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Ma petite sceur chérie, le fait que j’ai du mal a le dire ne signifie pas que je ne le pense pas.
Tu as toujours été la pour moi. Merci pour ton soutien et pour tous les rires partagés depuis ta

naissance. Je suis fiére de la jeune femme que tu es (méme si tu as toujours 4 ans pour moi !).
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ABREVIATIONS

CGRP Calcitonin Gene—Related Peptide
Peptide lié au géne de la calcitonine
COoX1 Cyclooxygenase 1
COX2 Cyclooxygenase 2
EDHF Endothelium Derived Hyperpolarising Factors
Facteurs hyperpolarisants dérivés de I'endothelium
EETs Epoxyeicosatrienoic Acids
Acides époxyeicosatriénoiques
GMP Guanosine Monophosphate

IKcachannels

Intermediate Conductance Calcium-Activated Potassium Channels
Canaux potassiques a conductance intermédiaire activés par le calcium

LSCI Laser Speckle Contrast Imaging
Imagerie de Contraste Speckle Laser
NO Nitric Oxide
Oxyde nitrique
PORH Postocclusive Reactive Hyperaemia
Hyperhémie réactive postocclusive
PPAR Proliferator Peroxisome-Activated Receptors
Récepteurs activés par les peroxysomes proliférateurs
RVA Reéflexe veino-artériolaire

SKcachannels

Small Conductance Calcium-Activated Potassium Channels
Canaux potassiques de faible conductance activés par le calcium

TCG Traumatisme Cranien Grave
ROI Region of interest
Région d’intérét
TRPV-1 Transient Receptor Potential Vanilloid Type 1

Récepteur transitoire du potentiel vanilloide de type 1
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Manon GABIN

ETUDE DE L’IMPACT DU TRAUMATISME CRANIEN GRAVE
SUR LA REGULATION NEURO-VASCULAIRE ET ENDOTHELIALE
DE LA MICROCIRCULATION PERIPHERIQUE
- PROTOCOLE MICRO-TC -

RESUME

Le traumatisme cranien grave est une des premiéres causes mondiales de mortalité et
handicap du jeune adulte. Son impact sur la vascularisation cérébrale est bien connu. Au niveau
systémique, il induit des dysfonctions transitoires pouvant évoluer vers des défaillances séveres,
méme en cas de traumatisme cranien grave isolé. Des études sur un modele murin montrent des
altérations de réactivité vasculaire périphérique persistantes dans le temps, liées a une dysfonction
endothéliale dont le mécanisme est un decouplage de la NO synthase endothéliale dans un contexte
d’inflammation systémique. Des altérations similaires ont été mises en évidence chez I’homme
dans le polytraumatisme ou le sepsis sévere et associées a un pronostic défavorable, probablement
en faisant le lit des défaillances d’organes. En revanche, il n’existe pas d’études chez 1’homme
dans le cadre du traumatisme cranien grave isolé, alors que celui-ci entraine un état inflammatoire
systémique dont la physiopathologie est encore imparfaitement comprise. En extrapolant les
résultats animaux, une altération de la vasoréactivité microcirculatoire chez les patients avec
traumatisme crénien grave peut étre soupconnée. La microcirculation cutanée est utilisee comme
modele systémique et I’analyse de la vasoréactivité est intéressante. Différents tests permettent
I’exploration différentielle de la régulation neurogéne autonomique, neurogene axonale réflexe,
ou endothéliale.

Le but général de cette premiére étude de physiologie, prospective, est de décrire s’il existe
des altérations de la fonction microvasculaire systémique dans le traumatisme cranien grave isolé,

et d’explorer de facon préliminaire les mécanismes de cette altération a 1’aide d’outils non invasifs.
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Dix patients hospitalisés pour traumatisme cranien grave isolé seront inclus et appariés
avec dix patients hospitalisés pour traumatisme sévére sans traumatisme cranien grave et dix
volontaires sains. La vasoréactivité microvasculaire est étudiée par Laser Speckle Contrast
Imaging, qui permet I’analyse de la perfusion cutanée avec une bonne résolution spatio-temporelle.
Plusieurs tests non invasifs sont utilisés pour détailler les différents mécanismes physiologiques :
hyperhémie post-occlusive, refroidissement local, dilatation induite par le courant, hyperhémie
thermique locale et compression veineuse transitoire, avec et sans anesthesie topique, pour inhiber
la réponse neuro-vasculaire.

Ce protocole est actuellement en cours d’inclusion des patients, avec pour objectif de
terminer le recrutement d’ici mars 2022. L’inclusion d’un premier patient dans le groupe
traumatisme grave a permis de vérifier la faisabilité technique des mesures et d’identifier des
facteurs pourvoyeurs d’artéfacts qui seront corrigés pour les prochaines inclusions. L hyperhémie
post-occlusive et thermique et le réflexe veino-artériolaire ont bien été déclenchés. Le
refroidissement local n’a pas conduit a une réponse en trois phases habituellement décrite. Les
mesures seront comparées entre les sujets appariés a la fin des inclusions.

Si des altérations sont retrouvées, d’autres études seront nécessaires pour évaluer si leur

correction est corrélée a une amélioration du pronostic de ces patients.

MOTS CLES : Traumatisme cranien grave — Microcirculation — Polytraumatisme — Traumatisme

grave — Laser Speckle Contrast Imaging — Régulation neuro-vasculaire — Régulation endothéliale

FILIERE : Anesthésie-Réanimation
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INTRODUCTION

1. MICROCIRCULATION : REGULATIONS (FIGURES 1 ET 2)
La microcirculation est régulée de fagon complexe avec I’interaction de nombreux facteurs

nerveux (sympathiques et sensitifs), endothéliaux, myogeéniques et métaboliques (1).

1.1. Régulation nerveuse
La microcirculation cutanée regoit des afférences autonomes et sensorielles (fibres Aa, A,

A, C) et des neuromédiateurs sont synthétisés localement.

1.1.1. Contréle sympathique

Les mécanismes sympathiques comprennent une vasoconstriction noradrénergique et un
meécanisme vasodilatateur non adrénergique, spécifique de la peau non glabre (2).

