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Tumor necrosis factor alpha
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VEGF

Vascular endothelial growth factor
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Résumé :
L’agression pulmonaire aiguë et le syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA) sont caractérisés par une augmentation de la perméabilité de la barrière alvéolo-capillaire à l’origine de l’exsudation d’un liquide d’œdème riche en protéines conduisant à une altération sévère des échanges gazeux. En dépit des progrès réalisés ces dernières années dans la prise en charge des patients, la mortalité demeure élevée (30-40%) (1). L’agression pulmonaire aiguë est marquée par un état procoagulant et antifibrinolytique à l’origine de dépôts de fibrine et de membranes hyalines dans le poumon distal (2). 
La protéine C activée est un important régulateur de la coagulation et exerce des propriétés anti-inflammatoires pulmonaires (3). Ainsi, dans un premier temps, notre travail a consisté à caractériser l’équilibre pulmonaire au cours de l’administration de protéine C activée in vivo sur un modèle murin de pneumopathie aiguë à P. aeruginosa (Pa). Nos résultats ont montré que l’administration de PCa à la phase précoce de l’agression pulmonaire aiguë induite par Pa tendait à augmenter la formation de l’œdème pulmonaire avec une perte de la compartimentalisation de la réponse inflammatoire. 
Dans un deuxième temps, nous avons évalué l’équilibre hydrique pulmonaire dépendant du tonus β-adrénergique endogène au cours de la pneumonie aiguë à E. coli. L’inhibition du tonus β-adrénergique endogène induisait une augmentation de l’œdème pulmonaire en diminuant la résorption de l’œdème alvéolaire et en majorant le trouble de perméabilité vasculaire pulmonaire. Enfin, la stimulation β2-adrénergique exogène diminuait l’œdème pulmonaire au décours de la pneumonie à Pa. 
Ainsi, des approches pharmacologiques différentes peuvent moduler l’équilibre hydrique pulmonaire au cours des pneumonies aiguës. Les connaissances fondamentales acquises au cours de ce travail de thèse seront directement valorisables par la mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques au cours de l’agression pulmonaire aiguë secondaire à la pneumonie aiguë.
Abstract:
Acute lung injury and acute respiratory distress syndrome (ARDS) are characterized by increased permeability of the alveolar-capillary barrier, resulting in influx of protein-rich edema fluid and consequently impairment in arterial oxygenation. Although mortality has decreased over recent decades, it remains high (30-40%), and pulmonary and non pulmonary morbidity in ARDS survivors is significant (1). Procoagulant-antifibrinolysis imbalance is evident within the distal airspaces of the injured lung, resulting in fibrin and hyaline membrane deposition (2). 
The activated protein C pathway is an important regulation of the coagulation system and exerts anti-inflammatory propriety on the distal lung (3). The first aim of our study was to examine the effects of activated protein C on lung fluid balance in the early phase of Pseudomonas aeruginosa (Pa)-induced lung injury. Our results have showed that administration of activated protein C in the early stage of Pa-induced lung injury tended to increase lung edema formation with a loss of the inflammatory response compartmentalization. 
The second aim was to evaluate the effect of endogenous β-adrenergic tone on lung fluid balance in acute E. coli pneumonia in mice. β-adrenoceptor inhibition worsened pulmonary edema by both increasing lung vascular permeability and decreasing alveolar fluid clearance. Finally, exogenous β2-stimulation attenuated the degree of pulmonary edema following Pa-induced lung injury. 
Thus, different pharmacological approaches can modulate lung fluid balance in acute pneumonia. These new fundamental mechanisms could be useful to develop new therapeutic strategies in pneumonia induced acute lung injury.
INTRODUCTION
I) Revue de la littérature

A) Agression pulmonaire  aiguë et syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA)


1) Définitions
En 1967, Ashbaugh et col ont décrit pour la première fois 12 patients présentant une détresse respiratoire aiguë, une cyanose réfractaire à l’oxygénothérapie associée à une diminution de la compliance et à des infiltrats pulmonaires diffus sur la radiographie de thorax (4). Peu après, le même auteur associé à Petty publiait un article dans lequel le terme de SDRA était employé pour la première fois (5). En 1988, Murray et al ont proposé de quantifier l’atteinte pulmonaire par un score basé sur le niveau de pression positive de fin d’expiration, le rapport entre la pression partielle d’oxygène (O2) dans le sang artériel (PaO2) et la fraction inspirée d’O2 (FiO2), la compliance statique pulmonaire et l’importance de l’infiltration pulmonaire sur la radiographie de thorax (6). En 1994, une conférence de consensus américano-européenne a proposé une nouvelle définition du SDRA (7). Deux concepts ont été introduits, celui d’agression pulmonaire aiguë (« acute lung injury ») et le SDRA actuel. Le SDRA a été défini comme un syndrome caractérisé par une inflammation pulmonaire et une augmentation de la perméabilité capillaire pulmonaire, associées à des anomalies cliniques, radiologiques et physiologiques, qui ne peuvent être expliquées mais peuvent coexister avec une hypertension artérielle pulmonaire ou auriculaire gauche. La différence principale entre l’agression pulmonaire aiguë et le SDRA réside dans la sévérité de l’hypoxémie, exprimée par le rapport PaO2/FiO2. Dans le SDRA, ce rapport est inférieur à 200 mm Hg, dans l’agression pulmonaire aiguë, il est inférieur à 300 mm Hg. 


2) Epidémiologie
Une évaluation ancienne du National Institutes of Health suggérait une incidence annuelle aux Etats-Unis de 75 cas de SDRA pour 100 000 habitants (8). Par la suite, des études plus récentes réalisées aux Etats-Unis et en Europe ont retrouvé des incidences plus basses de l’ordre de 1,5 à 8,3 pour 100 000 habitants (9-11). Quant à l’agression pulmonaire aiguë, son incidence est moins bien connue. 
L’incidence était estimée entre 10 à 20 cas pour 100 000 habitants bien qu’une étude récente américaine conduite dans 21 hôpitaux a retrouvé une incidence bien plus élevée de l’ordre de 78,9 pour 100 000 habitants avec une mortalité hospitalière de 38,5% (12). D’autre part, une étude réalisée dans les services de réanimation en France a montré que ces deux affections représentaient environ 50% des patients ventilés pour une détresse respiratoire aiguë hypoxémiante (13).


3) Facteurs de risque
Les facteurs de risque de développement d’une agression pulmonaire aiguë et d’un SDRA sont représentés par des agressions directes et indirectes (tableau I). Parmi les agressions directes, la pneumopathie aiguë infectieuse représente la cause la plus fréquente (14). Parmi les agressions indirectes, le sepsis présente le risque le plus élevé de progression vers une agression pulmonaire aiguë et un SDRA, approximativement de 40% (15).
Tableau I: facteurs de risque de développement d’un SDRA.

	Atteinte pulmonaire directe
	Atteinte pulmonaire indirecte

	Pneumopathies infectieuses
Inhalation du liquide gastrique

Contusion pulmonaire

Noyade

Inhalation de gaz toxique

Irradiation thoracique

Ischémie reperfusion pulmonaire

Embolies graisseuses
	Sepsis sévère
Traumatisme majeur

Transfusions multiples

Pancréatite aiguë

Overdose

Brûlures

Circulation extra-corporelle

Etat de choc de toute origine




4) Physiopathologie
Au cours de l’évolution du SDRA, trois principales phases, pouvant s’associer se distinguent :

· Phase exsudative caractérisée par un afflux alvéolaire de PNN et une lésion diffuse de la barrière alvéolo-capillaire

· Phase de fibrose caractérisée par une prolifération fibroblastique
· Phase de résolution des phénomènes inflammatoires et du processus fibrotique


4.1) Agression de la barrière alvéolo-capillaire


4.1.1) Agression endothéliale
L’atteinte de l’endothélium pulmonaire au cours du SDRA a été mise en évidence par des études ultrastructurales il y a environ 30 ans (16). L’augmentation de la perméabilité microvasculaire pulmonaire a été confirmée en utilisant des protéines marquées par des traceurs radioactifs chez les patients présentant un SDRA et en comparant simultanément les concentrations protéiques dans le liquide de LBA et dans le plasma des patients (17). D’autre part, des marqueurs circulants de lésions cellulaires endothéliales, comme l’endotheline-1 ou le facteur von Willebrand (vWF) ont été mis en évidence chez les patients présentant un SDRA (18). 

4.1.2) Agression épithéliale
La distinction entre la perméabilité endothéliale et épithéliale est importante. Wiener-Kronish et al ont montré qu’il pouvait exister une atteinte sélective de la perméabilité endothéliale, qui ne soit pas à l’origine d’un œdème pulmonaire lésionnel (19). In vitro, la perméabilité des jonctions serrées de l’épithélium alvéolaire est régulée. L’élévation de la concentration intracellulaire d’AMPc ou de calcium induit une augmentation de la résistance transépithéliale et un changement de structure des jonctions serrées. A l’inverse, l’activation de la protéine kinase C (PKC) diminue la perméabilité des jonctions serrées (18).



4.2) Agression pulmonaire dépendante des polynucléaires neutrophiles 


(PNN)
Les études histologiques obtenues à la phase précoce du SDRA ont montré une infiltration des PNN dans le parenchyme pulmonaire (20). Par ailleurs, les PNN représentent 70 à 80% de la population cellulaire au sein du liquide du lavage bronchoalvéolaire (LBA) au cours du SDRA (18). Bien que l’agression pulmonaire aiguë et le SDRA puissent se rencontrer chez les patients présentant une neutropénie profonde, l’activation et la transmigration des PNN circulants jouent un rôle majeur à la phase précoce de l’agression pulmonaire aiguë (21). 




4.2.1) Séquestration des PNN dans le poumon inflammatoire

La séquestration des PNN correspond à l’accumulation de PNN dans la circulation pulmonaire en réponse à un stimulus inflammatoire. La migration des PNN de l’espace vasculaire à l’espace alvéolaire se fait au niveau des capillaires pulmonaires où les leucocytes vont se bloquer du fait d’une diminution de leur déformabilité, par opposition à la circulation systémique où ce phénomène a lieu à partir des veinules post capillaires. Les PNN présentent des modifications biomécaniques importantes en réponse à différents médiateurs comme le TNF-α, l’IL-8, le platelet-activating factor (PAF) et le N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP), facteur chémotactique d’origine bactérien (22, 23). Les PNN activés perdent ainsi leurs capacités à se déformer du fait d’une polymérisation intracellulaire des filaments d’actines à l’origine de la prolongation du temps de transit dans la circulation pulmonaire (24). L’inhibition de la réorganisation des filaments d’actine par la cytochalasine prévient la séquestration des PNN induite par la fMLP (25). Le rôle des molécules d’adhésion dans ce processus n’est pas clair. Sur un modèle de SDRA induit par l’injection intraveineuse d’E.coli chez le babouin, l’administration d’anticorps anti-sélectines E et L n’a pas modifié la séquestration de PNN ni protégé les animaux de l’agression pulmonaire aiguë (26). Cependant, le blocage du CD18, de l’intégrine α4 et α5 induisait une réduction significative de la séquestration pulmonaire des PNN induite par le fMLP. L’inhibition additionnelle des sélectines E et P atténuait la séquestration de PNN alors que l’inhibition isolée de ces sélectines n’avait aucun effet (27).



4.2.2)  Migration transendothéliale des PNN

La migration transendothéliale nécessite la présence de facteurs chémoattractants des PNN (par exemple : IL-8, LTB4, C5a) et implique une participation active de la cellule endothéliale (ouverture des jonctions intercellulaires secondaire à une augmentation du calcium intracellulaire) (28). La migration au travers de la matrice extracellulaire (membrane basale puis tissu interstitiel) met en jeu l’action locale des protéases des PNN.



4.2.3) Rôle des molécules d’adhésion

Suite à l’activation des monocytes/macrophages, de nombreux médiateurs sont sécrétés et vont activer les cellules endothéliales afin de permettre l’extravasation des leucocytes. Ce processus se déroule en trois phases : « rolling », adhésion et diapédèse. Les cellules endothéliales vont exposer à leurs surfaces, les sélectines E et P, les « intercellular adhesion molecules » (ICAM)-1 et les « vascular cell adhesion molecules » (VCAM). Les leucocytes activés vont exprimer le « leukocyte function-associated antigen » (LFA)-1 ou le « very late antigen » (VLA)-4. LFA-1 et VLA-4 vont s’associer respectivement à l’ICAM-1 et VCAM afin de permettre le roulement et l’adhérence des leucocytes sur les cellules endothéliales.




