effet, une administration excessive de soluté
est associée 2 un nombre important de complications®’. La réanimation "agressive" a soulevé
des problémes de sécurité, car il a été prouvé qu'elle augmentait le volume de saignement,

I’inflammation, les 1ésions organiques 8, et la mortalité °.

La place des vasopresseurs dans la prise en charge du choc hémorragique fait encore
’objet de débat. Certaines études faisant état de I'effet délétére des médicaments vasoactifs!”
par rapport au remplissage vasculaire. Par conséquent, leur utilisation n'est pas recommandée
par les sociétés savantes américaines et notamment « I'Advanced Trauma Life Support® ».

Cependant I'administration précoce des vasopresseurs est couramment utilisée dans les centres
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européens de traumatologie. Des études expérimentales ont montré un avantage de l'utilisation
précoce de vasopresseurs purs par rapport a I’expansion volémique seule'!. Certaines études
cliniques ont également montré 1’effet positif des médicaments vasoactifs ',

Deux médicaments vasoactifs principaux sont utilisés dans le monde entier : la
noradrénaline et la vasopressine. Concernant la noradrénaline, une étude animale a montré que
son utilisation était associée a une diminution du volume de remplissage nécessaire pour
atteindre une pression artérielle cible, ainsi qu’une diminution de la perte'®. De plus, notre
équipe a démontré que la noradrénaline diminuait les besoins en solutés de remplissage et les
pertes sanguines tout en préservant la microcirculation des villosités intestinales lors de la
réanimation liquidienne d'un choc hémorragique incontrdlé chez la souris'*. D’autre part, un
déficit en vasopressine a €té constaté lors des états de choc et plusieurs études ont tenté de
démontrer les avantages de 1'administration de vasopressine. Un examen du rdle de la
vasopressine dans le choc hémorragique fait état d'une amélioration du tonus vasculaire et du
transport d'oxygéne aux organes'”. Dans ces études, 1'administration précoce de vasopressine
semblait étre associée a une réduction des saignements '°. Enfin, certaines études animales
suggérent que la vasopressine est capable d'augmenter le débit sanguin rénal a faible dose!’, et

une étude humaine rapporte une augmentation du débit urinaire avec l'utilisation de la

vasopressine a faible dose dans un état de choc hémorragique non controlé!®,
L’objectif de notre étude était de comparer les effets du remplissage vasculaire sans et avec la

noradrénaline ou de la vasopressine sur I’hémodynamique rénale, la fonction rénale et les

lésions histologiques rénales dans un modele de choc hémorragique réanimé chez le rat.
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Matériel & Méthode

1. Préparation des animaux

Toutes les procédures ont été approuvées par le comité de soins aux animaux de
|'établissement : "Comité d'éthique en expérimentation animale Lariboisi¢re-Villemin", Paris,
France. Tous les animaux étaient des rats Wistar adultes males agés de 8 a 10 semaines.
L'anesthésie a été réalisée et maintenue tout au long de l'expérience par inhalation d'isoflurane.
Les gaz ont été administrés par le systéme Harvard®. Pendant la chirurgie, l'isoflurane a été
administré a une concentration de 3 % dans un mélange d'oxygeéne a 20 % et d'azote a 80 %.
Pendant le reste de I'expérience la concentration a été réduite a 1%. Une injection sous-cutanée
de 50 pg/kg de buprénorphine a été associée. La ventilation spontanée a été préservée. Les
animaux étaient allongés sur une couverture chauffante, et la température était surveillée en
permanence et maintenue a 37°C. L'artére fémorale a été canulée avec un cathéter en
polyéthyléne et reliée a un transducteur de pression relié¢ a un systéme d'acquisition (MP-30
Biopack Systems, Goleta, CA) avec surveillance en temps réel de la pression artérielle en
continu. L'artére carotide droite a été canulée pour les prélévements sanguins et pour effectuer
I’hémorragie a pression contrdlée entre TO et T90. La veine jugulaire interne droite a été canulée
pour la perfusion de vasopresseurs et la transfusion. La veine fémorale droite a été canulée pour
administrer les solutés de remplissage (ringer lactate) et le produit de contraste. La diurése a
été surveillée par cathétérisme vésical permettant une collecte continue de I'urine. Une approche
chirurgicale par lombotomie gauche a ensuite été réalisée L’aorte est abordée afin de
positionner une bague doppler bidimensionnelle permettant la mesure du débit sanguin dans
I’aorte abdominale. Le rein a ensuite été extrait de la cavité rétro péritonéale et placé sur un

support en position fixe pour une analyse échographique reproductible au cours de I’expérience.

Aprées la chirurgie, une échographie avec injection de contraste est réalisée afin de
calibrer les parameétres d’acquisition de I’image échographique puis une période de stabilisation

de 30 minutes est respectée.