Dans la circulation cutanée, le tonus sympathique de base exerce une vasoconstriction.
Ceci explique la vasodilatation observée apres une sympathectomie ou apreés réalisation d’une
analgésie loco-régionale dans le territoire anesthésié. De méme, les nécroses cutanées observees
apres exposition a de fortes posologies de noradrénaline reflétent cette vasoconstriction

adrénergique importante de la microcirculation cutanée.

1.1.2. Réflexe axonal

Contrairement aux réflexes medullaires, les réflexes axonaux ne passent pas par les centres
d'intégration ou les neurones intermeédiaires. Ces réflexes sont bidirectionnels, médiés par des
terminaisons nerveuses uniques comprenant a la fois le transducteur sensoriel et le médiateur
effecteur (3). Ils sont notamment déclenchés par activation des récepteurs du canal vanilloide de
type 1 a potentiel transitoire (TRPV1) sur les neurones afférents, entrainant la libération de
peptides vasodilatateurs, principalement le CGRP (4) et les tachykinines, dont la substance P,

présente dans les fibres C (5).
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1.2. Régulation dépendante de I'endothélium

1.2.1. Les prostanoides

Dans les cellules endothéliales vasculaires, la prostacycline est produite a partir de la
prostaglandine H2 issue de l'acide arachidonique par l'intermédiaire des COX1 et COX2. La
prostacycline est responsable de vasodilatation, via des récepteurs couplés aux protéines G et des

récepteurs activés par les peroxysomes des proliférateurs (PPAR) (6).

1.2.2. LeNO

Le NO est un des principaux vasodilatateurs produits par les cellules endothéliales. Il agit
en activant la guanylyl cyclase soluble des cellules musculaires lisses vasculaires, conduisant a la
production de GMP cyclique, un second messager qui va permettre I’hyperpolarisation de la
cellule via des canaux calciques (7). Physiologiquement, les contraintes de cisaillement appliquées
aux parois vasculaires stimulent la syntheése de vasodilatateurs, dont le NO, par 1’activation de la
NO-synthase endogene (8). La libération de NO est aussi stimulée par la substance P et le CGRP
9).

1.2.3. Les facteurs hyperpolarisants dérivés de I'endothélium (EDHF)

Les EDHF désignent les voies de signalisation impliquées dans la communication entre
cellules endothéliales et cellules musculaires lisses vasculaires, ayant pour effet une
hyperpolarisation de ces derniéres et donc une vasodilatation (10). Deux voies ont eté décrites :

- Lavoie classique passe par l'activation des canaux endothéliaux SKCa et IKCa, entrainant une
hyperpolarisation des cellules endothéliales, transmise aux myocytes vasculaires par
I'intermédiaire des jonctions K+ ou gap (10-12).

- Une deuxiéme voie ne nécessite pas d'hyperpolarisation des cellules endothéliales mais la

libération par celles-ci de diverses molécules qui hyperpolarisent les myocytes via des canaux
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potassiques sensibles au calcium (13). Parmi ces facteurs, on retrouve notamment les

métabolites de I'acide arachidonique, les acides époxyicosatriénoique (EETS) (10).

1.3. Tonus myogene
Dans le systeme vasculaire cutang, il existe une autorégulation du débit sanguin maintenu
constant pour une pression artérielle comprise entre 70 a 170 mmHg (14). Ceci résulte d'une
conséquence métabolique a I'hyperoxie mais aussi, dans une plus faible mesure, d'une réponse
myogeénique qui empéche I'étirement excessif des parois des vaisseaux sanguins et implique
I'activation de canaux cationiques non sélectifs dans les cellules musculaires lisses vasculaires

(15).

2. TRAUMATISME CRANIEN ET MICROCIRCULATION PERIPHERIQUE

Le traumatisme cranien est une des premiéres causes mondiales de mortalité et de handicap
de I’adulte jeune. La diminution de la morbi-mortalité associée représente un enjeu majeur de santé
publique.

Au-dela des conséquences neurologiques, le traumatisme cranien grave, méme isolé, est
associé a un retentissement systémique multiple. Il associe des dysfonctions, de modérées et
transitoires jusqu’a séveres et permanentes, pouvant concerner de nombreux systemes (16) :
endocrine (insuffisance surrénale, hypothyroidie, ...) (17), cardio-vasculaire (ischémie
myocardique, insuffisance cardiaque, dysautonomie, ...) (18), immun (inflammation systémique,
sensibilité accrue aux infections, ...) (19), respiratoire (pneumopathies, cedéme pulmonaire
neurogénique, ...) (20), hématologique (coagulopathie) (21), métabolique, ...

Des altérations de la microcirculation systémique ont été mis en évidence chez les patients
polytraumatisés, en particulier en cas de choc hémorragique associé (22). 1l existe également des
anomalies microvasculaires périphériques en dessous du niveau lésionnel dans les traumatismes

médullaires (23). Dans des modeles murins de traumatisme cérébral, on observe des altérations de
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réactivité vasculaire persistantes dans le temps, liées a une dysfonction endothéliale par
découplage de la NO synthase endothéliale dans un contexte d’inflammation systémique. Villalba
(24) a montré que le TCG conduit a une dysfonction endothéliale au niveau des artéres
mésentériques. La dilatation dépendante de 1’endothélium était nettement diminuée 24 heures
aprés un TCG a cause d’un déficit de production du NO. En cause, une augmentation de l'activité
de l'arginase dans les artéres, qui entre en compétition avec la NO-synthase endothéliale pour le
substrat commun L-arginine. En accord avec cela, la restauration du substrat par application
exogéne de L-arginine ou I’inhibition de I’arginase restaurait la fonction endothéliale. De plus, des
preuves d'une augmentation de la production de radicaux libres de I'oxygene, conséquence du
découplage de la NO synthase lié a la carence en L-arginine, ont été détectées dans I'endothélium
et le plasma. Ensemble, ces résultats démontrent un dysfonctionnement endothélial dans un lit
vasculaire éloigné aprés un traumatisme cérébral, se traduisant par une altération de la
vasodilatation dépendante de I'endothélium, avec une activité accrue de I'arginase, une diminution
de la génération de NO et une production accrue de radicaux libre de I'oxygene. La
microvascularisation semble donc conserver une « mémoire moléculaire » du neurotraumatisme
en raison de modifications fonctionnelles des cellules endothéliales vasculaires, ce qui pourrait
expliquer la réponse inflammatoire systémique qui survient aprés un TCG, méme en l'absence de
polytraumatisme.