4.2.3.1) Sélectines

Bien que les sélectines jouent un rôle fondamental dans les processus de « rolling » dans la circulation systémique, leurs rôles dans la migration des PNN au niveau de la microcirculation pulmonaire sont mal précisés et dépendent du stimulus inflammatoire. Sur un modèle murin d’instillation intratrachéale de liposaccharide (LPS) bactérien, l’inhibition des sélectines E, L et P n’avait aucun effet sur la migration des PNN dans l’espace alvéolaire (29). Par ailleurs, la migration des PNN n’était pas modifiée après instillation intratrachéale de S. pneumoniae chez des souris génétiquement déficientes pour les sélectines P et E et après blocage des sélectines L (30).




4.2.3.1) Intégrines

L’activation des PNN conduit à l’expression sur leurs surfaces de molécules d’adhésion de la famille des β2-intégrines (CD11a/CD18, CD11b/CD18). Les β2-intégrines sont des protéines transmembranaires hétérodimériques et elles sont les plus étudiées au cours de l’agression pulmonaire aiguë. 
La migration des PNN dans le poumon peut faire intervenir des voies dépendantes et indépendantes du CD18 en fonction du stimulus. Ainsi, le recrutement des PNN requiert le CD18 en cas de stimulation par E. coli, P. aeruginosa ou IL-1 alors que les bactéries à Gram-positif, l’hyperoxie ou le facteur du complément C5a utilisent une voie indépendante du CD18 (24). L’inhalation d’acide chlorhydrique induisait une migration de PNN dépendante du CD 18 dans le site d’inhalation mais une migration de PNN indépendante du CD18 dans le poumon controlatéral (31). La plupart des stimuli conduisant à une migration de PNN dépendante du CD18 induisent l’expression endothéliale d’un ligand majeur, l’ICAM-1. Sur un modèle murin de pneumonie, l’expression endothéliale d’ICAM-1 était augmentée après l’instillation intratrachéale de LPS mais n’était pas modifiée après l’instillation de S. pneumoniae (32).




4.2.3.3) Chémokines

Les chémokines constituent une famille de polypeptides ayant en commun un motif de quatre cystéines. Ils exercent un effet chémoattractant et jouent un rôle important dans l’activation et la migration des leucocytes. Selon le nombre d’acides animés présents entre les deux premières cystéines, les chémokines sont classées en quatre groupes : CC, CXC, CX3C et le groupe C. Les chémokines exercent leurs activités en interagissant avec des récepteurs cellulaires transmembranaires. Suite à la liaison de la chémokine à son récepteur, la protéine G hétérotrimérique couplée au récepteur active une protéine effectrice. Il s’agit généralement d’une phospholipase C (PHC) qui à partir du phosphatidylinositol (PI) génère de l’inositol triphosphate (IP3) et du diacylglycerol (DAG). Suite à l’activation de GTPases, la restructuration du cytosquelette conduit à des changements de forme, la migration et l’adhérence des cellules (33). Chez l’homme, les chémokines sont produites par les macrophages activés, les monocytes, les PNN, l’endothélium, l’épithélium, les plaquettes et diverses cellules parenchymateuses. La chémokine la plus étudiée chez l’homme est CXCL8 (IL-8). Des concentrations élevées d’IL-8 dans le liquide de LBA chez les patients présentant un SDRA étaient corrélées aux concentrations de PNN dans les voies aériennes et in vitro, l’activité chémoattractante du LBA pouvait être inhibée par l’utilisation d’anticorps anti IL-8 (34). Sur des modèles expérimentaux d’agression pulmonaire aiguë induite par l’acide chlorhydrique (35), d’ischémie reperfusion (36) et de pancréatite aiguë nécrotique (37), le blocage de l’IL-8 par un anticorps induisait une amélioration de l’agression pulmonaire aiguë.
Dans le SDRA, Matthay et al ont montré que le LBA contenait de l’α2-macroglobuline qui était liée à des médiateurs pro-inflammatoires, notamment à l’IL-8. Le rôle de cette molécule est complexe puisqu’elle peut faciliter la phagocytose de l’IL-8 par les macrophages qui possèdent un récepteur à l’α2-macroglobuline mais elle peut aussi exercer un effet protecteur en protégeant l’IL-8 d’une dégradation protéolytique (38). Enfin, il existe dans le LBA au cours du SDRA des anticorps anti-IL-8. Ces anticorps polyclonaux immunoglobulines (Ig)G3 et IgG4 ont une forte affinité pour l’IL-8 et empêchent la liaison entre la chémokine et son récepteur sur les PNN. Kurdowska et al ont montré une association significative entre la concentration en complexes IL-8/anticorps anti IL-8 et le risque de survenue d’un SDRA. De la même manière, il existait une association entre les taux de concentration et la mortalité chez les patients présentant un SDRA (39).


4.3) Sécrétion pulmonaire de médiateurs de l’inflammation
Un réseau complexe de cytokines et de médiateurs pro-inflammatoires peut initier et amplifier la réponse inflammatoire au cours de l’agression pulmonaire aiguë et du SDRA. 



4.3.1) Interleukin-1β (IL-1β)

Plusieurs études ont confirmé la présence d’IL-1β et de son antagoniste spécifique, l’interleukin-1 receptor inhibitor (IL-1ra) dans le liquide de LBA des patients présentant un SDRA (40, 41). Quand les auteurs ont comparé les concentrations de l’IL-1β et son antagoniste l’IL-1ra, un ratio de 1 a été retrouvé dans le LBA des volontaires sains alors que le ratio était de 10/1 dans le LBA des patients présentant un SDRA persistant, suggérant le rôle de l’IL-1β pour maintenir un état inflammatoire persistant dans le poumon (41).



4.3.2) Tumor necrosis factor-α (TNF-α)

Comme l’IL-1β, le TNF-α est aussi une cytokine pro-inflammatoire précoce qui peut stimuler la production de nombreuses autres cytokines. Les effets du TNF-α sur les cellules épithéliales et endothéliales sont les suivants : augmentation de la perméabilité in vitro, stimulation de la sécrétion d’IL-1β, de l’IL-8 et de protanoïdes (PAF, LTB-4), induction de l’expression de molécules d’adhésion. 
De nombreuses études ont montré que la concentration de TNF-α était élevée dans le liquide du LBA de patients présentant un SDRA mais que celle-ci n’était pas prédictive de l’évolution clinique (42, 43). Cependant, une étude récente a mesuré les concentrations de TNF-α et des soluble TNF receptors I et II (TNFRI et II) dans le LBA avant et après le début du SDRA et a montré que l’activité biologique du TNF-α augmentait au cours de la première semaine du SDRA. Il y avait une relation directe entre le ratio TNF-α/TNFR dans le LBA et la sévérité de la pathologie, évaluée par l’importance de l’hypoxémie et la compliance pulmonaire (44).



4.3.3) Interleukin-10 (IL-10)

L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire qui inhibe la production de cytokines par les macrophages et son expression est en relation étroite avec l’expression de TNF-α (45, 46). L’IL-10 a été identifiée dans les poumons des patients présentant un SDRA et des concentrations élevées dans le LBA étaient associées à une augmentation de la survie (47). L’IL-10 joue un rôle de contre régulation de l’expression de HLA-DR sur les monocytes de patients présentant un choc septique et peut ainsi intervenir dans la modulation de la réponse immunitaire de l’hôte (48). Sur une série de 46 patients présentant un SDRA, un pic de sécrétion d’IL-10 était mis en évidence le premier jour du SDRA puis la sécrétion diminuait pour devenir indétectable à la troisième semaine (44).



4.3.4) Macrophage migration inhibitory factor (MIF)

Le MIF est produit par les macrophages alvéolaires et les cellules épithéliales bronchiques. Le MIF non seulement potentialise les effets du LPS et des bactéries à Gram-positif mais il est aussi essentiel dans la régulation de la réponse des macrophages au LPS par ses effets sur l’expression des Toll-like receptor-4 (49). Donnelly et al ont mis en évidence la présence du MIF dans le LBA des patients à la phase précoce du SDRA. Les auteurs ont montré que le MIF inhibait de façon dose dépendante les effets anti-inflammatoires des glucocorticoïdes (50).



4.3.5) High-mobility group-1 (HMG-1)
HMG-1 est une protéine capable de se lier à des séquences spécifiques de l’ADN, de favoriser la transcription de gènes et de réguler l’activité des récepteurs des hormones stéroïdes. Chez la souris, l’instillation intratrachéale d’HMG-1 a induit un œdème pulmonaire avec une infiltration à PNN et une augmentation de la production locale d’IL-1β, de TNF-α et de macrophage inflammatory protein (MIP)-2. Au cours de l’inflammation pulmonaire aiguë induite par le LPS, l’administration d’anticorps anti-HMG-1 a diminué l’œdème pulmonaire sans modifier la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (51). Ces données indiquent qu’HMG-1 est un médiateur important et tardif de l’agression pulmonaire aiguë.


4.4) Les agents lésionnels incriminés



4.4.1) Le stress radicalaire
Les espèces réactives de l’O2 (« reactive oxygen species » ROS) et de l’azote (« reactive nitrogen species »RNS) sont à l’origine du stress radicalaire. Ce sont des molécules très instables, hautement réactives, au pouvoir oxydant élevé. Ces composés causent des dommages non spécifiques à tous les types de biomolécules telle que l’ADN mitochondrial et nucléaire, les protéines, les lipides ou autres carbohydrates (52, 53).





4.4.1.1) Les espèces réactives de l’azote

Les RNS incluent le NO et les S-nitrosothiols (SNOS). Ces derniers se composent d’acides aminés, de peptides ou de protéines modifiés au niveau de leurs résidus cystéines par le NO. Le NO est produit par des enzymes spécialisées : les NO synthases (NOS). Ces enzymes convertissent la L-arginine en L-citrulline et NO. L’ensemble du NO produit peut réagir avec des molécules soufrées et former des SNOS.





4.4.1.2) Les espèces réactives de l’oxygène

Les ROS comportent deux sous-familles : les radicaux libres (exemple : anion superoxyde O2.-) et les espèces non radicalaires (exemple : peroxyde d’hydrogène H2O2 et peroxynitrite ONOO-). La chaîne respiratoire mitochondriale peut être responsable d’une partie de la production des ROS (54). 
Entre 1 et 3% de l’oxygène consommé par la mitochondrie génère des radicaux libres ; La production de ces ROS a lieu au niveau des complexes I et III ainsi qu’au niveau de l’ubiquinone. Des systèmes enzymatiques endogènes sont prévus pour lutter contre cette production physiologique. L’O2- est converti en H2O2 par la manganèse superoxyde dismutase (Mn-SOD) du côté matriciel et par la cuivre-zinc superoxyde dismutase (CuZn-SOD) dans l’espace intermembranaire. Ce peroxyde d’hydrogène est ensuite neutralisé soit par la glutathion peroxydase (GPx), soit par la catalase. Récemment, il a été montré que parmi d’autres cytokines pro-inflammatoires, le TNF-α conduisait à une augmentation d’O2.- via la stimulation de systèmes enzymatiques tels que la NADH oxydase ou la xanthine oxydase (55). Pour neutraliser les effets des ROS, les cellules expriment des antioxydants endogènes : superoxyde dismutase, catalase, et gluthathion peroxydase.



4.4.1.3) Rôle des ROS dans l’agression pulmonaire aiguë

La réaction spontanée entre l’O2.- et le NO résulte en la formation d’une molécule toxique : le peroxynitrite. Les peroxynitrites représentent l’espèce radicalaire la plus toxique. Sur un modèle animal de poumons isolés et perfusés chez le lapin, l’administration d’une substance oxydante, comme la xanthine oxydase dans la perfusion pulmonaire induisait une vasoconstriction et un œdème pulmonaire (56). Les ROS peuvent aussi indirectement contribuer à l’agression pulmonaire aiguë en inactivant les anti-protéases et diminuant les antioxydants. Sur un modèle de poumons isolés et perfusés, H2O2 et les dérivés oxydants diminuaient l’activité anti-élastolytique du poumon et augmentaient l’agression pulmonaire dépendante de l’élastase des PNN (57).
Au cours du SDRA, chez l’homme, les études immunohistochimiques de poumons ont mis en évidence des résidus nitrotyrosines, dont la présence était corrélée à l’importance de la sévérité de l’agression pulmonaire, suggérant que le ONOO- était un oxydant important dans la pathologie pulmonaire inflammatoire (58). Les patients avec un SDRA avaient une augmentation de H2O2 dans les condensats de l’air exhalé (59). Le liquide de LBA chez ces patients contenait un excès de protéines oxydées et une diminution des molécules antioxydantes comme le gluthation (60). 
Ainsi, il existe une augmentation de la production des ROS au cours de l’agression pulmonaire aiguë, qui dépasse les capacités de défense antioxydative à l’origine de lésions cellulaires oxydatives potentielles. Les PNN et les macrophages sont la principale source des ROS au cours du SDRA (61).