La photographie 1 montre 1’animal apres la fin de la chirurgie.
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Sonde doppler
aortique

KT carotidien

Sonde d'échographie

Arrivée
halogénés

KT jugulaire
interne
KT veine F

KT vessie

KT artére
femorale

Photographie 1 : Installation des rats dans le cadre chirurgical (fin de chirurgie) ; KT :

cathéter, F : fémorale

2. Choc, réanimation et transfusion

Apres l'intervention chirurgicale, une période de stabilisation de 30 minutes a été

réalisée.

A TO0, défini comme niveau de base, nous avons prélevé 600uL de sang artériel a partir du
cathéter carotidien afin de doser le lactate et la glycémie, d’analyser les gaz du sang puis le
reste du prélevement est centrifugé pour récupérer le plasma. Ce dernier a été conservé a -30°C
pour analyse ultérieure (ionogramme, urée et créatinine plasmatique). Les urines sont
recueillies et congelées pour analyse concomitante au plasma (urée, créatinurie, ionogramme
urinaire). Enfin nous réalisons une échographie de contraste, une mesure Doppler aortique et

une mesure Doppler sur trois vaisseaux rénaux (arteres interlobaires).

Le protocole expérimental (Figure 1) a ensuite été divisé en trois phases. La premiére phase
(période hémorragique, de TO a T90) consistait en une hémorragie contrdlée a objectif de
pression : la spoliation sanguine était débutée a 3ml/kg/mn jusqu'a obtenir une pression
artérielle moyenne (PAM) inférieure a 40 mmHg et qui sera maintenue entre 35 et 40 mmHg
pendant toute la phase hémorragique. Le sang récolté était stocké dans des seringues
héparinisées et a ensuite été utilisé pour la transfusion. Au cours de la deuxiéme phase (phase

de réanimation, de T90 a T180), les rats ont été réanimés avec un soluté de remplissage (Ringer
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Lactate) sans vasopresseur, un soluté avec de la noradrénaline ou un soluté avec de la

vasopressine pour cibler une PAM de 60 mmHg.

EUTHANASIE
AG 0BJ PAM>6ommHg Histologie rein
Chirurgie // SPOLIATION /I REANIMATION /Il  RETRANSFUSION
TP Tg_o T1A 20 T1.50 T;_t?o T210 T_2 40
OBJ PAM<40mmHg I
o~ * * * * * *

Fig. 1 : Protocole expérimental (* : réalisation de l’échographie de contraste, mesure doppler aortique
et arteres rénales, dosages sanguins et urinaires)

Les rats ont été répartis en quatre groupes (n = 10 par groupe) selon la stratégie de

réanimation assignée au hasard a laquelle ils ont été soumis :

e Un groupe remplissage vasculaire (RV) : avec choc hémorragique et remplissage
vasculaire sans vasopresseur.

e Un groupe noradrénaline (NA) : avec choc hémorragique et remplissage vasculaire
avec perfusion de NA (3 pg/kg/min)

e Un groupe vasopressine arginine (AVP) : avec choc hémorragique et remplissage
vasculaire avec perfusion d’AVP (0,02 Ul/kg/min).

e Un groupe controle (SHAM) : chirurgie sans choc hémorragique.

Les doses de vasopresseur sont fixes, seul le remplissage vasculaire est modulé afin d’obtenir
une PAM a 60 mmHg (le pousse seringue est stoppé¢ lorsque la PAM est >65mmHg puis repris
lorsqu’elle devient inférieure a 60mmHg) pendant toute la phase de réanimation qui dure 90
minutes. Pendant cette période, toutes les 30 minutes, sont réalisées les mesures échographiques

et sanguines comme décrites a TO.

La retransfusion du sang prélevé est réalisée a la suite de la phase de réanimation a 3ml/kg/mn.
Cette phase est ensuite observée pendant 60 minutes et toutes les 30 minutes les mesures et
prélevements précédemment décrits sont réalisés. Au cours de la retransfusion, si la PAM
devenait supérieure a 100mmHg la perfusion de catécholamines était interrompue. Elle était

reprise et associée au remplissage vasculaire si elle chutait 8 moins de 60mmHg.
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A la fin de la phase « Retransfusion » I’animal recoit une dose 1étale de penthotal. Les reins
droit et gauche sont prélevés. Les reins sont sectionnés longitudinalement. Un fragment de

chaque rein est placé dans du formol pour analyse anatomopathologique.

3. Réalisation et mesure echographique

Des analyses échographiques ont été effectuées sur tous les rats, y compris les groupes
SHAM, a l'aide de 1’échographe Toshiba® Aplio 400 avec une sonde linéaire PLT-120BT de
7 a 18 MHz. Ces mesures ont inclus des mesures Doppler pulsé et des mesures échographiques
de contraste (CEUS - Contrast-enhanced ultrasound). Ces parameétres Doppler permettent une
appréciation de la macrocirculation rénale alors que 1’échographie de contraste permet une
¢évaluation de la microvascularisation de cet organe.