En revanche, les altérations éventuelles de la microcirculation dans le cadre du traumatisme
cranien grave isolé, via une atteinte de la régulation endothéliale, ou du couplage neurovasculaire
réflexe ou central, n’ont pas été recherchées chez I’humain. En cas de traumatisme crénien grave
isolé, les conséquences physiopathologiques vasculaires périphériques sont inconnues chez

I’homme.
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3. HYPOTHESES DE LA RECHERCHE ET RESULTATS ATTENDUS

Le but général de cette étude est de décrire s’il existe des altérations de la fonction
microvasculaire systémique dans le traumatisme cranien grave isolé, et d’explorer de facon
préliminaire les mécanismes de cette altération a 1’aide d’outils non invasifs. Ces altérations ont
été mises en évidence dans le polytraumatisme (25) ou le sepsis sévere (26) et associées a un
pronostic défavorable, probablement en faisant le lit des défaillances d’organes. En revanche, il
n’existe pas d’études chez I’lhomme dans le cadre du traumatisme cranien grave isolé, alors que
celui-ci entraine un état inflammatoire systémique dont la physiopathologie est encore
imparfaitement comprise (16). Cette étude est donc une premiére étude préliminaire, descriptive,
comparant la réactivité microvasculaire chez des patients traumatiseés craniens graves, des patients
traumatisés non craniens et des volontaires sains. Si des altérations sont retrouvées, d’autres études
seront nécessaires pour évaluer si leur correction est corrélée a une amélioration du pronostic de

ces patients.
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METHODES
Il s’agit d’une étude physiopathologique, prospective, non randomisée, comparative,

monocentrique.

1. PATIENTS

Les patients majeurs, traumatisés craniens graves et traumatisés graves, sont recrutés
pendant leur séjour en service de réanimation. Les patients traumatisés craniens graves sont définis
par un score de Glasgow initial inférieur ou égal a 8, sans autre lésion grave. Les patients
traumatisés graves sans TCG présentent score ISS > 16, sans TCG. Dans les deux cas, I’accident
causal doit avoir eu lieu au maximum cing jours auparavant.

Les patients traumatisés (craniens ou non craniens) traités par vasodilatateurs systémiques
(inhibiteur calcique, milrinone), les femmes enceintes ou allaitantes, les patients présentant des
antécédents de chirurgie axillaire ou une hypersensibilité a la lidocaine et/ou a la prilocaine ne sont

pas inclus dans 1’¢étude.

2. LASER SPECKLE CONTRAST IMAGING

La microcirculation cutanée, de par son accessibilité, est utilisée comme modéle de la
microcirculation systémique (27). L’Imagerie de Contraste Speckle Laser (Laser Speckle Contrast
Imaging) est une technique non invasive permettant 1I’étude de la vasoréactivité microvasculaire
périphérique (8). Elle repose sur 1’analyse de la granularité du faisceau laser, c’est-a-dire des
interférences induites par la diffusion de la lumiere sur les globules rouges en mouvement. Quand
un faisceau laser interagit avec une surface, il génére un motif granuleux hautement contrasté
appelé “speckle”. Les particules en mouvement font fluctuer ce motif dont le contraste diminue
avec I’augmentation de vitesse des diffuseurs. La LSCI est basée sur ’analyse de la réduction du

contraste speckle. Elle permet 1’analyse de la perfusion cutanée sur de larges zones (jusqu’a 100
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cm3) avec une haute fréquence (jusqu’a 100 images/s), soit une bonne résolution spatiale et

temporelle (7).

3. CALENDRIER DES VISITES LIEES A L’ETUDE

Les patients traumatisés sont recrutés dans les unités de réanimation du CHU Grenoble
Alpes. Les volontaires sains sont recrutés par petites annonces. Les tests sont réalisés chez les
sujets des différents groupes, dans les cinq jours suivant I’accident causal (JO) pour les patients
traumatisés. Ceux-ci participent a une nouvelle visite avec tests, entre J5 et J15 pour les patients
traumatises craniens graves, et pour les patients traumatisés graves sans TCG, entre J5 et J60, apres
arrét des traitements hypnotiques et des amines vasopressives dans ce groupe. Enfin, les patients
avec TCG recoivent une derniére série de test, entre J15 et J60, aprés arrét des traitements

hypnotiques et des amines vasopressives.

4. TESTS UTILISES
Différents tests de la réactivité de la microcirculation ont été décrits. Ils explorent des voies

de régulation différentes, de facon plus ou moins aisée et reproductible (28).

4.1. Hyperhemie réactive post-occlusive (Figure 3)

Aprés une occlusion artérielle de trois a cing minutes, une augmentation précoce et
transitoire du flux sanguin cutané est observée : c’est I’hyperhémie réactive post-occlusive
(PORH). Elle se caracterise par un pic initial transitoire qui survient en quelques secondes, suivi
d'une hyperhémie soutenue de plusieurs minutes, et a été observée dans la plupart des lits

vasculaires (29-33).
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Plusieurs médiateurs y contribuent :
les nerfs sensitifs sont les principaux responsables du pic et de I'hyperémie soutenue.
L'utilisation d'une creme de lidocaine/prilocaine modifie partiellement la PORH (34),
suggérant qu'un réflexe axonal local impliquant les nerfs sensitifs est impliqué (35).
les EDHF ont aussi un effet sur la PORH, synergique avec le NO, suggérant une interaction
fonctionnelle entre NO et voies EDHF (36), méme si l'inhibition de la production de NO ne

modifie pas la PORH dans la peau de I'avant-bras (32).

4.2. Réchauffement local (Figure 4)

Un réchauffement local rapide de la peau entre 39 et 44°C pendant au moins 30 minutes

induit une hyperhémie thermique locale, caractérisée par une réponse biphasique (28) :

Un pic initial est observé dans les 2 a 3 minutes premieres minutes, dépendant principalement
d'un réflexe axonal local des nerfs sensoriels médié par le CGRP et/ou la substance P (37,38).
Les canaux TRPV-1, localisés sur I’extrémité des nerfs sensitifs, sont impliqués dans ce réflexe
(39).