4.4.2) Les protéases 
Les protéases sont des enzymes protéolytiques sécrétées par les PNN. Les PNN produisent deux groupes d’enzymes impliqués dans le SDRA : l’élastase et les métalloprotéases (matrix metalloproteinases, MMP) (62).

L’élastase leucocytaire est une sérine protéase capable de dégrader les constituants de la matrice extracellulaire et constitue la protéase majoritaire des granules des PNN. L’élastase joue également un rôle antimicrobien, en particulier contre les bactéries à Gram-négatif et leurs toxines. L’élastase a été impliquée dans la pathogénèse de l’agression pulmonaire aiguë, notamment au cours du sepsis à bacilles à Gram-négatif. Les souris génétiquement modifiées, qui n’exprimaient pas l’élastase étaient protégées de l’agression pulmonaire induite par le LPS (63). D’autres études expérimentales ont montré que l’agression pulmonaire induite par l’instillation intratrachéale d’élastase pouvait être prévenue par un inhibiteur spécifique. Au cours du SDRA, des concentrations élevées en élastase ont été mises en évidence dans le liquide de LBA et le plasma. Cependant, une grande partie de l’élastase est retrouvée dans le poumon complexée à un inhibiteur, comme l’α1-antitrypsine ou l’α2-macroglobuline, suggérant que la balance protéase-antiprotéase est potentiellement importante au cours du SDRA. Par ailleurs, des concentrations plasmatiques élevées d’élastase des PNN ont été observées dans les minutes qui suivent un polytraumatisme et celles-ci étaient corrélées à l’importance de l’agression pulmonaire aiguë (64).
Les MMP sont un groupe d’enzymes dont l’action dépend de la présence de zinc. Quatre classes ont été décrites : les collagénases interstitielles (avec MMP-1 et 4), les stromalysines (MMP-3 et 7), les gélatinases (MMP-2 et 9) et les métalloprotéases de membrane. Les inhibiteurs naturels des MMP sont l’α2-macroglobuline, inhibiteur non spécifique et les TIMP (tissue inhibitors of metalloproteinases). Des concentrations élevées de gélatinases ont été observées dans le liquide de LBA chez les patients présentant un SDRA comparé à des sujets contrôles (65). 
Les gélatinases dégradent plus particulièrement le collagène de type IV, constituant des membranes basales et le collagène XVII, constituant des jonctions intercellulaires. Cependant, le fait que les gélatinases participent au trouble de la perméabilité observé au cours de l’œdème pulmonaire lésionnel est remis en cause. 
In vitro, le TNF-α induisait un trouble de la perméabilité épithéliale via la formation intracellulaire de fibres de stress et une action sur les jonctions intercellulaires. Le TNF-α induisait également une augmentation de la gélatinase B et d’un inhibiteur, le TIMP-1 mais sans augmentation de la balance gélatinolytique (66). In vivo, sur deux modèles d’agression pulmonaire aiguë différents chez le rat (instillation d’acide chlorhydrique et de LPS), Delclaux et al ont montré que les protéases des PNN (élastase et gélatinase B) ne participaient pas à l’augmentation de la perméabilité alvéolo-capillaire (67). Ainsi, les gélatinases ne semblent pas participer à l’augmentation de perméabilité à la phase initiale du SDRA mais pourraient être impliquées lors des phénomènes de réparation de cette barrière alvéolo-capillaire.



4.4.3) Médiateurs lipidiques

Les métabolites de l’acide arachidonique sont impliqués dans la physiopathologie du SDRA. Ces métabolites sont libérés à partir des phospholipides par la phospholipase A2. L’acide arachidonique peut être oxydé soit par la voie des cyclooxygénases (COX) pour donner les prostanoïdes qui comprennent les protaglandines, la prostacycline (PGI2) et le thromboxane A2 (TXA2), soit par la voie des lipooxygénases pour former les leucotriènes. La PGI2 synthétisée par l’endothélium vasculaire est un puissant antiagrégant plaquettaire aux propriétés vasorelaxantes. A l’inverse, le TXA2 synthétisé principalement par les plaquettes et les macrophages induit une agrégation plaquettaire et des effets bronchoconstricteurs et vasoconstricteurs. Le TXA2 est responsable d’hypertension artérielle pulmonaire précoce mais ne semble pas avoir d’effet direct sur la perméabilité capillaire. Pour les leucotriènes, notamment le leucotriène B4, leurs effets sont multiples; ils favorisent le chémotactisme des PNN et leurs adhésions et activations, ils interviennent aussi dans l’augmentation de la perméabilité vasculaire et la contraction des cellules musculaires lisses et modulent la prolifération cellulaire. Les leucotriènes sont principalement sécrétés par les PNN et les macrophages. 
Des concentrations élevées de leucotriènes ont été mises en évidence dans le liquide LBA et dans le plasma au cours de la phase précoce du SDRA et la concentration plasmatique de LTB4 au premier jour était corrélée avec la mortalité des patients (68).



4.4.3) Apoptose dans l’agression pulmonaire aiguë

La voie extrinsèque de l’apoptose, via les récepteurs de mort a été impliquée au cours de l’agression pulmonaire aiguë. L’activation de la voie Fas Ligand/Récepteur Fas est un mécanisme important d’agression des cellules épithéliales alvéolaires au cours de l’agression pulmonaire aiguë. In vitro, le liquide LBA de patients présentant un SDRA induisait l’apoptose par un mécanisme dépendant du FasL soluble sur des cultures de cellules épithéliales alvéolaires (69). Albertine et al ont montré sur des prélèvements histologiques de poumons de patients présentant un SDRA une augmentation de l’expression de Fas sur l’épithélium alvéolaire des patients qui décédaient versus ceux qui décédaient d’une autre cause (70). D’autres voies de l’apoptose, notamment la voie intrinsèque mitochondriale sont impliquées dans l’agression pulmonaire aiguë. Des cultures cellulaires épithéliales alvéolaires soumises à l’hyperoxie induisait l’apoptose en activant la protéine pro-apoptotique « bax » au niveau de la membrane mitochondriale, ce qui conduisait à la libération du cytochrome C et à l’activation de la caspase 9 et à l’apoptose cellulaire (71).


4.5) Résolution de l’agression pulmonaire aiguë et du SDRA

Elle aboutit le plus souvent à la restitution ad integrum des fonctions pulmonaires. L’œdème alvéolaire riche en protéines doit être résorbé, donc l’épithélium alvéolaire doit être réparé et les phénomènes inflammatoires résolus. Durant cette phase, le nombre de macrophages alvéolaires augmente pour éliminer les PNN entrés en phase d’apoptose. L’apoptose des PNN est un phénomène de limitation de la réaction inflammatoire. La résorption de l’œdème pulmonaire fait intervenir un transport actif de sodium et de chlore du secteur alvéolaire vers le secteur interstitiel. L’eau suit passivement selon un gradient iso-osmotique. 
L’épithélium alvéolaire lésé est réparé par prolifération des cellules alvéolaires de type II afin de tapisser la membrane basale mise à nue puis les cellules se différencient en cellules alvéolaires de type I pour restaurer une architecture alvéolaire normale. La prolifération de cellules alvéolaires de type II est contrôlée par des facteurs de croissance produits comme le keratinocyte growth factor (KGF) et l’hepatocyte growth factor (HGF). La réparation de l’endothélium vasculaire pulmonaire fait intervenir un phénomène de migration et de prolifération des cellules endothéliales. Les progéniteurs endothéliaux circulants participent à la réparation de l’endothélium sur des modèles expérimentaux (72). La prolifération, la migration et l’incorporation des cellules endothéliales aux vaisseaux en formation sont sous la dépendance de molécules de la famille du vascular endothelial growth factor (VEGF) et de l’angiopoïétine. Dans une étude récente, l’augmentation des progéniteurs endothéliaux était associée à une augmentation de la survie au cours de l’agression pulmonaire aiguë (73).

B) La cascade de la coagulation au cours de l’agression pulmonaire aiguë et du 
SDRA

L’activité pro-coagulante au cours du SDRA a été mise en évidence il y a plus de 30 ans. Bone et al ont rapporté en 1976 sur des autopsies de patients présentant un SDRA  l’existence de microthrombi de fibrine dans les poumons que les patients présentaient ou non une coagulation intra-vasculaire disséminée CIVD (74).
1) Généralités sur l’hémostase normale
1.1) Hémostase primaire

Au cours de cette étape interviennent la paroi vasculaire, les plaquettes et des protéines plasmatiques (en particulier, le facteur von Willebrand et le fibrinogène). 

1.1.1) Vasoconstriction réflexe

La vasoconstriction réflexe du vaisseau lésé constitue le premier moyen de défense visant à limiter le saignement. Cette étape représente le temps vasculaire et facilite l’adhésion des plaquettes au collagène du sous endothélium
1.1.2) Sécrétion plaquettaire

L’agrégation plaquettaire s’effectue en présence de calcium. Les plaquettes s’agrègent entre elles par l’intermédiaire des molécules du fibrinogène qui se fixent sur un récepteur de la membrane plaquettaire, le GPIIbIIa. Cette étape devient irréversible sous l’action de la thrombine, générée par la coagulation plasmatique.

Les plaquettes agrégées meurent rapidement, leurs membranes fusionnent, les cellules sont lysées et libèrent leurs contenus cytoplasmiques. L’amas formé par ces plaquettes fusionnées correspond au clou plaquettaire ou thrombus blanc.
1.2) Schéma général de la coagulation 
 L’activation de la cascade de la coagulation constitue un événement précoce au décours d’une agression tissulaire. La fonction primaire de ce système complexe et hautement régulé est de générer un réseau insoluble de filaments de fibrine qui fixe et stabilise un thrombus plaquettaire formé au niveau des tissus lésés. 
La formation de ce caillot provisoire dépend de l’action de la thrombine et il est généré par l’activation successive de protéinases à partir des systèmes de la voie intrinsèque et extrinsèque. In vivo, l’activation de la coagulation est initiée par la voie extrinsèque. En conditions normales, le sang n’est pas exposé au facteur tissulaire (FT). En cas de lésion tissulaire, l’expression du FT à la surface des cellules non vasculaires ou des cellules endothéliales activées induit la formation du complexe FT-facteur VII activé (FVIIa). Le complexe TF-FVIIa catalyse l’activation du facteur X en facteur X activé (FXa) et du facteur IX en facteur IX activé (FIXa). Le FXa en association avec le facteur V activé catalyse la conversion de la prothrombine en thrombine qui convertit le fibrinogène en fibrine, le constituant principal du caillot. La coagulation se prolonge lorsque la thrombine synthétisée à partir du complexe initial TF-FVIIa-FXa catalyse l’activation de FXI, FIX, FVIII et FX. Ainsi la voie intrinsèque est activée et conduit à une génération prolongée de thrombine et une coagulation sanguine. La voie extrinsèque est importante dans l’initiation de la coagulation à partir de l’activation d’une quantité limitée de thrombine alors que la voie intrinsèque prolonge la coagulation par une amplification du signal initial. La thrombine peut également jouer un rôle dans la réponse inflammatoire et fibroproliférative pulmonaire. La thrombine favorise également l’inflammation en stimulant le chémotactisme des PNN et des lymphocytes, la prolifération des fibroblastes et des cellules musculaires lisses et en déclenchant la sécrétion de facteurs de croissance et de protéases à partir des cellules endothéliales, des macrophages et des cellules épithéliales (75). L’activation des plaquettes par la thrombine induit la sécrétion de médiateurs de l’inflammation : sérotonine, thromboxane A2, prostacyclines et facteurs de croissance (PDGF) (76).
D’autres effets de la thrombine ont été rapportés : activation plaquettaire précoce et indépendante de la coagulation, augmentation de l’adhésion leucocytaire, vasorelaxation. Ces effets ont été rapportés à l’activation de récepteurs cellulaires à la thrombine : les PAR (proteinase activated receptor) localisés au niveau des cellules immunitaires. Les PAR sont une famille de récepteurs couplés aux protéines G (GPCR). Quatre récepteurs ont été individualisés (PAR 1, 2, 3 et 4), dont trois sont activés par la thrombine. Le fonctionnement de ces récepteurs est fondé sur une protéolyse spécifique au niveau de l’extrémité N-terminale extracellulaire. L’activation génère un processus de signalisation intracellulaire via les protéines G et l’activation de la transcription de médiateurs inflammatoires. 
La thrombine active les PAR 1, 3 et 4 sur les plaquettes. La signalisation intracellulaire conduit à une activation plaquettaire en coopération avec les récepteurs de membrane des plaquettes. En dehors de la thrombine, certaines protéases générées par l’activation de la coagulation peuvent activer les PAR : complexe trimoléculaire « FT-FVIIa-FXa » et PC pour PAR1, trypsine, FVIIa pour PAR2. L’activation des PAR au niveau des cellules endothéliales module également le tonus vasculaire microcirculatoire.
1.3) Régulation de la coagulation plasmatique :