Le mode Doppler pulsé permettait d'obtenir les vitesses systoliques, diastoliques et moyennes
de trois arteéres rénales interlobaires. Aprés la chirurgie, une échographie avec injection de
contraste est réalisée pour calibrer les paramétres d'acquisition de I'image ultrasonore puis la
période de stabilisation de 30 minutes était réalisée. L'agent utilis¢ était des microbulles
d'hexafluorure de soufre (Sonovue®) de 1 a 10 um a la concentration de 8 pl/ml. Un bolus de
1 ml/kg était administré en 8 secondes par une pompe Bracco® Vuelect a travers le cathéter
fémoral droit. L’ensemble de ces mesures ont été répété au cours de I’expérience comme
indiqué sur le schéma expérimental (Figure 1).

A partir de la mesure échographique, il est possible de déterminer la variation de la quantité de
produit de contraste dans le volume étudié et d'obtenir l'aire de cette variation, le temps moyen
de transit (MTT pour mean time transit), l'intensité du pic (PI pour pic intensity) et le temps
jusqu'au pic (TTP pour time to peak). La perfusion rénale était évaluée en mode contraste en
réalisant les aires sous courbe des intensités de contraste de plusieurs régions d’intérét (ROI
pour region of interest) : une dans le cortex, deux dans la médulla, et une sur I’ensemble du rein
(Figure 2). L’échographe enregistre la perfusion des bulles dans le rein pendant deux minutes.
En différé, a partir des vidéos enregistrées, plusieurs ROI sont définies, le logiciel d’analyse
échographique générait une courbe de perfusion et permettait le calcul de la surface, TTP, MTT

et PI qui sont corrélés a la perfusion de la zone d'intérét.
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Figure 2. Imagerie rénale obtenue en échographie de contraste apres positionnement des ROl

(ROI : region of interest)

4. Analyse biologique

Les préléevements plasmatiques sont décongelés et centrifugés. La créatinine, 1’urée, la
natrémie, la kaliémie, la chlorémie et la calcémie sont mesurés par automates. Les prélévements
urinaires sont décongelés et centrifugés. L’urée et la créatinine sont mesurées par automates.
Avec les résultats obtenus nous calculons le rapport UV/P (U=créatinurie, V=volume des
urines, P=créatininémie) permettant une évaluation de la clairance de la créatinine ainsi que la
fraction excrétée de sodium (FENa = (natriurie x créatininémie) / (natrémie x créatinurie)),

permettant de distinguer les insuffisances rénales organiques et fonctionnelles.
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5. Analyse histologique

Les deux reins ont été conservés immédiatement aprés euthanasie de I’animal dans le
formol et ce pendant un maximum de 48h. Le tissu rénal a été ensuite inclus dans des blocs de
paraffine et des coupes de 3 um ont été réalisées pour les deux reins au laboratoire
d’anatomopathologie du Kremlin Bicétre en collaboration avec le Dr Sophie Ferlicot. Plusieurs
colorations ont été réalisées avec de I'hématoxyline et de I'éosine-safran (HES), de l'acide
périodique de « Schiff » (PAS) et du trichrome de Masson. Le degré de la nécrose tubulaire
aigue a été déterminé par une échelle de notation semi-quantitative : 1 = 0%, 2 =25% ;3 =25
a50% ;4=50a75%;et5=>75%. Les lésions histologiques ont été évaluées en aveugle quant

a I’affectation des groupes.

6. Analyse Statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel R (version R 3.1.3 GUI
1.65 Snow Léopard build). Les tests réalisés sont non paramétriques. Les résultats sont
présentés en médiane (Q1-Q3). Les paramétres dont les mesures sont répétées (pression
artérielle, doppler, perfusion rénale, données biologiques) ont fait ’objet d’une analyse de
variances a mesures répétées avec la bibliothéque nparLD qui a permis I’analyse globale et les
comparaisons deux par deux. Le risque de premiere espece a été fixé a p<0,05 sauf pour les

analyses deux par deux ou il a été effectué un ajustement de Bonferroni (p<0,003).
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Résultats

Trente rats ont été inclus dans 1'étude. Le poids des rats ne variait pas entre les groupes

(372 [351-392] g). Dix rats étaient initialement prévus dans chaque groupe et 7 rats étaient

prévus dans le groupe SHAM. Un rat dans le groupe vasopressine, et deux rats dans le groupe

noradrénaline ont été exclus pour des problémes techniques (ablation accidentelle de cathéter,

embolie gazeuse accidentelle et anomalies anatomiques rénales). La figure 3 montre la

répartition du nombre de rats entre les groupes. Quatre rats sont morts avant la fin de

I’expérience (un dans le groupe remplissage vasculaire, un dans le groupe noradrénaline et deux

dans le groupe vasopressine).

N=30

h 4

Exclus N=3

A

Déceés avant la fin de
I'expérience N=4

AVP

NA

SHAM
N=7

Les poids étaient similaires entre les groupes (tableau 1).