Puis une phase de plateau se déroule, dépendant principalement de facteurs endothéliaux,
parmi lesquels le NO représente deux tiers de la réponse (38), la partie restante étant liés aux
facteurs hyperpolarisants dérivés de Il'endothélium, dont la moitié sont des acides

époxyeicosatriénoiques (EETS) (40).

4.3. Refroidissement local

La réponse a un refroidissement cutané local se déroule en trois phases (28,41,42) :
une vasoconstriction initiale rapide, probablement médiée par I'activation de la RhoA-Rho
kinase, augmentant la translocation des récepteurs o2c adrénergiques a la surface des

myocytes (41);
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- puis une vasodilatation transitoire, surtout observée lorsque le refroidissement est rapide (43),
qui semble médiée par les nerfs sensitifs (41) ;
- enfin, une vasoconstriction prolongée, due probablement a la fois la voie RhoA-Rho kinase

(44) et & I'inhibition du NO (41).

4.4. Congestion veineuse

L’élévation de la pression veineuse peut conduire a I’apparition d’cedéme tissulaire par
extravasation de liquide vers le secteur interstitiel. Ce phénomene est donc régulé par I'organisme,
grace a une vasoconstriction artériolaire cutanée survenant lorsqu’un membre est situé au-dessous
du niveau du cceur, appelée réflexe veino-artériolaire (45,46). Il est sous la dépendance de
mécanismes myogéniques et d’une vasoconstriction non adrénergique a médiation nerveuse (47).
En gonflant un brassard a tension au-dessus de la pression veineuse (environ 40 mmHg), on
entraine une augmentation de la pression capillaire, et on peut ainsi explorer le réflexe veino-
artériolaire (48), de facon plus simple que par le positionnement déclive du membre, bien que cela

soit moins performant (1).

4.5. Vasodilatation induite par le courant
L'application d'un courant électrique léger et non nocif augmente le flux sanguin cutané.
Cette vasodilatation est déclenchée par la stimulation des fibres C (réflexe axonal) (43) et les voies

en aval impliquent principalement la COX-1 par la libération de prostacycline (49).
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4.6. Résumé des tests et voies concernées

VASODILATATION VASOCONSTRICTION
Courant
Neurogéne Réflexe axonal Chaud
PORH
Nerf sensitif Froid
EDHF PORH
Endothéliale (donIt\II(E)ETs) gz:zg Inhibition NO Froid
COX1 Courant
Myogéne Carlaux C 2 RV.A
Adrénergique Froid

Tableau 1 — Tests utilisés et voies de régulation correspondantes

5. DEROULEMENT DES TESTS EFFECTUES

Avant le début des enregistrements, le bras est immobilisé dans un coussin a vide afin de
réduire les artefacts associés au mouvement. Huit zones de 1cm? de surface de peau saine sont
déterminées sur 1’avant-bras controlatéral a I’hémisphére cérébral le plus 1€sé pour chaque
patient traumatisé cranien et sur le bras non dominant pour les volontaires sains et traumatisés
graves non craniens, numérotées de 1 a 8 (Figure 5). Trois zones sont couvertes de creme
lidocaine/prilocaine (zones 3, 5 et 7). Apres une période de repos de 20 minutes, une ligne de base
de 5 minutes est enregistrée, puis les différents tests sont effectués.
- Réflexe veino-artériolaire :

Le réflexe veino-artériolaire est déclenché par I’application d’une pression a 40 mmHg par
un brassard sur la partie distale du bras pendant 2 min. L’enregistrement est ensuite réalisé par
LSCI (Laser Speckle Contrast Imaging, Perimed, Jéarfélla, Suede) pendant 5 minutes sur la zone 1.

Une heure aprés son application, la creme lidocaine/prilocaine est retirée avec un coton.
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- Hyperhémie post-occlusive :

Un brassard est gonflé au niveau du bras homolatéral a 50 mmHg au-dessus de la pression
artérielle systolique du sujet, pendant 5 minutes, puis brutalement dégonflé. Les données de flux
seront enregistrées par LSCI sur les zones 2 et 3 pendant 15 min.

- Hyperhémie thermique :

Le réchauffement local a 42°C est effectué par une sonde chauffante circulaire de Moor™
(SHP3, Moor™ Instruments, marqué CE) qui comprend un réservoir d’eau de 20 mm de diamétre
avec 2 sondes chauffées a 44°C pendant 30 min par une unité de chauffage (Moor™ Instruments
Skin Heating Unit, SHO2, Moor™ Instruments, marqué CE). L’enregistrement est réalis¢ par
LSCI pendant ces 30 minutes sur les zones 4 et 5.

- Dilatation courant-induite :

La vasodilatation induite par le courant est obtenue par iontophorése avec des pulses de 30,
60, 90, 120, 150, et 180 A de dix secondes réalisés a une minute d’intervalle. L’enregistrement
est effectué par LSCI pendant 15 minutes sur les zones 6 et 7.

- Refroidissement local :
Le site de refroidissement local est couvert pendant 5 min d’une poche de gel 3M stockée

au congélateur. Le flux est enregistré pendant 10 minutes par LSCI sur la zone 8.

6. OBJECTIFS DE LA RECHERCHE ET CRITERES DE JUGEMENTS

6.1. Objectif principal
L’objectif principal est de déterminer si la PORH au niveau de la face antérieure de I’avant-
bras controlatéral a ’hémisphere cérébral le plus 1€sé differe entre des patients présentant un TCG
et des patients présentant un traumatisme grave sans TCG associé appariés sur le sexe et I’age (+/-

5 ans).
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6.2. Critére de jugement principal

Amplitude de la PORH (amplitude maximale exprimée en pourcentage par rapport a la

ligne de base et aire sous la courbe) en fonction du groupe.

6.3. Objectifs secondaires

Pour chaque objectif, les tests sont effectués au niveau de la face antérieure de 1’avant-bras

controlatéral a I’hémisphere cérébral le plus 1ésé de chaque patient avec TCG. La comparaison

s’effectue entre les patients avec TCG et les patients avec traumatisme grave sans TCG associé,

appariés sur le sexe et I’age (+/- 5 ans) :

- Objectif 2 :

- Objectif 3 :

- Objectif 4 :

- Objectif 5 :

- Objectif 6 :

- Objectif 7 :

- Objectif 8 :

- Objectif 9 :

- Objectif 10 :

Comparer la réponse hyperhémique post-occlusive, en présence d’une
anesthésie locale par créeme lidocaine/prilocaine.