La cascade de la coagulation est contrôlée par des mécanismes de rétrocontrôle négatif et par des anticoagulants circulants endogènes ou produits localement. 
1.3.1) L’antithrombine III (AT III)

L’AT III appartient à la famille des serpines (serines protéases). Elle joue un rôle majeur dans la régulation de la coagulation in vivo. L’AT III est synthétisée au niveau hépatique. Elle se fixe aux héparane-sulfates de la paroi vasculaire et inhibe les sérines protéases qui diffusent à distance de l’amas plaquettaire : la thrombine, le facteur Xa mais aussi les facteurs IXa, XIa et XIIa. Ces enzymes échappent au contrôle de l’AT tant qu’elles sont liées aux phospholipides de la membrane plaquettaire ce qui prolonge la production de thrombine au niveau du caillot hémostatique. Elles deviennent accessibles quand elles diffusent vers la phase liquide et plus encore vers la paroi vasculaire. La liaison de l’AT aux héparane-sulfates de la paroi vasculaire entraîne un changement de conformation de l’inhibiteur, lui permettant d’inhiber la thrombine, et les facteurs Xa, IXa, XIa, XIIa. L’AT n’inhibe pas le facteur VIIa de façon efficace. L’AT III agit en formant avec chacune de ces sérines protéases un complexe équimoléculaire qui implique le site actif de l’enzyme et le site réactif de l’AT III. Le site réactif arg 393-ser 394 de l’AT III, situé dans la région carboxy-terminale de la molécule, est scindé par la sérine protéase et la scission est suivie de l’établissement d’une liaison ester covalente entre la sérine active de l’enzyme et l’arginine du site réactif de l’AT III. Le complexe formé, irréversible et inactif, se détache de l’héparane-sulfate et se fixe sur un récepteur de l’hépatocyte pour être internalisé. L’héparane-sulfate est alors disponible de nouveau pour fixer l’AT. L’interaction entre l’AT III et les sérines protéases est lente mais considérablement accélérée par l’héparine. L’AT régule la génération de thrombine initiée par le FT et cet effet est potentialisé par le TF pathway inhibitor (TFPI). 
Les complexes thrombine-antithrombines sont ensuite éliminés de la circulation sanguine par le système réticulo-endothélial. Les autres inhibiteurs physiologiques importants sont représentés par l’héparine cofactor II et la protéase nexin-1 qui inhibent la thrombine ; l’α2-macroglobuline et l’α1-antitrypsine inhibent la thrombine et les facteurs IXa, Xa et Xa ; enfin, l’inhibiteur de la protéase dépendante de la protéine Z induit une inhibition rapide du facteur Xa en présence de la protéine Z, des phospholipides pro-coagulants et du calcium. Le schéma simplifié de la cascade de la coagulation est représenté sur la figure 1.
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Figure 1: Schéma simplifié de la cascade de la coagulation. La cascade est déclenchée par la liaison du facteur VIIa à son cofacteur : le FT. Sans son cofacteur, le facteur VII est essentiellement inactif. Le FT est exposé en cas de brèche vasculaire. Une fois lancée, la cascade est amplifiée (1) : verticalement, chaque complexe du facteur IXa, associé à son cofacteur activé (VIIIa) catalyse l’activation du facteur X et en s’associant avec le facteur Va, chaque facteur Xa catalyse l’activation de la thrombine (2) : circulairement, l’amplification cyclique résulte de l’activation, par le produit ultime de la cascade (la thrombine), du facteur XI et des deux cofacteurs-clefs du système (V et VIII).

1.3.2) Le TF pathway inhibitor (TFPI)
La voie extrinsèque est principalement contrôlée par un inhibiteur plasmatique produit par les cellules endothéliales, le TFPI qui inactive les complexes TF-FVIIa. Le TFPI est un anticoagulant naturel présent dans le sang circulant et fixé sur les glycoaminoglycanes de la paroi vasculaire. 
Le TFPI forme d’abord un complexe binaire avec le facteur Xa, puis ce complexe se fixe sur le facteur VIIa, lui-même fixé au FT. Le complexe quaternaire Xa-TFPI-VIIa-FT bloque l’activité du FT (figure 2). La voie intrinsèque est contrôlée par l’antithrombine qui inhibe la thrombine les autres sérines protéases de la cascade de la coagulation en présence d’héparine. 
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Figure 2: activation du TFPI (Tissue factor pathway inhibitor). Le TFPI forme un complexe binaire avec le facteur Xa, puis ce complexe se fixe sur le facteur VIIa, lui-même fixé au FT. Le complexe quaternaire Xa-TFPI-VIIa-FT bloque l’activité du FT
1.3.3) La protéine C

Le système de la protéine C activée (PCa) limite la génération de thrombine et exerce une activité pro-fibrinolytique et anti-inflammatoire. La PC est synthétisée par le foie sous la dépendance de vitamine K à l’état de zymogène inactif. Elle est activée par la thrombine au niveau d’un récepteur spécifique, l’Endothelial protein C receptor, (EPRC). Son activation est régulée par un récepteur membranaire de la cellule endothéliale : la thrombomoduline (TM). La PC n’est activée que lorsque la thrombine a été produite. La liaison de la thrombine à la TM induit une modification importante de la conformation du cofacteur. Cette transformation, en dévoilant un site de liaison cryptique pour la PC, permet à la thrombine d’activer rapidement la PC en PCa. Ainsi, en se fixant à la TM, la thrombine perd ses propriétés procoagulantes et acquiert des propriétés anticoagulantes : elle devient incapable de transformer le fibrinogène en fibrine, d’activer les plaquettes ou les facteurs V et VIII mais est capable d’activer la PC. 
Le complexe TM-thrombine formé active la PCa et la TM amplifie cette conversion plus de 1000 fois comparativement à l’action de la thrombine seule. L’activation de la PC se fait par scission d’une seule liaison peptidique (arg 12-leu) sur la chaine lourde, libérant un peptide d’activation. Le système d’activation de la PCa est représenté sur les figures 3 et 4. La PCa est une sérine protéase qui exerce ensuite une action protéolytique vis-à-vis des cofacteurs Va et VIIIa. La réaction nécessite que l’enzyme (PCA) et les substrats (FVa et FVIIIa) soient fixés sur les phospholipides anioniques exposés à la surface des plaquettes activées, en présence de calcium et en présence d’un cofacteur protéique, la protéine S (PS). La PS est synthétisée sous forme active par le foie, sous la dépendance de la vitamine K. La PS circule dans le plasma sous une forme soluble et une forme liée à une protéine transporteuse du complément, la C4b binding protéin (C4bBP). L’activation de la PC est de plus augmentée (environ 20 fois) in vivo lorsqu’elle est liée au récepteur endothélial à la PC (EPRC). Ce second récepteur pour la PC dont la densité est très élevée dans les gros vaisseaux comme l’aorte fixe la PC et accélère donc son activation par le complexe thrombine-TM (77). La PC exerce donc une rétroaction négative sur la production de thrombine, dans une cascade d’activation faisant intervenir le complexe thrombine-TM comme mécanisme activateur du zymogène, l’EPRC comme modulateur de l’activation et la PS libre comme cofacteur de l’activité anticoagulante (78). La PCa est inhibée physiologiquement par l’α1 protéinase inhibiteur, l’α2-macroglobuline et par un inhibiteur plasmatique (protéine C inhibiteur ou PCI), dont l’activité est augmentée par l’héparine (78).
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Figure 3: système d’activation de la PCa. PS: protéine S, TM: thrombomoduline, EPRC: Endothelial cell PC receptor.
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Figure 4: le système PC-PCA (d’après Rezaie et al (79)). α1-Pl : alpha 1 protéinase inhibiteur ; AT : antithrombine ; C4bBP : protéine de liaison du C4b ; EPRC : récepteur endothélial de la protéine C ; NF-kB : facteur de transcription nucléaire ;  PAI-1 : inhibiteur de l’activateur du plasminogène ; PAR-1 : protéase activated receptor ; PCA : protéine C activée ; PS : protéine S ; TAFI : inhibiteur de la fibrinolyse activé par la thrombine ; TM : thrombomoduline. En bleu sont figurés les cofacteurs régulateurs des effets physiologiques de la PC, en rouge les effets majeurs de la protéine.
1.4) La fibrinolyse et les inhibiteurs de la fibrinolyse

La fibrinolyse est le processus qui entraîne la dissolution de la fibrine formée au niveau de la brèche vasculaire. Ce processus fait intervenir le plasminogène, une glycoprotéine plasmatique de synthèse hépatique, comportant dans sa structure cinq boucles lui permettant de se fixer au caillot de fibrine. Sous l’influence d’activateurs, le plasminogène est transformé en une sérine protéase, la plasmine, qui scinde la fibrine en produits de dégradation solubles dans le plasma qui seront emportés par le flux sanguin. Les cellules endothéliales synthétisent l’activateur tissulaire du plasminogène (tPA) et son inhibiteur, le plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) (figure 5).
Dans le plasma, le PAI-1 est en excès par rapport à son enzyme cible, le tPA, ainsi ce dernier complexé au PAI-1 est inactif. Si un thrombus se forme, le tPA qui a une affinité très importante pour la fibrine, se fixe sur celle-ci, échappant à l’inhibition du PAI-1. Parallèlement, le plasminogène dont l’affinité pour la fibrine est aussi très élevée, se fixe sur la fibrine, et le tPA fixé à proximité transforme le plasminogène en plasmine. Dans la paroi vasculaire, un autre activateur, l’urokinase (uPA), transforme le plasminogène en plasmine qui intervient dans les processus de dégradation de la matrice extracellulaire en activant les métalloprotéases. Ainsi, la fibrinolyse extravasculaire en particulier, pulmonaire est contrôlée par l’uPA et la thrombolyse intravasculaire par tPA. La conversion du plasminogène en plasmine est régulée par des inhibiteurs endogènes, le PAI-1. Le PAI-1 est une serpine produite par de nombreuses cellules (cellules endothéliales, monocytes, hépatocytes, fibroblastes, adipocytes, mégacaryocytes). Il est circulant dans le plasma et peut être libéré par les plaquettes. Le rôle de PAI-1 est de prévenir toute activation de la fibrinolyse en inactivant le tPA et l’uPA. L’α2-antiplasmine est un autre inhibiteur, synthétisé par le foie, elle inhibe rapidement la plasmine dans la circulation. Le TAFI (thrombin activatable fibrinolysis inhibitor) ou procarboxypeptidase B est également synthétisé par le foie et présent dans le plasma. Il est transformé par le complexe thrombine-TM en carboxypeptidase. Son activité carboxypeptidase élimine les sites C-terminaux de la fibrine sur lesquels se lient le t-PA et le plasminogène ayant ainsi un effet inhibiteur sur la fibrinolyse.
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Figure 5 : schéma de la fibrinolyse. PAI-1 : Plasminogen activator inhibitor-1 ; PDF : produits de dégradation du fibrinogène.