Figure 3. Répartition des rats dans les différents groupes
(RV = remplissage vasculaire, AVP=vasopressine, NA=noradrénaline)

n M¢diane [Q1;Q3]
RV 9 378 [366 ; 394]
NA 7 348 [343 ; 382]
SHAM 7 380 [371 ;408]
AVP 7 372 [354 ;390]

Tableau 1. Poids des rats dans chaque groupe

(RV = remplissage vasculaire, AVP : vasopressine, NA=noradrénaline)
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1. Spoliation sanguine et remplissage vasculaire

Le volume de spoliation sanguine nécessaire pour atteindre notre objectif de PAM
(PAM<40 mmHg) n'était pas différent entre les groupes. Le volume de remplissage requis pour
atteindre notre objectif de PAM de 60 mmHg était significativement plus faible dans le groupe

NA par rapport aux groupe RV et AVP (p<0,01) (Tableau 2).

n Volume de spoliation [Volume de remplissage
RV 9 19.3[17.9 -21.6] 109.3 [98.2 - 137]
NA 7 21.7[19.6 -23.5] 75.3[70.6 — 84.6]*
AVP 7 21.6 [21.3 —25.6] 87.1[71.2-97.4]

Tableau 2 : Volume de spoliation et volume de remplissage vasculaire en mL/Kg
(RV = remplissage vasculaire, AVP=vasopressine, NA=noradrénaline)

2. Heémodynamique

Pression artérielle moyenne — A T0, la PAM n’était comparable entre les groupes ((101 [99 —
102] dans le groupe RV, 106 [101 — 112] dans le groupe NA, 95 [88 — 101] dans le groupe AVP
et 96 [97 — 105] dans le groupe SHAM. A partir des objectifs définis, une PAM < ou inférieure
ou égale ? 40 mmHg a été obtenue a T90 dans tous les groupes hémorragiques (36 [34- 41], 39
[38-42] et 37 [33-37] mmHg dans les groupes RV, AVP et NA respectivement). A partir des
objectifs définis, une PAM > 60 mmHg a été obtenue pendant la phase de réanimation dans
tous les groupes hémorragiques (63 [62- 66], 64 [63-67] et 64 [63-68] mmHg dans les groupes
RV, AVP et NA respectivement). Pendant la phase de transfusion, une augmentation de la PAM
jusqu'aux mémes niveaux que dans le groupe SHAM a pu étre observée dans tous les groupes

hémorragiques (figure 4).
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Figure 4. Variation de la Pression artérielle dans le temps. (RV : remplissage vasculaire ; NA : noradrénaline ;
AVP : vasopressine)

Débit sanguin aortique (DA) - Le choc hémorragique a entrainé une réduction similaire du
débit sanguin aortique (DA) dans tous les groupes. En partant d'un DA médian de 18,1[14,8-
23,7] mL/min pour tous les groupes, nous avons obtenu a T30 un DA médian de 5,70[4,54-
6,51] mL/min. Une augmentation du DA pendant la phase de réanimation a été observée dans
tous les groupes hémorragiques. Les variations du DA étaient différentes dans tous les groupes
hémorragiques par rapport au SHAM sur I'ensemble de 1'expérience (FT vs. SHAM ; p <
0,0001) (Figure 5).
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Figure 5. Débit aortique en fonction du temps
(RV : remplissage vasculaire ; NA : noradrénaline ; AVP : vasopressine)

27



3. Mesure echographiques rénales

Veélocités rénales - Le choc hémorragique a conduit a une réduction similaire de la vitesse
maximale des globules rouges mesurée au niveau des artéres interlobaires (Vmax) et de la
vitesse a la fin de la diastole (Ved) (figure 6 et 7). Il n’y avait pas de différence entre les groupes.
Cette diminution a été suivie par une augmentation similaire de Vmax et Ved pendant la phase
de réanimation dans tous les groupes hémorragiques. A la fin de I’expérience il n’y avait pas
de différence entre les groupes. On a observé une différence significative au cours du temps,
sur I’ensemble de I’expérience, entre le groupe SHAM et les groupes hémorragiques

(p<0,0033).
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Figure 6. Vitesse maximale mesurée en doppler au cours du temps (RV : remplissage vasculaire ; NA :
noradrénaline ; AVP : vasopressine)
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Figure 7. Vitesse en fin de diastole mesurée en doppler au cours du temps (RV : remplissage vasculaire ;
NA : noradrénaline ; AVP : vasopressine)
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Echographie de contraste — Aire sous la courbe - La perfusion médullaire (Figure 8) évaluée
par 1’aire sous la courbe différait significativement sur 1I’ensemble de I’expérience, entre le
groupe SHAM et les groupes hémorragiques (p<0,003). I1 n’y avait pas de différence
significative entre les différents traitements. Pendant la phase d’hémorragie, la perfusion
médullaire était significativement altérée par rapport au groupe SHAM (p<0,001). Pendant la
phase de réanimation, la perfusion médullaire différait significativement entre le groupe SHAM
et les autres groupes (p<0,003), mais les groupes hémorragiques ne différaient pas entre eux. Il

n’y avait plus de différence a la fin de la phase retransfusion.
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Figure 8. Perfusion médullaire rénale (Aire) au cours du temps (RV = remplissage vasculaire,