Comparer la réponse hyperhémique induite par le courant.

Comparer la réponse hyperhémique induite par le courant, en présence d’une
anesthésie locale par créeme lidocaine/prilocaine.

Comparer la réponse hyperhémique thermique locale.

Comparer la réponse hyperhémique thermique locale, en présence d’une
anesthésie locale par créeme lidocaine/prilocaine.

Comparer la réactivité a un test de refroidissement local.

Comparer la réponse hyperhémique post-compression veineuse transitoire.
Décrire 1’évolution temporelle des paramétres d’hyperhémie post-occlusive,
induite par le courant, thermique et de réponse au froid chez les patients
présentant un traumatisme cranien grave.

Décrire les paramétres d’hyperhémie post-occlusive, induite par le courant,

thermique et de réponse au froid chez un groupe de volontaires sains.
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6.4. Critéres de jugement secondaires

Critére 2 :

Critére 3 :

Critére 4 :

Critére 5 :

Critére 6 :

Critére 7 :

Critére 8 :

Critére 9 :

Critére 10 ;

Amplitude de I’hyperhémie post-occlusive (amplitude maximale exprimée en
pourcentage par rapport a la ligne de base et aire sous la courbe) dans la zone
traitée par créme anesthésique.

Amplitude de I’hyperhémie induite par le courant (aire sous la courbe
exprimée en pourcentage par rapport a la ligne de base).

Amplitude de I’hyperhémie induite par le courant (aire sous la courbe
exprimée en pourcentage par rapport a la ligne de base) dans la zone traitée
par creme anesthésique.

Amplitude de I’hyperhémie thermique (amplitude maximale du pic initial
exprimée en pourcentage de la ligne de base et aire sous la courbe du plateau
retarde).

Amplitude de I’hyperhémie thermique locale (amplitude maximale du pic
initial exprimée en pourcentage de la ligne de base et aire sous la courbe du
plateau retardé) dans la zone traitée par créeme anesthésique.

Amplitude du flux apres refroidissement local (amplitude de la
vasoconstriction initiale moyennée sur 1 min autour de la valeur de flux la
plus faible au cours des 5 premiéres minutes.

Amplitude de I’hyperhémie post-compression veineuse transitoire (aire sous
la courbe et pourcentage de variation par rapport a la ligne de base).
Amplitude de I’hyperhémie post-occlusive, induite par le courant, thermique
et de réponse au froid chez les patients avec traumatisme cranien grave.
Description de I’amplitude de I’hyperhémie post-occlusive, induite par le

courant, thermique et de réponse au froid chez les sujets sains.
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7. CALCUL DU NOMBRE DE SUJETS NECESSAIRES

Il s’agit d’une étude cas contrdle pilote, pour laquelle de petits effectifs sont généralement
inclus et pour laquelle nous attendons une taille d’effet importante.

Pour ’objectif principal, des données préalables (50) montrent que I’hyperhémie post-
occlusive sur 1’avant-bras est de 11,4 +/-1,8 PU pour le pic et 4317 +/- 993 %CVCmax.sec pour
I’AUC. L’inclusion de diX sujets par groupe permettra de rejeter I’hypothése nulle de pic et d’AUC
égales pour une différence respective de 2,4 et de 1315 %CVCmax.sec, soit 21% et 30 %
respectivement, ce qui représente une taille d’effet cohérente pour décrire des tendances dans une

étude cas-contrdle pilote.

8. METHODES STATISTIQUES EMPLOYEES

Le seuil statistique (o) retenu pour considérer une différence comme statistiquement
significative sera p inférieur ou égal a 0,05. On mettra en ceuvre le test de Shapiro-Wilks pour
démontrer la normalité des parametres et le test de Levene pour démontrer I'homogénéité des
variances. Lorsque les conditions d’application des tests paramétriques ne seront pas satisfaites,
des tests non paramétriques pourront étre réalisés. Pour démontrer les liaisons entre paramétres
qualitatifs, le test du chi-deux sera mis en ceuvre.

Les paramétres quantitatifs pour lesquels la normalité aura été admise seront décrits par la
moyenne +/- écart-type, l'intervalle de confiance a 95%. lls seront exprimés en médiane, minimum,
maximum et les 25éme et 75eme percentiles lorsque la normalité aura été rejetée. Les paramétres
qualitatifs seront exprimés en effectif et pourcentage.

La population d’analyse sera constituée de tous les sujets inclus dans I’étude, en intention
de traiter.

Les données quantitatives seront comparées par test de t bilatéral ou ANOVA par mesures

répétées. Lorsque les conditions d’application des tests paramétriques ne seront pas satisfaites, une
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transformation des données sera testée (log x, X, X2, x3, racine carrée, 1/x, 1/x2, 1/x3, 1/racine
carrée). Dans le cas contraire, des tests paramétriques seront utilisés. Les parameétres quantitatifs
ou leur transformée seront décrits par la moyenne +/- écart-type, médiane, et 25éme et 75eme

percentiles.
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RESULTATS

Les inclusions ont débuté le 1" aolt 2021. Un patient a été inclus dans le groupe

traumatisme grave (photo 1).

Photo 1. Enregistrement de la ligne de
base du flux sanguin au niveau de
I’avant-bras droit du patient par LSCI.
L’avant-bras est immobilisé sur un

coussin a dépression.

Cette premiere inclusion nous a permis d’évaluer la faisabilité et les difficultés éventuelles
du protocole.
Une baisse du débit sanguin, évoquant un réflexe veino-artériolaire, est survenue lors de la

congestion veineuse (photo 2).
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Photo 2. Graphique représentant le flux sanguin enregistré pendant le test de déclenchement du réflexe veino-
artériolaire par occlusion veineuse (entre les deux barres verticales). Le flux sanguin semble diminuer pendant

la congestion veineuse.

L’hyperhémie post-occlusive était bien visible (photos 3 et 4). Elle semblait moins

importante dans la zone préalablement anesthésiée par la créme xylocaine/prilocaine.

Photo 3. Images obtenues par LSCI de ’hyperhémie post occlusive, représentant le flux sanguin selon une

échelle de couleur allant du bleu foncé (pas de flux) au rouge vif (hyperhémie).