2) La cascade de la coagulation au cours de l’agression pulmonaire aiguë




2.1) Initiation de la coagulation




2.1.1) Rôle de l’épithélium alvéolaire
En cas d’agression pulmonaire aiguë et de maladies pulmonaires chroniques comme la fibrose pulmonaire, l’équilibre hémostatique est en faveur d’une activité procoagulante et antifibrinolytique (80).
Les macrophages alvéolaires participent à l’état procoagulant intra-alvéolaire en favorisant la production de FT. In vitro, les macrophages alvéolaires humains en culture exprimaient à leurs surfaces l’activité FT et avaient la capacité de libérer des vésicules procoagulantes dans la média (81). L’épithélium alvéolaire joue également un rôle important pour la modulation du FT au cours de l’agression pulmonaire aiguë. Les cultures cellulaires épithéliales de rats exprimaient une activité procoagulante dépendante du FT dix à vingt fois plus importante que les cultures concomitantes de macrophages alvéolaires (82). Sur un modèle de culture cellulaire alvéolaire épithéliale humaine (lignée A549), l’utilisation d’une combinaison de cytokines (IL-1β, TNF-α, IFN-γ) stimulait l’expression du FT (83). Ces études suggèrent donc que l’épithélium alvéolaire peut activer la coagulation intraalvéolaire dépendante du FT en réponse à un stimulus inflammatoire.
In vivo, plusieurs études expérimentales ont évalué le rôle du FT au cours de l’agression pulmonaire aiguë. Sur un modèle d’agression pulmonaire induite par l’administration intraveineuse de LPS chez le lapin, Jesmin et al ont montré que l’hypoxémie et le trouble de perméabilité vasculaire coïncidaient avec l’augmentation de l’expression du FT au niveau de l’endothélium vasculaire pulmonaire, l’épithélium alvéolaire et les muscles lisses bronchiques et des voies aériennes (84). L’augmentation de l’expression du FT peut survenir en partie par la stimulation de la transcription de NFkB, constituant un lien entre l’inflammation et la coagulation (85). En particulier, l’IL-6 est la cytokine principale impliquée dans l’expression du FT (86). L’augmentation de l’expression du FT peut aussi survenir en réponse à une agression pulmonaire directe. L’exposition à l’hyperoxie chez les babouins entrainait une augmentation du complexe FT-FVIIa dans le liquide du LBA, suggérant une initiation intraalvéolaire de la coagulation en réponse à cette agression pulmonaire (87). 
Chez les patients présentant un SDRA, la voie extrinsèque dépendante du FT est le mécanisme prédominant qui active la cascade de la coagulation localement dans les poumons. En 1989, Idell et al ont rapporté que l’activité procoagulante TF-FVII était augmentée dans le liquide de LBA au cours du SDRA (88). Cette activité procoagulante pouvait persister jusqu’au 7e jour. Les patients à risque de développer une agression pulmonaire aiguë ont également une augmentation de l’activité procoagulante dans le compartiment alvéolaire comparé aux sujets sains (89). Dans une étude récente, l’étude immunohistochimique de biopsies pulmonaires de patients présentant un SDRA a révélé la présence de FT au niveau des cellules épithéliales alvéolaires, des macrophages intraalvéolaires et des membranes hyalines (83). L’antigène plasmatique du FT et l’activité procoagulante du FT étaient plus élevés dans le liquide d’œdème pulmonaire que dans le plasma. Ce travail suggérait que l’épithélium alvéolaire était capable de moduler la coagulation intraalvéolaire en stimulant l’expression du FT en réponse à un stimulus inflammatoire et contribuait ainsi à la déposition intraalvéolaire de fibrine au cours du SDRA. Par ailleurs, l’activité procoagulante du FT est élevée dans le compartiment alvéolaire au cours de l’agression pulmonaire aiguë directe et infectieuse ou indirecte et secondaire au sepsis. Gunther et al ont montré une augmentation intra-alvéolaire de l’activité procoagulante dépendante du FT dans quatre groupes de patients : les patients ayant un SDRA, les patients en ventilation spontanée et ceux bénéficiant d’une ventilation mécanique pour une pneumonie et les patients ventilés pour une pneumonie et un SDRA (90). En plus des modifications alvéolaires de la voie du FT, une activation systémique de la coagulation peut survenir au cours de l’agression pulmonaire aiguë. L’équilibre entre le FT et le TFPI est également perturbé au cours du SDRA. Une augmentation du FT associée à une diminution du TFPI circulant a été mise en évidence chez les patients avec un SDRA survenant au cours du sepsis ou d’un polytraumatisme par rapport à des patients à risque de SDRA ou des sujets sains (91). Les auteurs suggéraient qu’au cours du SDRA, l’augmentation de l’élastase sécrétée par les PNN activés dégradait le TFPI. Enfin, Bastarache et al ont mesuré le TFPI sur le liquide d’œdème pulmonaire de patients présentant un SDRA. Le TFPI intraalvéolaire était augmenté dans le SDRA mais celui-ci était une forme tronquée et inactive, incapable de neutraliser l’activité procoagulante du FT (92).
2.1.2) Modulation du FT
La modulation pharmacologique de la voie du FT a été réalisée sur différents modèles expérimentaux d’agression pulmonaire aiguë. L’administration en pré et posttraitement du TFPI recombinant chez le rat au cours de l’agression pulmonaire induite par le sepsis inhibait le trouble de perméabilité vasculaire pulmonaire induit par le LPS, l’expression du TNF-α dans les tissus pulmonaires, les cytokines chémoattractantes pour les PNN et l’activité myelopéroxydase (93). Dans cette étude, l’inhibition spécifique des facteurs VIIa et Xa ne produisaient pas les mêmes effets, suggérant que le TFPI pouvait avoir des effets physiologiques indépendants de la coagulation et réduire l’agression pulmonaire par inhibition de l’activation des leucocytes. Chez les rats bénéficiant d’une instillation intratrachéale de LPS, le blocage spécifique du FT avec inactivation du FVIIa diminuait l’inflammation pulmonaire et les dépôts de fibrine, la fuite protéique alvéolo-capillaire avec diminution de l’expression de l’ARNm du TFPI dans les poumons (94). Sur un modèle de sepsis létal à E. coli chez le babouin, Carraway et al ont montré que l’injection de l’inhibiteur du facteur VIIa améliorait la fonction rénale et diminuait l’agression pulmonaire avec une amélioration de la mortalité (95).
Une étude clinique, randomisée et multicentrique a évalué l’administration de TFPI recombinant humain chez les patients présentant un sepsis sévère et une coagulopathie. 1754 patients ont été étudiés dont 86% présentaient une agression pulmonaire aiguë. L’administration de TFPI recombinant ne modifiait pas la mortalité à la fin de l’étude et majorait les risques de saignement (96).


2.2) Propagation de la coagulation





2.2.1) L’antithrombine (AT)

L’héparine et d’autres glycosaminoglycanes et protéoglycanes sont exprimées à la surface endothéliale et fixe l’AT avec une grande affinité. Pour inactiver la thrombine, l’AT doit être liée à l’héparine. En absence d’héparine, l’AT se fixe à la surface endothéliale et se comporte comme un anticoagulant mais possède également des effets sur la sécrétion de prostaglandine I2 (PGI2). La PGI2 est un inhibiteur de l’agrégation plaquettaire, qui diminue la synthèse de cytokines pro-inflammatoires, l’activation des PNN ainsi que leur adhésion aux cellules endothéliales, elle inhibe aussi la libération d’élastase et des ROS (97).
L’AT a été utilisée au cours de différents modèles expérimentaux. Dans un modèle d’agression pulmonaire induite par le LPS, l’administration intraveineuse d’AT (250 UI/kg) réduisait l’agression vasculaire pulmonaire et la séquestration pulmonaire des PNN (98). L’héparine, seule ou en combinaison avec l’AT ou l’administration d’un inhibiteur de l’AT (le DEGR-Xa) ou de l’AT avec de l’indométacine, un inhibiteur de la lipooxygénase ne prévenaient pas les lésions pulmonaires. L’étude suggérait que les propriétés anti-inflammatoires de l’AT étaient dépendantes de la libération de la prostacycline. La dose nécessaire d’AT pour neutraliser l’agression vasculaire induite par le LPS était bien plus élevée que la dose anticoagulante. Ainsi, ces effets sont seulement retrouvés en l’absence de concentration élevée d’héparine et en présence de concentrations supraphysiologiques d’AT. Sur un modèle canin d’ischémie reperfusion de transplantation pulmonaire, l’AT prévenait l’hypoxémie et réduisait l’expression des molécules d’adhésion et la réponse inflammatoire (97). A l’inverse, Dschietzig et al suggérait que l’AT n’induisait pas la sécrétion de prostacycline. Sur leur modèle de poumons isolés exposés au LPS, l’utilisation d’AT induisait la sécrétion d’endothéline-1 mais pas de prostacycline (99). Finalement, la combinaison d’AT et d’inhibiteur de la C1 estérase a été proposée pour majorer l’inhibition des dépôts de fibrine et du trouble de la perméabilité vasculaire (100). Sur des modèles d’agression pulmonaire directe, les données sont moins nombreuses et plus contradictoires. Sur un modèle d’agression pulmonaire associant l’inhalation de fumée et l’instillation intratrachéale de P. aeruginosa, l’administration intraveineuse d’AT humaine recombinante en post traitement réduisait l’œdème pulmonaire et diminuait l’obstruction des voies aériennes par les moules bronchiolaires (101). Sur un modèle de pneumopathie aiguë à P. aeruginosa, une étude issue de notre laboratoire a montré que l’administration d’ATIII recombinante s’accompagnait d’une activation massive de la thrombine alvéolaire et d’une majoration du trouble de perméabilité alvéolo-capillaire (102).




2.2.2) La PC






2.2.2.1) PCa et coagulation

La PCa joue un rôle majeur dans la coagulation en limitant la génération de thrombine. La PCa possède ainsi une activité antithrombotique visant à réduire les dépôts de fibrine au cours de l’agression pulmonaire aiguë mais aussi une action profibrinolytique. 
In vitro, la PCa inhibe l’activité de PAI-1 et peut, en réduisant la génération de thrombine, limiter l’activation du TAFI (103, 104). La PCa exerce un effet anticoagulant sur le poumon inflammatoire. En effet, l’administration de PCa par voie intraveineuse après instillation pulmonaire de LPS chez l’homme induisait une diminution de la coagulation locale (baisse des complexes thrombine-AT et du FT soluble dans le LBA) (3).





2.2.2.2) PCa et inflammation

La PC joue un rôle fondamental dans la régulation de l’inflammation. Les capacités de production de la PC sont limitées dans le poumon mais la PCa est présente dans le liquide de LBA (105). 
L’activation de la PCa est altérée au cours de l’inflammation pulmonaire et cette contre régulation est dépendante de la TM. En effet, sur un modèle d’agression pulmonaire induit par le LPS chez le rat, l’administration intraveineuse de TM soluble recombinante prévient l’augmentation de perméabilité vasculaire pulmonaire induite par le LPS (106). Les auteurs ont montré que la TM recombinante prévenait le trouble de perméabilité via l’activation de la PC et que cette action était indépendante de son activité anticoagulante mais dépendante de sa capacité à inhiber l’activation des leucocytes. 
L’inflammation pulmonaire aiguë est modifiée par la PCa. La PCa peut prévenir l’agression pulmonaire sur des modèles expérimentaux d’endotoxinémie. In vivo, l’administration de PCa prévenait le trouble de perméabilité vasculaire pulmonaire induit par l’injection intraveineuse de LPS chez le rat (107). L’effet était indépendant de la coagulation et la PCa diminuait l’infiltration pulmonaire des PNN. In vitro, Grey et al ont montré que l’administration de PCa sur des cultures cellulaires de monocytes humains diminuait la production de TNF-α en réponse au LPS, suggérant que la PC avait des effets directs anti-inflammatoires sur les cellules immunes (108). White et al ont montré par la suite que la diminution de la production du TNF-α était le résultat de l’inhibition de l’activation du facteur de transcription, « nuclear factor-kappa B » (NFkB) (109). La PC peut également moduler le chémotactisme des PNN et des monocytes par l’interaction avec un récepteur similaire de l’EPRC. En effet, in vitro, l’administration d’un anticorps bloquant l’interaction entre la PCa et l’EPRC diminuait les effets inhibiteurs de la PCa sur la migration de PNN humains (110). 
La PCa semble exercer son activité anti-inflammatoire indépendamment de ses propriétés antithrombotiques. Sur un modèle de rats cirrhotiques, après injection de LPS, l’administration de PCa prévenait la dysfonction d’organes et améliorait la survie à 12 heures (111). La PCa prévenait la déposition de fibrine dans le foie, les reins et les poumons. L’œdème interstitiel et l’infiltration des PNN étaient significativement diminués en comparaison avec les animaux ayant reçu le LPS seul. Le TNF-α plasmatique était diminué et l’expression des molécules d’adhésion-1 était diminuée dans le foie, les reins mais pas dans les poumons en dépit d’une amélioration sur le plan histologique. Sur un modèle d’agression pulmonaire induite par le LPS chez le rat, la PCa (100 µg/kg) mais pas le DEGR-Xa (un inhibiteur sélectif de la génération de la thrombine) ni le DIP-PAC (PC inactive) prévenait l’œdème pulmonaire et l’infiltration des PNN dans le secteur interstitiel pulmonaire et diminuait la concentration plasmatique de TNF-α (112). De la même manière, l’amélioration de la lésion vasculaire ne semblait pas être en relation avec l’inhibition de la génération de thrombine. La PCa ne réduisait pas in vitro la sécrétion d’élastase par les PNN activés suggérant que la réduction de l’infiltration pulmonaire des PNN n’était pas une inhibition directe des PNN par la PCa mais secondaire à la diminution de la sécrétion de TNF-α. De plus, le TNF-α peut augmenter l’expression des sélectines E par les cellules endothéliales et favoriser l’adhésion des leucocytes activés.
Les interactions entre la PCa et l’inflammation ont été confirmées sur certaines études réalisées chez l’homme. Dans une étude portant sur 779 patients présentant une agression pulmonaire aiguë ou un SDRA, les concentrations de PC étaient significativement diminuées et constituaient un facteur indépendant de mortalité hospitalière (113). Wang et al ont montré que la concentration de l’EPRC soluble au cours de l’agression pulmonaire aigue était deux fois plus élevée dans le liquide de LBA que dans le plasma, suggérant une production pulmonaire. In vitro, les cultures cellulaires épithéliales alvéolaires exprimaient la TM et l’EPRC et pouvaient activer la PC à leurs surfaces cellulaires. La PCa pouvait être inhibée par une solution de cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL1-β et IFN-γ), soulignant l’association entre la coagulation et l’inflammation (114). Ces données montrent ainsi le rôle central de l’épithélium alvéolaire dans la modulation de la coagulation intraalvéolaire.