AVP=vasopressine, NA=noradrénaline)

La perfusion corticale (Figure 9) évaluée par 1’aire sous la courbe différait significativement
sur I’ensemble de I’expérience, entre le groupe SHAM et les autres groupes (p<<0,003). Pendant
la phase hémorragique, la perfusion corticale était significativement altérée par rapport au
groupe SHAM (p<0,001). Il n’y avait pas de différence significative entre les différents
traitements. Pendant la phase réanimation la perfusion corticale différait significativement entre
le groupe SHAM et les autres groupes (p<0,003), mais les groupes avec traitements ne

différaient pas entre eux. Il n’y avait plus de différence a la fin de la phase retransfusion.
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Figure 9. Perfusion corticale rénale (Aire) au cours du temps (RV = remplissage vasculaire, AVP=vasopressine,

NA=noradrénaline)

Echographie de contraste — Temps de transit moyen : la variation du TTM antre TO et T240 a

¢été plus importante dans le groupe RV par rapport au groupe noradrénaline. C’est a dire que

le TTM a été plus allongé dans le groupe RV témoignant d’une altération de la perfusion par

rapport au groupe NA. Il n’y avait pas de différence entre la noradrénaline et la vasopressine

(Figure 10).
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Fig. 10 : Variation du temps de transit moyen entre T0 et T240 (AVP : vasopressine, RV :

remplissage vasculaire group, NA : noradrénaline)

30



Echographie de contraste - Pic d’intensité : A la fin de 1’expérience, la restauration du pic
d’intensité était significativement meilleure dans le groupe noradrénaline versus le groupe
remplissage vasculaire seul (p<0,03). Il n’y avait pas de différence significative entre le

groupe NA et AVP (Figure 11).

Fig. 11 : Variation du pic d’intensité entre T0 et T240 (AVP : vasopressine, RV : remplissage
vasculaire group, NA : noradrénaline)
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4. Biologie

Lactates - A TO, le taux de lactate n’¢tait pas différent entre les groupes (15 [14-17], 16 [13-
18], 10 [7-15] et 13 [11-15] mg/dL dans les groupes RV, NA, AVP et SHAM respectivement).
Nos résultats ont montré une augmentation du taux de lactate au cours de la phase état de choc
(2 T90, 21 [20-21] mg/dL versus 116 [76-124] mg/dL respectivement dans les groupes SHAM
et RV, p<0.001). Cette augmentation ne différait pas entre les groupes hémorragiques (81 [79
— 114] mg/dL dans le groupe AVP, 116 [76- 124] mg/dL dans le groupe RV, 90 [83 — 151]
mg/dL dans le groupe NA — p>0,001) (Figure 12).
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Figure 12 : Variation du lactate en fonction du temps (RV . remplissage vasculaire ; NA : noradrénaline, AVP :
Vasopressine)

Fonction rénale - Au cours de I’expérience on observe une majoration des taux d’urée et de
créatinine plasmatique dans tous les groupes. Il n’y avait pas de différence entre les groupes.
A la fin de I’expérience nous avons constaté une augmentation significative de la fraction
d’excrétion en sodium dans 1’ensemble des groupes hémorragiques. Il n’y avait de différence

significative de la clairance de la créatinine (tableau 3).

Fraction excrétée en Sodium | Clairance de la créatinine
NA 13.5[7.93 -27.9] (7) 0.44 [0.17 - 0.55] (6)
RV 34.1[6.40 -49.1] (8) 0.40[0.21 - 0.52] (8)
SHAM 1.29[0.76 - 1.71] (6)* 0.77 [0.54 — 1.12] (5)
AVP 5.2913.03 - 15.6] (7) 0.30[0.22 - 0.44] (7)

Tableau 3. Fraction excrétée en Sodium (%) et Clairance de la créatinine ((uL/min) a T240 (NA :
noradrénaline, RV : remplissage vasculaire, AVP : vasopressine)
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5. Histologie

Dans les groupes « hémorragique », ’hypovolémie a induit des 1ésions histologiques de
nécrose tubulaire aigiie (NTA) dans les deux reins (p<0,0001 vs. SHAM). Il n’y avait pas de
différence entre les différentes stratégies de réanimation (score médian histologique 4,04 [2,8
—4,5] pour le groupe RV, 4,5 [3,55 — 4,2] pour le groupe NA, 4,04 [3,58 — 4,3] pour le groupe
AVP,et2,8[2,55—3,3] pourles SHAM. La figue 13 montre la répartition des Iésions tubulaires

RV NA AVP SHAM

dans tous les groupes.
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Figure 13 : Pourcentage de distribution de nécrose tubulaire dans chaque groupe.
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Discussion