De gauche a droite et de haut en bas : pendant ’occlusion artérielle (zéro biologique), lors du relachement du
brassard, dix secondes apreés, trente secondes apres (pic), une minute apres, cing minutes apres. Le carrée vert
correspond a la zone sans anesthésie locale (ROI 2) et le carré rouge a la zone avec anesthésie locale (ROI 3).
La vasoconstriction induite par 1’anesthésie topique est bien visible sur la cinquiéme image (partie proximale

de I’avant-bras, en bas de I’image).
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Photo 4. Graphique représentant le flux sanguin obtenu par LSCI lors de I’hyperhémie post-occlusive. La
courbe verte représente le flux dans la zone sans anesthésie topique (ROI 2), la courbe rouge le flux dans la
zone avec anesthésie topique (ROI 3). La barre verticale correspond au relachement du brassard a tension.

Les oscillations régulieres des courbes sont liées aux artefacts générés par le matelas dynamique a air.

L’hyperhémie thermique a été observee, de facon moins prononcée dans la zone

préalablement anesthésiée par la creme xylocaine/prilocaine (photo 5).

Photo 5. A gauche:
provoquée par réchauffement local grace aux sondes
de Moor™,

A droite : image obtenue par LSCI dans la zone sans

hyperhémie thermique

anesthésie (TOI 4, cercle rouge), et avec anesthésie

topique (TOI 5, cercle vert).
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La dilatation courant-induite n’a pu étre explorée chez ce patient en raison d’une rupture

de stock du fabricant des électrodes depuis plusieurs mois.

Le refroidissement local n’a pas permis d’observer la réponse triphasique habituellement

décrite (photo 6).

Froid_stat

FFroid_inisal

Photo 6. Graphique représentant le flux sanguin obtenu lors du refroidissement local. Le flux sanguin
augmente progressivement apres 1’ablation de la poche de froid (barre verticale), puis diminue lentement. Cette
observation n’est pas celle décrite habituellement d’une réponse triphasique avec une vasoconstriction initiale,

puis une vasodilatation transitoire suivie d’ une vasoconstriction prolongée.

34



DISCUSSION

Cette étude est une des premiéres a notre connaissance cherchant a identifier les anomalies
de la régulation de la microcirculation périphérique dans le traumatisme cranien grave chez
I’humain. La multiplicité des tests effectués permet d’étudier les différentes voies de régulation
microvasculaire : neurogene, endothéliale, myogene (Tableau 1). L’inhibition de la réponse neuro-
vasculaire par ’anesthésie topique affine 1’exploration de la voie neurogéne. Les résultats de ce
protocole de recherche pourraient conduire a de nouvelles études ciblant les voies potentiellement
impliquées.

Les premicres visites d’inclusion et de suivi ont permis de vérifier la faisabilité technique
des tests choisis. L’hyperhémie post-occlusive, bien décrite dans la littérature (33), a pu étre
reproduite. La congestion veineuse semble déclencher un réflexe veino-artériolaire méme si cette
méthode est décrite comme moins performante que le positionnement déclive du membre (1). Les
difficultés techniques connues de 1’utilisation des sondes de Moor™ pour 1’hyperhémie thermique
ont été constatées : nécessité d’une parfaite planéité de la zone de pose, remplissage maximal des
cupules et pose délicate du couvercle pour ne pas avoir de buée, difficulté de fixation des sondes.
La dilatation courant-induite n’a pu étre expérimentée faute de matériel disponible. Enfin, la
réactivité au froid n’a pas été une réponse triphasique attendue. Il n’est pas possible d’expliquer
actuellement pourquoi. Il pourrait s’agir d’une perturbation de la régulation microvasculaire, mais
la technique choisie est également une cause possible. En effet, le refroidissement local est effectué
en apposant une poche de gel froid pendant cing minutes, puis le flux sanguin est enregistré
pendant dix minutes. La surface cutanée refroidie a alors déja été exposée au froid, et est dans une
phase de réchauffement, ce n’est pas la phase initiale du refroidissement qui peut étre observée.

Le petit nombre de sujet inclus a terme, dix par groupe, représente une des premieres
limites. Cependant, il s’agit d’une étude pilote, visant a explorer les anomalies de la régulation de

la microcirculation périphérique dans le traumatisme cranien grave.

35



Des difficultés potentielles de recrutement de patients sont prévisibles. La déefinition du
groupe traumatisme cranien grave est basée sur le score de Glasgow initial inférieur ou égal a 8.
Ce critére ne permet pas d’inclure des patients présentant une dégradation secondaire ou des
Iésions morphologiquement graves au scanner. Plusieurs études sont en cours au CHU sur le
traumatisme cranien grave, avec une inclusion en urgence et excluant la possibilité d’inclure les
patients dans le protocole Micro-TC.

De nombreux facteurs peuvent perturber la régulation de la microcirculation périphérique
chez les patients étudiés, en premier lieu pharmacologiques. Les hypnotiques, notamment le
propofol, peuvent entrainer une vasodilatation et une hypotension. A I’inverse, la noradrénaline
entraine une vasoconstriction intense artérielle et veineuse par son action sur les récepteurs al.
L’alitement prolongé peut altérer le réflexe veino-artériolaire, méme s’il semble préservé pendant
quelques jours, surtout aux membres supérieurs (51,52). Par ailleurs, de nombreux artéfacts
peuvent affecter la mesure du flux sanguin par LSCI par des mouvements méme minimes de
I’avant-bras : matelas a air dynamique, compression veineuse intermittente des membres

inférieurs...
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CONCLUSION

Le traumatisme cranien grave représente un enjeu majeur de santé publique. La
compréhension de la physiopathologie de ses conséquences systémiques permettrait d’ouvrir des
pistes sur une détection plus précoce ou une optimisation de leur gestion.

Cette ¢tude de physiopathologie, prospective et controlée, permettra d’explorer différentes
voies de régulation de la microcirculation cutanée, reflet de celle des autres organes.

L’inclusion d’un premier patient dans le groupe traumatisme grave a permis de vérifier la
faisabilité technique des mesures et d’identifier des facteurs pourvoyeurs d’artéfacts qui seront
corrigés pour les prochaines inclusions. L’hyperhémie post-occlusive et thermique et le réflexe
veino-artériolaire ont bien été déclenchés chez ce patient. Le refroidissement local n’a pas conduit
a une réponse en trois phases habituellement décrite. Les mesures seront comparées entre les sujets
appariés a la fin des inclusions.