2.2.2.3) PCa et endothélium pulmonaire

L’endothélium vasculaire pulmonaire est particulièrement sensible à l’agression induite par le sepsis, le polytraumatisme ou d’autres situations d’agression systémique. La diminution de l’activation de la PC à la surface de l’endothélium vasculaire pulmonaire peut contribuer au développement de thromboses microvasculaires diffuses survenant au cours de l’agression pulmonaire aiguë. In vitro, les études indiquaient que la PCa possédait des effets anti-inflammatoires et antiapoptotiques sur les cellules endothéliales. Un mécanisme possible est l’interaction avec l’apoptose endothéliale en bloquant la voie dépendante de la protéine p53 (115). Esmon et al ont montré que la PCa en combinaison avec son récepteur membranaire réduisait la translocation nucléaire de NFkB, avec une réduction de la production de cytokines et de l’expression de molécules d’adhésion à la surface de l’endothélium (116). Ces données suggèrent que la PCa peut prévenir l’agression vasculaire pulmonaire induite par le LPS en inhibant la production de TNF-α par les monocytes et non par ses propriétés anticoagulantes. Enfin, in vitro, la PCa à dose thérapeutique diminuait le trouble de perméabilité des cellules endothéliales induit par la thrombine et l’IL1-β. L’effet était lié à des réarrangements du cytosquelette d’actine et myosine via l’activation de la voie de signalisation du système rho/rhokinases (117).





2.2.2.4) TM et agression pulmonaire aiguë
La TM a été étudiée dans le poumon où son expression est réduite au cours du sepsis (118). La TM peut être clivée de la surface endothéliale par l’élastase des neutrophiles et circuler sous forme de TM recombinante soluble (rhs-TM) et activer la PCa. Sur un modèle de thrombo-embolies induites par l’injection de thrombine chez la souris, l’administration de TM recombinante réduisait les dépôts de fibrine dans les artères pulmonaires (119). Le prétraitement par la rhs-TM chez le rat avant l’injection de LPS réduisait l’œdème pulmonaire, la formation de microthromboses et l’accumulation de l’albumine marquée à l’iode radioactif dans les poumons (120). Uchiba et al ont montré que la rhs-TM prévenait de l’agression pulmonaire induite par le LPS en favorisant la génération de PCa et non par un mécanisme lié à l’inhibition de thrombine. La même équipe a montré que les propriétés anti-inflammatoires de la rhs-TM étaient corrélées à sa capacité à générer de la PCa (121). 
L’infiltration leucocytaire et l’augmentation du trouble de la perméabilité vasculaire ne pouvaient pas être prévenues quand la liaison de la rhs-TM à la thrombine était inhibée par un anticorps monoclonal dirigé contre le site de fixation de la thrombine, avec une réduction conséquente de la PC (122). Sur un modèle murin de glomérulonéphrite et d’hémorragie alvéolaire induites par le LPS et des anticorps anti-membrane basale glomérulaire, le rhs-TM en posttraitement était comparé à l’héparine. Des doses élevées d’héparine (250 UI/kg/h) et la rhs-TM prévenaient la formation de thrombi et les dépôts de fibrine mais l’héparine était associée à des hémorragies pulmonaires massives (123).



2.3) La fibrinolyse au cours de l’agression pulmonaire aiguë

En situation normale, la formation de fibrine via le FT est contre balancée par sa dégradation par le système du plasminogène. La fibrinolyse est altérée chez les patients présentant une agression pulmonaire aiguë et une fibrose pulmonaire. Des études expérimentales et humaines ont montré que les concentrations de PAI-1 étaient augmentées dans ces situations pathologiques. Comme pour le FT et la PC, l’activité de PAI-1 est en étroite relation avec l’inflammation. In vitro, sur des cultures cellulaires endothéliales, le TNF-α induisait la production de PAI-1 via l’activation de NFkB (124). Les poumons peuvent moduler l’activité fibrinolytique en réponse à un stimulus inflammatoire. Les macrophages alvéolaires humains isolés chez des sujets sains exprimaient l’activité PA et étaient capables de dégrader une matrice de fibrine en présence de plasminogène (125). Par ailleurs, les macrophages alvéolaires humains exposés au LPS inhibaient la fibrinolyse par une augmentation de l’activité de PAI-1 (126). Les études in vivo supportent ces résultats. In vivo, sur un modèle murin, l’instillation intratrachéale de LPS augmentait l’expression génique de PAI-1 sur les macrophages alvéolaires (127). Sur un modèle murin d’irradiation pulmonaire, les macrophages alvéolaires isolés présentaient une diminution dose dépendante de l’activité fibrinolytique par un mécanisme dépendant du PA (128). Chez les patients présentant un SDRA, l’analyse par hydridation in situ de macrophages alvéolaires humains a objectivé une augmentation de l’ARNm de PAI-1 (126). 
Ainsi ces données suggèrent que les poumons ou les macrophages alvéolaires isolés et exposés à un stimulus inflammatoire, comme le sepsis peuvent diminuer l’activité fibrinolytique en diminuant l’activateur du plasminogène et augmentant son inhibiteur, le PAI-1. Le PA a été utilisé au cours d’un modèle létal d’agression pulmonaire aiguë par traumatisme chez le cochon (129). Le traumatisme induisait un œdème alvéolaire hémorragique. L’administration de PA (urokinase ou t-PA) prévenait de l’hypoxémie et tous les animaux survivaient sans hémorragie alvéolaire ni infiltration pulmonaire à PNN. L’endothélium vasculaire pulmonaire se comporte différemment des autres endothéliums vasculaires dans la modulation du système activateur du plaminogène. In vitro, les cellules endothéliales microvasculaires humaines sécrétait l’uPA alors que le tPA était le PA prédominant sécrété par les cellules endothéliales humaines de la veine ombilicale (130). Une étude a évalué l’activité fibrinolytique à partir de cellules endothéliales microvasculaires de patients présentant un SDRA. Grau et al ont montré que les cellules endothéliales microvasculaires au cours du SDRA exprimaient de façon constitutive plus de PAI-1 que les cellules de sujets contrôles et avaient une diminution marquée du potentiel fibrinolytique évalué par la mesure du rapport tPA :PAI-1 (131). Cette étude suggère qu’en conditions de base, l’endothélium vasculaire pulmonaire favorise la fibrinolyse mais l’équilibre bascule vers un état antifibrinolytique en cas d’agression pulmonaire aiguë. Gunther et al ont comparé le liquide de LBA des patients en ventilation spontanée présentant une pneumonie à des sujets contrôles, des patients ventilés pour une pneumonie, des patients ventilés pour un SDRA et des patients ventilés pour une pneumonie et un SDRA. Les auteurs ont observé une diminution de l’activité fibrinolytique et une augmentation de l’uPA dans tous les groupes comparés au groupe contrôle et une augmentation de l’activité du PAI-1 dans tous les groupes à l’exception des patients en ventilation spontanée présentant une pneumonie (90). Prabhakaran et al ont mesuré la concentration de l’antigène PAI-1 dans le liquide de LBA au cours de l’agression pulmonaire aiguë en comparaison avec les patients présentant un œdème pulmonaire aiguë hydrostatique (132). Les niveaux de PAI-1 dans le plasma et le liquide d’œdème étaient plus élevés plus au cours de l’agression pulmonaire aiguë et étaient corrélés à la mortalité des patients. De plus, les concentrations de PAI-1 étaient plus élevées dans le liquide d’œdème que dans le plasma suggérant une source intra-alvéolaire de PAI-1. D’autres études ont mesuré le PA et le PAI-1 circulants au cours de l’agression pulmonaire aiguë. 
Les patients avec un SDRA et ceux à risque de SDRA avaient des concentrations plus élevées de PAI-1 comparées au groupe contrôle mais les concentrations n’étaient pas corrélées avec les scores d’agression pulmonaire, la perméabilité pulmonaire microvasculaire et l’évolution clinique (133, 134). Enfin une dernière étude portant sur 779 patients avec une agression pulmonaire aiguë ou un SDRA a montré qu’une concentration plasmatique élevée de PAI-1 constituait un facteur prédictif indépendant de mortalité (113). Ces données suggèrent l’hypothèse que la fibrinolyse dans le poumon joue un rôle plus important dans le développement et la résolution de l’agression pulmonaire aiguë que la fibrinolyse systémique et illustre la parfaite complexité des interactions entre les facteurs locaux et systémiques dans l’agression pulmonaire induite par le sepsis. La voie d’activation extrinsèque de la coagulation, de la fibrinolyse et des inhibiteurs naturels de la coagulation dans le compartiment alvéolaire sont représentés schématiquement sur la figure 6.

3) Interactions entre l’inflammatoire et l’hémostase
 Durant la réponse inflammatoire, le poumon présente un état pro-coagulant. Inflammation et coagulation ont des interactions étroites et vont ensemble dans une direction proinflammatoire et procoagulante. Ces interactions peuvent être résumées de la manière suivante :
Modulation de la coagulation par la réponse inflammatoire :
- L’IL-6 stimule l’expression du FT mais n’a pas d’effet sur la fibrinolyse (135, 136).
- L’injection de TNF-α au volontaire sain induit une fibrinolyse, suivie d’une activation de la coagulation et d’une inhibition de la fibrinolyse (137). Le TNF-α stimule l’expression du FT via l’augmentation de la production de l’IL-6 (138). 
- Le TNF-α diminue la transcription du gène de la TM et l’expression de cette protéine à la surface des cellules endothéliales (139).
- Le TNF-α augmente les concentrations de PAI-1 (140).
- Le TNF-α inhibe l’activité de la PCa (141).
- L’IL-1 stimule l’expression du FT et diminue l’expression de la TM (142).
- L’élastase des PNN diminue l’activité de la TM par clivage de la molécule (143).
- Les ROS produits par les PNN oxydent les résidus méthionines de la TM et diminuent son activité (144).
Modulation de la réponse inflammatoire par la coagulation :
- Le complexe TF-FVIIa stimule la sécrétion de cytokines proinflammatoires et de chémokines (145).
- Le complexe FT-FVIIa active les PARs qui augmentent l’expression des molécules d’adhésion et les lésions vasculaires induites par les leucocytes (146).
- La fibrine induit la réponse inflammatoire (147).
- L’antithrombine

- Diminution de l’expression de l’intégrine mac-1 : contrôle des liaisons entre les 
leucocytes et les plaquettes et/ou l’endothélium (148).

- Stimulation de la PGI2 : inhibition de l’activation plaquettaire (149).

- Inhibition de la voie de signalisation de NFkB : diminution de l’expression d’IL-
6 et de FT par les monocytes et les cellules endothéliales (150, 151).
- La PCa

- La diminution de la PCa induit une augmentation d’IL-6, du fait de la perte de 
l’inhibition de la sécrétion d’IL-6 (152).

- Inhibition de la voie de signalisation du NFkB monocytaire (153).

- Inhibition du chémotactisme leucocytaire (110).
- Le complexe thrombine-TM


- Prévention de l’activation des PARs.

- Activation du TAFI (carboxypeptidase B).

- Inhibition des bradykinines et de l’anaphylatoxine C5a (vasoactives) (154, 155).
- Les inhibiteurs naturels de la coagulation, TFPI, AT et PCZ ont des propriétés anti-inflammatoires. 