L’hypovolémie induite par la spoliation sanguine a conduit a une altération des
parameétres hémodynamiques systémiques (pression artérielle, débit aortique et lactate) ainsi
que des parametres hémodynamiques rénaux (vélocités rénales et paramétres fournis par
I’échographie de contraste) a ’origine d’une agression rénale aigue avec nécrose tubulaire
histologique. Lors de la réanimation, pour un but de PAM > 60 mmHg, les restaurations du
débit aortique et du taux de lactate ont été comparables dans les trois groupes ayant eu un choc
hémorragique. L utilisation de noradrénaline a permis une réduction de la quantité de soluté de
remplissage nécessaire pour restaurer la PAM aux objectifs définis par I’étude. La perfusion
rénale, évaluée par les vélocités rénales et 1’aire sous la courbe en échographie de contraste,
n’était pas différente entre les groupes. Seul deux parameétres, le temps de transit moyen et le
pic d’intensité en échographie de contraste étaient mieux restaurés lors de I’utilisation de NA
par rapport au remplissage vasculaire seul. Les données biologiques mettent en évidence une
augmentation de l’'urée et de la créatinine dans I’ensemble des groupes sans différence
significative. L’analyse histologique met en évidence des I€sions de nécrose tubulaire aigue
dans les groupes hémorragiques, sans différence significative entre les différents groupes
« hémorragiques ».

Notre travail a permis la mise en place au laboratoire d’un nouveau modéle
d’insuffisance rénale aigue secondaire a un choc hémorragique. Mayeur & al. ont montré en
2011 qu’une hypovolémie (PAM < 35mmhg) prolongée pendant deux heures suffisait a induire
une agression rénale aigue '°. Comme dans notre étude, le choc hémorragique était réalisé de
facon contrdlé par réalisation d’une spoliation sanguine. Dans notre travail la durée choisie
d’hypotension (90 minutes) ainsi que sa profondeur du niveau d’hypotension a permis de
générer un état de choc sévére. En effet I’hyperlactatémie (entre 8 fois et 14 fois la valeur de
base selon les groupes) au cours de la phase « hypotension » témoigne d’un métabolisme
anaérobie sous-jacent et donc d’une souffrance tissulaire par défaut d’oxygénation. Pendant
cette phase hypotensive, I’ensemble des parametres hémodynamiques systémiques (pression
artérielle, débit aortique et lactate) ainsi que des parametres hémodynamiques rénaux (vélocités
rénales et parametres fournis par 1’échographie de contraste) étaient séverement altérés. Par
ailleurs, il a été suggéré que 1'hypotension grave et prolongée chez le rat n'induit généralement
pas de Iésions rénales graves et ne convient donc pas pour une utilisation en tant que mod¢le
animal ?°. Cependant notre travail, ainsi que celui de Wang & al. réalisé chez la souris, ont mis

en évidence des Iésions histologiques rénales significatives?'.
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Il est a noter que d’autres études, avec une durée d’hypovolémie plus courte (45minutes)
avaient montré des 1ésions histologiques rénales sans majoration des taux d’urée et de créatinine
plasmatique 2°. Dans notre travail la durée et la profondeur de I’hypovolémie a induit une
majoration significative de la fraction excrétée en sodium, sans majoration significative de la
créatinémie ou de 1’urée plasmatique par rapport au groupe SHAM. Il est possible que
I’évaluation de la fonction biologique rénale soit trop précoce pour étre significativement
altérée. En effet dans certain travaux, la majoration de I’urée et de la créatinine plasmatique
ainsi que la baisse du débit de filtration glomérulaire n’étaient observées qu’a partir de 24
heures apreés le choc hémorragique?!. L’évaluation de la fraction excrétée en sodium permet de
définir si une insuffisance rénale aigue est pré rénale ou organique. Ainsi les variations
observées peuvent nous indiquer des mécanismes différents. En effet les fractions excrétées
¢levées mesurées dans les groupes « hémorragique » témoignent d’une incapacité¢ du rein a
réabsorber 1’ion sodium et ainsi d’une probable atteinte organique.

Au cours de la réanimation, I’ensemble des stratégies thérapeutiques a permis une
augmentation du débit aortique et des doppler rénaux ainsi que de la perfusion rénale. Il n’y
avait pas de différence entre les traitements. Donc, au cours de la réanimation du choc
hémorragique, nous n’avons pas observé d’effets déléteres des drogues vasoactives sur les
parameétres micro et macrocirculatoires rénaux. De plus, dans le groupe noradrénaline,
I’amélioration des parametres hémodynamiques systémiques (pression artérielle, débit aortique
et lactate) ainsi que des parametres hémodynamiques rénaux a été obtenue avec un volume de
remplissage vasculaire moindre que dans le groupe remplissage vasculaire seul. Cette
observation est intéressante car un remplissage vasculaire excessif peut étre associé a des