Ce protocole est actuellement en cours d’inclusion des patients, avec pour objectif de

terminer le recrutement d’ici mars 2022.
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Figure 1. Représentation schématique des voies de régulation de la vasodilatation cutanée. AC, Adenylyl
cyclase; Ach, Acétylcholine; ADM, adrénomédulline; BK, récepteur B2 de la bradykinine; cAMP, Adénosine
monophosphate cyclique; GMPc, guanosine monophosphate cyclique; CLRC/RAMP, Calcitonin receptor-
like receptor/receptor activity-modifying protein; COX, Cyclooxygenases; CYP, Cytochromes P450; eNOS,
endothelial nitric oxide synthase; EP2, Prostaglandin EP2 receptor 2; EP4, Prostaglandin EP2 receptor 4;
GPR68, GPR68, récepteur 1 couplé a la protéine G du cancer de l'ovaire; IP, récepteur de la prostacycline;
H1, récepteur de I'histamine H1; HETE, acides hydroxyeicosatétraénoiques; IR, récepteur de I'insuline; LOX,
lipoxygénases; M3, Muscarinic acetylcholine receptor 3; MRP4, Multidrug resistance-associated protein 4;
NK1, Neurokinin 1 receptor; P1A1-3, Récepteurs purinergiques de type A 1; 2 et 3; P2Y12, Récepteur
purinergique de type P Y12; PECAM-1, Molécule d'adhésion des cellules endothéliales plaquettaires 1;
PGE2, Prostaglandine E2; PGI12, Prostacycline; PIEZO-1, Composant 1 du canal ionique mécanosensible de
type piézo; PKA, Protéine kinase A; PKC, Protéine kinase C; PLA2, Phospholipase A2; PPAR, Proliferator
peroxisomeactivated receptor; RYR, récepteurs de la ryanodine; TRP, canal & potentiel de récepteur
transitoire; VEGFR, facteur de croissance endothélial vasculaire; VPAC, récepteur du peptide intestinal
vasoactif. 45
D’aprés Roustit M; Cracowski J-L. Assessment of endothelial and neurovascular function in human skin
microcirculation. Trends Pharmacol Sci. juill 2013;34(7):373-84.
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Figure 2. Représentation schématique des voies de régulation de la vasodilatation cutanée cAMP,
adénosine monophosphate cyclique ; AC, Adenylyl cyclase ; cCAMP, adénosine monophosphate cyclique ;
AT1, récepteur de l'angiotensine de type 1 ; ECE, enzyme de conversion de I'endothéline ; eNOS, oxyde
nitrique synthase endothéliale ; P2X1, récepteur purinergique de type P X1 ; P2Y 12, récepteur purinergique
de type P Y12 ; PLA2, phospholipase A2 ; PLC, phospholipase C ; ROCK, protéine kinase associée a Rho
; ROS, especes réactives de I'oxygene ; TRP, potentiel de récepteur transitoire.

D’aprés Roustit M; Cracowski J-L. Assessment of endothelial and neurovascular function in human skin
microcirculation. Trends Pharmacol Sci. juill 2013;34(7):373-84.
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Figure 3. (A) Schéma de la perfusion cutanée pendant et immédiatement aprés une occlusion artérielle d'un
gros vaisseau (hyperhémie réactive post-occlusive) et (B) voies impliquées dans la réponse. Fléches grises :
pas d'implication démontrée; fleches brisées : voies putatives. AL/A2, récepteurs Al et A2 de I'adénosine;
AA, acide arachidonique; AC, adénylate cyclase; AT1, récepteur de I'angiotensine Il de type 1; BKCa, canal
K+ activé par le Ca2+ a grande conductance; CGRP : calcitonin generelated peptide; COX, cyclooxygénase;
CYP, cytochrome P450; EETS, acides époxyeicosatriénoiques; eNOS, NO synthase endothéliale; HETE,
acide hydroxyeicosatétraénoique; IP, récepteur de la prostacycline; LOX, lipoxygénase; NO, monoxyde
d'azote; PGI2, prostacycline; PKG, protéine kinase dépendante du GMPc ou protéine kinase G; PLAZ2,
phospholipase A2; ROS, especes réactives de I'oxygene; sGC, guanylyl cyclase soluble; THETA, acide
trihydroxyeicosatrienoique; TRPV1, récepteur vanilloide a potentiel transitoire.

D’aprés Roustit M, Cracowski J-L. Assessment of endothelial and neurovascular function in human skin
microcirculation. Trends Pharmacol Sci. juill 2013;34(7):373-84.
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Figure 4. (A) Modele biphasique typique du flux sanguin cutané pendant un réchauffement local a 42-44°C et
(B) voies impliquées dans la réponse. Fleches grises : pas d'implication démontrée; fleches brisées : voies
putatives. Abréviations : A1/A2, récepteurs Al et A2 de l'adénosine; AA, acide arachidonique; AC, adénylate
cyclase; AT1, récepteur de I'angiotensine Il de type 1; BKCa, canal K+ activé par le Ca2+ a grande conductivité;
CGRP, calcitonin gene-related peptide; COX, cyclooxygénase; CYP, cytochrome P450; EDHF, facteur
hyperpolarisant dérive de I'endothélium; EET, acides époxyeicosatriénoiques; eNOS, NO synthase endothéliale;
HETE, acide hydroxyeicosatétraénoique; IP, récepteur de la prostacycline; LOX, lipoxygénase; NO, oxyde
nitrique; PGI2, prostacycline; PKG, protéine kinase dépendante du GMPc ou protéine kinase G, PLAZ2,
phospholipase A2; ROS, espéces réactives de l'oxygeéne; sGC, guanylyl cyclase soluble; THETA, acide
trihydroxyeicosatrienoique; TRPV1, récepteur vanilloide a potentiel transitoire.
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Figure 5. Représentation des différentes zones testées

(ROI).
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RESUME

ETUDE DE L’IMPACT DU TRAUMATISME CRANIEN GRAVE
SUR LA REGULATION NEURO-VASCULAIRE ET ENDOTHELIALE
DE LA MICROCIRCULATION PERIPHERIQUE
- PROTOCOLE MICRO-TC -