4) Conséquences de l’altération de la coagulation

La coagulation normale et l’équilibre fibrinolytique sont altérés au cours du sepsis et de l’agression pulmonaire aiguë, favorisant un état procoagulant et antifibrinolytique. Les conséquences sont l’accumulation délétère de la thrombine et de la fibrine dans la microcirculation et le risque de favoriser un syndrome de défaillance multiviscérale. Une stratégie potentielle visant à stopper la formation de fibrine est d’inhiber la formation de thrombine; une stratégie qui semblait efficace dans plusieurs études chez l’homme (156, 157). Une métaanalyse de ces études montrait une réduction de 22,9% de la mortalité au 30e jour en faveur du traitement par l’antithrombine III. Une étude multicentrique, en double aveugle, randomisée contre placebo a été réalisée au cours du sepsis (158). Dans cette étude, la mortalité à J28 dans le groupe traité par l’AT III était de 38,9 versus 38,7% dans le groupe placebo (p=0,94). Les critères de jugement secondaires comme la survie en réanimation, et la mortalité au 56e et 90e jour n’étaient pas différents. Malgré les résultats négatifs globaux de cette étude, l’AT III a montré son efficacité dans un sous groupe de patients ayant un sepsis sévère et un risque élevé de mortalité, avec une réduction du risque absolu de mortalité de 6,8% au 56e jour (159).
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Figure 6: représentation schématique de la voie d’activation extrinsèque de la coagulation, de la fibrinolyse et des inhibiteurs naturels de la coagulation dans le compartiment alvéolaire. 
AT: antithrombine ; MA: macrophage alvéolaire, PAI-1 : plasminogen activator inhibitor ; PCa: protéine C activée ; PDF: produits de dégradation de la fibrine ; TPIF: tissue factor pathway inhibitor ; TM: thrombomoduline ; tPA : tissue-type plasminogen activator ; uPA : urokinase-type plasminogen factor.
C) La résorption de l’œdème pulmonaire

1) Introduction
Les mécanismes impliqués dans la régulation du transport actif du sodium et de l’eau par l’épithélium alvéolaire et des voies aériennes distales du poumon sont une voie de recherche importante pour la compréhension de l’équilibre hydrique pulmonaire en condition physiologique et pathologique. Les études portant sur les capacités de résorption de l’épithélium alvéolaire distal ont fourni de nouveaux concepts sur la résolution de l’œdème pulmonaire, une situation clinique ayant des conséquences directes dans la physiopathologie de l’agression pulmonaire aiguë.

2) Mécanismes de base de la résorption de l’œdème pulmonaire
Avant 1982, il n’y avait aucune information concernant la régulation de la balance hydrique pulmonaire à travers l’épithélium alvéolaire et des voies aériennes distales sur le poumon mature. Quelques travaux avaient été réalisés sur les capacités de sécrétion et d’absorption de liquide alvéolaire sur le poumon fœtal et chez le nouveau né (160). En 1982, certaines études ont mis en évidence une régulation par un transport actif de sodium de la balance hydrique pulmonaire (161, 162). Pendant de nombreuses années, il a été généralement admis que les différences de pressions oncotique et hydrostatique (les forces de l’équation de Starling) permettaient l’élimination de l’excès de liquide présent dans les alvéoles. Ce concept a longtemps existé d’une part parce que les études expérimentales évaluant les mouvements de solutés à travers la barrière alvéolo-capillaire du poumon ont été réalisées à température ambiante et d’autre part, ces études ont été réalisées sur le chien, une espèce  animale connue pour avoir un taux très bas de transport actif de Na+ (163). Ainsi jusqu’au début des années 80, il n’y avait pas de modèle animal satisfaisant pour étudier la résolution de l’œdème alvéolaire, l’isolement et la mise en culture des cellules épithéliales alvéolaires de type II constituaient la seule méthode expérimentale disponible pour l’étude du transport de Na+ (162). Actuellement, sur la base des données in vivo et in vitro, il apparait que le transport de Na+ et d’eau à travers l’épithélium alvéolaire est le principal déterminant pour la résorption de fluide, donnant au poumon la possibilité d’éliminer l’œdème alvéolaire à la naissance mais aussi au poumon mature la capacité de réabsorber un œdème pulmonaire au cours de certaines conditions pathologiques.


2.1) Transport actif de sodium conduisant à la résorption du liquide 


alvéolaire : concept de clairance liquidienne alvéolaire

Le modèle général du transport de fluide à travers l’épithélium est un transport actif de Na+ à l’origine d’un transport osmotique d’eau. Ce paradigme est probablement correct pour l’élimination du liquide d’œdème alvéolaire à travers l’épithélium pulmonaire distal (163). Les résultats de plusieurs études in vivo ont démontré que les changements de pression oncotique et hydrostatique ne peuvent être tenus responsables de l’élimination de l’excès de fluide au niveau de l’espace alvéolaire. De plus, des inhibiteurs pharmacologiques du transport de Na+ peuvent réduire le taux de résorption de fluide dans les poumons sur différentes espèces animales, et sur le poumon humain. Par ailleurs, l’isolement des cellules épithéliales alvéolaires a apporté la preuve d’un transport actif de Na+ et d’autres ions dans le poumon (163).


2.2) Surface d’échange pulmonaire pour la résorption de liquide alvéolaire

La contribution précise de chaque unité anatomique de l’espace aérien distal pour la résorption de fluide n’est pas clairement établie. L’épithélium des voies aériennes distales est composé d’unités bronchiolaires et respiratoires terminales contenant des cellules épithéliales polarisées ayant la capacité de transporter le sodium et le chlore, comme les cellules ciliées de Clara et les cellules cuboïdes non ciliées. Les alvéoles elles mêmes sont composées d’un épithélium alvéolaire très mince (0,1-0,2 µm) couvrant 99% de la surface aérienne du poumon et contenant des cellules alvéolaires de type I, minces et squameuses et des cellules  de type II cuboïdes. Les cellules alvéolaires de type I couvrent 95% de la surface alvéolaire. En conditions normales, la barrière alvéolo-capillaire constitue une barrière très peu perméable aux solutés. L’apposition étroite entre l’épithélium alvéolaire et l’endothélium vasculaire facilite les échanges gazeux, mais constitue aussi une barrière serrée pour les mouvements de liquides et de protéines à partir de l’espace interstitiel et vasculaire pulmonaire, contribuant à maintenir les alvéoles relativement sèches (163). Toutes les cellules alvéolaires et de l’épithélium des voies aériennes distales contiennent des transporteurs d’ions et peuvent contribuer au transport de Na+ et d’eau.

2.3) Les cellules alvéolaires de type II

Les cellules les plus étudiées de l’épithélium alvéolaire distal sont les cellules alvéolaires de type II, et cela en grande partie parce que ces cellules peuvent être facilement isolées à partir du poumon pour être étudiées in vitro. Les cellules alvéolaires de type II sont à l’origine de la sécrétion de surfactant mais aussi du transport vectoriel de Na+ du pôle apical vers le pôle baso-latéral de la cellule (164, 165). Le transport actif de Na+ à travers les cellules alvéolaires de type II est le mécanisme prépondérant pour la résorption de liquide alvéolaire. Le Na+ entre par le pôle apical de la cellule épithéliale alvéolaire par des canaux sensibles et insensibles à l’amiloride. L’amiloride inhibe 40 à 70% du transport épithélial de Na+ chez le mouton, lapin, rat, souris et sur le poumon humain. La relation entre la clairance liquidienne alvéolaire et le transport de Na+ a été également établie par le fait qu’en l’absence de Na+ au niveau de l’espace alvéolaire, la résorption de liquide alvéolaire est complètement abolie (166). Le canal épithélial de Na+ sensible à l’amiloride (ENaC) et participant au mouvement de Na+ à travers la membrane apicale de la cellule, a été cloné et caractérisé en 1994 (167). Ce canal est une protéine multimérique comportant 3 sous unités α, β et γ, il est distribué dans de nombreux épithéliums (pulmonaires, rénaux et coliques) et sa présence est indispensable à la résorption du liquide alvéolaire fœtal à la naissance. Ainsi, les souris dont le gène codant pour la sous-unité α du canal épithélial à Na+ a été inactivé sont incapables de résorber le liquide alvéolaire durant la période périnatale, développent une détresse respiratoire et meurent avant la 40eme heure (168). Les souris mutées pour la sous unité β ou γ sont capables de résorber l’œdème alvéolaire mais la résorption est plus lente et les animaux décèdent d’hyperkaliémie. Le système de régulation du canal ENacC est complexe et fait intervenir un 2ème messager l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) qui active la protéine kinase AMPc dépendante (PKA) qui active à son tour des phosphorylases kinases. Peu de données sont disponibles concernant les canaux épithéliaux à Na+ insensibles à l’amiloride, leur contribution dans le transport actif de Na+ est fonction de l’espèce animale étudiée et ils sont représentés par des co-transporteurs Na+-glucose ou Na+-acide aminé. Le canal cystic fibrosis transmembrane conductance (CFTR) est un canal à Cl- régulé par l’AMPc et exprimé au pôle apical des cellules épithéliales alvéolaires et des voies aériennes. L’activation du canal CFTR augmente le transport actif de Na+ sensible à l’amiloride (169). Par la suite, le Na+ est sécrété en échange du K+ selon un mécanisme actif par une pompe Na+,K+-adénosine triphosphatase (Na+,K+-ATPase) du pôle baso-latéral de la surface cellulaire vers le secteur interstitiel du poumon. 
La pompe Na+,K+-ATPase est une protéine hétérodimérique constituée d’une sous unité α catalytique, site de fixation d’un inhibiteur (ouabaïne) et d’une sous unité β glycosylée et régulatrice. Ce transport transépithélial de Na+ génère un gradient osmotique à l’origine d’un mouvement passif d’eau du pôle apical de l’épithélium (espace alvéolaire) au pôle baso-latéral par une voie paracellulaire et par des canaux aqueux de la famille des aquaporines (AQP). Cependant, la présence de ces canaux aqueux n’est pas essentielle pour le transport épithélial alvéolaire maximal dans le poumon. En effet, les souris knockout pour les AQP 1,4 et 5 gardent les mêmes capacités de résorption de l’œdème pulmonaire à la période périnatale et au cours des œdèmes pulmonaires expérimentaux induits par l’exposition à l’hyperoxie, l’administration d’α-naphthylthiourée (ANTU) et l’instillation intratrachéale d’acide chlorhydrique (170). La représentation schématique des mouvements de Na+ et d’eau au niveau de l’épithélium pulmonaire distal est résumée sur la figure 1.
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Figure 1: représentation schématique des mouvements de Na+ et d’eau au niveau de l’épithélium pulmonaire distal. PI : pneumocytes de type I. ; PII : pneumocytes de type II ; AQP : aquaporine ; ENaC : canal épithélial sodique sensible à l’amiloride.


2.4) Les cellules alvéolaires de type I

Certaines équipes de recherche ont souligné le rôle potentiel des cellules alvéolaires de type I dans le transport vectoriel de Na+. Sur la base d’études portant sur l’isolement de cellules de type I, il a été montré que ces cellules possèdent une haute perméabilité osmotique à l’eau et expriment l’AQP 5 à leurs surfaces apicales (171). Des études récentes in vitro ont également rapporté la présence de la sous unité α1 et α2 de la pompe Na+,K+-ATPase sur les cellules de type I (172).



2.5) Etudes in vivo pour le transport actif de sodium  

La première preuve in vivo d’un transport actif de sodium permettant la résorption du liquide d’œdème alvéolaire par l’épithélium pulmonaire distal d’un poumon mature a été apportée par les études réalisées sur des moutons anesthésiés et ventilés, en instillant dans les alvéoles une solution iso-osmolaire de sodium et d’eau (161). Dans ces études, la concentration initiale de protéines instillée dans les alvéoles est la même que la concentration plasmatique. Après quatre heures, la concentration de protéines dans les voies aériennes augmente de 6,5 g/100 ml à 8,4 g/100 ml, alors que la concentration plasmatique demeure inchangée. Sur des modèles de moutons en ventilation spontanée, les concentrations protéiques alvéolaires atteignent des niveaux très importants. A la 12 et 24 éme heure, la concentration alvéolaire en protéines augmente respectivement à 10,2 et 12,9 g/100 ml (173). Cette augmentation de la concentration en protéines est associée à une augmentation de la pression oncotique dans les espaces aériens distaux de 25 à 65 cm H2O (163). La concentration protéique dans le système lymphatique drainant l’interstitium pulmonaire diminue, mettant ainsi en évidence que seul le liquide alvéolaire sans les protéines est réabsorbé de l’espace aérien distal vers l’interstitium pulmonaire (161). Les études morphologiques ont mis en évidence que le liquide interstitiel pulmonaire ne contient pas de bleu d’Evans, un colorant marquant les protéines instillées dans les alvéoles (163). Ces données, notamment une augmentation de la pression osmotique des protéines dans les alvéoles en moyenne à 40 cm H20, valeur bien plus importante que celle du secteur vasculaire et interstitiel pulmonaire ont suggéré un mécanisme actif de transport ionique à l’origine de la résorption de liquide présent dans les alvéoles. D’autre part, si un transport actif ionique était impliqué dans l’élimination du liquide d’œdème, alors la résorption de fluide devrait être dépendante de la température. Sur le modèle de poumon perfusé in situ, le taux de liquide éliminé de l’alvéole diminue progressivement alors que la température corporelle baisse de 37 à 18°C (174). 
Des résultats similaires ont été retrouvés sur des modèles de poumons de rats perfusés (175) et ex vivo sur des poumons humains (176), ou l’hypothermie inhibait le transport de sodium et de fluide. L’utilisation de l’amiloride, un inhibiteur de la fixation du Na+ au pôle apical des cellules alvéolaires a également apporté d’autres preuves de l’existence d’un transport ionique actif. L’amiloride inhibe 40 à 70% de la clairance liquidienne de base chez les moutons, lapins, rats, cochons d’Inde, souris et sur les poumons humains. L’inhibition de la pompe Na+,K+-ATPase par l’ouabaïne a également permis d’explorer plus précisément le rôle du transport ionique actif. Sur un modèle de poumon isolé de rats, l’ouabaïne inhibe plus de 90% de la clairance liquidienne (163).  