complications %72,

En effet, un remplissage vasculaire important peut augmenter le
saignement, I’inflammation, les Iésions organiques %, et la mortalité '*. Limiter le remplissage
vasculaire peut se révéler adéquat pour maintenir le niveau suffisant de perfusion d'organe
nécessaire pour prévenir une dysfonction organique secondaire®® tout en prévenant les effets
déléteres d’un apport excessif en soluté de remplissage vasculaire. Cependant, il y a peu
d'informations disponibles concernant cette hypothése. Legrand et al. ont montré que
I’augmentation du volume de remplissage vasculaire n’améliorait pas I’oxygénation tissulaire
dans un modéle de choc hémorragique controlé murin 2*. Dans notre travail, I’utilisation
précoce de noradrénaline a permis de limiter le remplissage vasculaire sans altérer les

parameétres macrocirculatoires et microcirculatoires rénaux par rapport au groupe remplissage

vasculaire seul. L’utilisation de noradrénaline semble méme, sur deux parametres
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échographiques (TTM, PI), plus efficace que 1’expansion volémique seul. Ces données devront
étre confirmées par d’autre travaux.

Ainsi, notre travail a mis en évidence que I’utilisation précoce des vasopresseurs n’était
pas associée a une altération des paramétres macro et micro circulatoires rénaux. L utilisation
des vasopresseurs n’étaient pas non plus associée a une majoration des Iésions histologiques.
En effet dans notre modéle, on a constaté des 1ésions de nécrose tubulaire dans I’ensemble des
groupes « hémorragiques ». L’intensité des l1€sions n’était pas supérieure dans les groupes avec
vasopresseurs.

Notre travail n’a pas montré de supériorité de la vasopressine sur la perfusion rénale par
rapport a I’utilisation de la noradrénaline seule. En particulier nous n’avons pas observé
d’amélioration de la perfusion médullaire en échographie de contraste ni d’épargne
supplémentaire en volume de remplissage. Les doses de catécholamines choisies reposent sur
les données de la littérature et sur notre expérience au laboratoire'*. Concernant la vasopressine,
le choix a été fait d’une perfusion continue. Les propriétés tachyphylaxiques de cette hormone
peuvent rendre ce choix discutable, cependant la littérature est trés hétérogene a ce sujet. Une
méta-analyse reprenant quinze essais controlés randomisés étudiant la vasopressine dans le
choc hémorragique rapporte des modes d’administration trés divers 2°. Certaines équipes
associent un bolus suivi d’une dose continue mais aucune dose n’était identique. D’autres
utilisent la perfusion continue seule, avec des doses allant de 0.1 a 2U/kg/h. Choisir de réaliser
un bolus nécessiterait un travail important préalable sur la vasopressine permettant de définir
la dose, le moment ou I’injecter et les modalités d’une éventuelle réinjection. Concernant le
groupe vasopressine le choix de la posologie repose sur les données de la littérature associée
aux résultats d’un travail réalisé au laboratoire. En effet, dans le cadre d’un autre projet encore
en cours au laboratoire, des doses-réponse ont permis de déterminer la dose de vasopressine

permettant un €élévation de la pression artérielle.

Dans I’avenir, il serait intéressant de poursuivre ce travail en le complétant avec la
mesure d’autres parametres. En effet, confronter des données échographiques a des mesures de
PO?2 tissulaire rénale (médulla et cortex) nous apporterait des données complémentaires sur
I’évolution de ’extraction en oxygene au cours de I’état de choc, de la réanimation et de la
transfusion. Il serait juste également de comparer les effets de nos thérapies selon les modalités
de I’état de choc hypovolémique. En effet, les études qui rapportent les effets positifs de la
vasopressine concernent majoritairement des modéles animaux de choc hémorragique non

contrdlés. Enfin, la littérature conseillant une utilisation judicieuse des vasopresseurs dans la
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réanimation du choc hémorragique, il conviendra de définir au mieux I’utilisation dite
« précoce », et d’uniformiser nos travaux dans la recherche du meilleur traitement, débuté au

meilleur moment et a la meilleure dose.

Conclusion

Dans un mod¢le de choc hémorragique murin, 1’utilisation de la NA ou de ’AVP en
complément d’un remplissage vasculaire n’a pas eu d’effets délétéres sur la restauration du
débit aortique, du taux de lactate et sur ’hémodynamique rénale. De méme, ces deux
vasopresseurs n’ont pas aggravé les 1ésions histologiques rénales. Ces résultats, avec les limites
des modeles expérimentaux, suggeérent que 1’utilisation précoce de ces deux vasopresseurs en
complément de I’expansion volémique dans la réanimation du choc hémorragique ne serait pas

responsable d’une aggravation des Iésions rénales.
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Résumés
Résumé

Introduction - La survenue d’une insuffisance rénale aigiie dans les suites d’un état de choc hémorragique est
un facteur indépendant de mortalité. L'objectif principal de notre étude était de comparer les effets du remplissage
vasculaire sans et avec la noradrénaline ou la vasopressine sur I’hémodynamique rénale, la fonction rénale et les
lésions histologiques rénales dans un modele de choc hémorragique réanimé chez le rat.