Le traumatisme cranien grave est une des premiéres causes mondiales de mortalité et
handicap du jeune adulte. Son impact sur la vascularisation cérébrale est bien connu. Au niveau
systémique, il induit des dysfonctions transitoires pouvant évoluer vers des défaillances séveres,
méme en cas de traumatisme cranien grave isolé. Des études sur un modéle murin montrent des
altérations de réactivité vasculaire périphérique persistantes dans le temps, liées a une dysfonction
endothéliale dont le mécanisme est un découplage de la NO synthase endothéliale dans un contexte
d’inflammation systémique. Des altérations similaires ont été mises en évidence chez I’homme
dans le polytraumatisme ou le sepsis sévére et associées a un pronostic défavorable, probablement
en faisant le lit des défaillances d’organes. En revanche, il n’existe pas d’études chez I’homme
dans le cadre du traumatisme cranien grave isolé, alors que celui-ci entraine un état inflammatoire
systémique dont la physiopathologie est encore imparfaitement comprise. En extrapolant les
résultats animaux, une altération de la vasoréactivité microcirculatoire chez les patients avec
traumatisme cranien grave peut étre soupgonnée. La microcirculation cutanée est utilisee comme
modele systémique et I’analyse de la vasoréactivité est intéressante. Différents tests permettent
I’exploration différentielle de la régulation neurogéne autonomique, neurogene axonale réflexe,
ou endothéliale.

Le but général de cette premiére étude de physiologie, prospective, est de décrire
s’1l existe des altérations de la fonction microvasculaire systémique dans le traumatisme cranien
grave isolé, et d’explorer de fagon préliminaire les mécanismes de cette altération a ’aide d’outils

non invasifs.
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Dix patients hospitalisés pour traumatisme cranien grave isolé seront inclus et
appariés avec dix patients hospitalisés pour traumatisme sévere sans traumatisme cranien grave et
dix volontaires sains. La vasoréactivite microvasculaire est étudiée par Laser Speckle Contrast
Imaging, qui permet I’analyse de la perfusion cutanée avec une bonne résolution spatio-temporelle.
Plusieurs tests non invasifs sont utilisés pour détailler les différents mécanismes physiologiques :
hyperhémie post-occlusive, refroidissement local, dilatation induite par le courant, hyperhémie
thermique locale et compression veineuse transitoire, avec et sans anesthésie topique, pour inhiber
la réponse neuro-vasculaire.

Ce protocole est actuellement en cours d’inclusion des patients, avec pour objectif
de terminer le recrutement d’ici mars 2022. L’inclusion d’un premier patient dans le groupe
traumatisme grave a permis de Vérifier la faisabilité technique des mesures et d’identifier des
facteurs pourvoyeurs d’artéfacts qui seront corrigés pour les prochaines inclusions. L hyperhémie
post-occlusive et thermique et le réflexe veino-artériolaire ont bien été déclenchés. Le
refroidissement local n’a pas conduit a une réponse en trois phases habituellement décrite. Les
mesures seront comparées entre les sujets appariés a la fin des inclusions.

Si des altérations sont retrouvées, d’autres études seront nécessaires pour évaluer si leur

correction est corrélée a une amélioration du pronostic de ces patients.

MOTS CLES : Traumatisme cranien grave — Microcirculation — Polytraumatisme — Traumatisme

grave — Laser Speckle Contrast Imaging — Régulation neuro-vasculaire — Régulation endothéliale

FILIERE : Anesthésie-Réanimation
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ABSTRACT

STUDY OF THE IMPACT OF SEVERE BRAIN INJURY
ON NEUROVASCULAR AND ENDOTHELIAL REGULATION
OF THE PERIPHERAL MICROCIRCULATION
- MICRO-TC PROTOCOL -

Severe brain injury is one of the leading causes of death and disability in young adults
worldwide. Its impact on cerebral vascularization is well known. At the systemic level, it induces
transient dysfunctions that can evolve into severe failures, even in cases of isolated severe brain
injury. Studies on a mouse model show persistent alterations in peripheral vascular reactivity over
time, linked to endothelial dysfunction, the mechanism of which is an uncoupling of endothelial
NO synthase in a context of systemic inflammation. Similar alterations have been identified in
humans in polytrauma or severe sepsis and are associated with a poor prognosis, probably paving
the way for organ failure. On the other hand, there are no studies in humans in the context of
isolated severe brain injury, although this leads to a systemic inflammatory state whose
pathophysiology is still imperfectly understood. Extrapolating from the animal results, an
alteration in microcirculatory vasoreactivity in patients with severe brain injury may be suspected.
The cutaneous microcirculation is used as a systemic model and the analysis of vasoreactivity is
interesting. Different tests allow the differential exploration of autonomic neurogenic, axonal
reflex neurogenic, or endothelial regulation.

The general aim of this first prospective physiology study is to describe whether there are
alterations in systemic microvascular function in isolated severe brain injury, and to explore in a
preliminary way the mechanisms of this alteration using noninvasive tools.

Ten patients hospitalized with isolated severe brain injury will be included and matched
with 10 patients hospitalized with severe trauma without severe brain injury and 10 healthy

volunteers. Microvascular vasoreactivity is studied by Laser Speckle Contrast Imaging, which
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allows the analysis of skin perfusion with good spatio-temporal resolution. Several non-invasive
tests are used to detail the different physiological mechanisms: post-occlusive hyperemia, local
cooling, current-induced dilation, local thermal hyperemia and transient venous compression, with
and without local anesthesia, to inhibit the neurovascular response.

This protocol is currently undergoing patient inclusion, with the goal of completing
enrollment by March 2022. The inclusion of a first patient in the severe trauma group has verified
the technical feasibility of the measurements and identified artifact-producing factors that will be
corrected for future inclusions. Post-occlusive and thermal hyperhemia and the veno-arteriolar
reflex were well triggered. Local cooling did not lead to a three-phase response usually described.
Measurements will be compared between matched subjects at the end of the inclusions.

If alterations are found, further studies will be needed to assess whether their correction

correlates with improved prognosis in these patients.

KEYWORDS: Severe brain injury - Microcirculation - Polytrauma - Severe trauma - Laser

Speckle Contrast Imaging - Neurovascular regulation - Endothelial regulation

FIELD: Anesthesia-Intensive Care
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