Meéthode — Trente rats Wistar males ont été€ répartis dans trois groupes : 1/ remplissage vasculaire (2ml/kg/mn)
sans vasopresseur. 2/ remplissage vasculaire et noradrénaline (NA) (3 pg/kg/mn) et 3/ remplissage vasculaire et
vasopressine (AVP) (0,02 Ul/kg/mn). Le choc hémorragique était réalisé par spoliation sanguine jusqu'a obtenir
une pression artérielle moyenne<40mmHg pendant 90 minutes. La réanimation était réalisée pendant 90 minutes.
Enfin, aprés retransfusion, le rat était surveillé 60 minutes. Des mesures répétées ont été réalisées a chaque
étape par Doppler aortique, Doppler rénaux, fonction biologique rénale, gaz du sang et échographie de contraste.

Résultats — Notre travail a permis d’établir un modéle de choc hémorragique induisant des 1ésions tubulaires
rénales. L’hémorragie a induit une altération significative des paramétres hémodynamiques systémiques (pression
artérielle moyenne, Doppler aortique, lactate) et rénaux (Doppler rénaux et échographie de contraste rénale). La
restauration de ces parameétres ne différait pas selon les différentes stratégies de réanimation. Les perfusions
corticale et médullaire ne différaient pas entre les différents traitements. Nous avons observé une diminution
significative (p<0,003) du volume de remplissage vasculaire dans le groupe NA (75,3 [70,5-84,5]) par rapport au
groupe remplissage vasculaire seul (109,3 [98,2-137,1] en ml/kg).

Discussion — L’utilisation de vasopresseur en complément d’une expansion volémique n’est pas délétére pour
la récupération de I’hémodynamique systémique et rénale. Au niveau rénal, ’utilisation d’un vasopresseur ne
majore pas les 1ésions histologiques rénales.

Conclusion — Dans un modéle de choc hémorragique murin, 1’utilisation de la NA ou de I’AVP en complément
d’un remplissage vasculaire n’a eu d’effets délétéres sur la restauration du débit aortique, du taux de lactate et sur
I’hémodynamique rénale. De méme, ces deux vasopresseurs n’ont pas aggravé les 1ésions histologiques rénales.
Ces résultats, avec les limites des modeles expérimentaux, suggerent que 1’utilisation précoce de ces deux
vasopresseurs en complément de 1’expansion volémique dans la réanimation du choc hémorragique ne serait pas
responsable d’une aggravation des Iésions rénales.

Mots Clefs : Choc hémorragique — Insuffisance rénale aigue — Catécholamines — Remplissage vasculaire —
Nécrose tubulaire aigue

Abstract

Introduction - Acute kidney injury is an independent risk factor for mortality in haemorrhagic shock. The
primary objective of our study was to compare the effects of fluid therapy without and with norepinephrine or
vasopressin on renal hemodynamic, renal function, and renal histologic lesions in a resuscitated rat model of
haemorrhagic shock.

Method — Thirty male Wistar rats were assigned to three groups: 1/ only fluid resuscitation (2ml/kg/mn), 2/
fluid resuscitation with norepinephrine (NA) (3 pg/kg/mn) and 3/ fluid resuscitation with vasopressin (AVP) (0,02
Ul/kg/mn). Blood was withdrawn through the carotid arterial line until the mean arterial blood pressure decreased
to 40 mmHg for 90 minutes. Resuscitation was performed during 90 minutes. Finally, after blood transfusion rats
were monitored for 60 minutes. Repeated measures were performed at each stage: aortic Doppler, renal Doppler,
renal function, blood gas and contrast enhanced ultrasound.

Results: In a model of hemorrhagic shock with renal tubular lesions, hemorrhage induced significant alteration
of systemic hemodynamic (mean arterial pressure, aortic Doppler, lactate) and renal hemodynamic (renal Doppler
and contrast enhanced ultrasound). The restoration of these parameters did not differ according to the resuscitation
strategies. We observed a significant decrease (p <0.003) in the fluid resuscitation volume in the NA group (75.27
ml/kg [70.6-84.5]) compared to the fluid resuscitation group (109.3 ml/kg [98.2-137,1]).

Discussion - The use of vasopressors in addition to fluid is not deleterious for systemic hemodynamic
recovery, particularly for renal flow, and allows a similar correction of the lactate level. In kidney, hemodynamic
parameters and histological injuries are unaffected by the use of a vasopressor.

Conclusion - In a murine haemorrhagic shock model, the use of NA or AVP in addition to fluid has no
deleterious effects on the restoration of aortic flow, lactate levels, and renal hemodynamics. Similarly, these two
vasopressors did not increase kidney histologic lesions. These results, with the limitations of the experimental
models, suggest that early use of these two vasopressors in addition to volume expansion in resuscitation of
hemorrhagic shock would not be responsible for worsening renal lesions.

Key Word: Haemorrhagic shock — Acute kidney injury — Catecholamine — Fluid therapy — Kidney tubular
necrosis
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