 

2.6) Régulation de la clairance liquidienne alvéolaire dépendante des 


catécholamines

La régulation dépendante des catécholamines est le mécanisme de stimulation le plus étudié pour le transport épithélial de Na+. De nombreux travaux expérimentaux ont suivi l’étude initiale de Goodman et al qui montrait que les β-agonistes pouvaient stimuler le transport actif trans-épithélial de Na+ sur des cellules épithéliales alvéolaires de rats (177). Sur des animaux nouveaux nés, la sécrétion de catécholamines endogènes, en particulier l’épinéphrine, stimule la résorption de liquide pulmonaire foetal à partir des espaces aériens distaux du poumon (160, 178). Sur la plupart des espèces mammifères adultes, en particulier ex vivo sur le poumon humain, la stimulation des β2 récepteurs par le salmétérol, la terbutaline, ou l’épinéphrine augmente la clairance liquidienne alvéolaire (179, 180). Cette stimulation apparait rapidement après l’administration intraveineuse d’épinéphrine ou l’instillation intraalvéolaire de terbutaline ; l’effet passe par des mécanismes dépendants de l’AMPc et cette stimulation de clairance liquidienne alvéolaire est inhibée par le propranolol, un antagoniste non spécifique des β récepteurs (181). Bien que la stimulation des récepteurs β1 puisse augmenter le transport alvéolaire actif de Na+, les études réalisées sur les souris mutées et déficientes pour les récepteurs β2 adrénergiques suggèrent que les récepteurs β2-adrénergiques sont responsables de la majeure partie de la stimulation de clairance liquidienne alvéolaire (182). L’augmentation de la clairance liquidienne induite par les β2-agonistes peut être prévenue par l’amiloride, indiquant que cette stimulation passe aussi par une augmentation du transport trans-épithélial de Na+ (179, 183). 
De la même manière, les études réalisées sur les poumons humains perfusés ont démontré que les agonistes β-adrénergiques augmentent la clairance liquidienne alvéolaire et cette stimulation peut être inhibée par le propranolol ou l’amiloride (176, 180). Laffon et al ont montré que l’administration intraveineuse de lidocaïne, un inhibiteur du canal sodique diminuait la clairance liquidienne alvéolaire basale de 50%, l’effet était réversible après l’administration de terbutaline (184). Les mécanismes proposés pour la stimulation du transport de Na+ à travers l’épithélium alvéolaire comportent une augmentation de la phosphorylation de la sous unité α de la pompe à Na+, l’augmentation du nombre et de la probabilité d’ouverture du canal ENaC (185), l’augmentation de l’expression du gène codant pour la sous unité α du canal ENaC et la sous unité α1 de la pompe Na+,K+-ATPase (186) et l’augmentation du transport du canal ENaC du cytoplasme à la membrane cellulaire (187). Ces données sont particulièrement importantes car l’utilisation thérapeutique de β-agonistes chez certains patients pourrait accélérer la résolution de l’œdème alvéolaire.


2.7)  Rôle potentiel du canal CFTR dans la régulation de la clairance 


liquidienne alvéolaire dépendante de l’AMPc

Certaines études ont rapporté le rôle du canal CFTR présent dans les voies aériennes dans la régulation du canal ENaC (188). Une stimulation indirecte du mouvement transépithélial de sodium a été mise en évidence lors de la stimulation de CFTR en présence de β2-agonistes ou d’AMPc (189, 190). Ces données soulignent le rôle essentiel du Cl- sur le mouvement transépithélial de Na+ impliqué dans la régulation de la clairance liquidienne alvéolaire, d’autant plus que le canal CFTR est distribué au niveau de l’épithélium distal pulmonaire et alvéolaire sur les poumons humains (191). Par ailleurs, la stimulation de la clairance liquidienne alvéolaire par les β2-adrénergiques est abolie sur des souris mutées déficientes pour le canal CFTR et in situ sur les poumons de souris sauvages instillés avec le glibenclamide, un inhibiteur non spécifique des canaux Cl- et K+ (192). Le mécanisme de régulation du canal ENaC par la protéine CFTR pourrait impliquer des protéines du cytosquelette ou faire intervenir une interaction directe entre les deux protéines (188).



2.8) Régulation de la clairance liquidienne alvéolaire indépendante des 


catécholamines

Les facteurs hormonaux, comme les glucocorticoïdes peuvent stimuler la clairance liquidienne alvéolaire par des mécanismes post-transcriptionnels, alors que les hormones thyroïdiennes semblent intervenir sur des mécanismes de régulation post-traductionnels (193). Certains facteurs de croissance interviennent par des effets post-transcriptionnels mais peuvent aussi avoir un effet direct membranaire en augmentant le nombre de cellules alvéolaires de type II. Le Keratinocyte growth factor (KGF) peut augmenter la clairance liquidienne alvéolaire, principalement en stimulant la prolifération de pneumocytes de type II (194). Le Transforming growth factor-α (TGF-α) peut augmenter la clairance liquidienne alvéolaire sur des rats anesthésiés, par un mécanisme impliquant la voie des tyrosines kinases (195). D’autres parts, des facteurs pro-inflammatoires, comme le tumor necrosis factor α (TNF-α) et les leucotriènes D4 peuvent stimuler la fixation de Na+ et donc le transport de fluide (196). Les serine protéases peuvent réguler le canal ENac et augmenter la clairance liquidienne à travers l’épithélium distal des voies aériennes (197). Des agents vasoactifs comme la dopamine peuvent augmenter la clairance liquidienne alvéolaire chez le rat (198) en stimulant les récepteurs dopaminergiques D1, avec translocation de la pompe Na+ du compartiment intracellulaire endosomal au pôle baso-latéral des pneumocytes de type II alors que la dobutamine stimule les récepteurs β2-adrénergiques (199). L’insuline peut augmenter le transport de Na+ à travers les cultures de pneumocytes de type II en augmentant la probabilité d’ouverture du canal ENaC (200). 


2.9) Rôle de l’environnement lipidique dans la fonction de la pompe 


Na+,K+-ATPase
Le rôle des acides gras poly-insaturés (AGPI) a déjà été évoqué à plusieurs reprises dans la littérature. Wu et al ont étudié l’influence de la composition lipidique des membranes sur l’activité de la pompe Na+ (201). En utilisant des pompes issues de bovins ou de crocodiles (hervivores, carnivores) et en inversant les environnements lipidiques, les auteurs ont montré qu’un environnement riche en AGPI de la série oméga 3 améliorait de façon significative l’activité de la pompe Na+,K+-ATPase comparée à une ambiance riche en AGPI de la série oméga 6. Ces résultats suggèrent que les lipides de membranes et leurs dérivés jouent un rôle important dans l’activité de la pompe sodium. 
In vivo, dans un modèle de pneumonie chronique à P. aeruginosa chez la souris, nous avons mis en évidence une amélioration significative de la clairance alvéolaire au 4ème jour après le challenge bactérien dans le groupe d’animaux bénéficiant d’une diète enrichie en AGPI de la série oméga 3 (202). Dans cette étude nous montrons aussi des modifications majeures de la composition membranaire en lipides entre les différentes diètes. L’ensemble de ces données obtenues in vitro et in vivo sont en accord avec la théorie de pace maker membranaire développé par Hubert et al (203, 204). Les conséquences et éventuels débouchés thérapeutiques restent à explorer.

3) Transport liquidien alvéolaire en conditions pathologiques
L’étude des propriétés de transport de Na+ et d’eau par l’épithélium alvéolaire est une voie de recherche importante. La clairance liquidienne alvéolaire peut être mesurée sur des modèles expérimentaux animaux simulant des conditions pathologiques cliniques et sur des patients bénéficiant d’une ventilation mécanique pour une détresse respiratoire à partir du liquide d’œdème pulmonaire.


3.1) Etudes expérimentales
De nombreux modèles expérimentaux d’agression pulmonaire aigue ont été établis pour étudier les mécanismes de résorption de l’œdème pulmonaire. Sur certains modèles, une stimulation du transport de Na+ et de fluide est observée. 



3.1.1) Infection bactérienne et médiateurs pro-inflammatoires

Les effets de l’injection intra-vasculaire d’endotoxine et de bactéries sur la perméabilité vasculaire pulmonaire ont été caractérisés chez le mouton il y a de nombreuses années (205, 206). L’injection intravasculaire d’endotoxine chez le mouton augmente la perméabilité endothéliale pulmonaire avec une élévation du débit lymphatique pulmonaire sans changement de la perméabilité épithéliale aux protéines et de la capacité de résorption de cet épithélium. Ces expériences ont été réalisées à 4 et 24 heures, et sur certains animaux, l’endotoxine a été administrée par voies intravasculaire et intraalvéolaire. Dans tous les cas, la barrière épithéliale demeurait intacte et gardait ses capacités normales de résorption de liquide alvéolaire. 
Il apparaît donc que l’épithélium alvéolaire est bien plus résistant à l’agression induite par l’injection d’endotoxine que l’endothélium vasculaire pulmonaire. Cependant, lorsque des concentrations élevées de bactéries vivantes sont utilisées (Pseudomonas aeruginosa) chez le mouton, les perméabilités endothéliales et épithéliales pulmonaires aux protéines augmentent (19). Les animaux présentent une inondation alvéolaire et leurs capacités à résorber le liquide d’œdème alvéolaire sont altérées, et ce de façon similaire aux patients qui développent un œdème pulmonaire lésionnel au cours d’un choc septique. Ainsi, à l’inverse de l’injection intraalvéolaire d’endotoxine, l’administration de bactéries vivantes dans les espaces aériens distaux peut augmenter la perméabilité épithéliale aux protéines et diminuer les capacités de transport de fluide chez le mouton (19). Des travaux ultérieurs ont montré que dans l’état de choc septique induit par l’injection de bactéries vivantes (183), dans l’état de choc hémorragique chez le rat (207) mais aussi au cours de la phase aiguë de l’œdème pulmonaire neurogène (208), la concentration plasmatique en épinéphrine augmente remarquablement. Cette augmentation plasmatique peut stimuler les capacités de transport de fluide de l’épithélium alvéolaire. Au cours du choc septique à P. aeruginosa chez le rat, la clairance liquidienne alvéolaire augmente de près de 100 % par rapport aux animaux contrôles (183). Cette stimulation de clairance est inhibée par l’instillation intraalvéolaire d’amiloride (10-4 M) ou de propranolol (10-4 M), démontrant ainsi que cet effet dépend d’une stimulation adrénergique du transport transépithélial de Na+. Ainsi, il est possible qu’à court terme, cette stimulation de la clairance liquidienne alvéolaire protège de l’inondation alvéolaire lorsque la perméabilité vasculaire pulmonaire augmente et que le liquide d’œdème s’accumule dans le secteur interstitiel. D’autres études ont caractérisé les facteurs de virulence à l’origine de l’agression épithéliale. L’exoenzyme S et la phospholipase C induisent une agression de la barrière épithéliale au cours de la pneumonie à P. aeruginosa chez le lapin avec une diminution du transport vectoriel de Na+ (209). L’immunisation passive et active contre certains déterminants de P. aeruginosa peut prévenir de l’agression épithéliale chez le mouton (210) et la souris (211). L’infection expérimentale pulmonaire à Mycoplasma chez la souris inhibe l’expression membranaire du canal ENaC et la clairance liquidienne alvéolaire par des mécanismes dépendant des espèces réactives de l’oxygène et de l’azote  (212). La nitration et l’oxydation des protéines semblent donc être un élément important pour le transport épithélial de fluide. D’autres études soulignent le rôle des cytokines sur le transport épithélial alvéolaire de fluide. 
L’instillation intraalvéolaire d’exotoxine A de Pseudomonas aeruginosa (213) ou d’endotoxine d’Escherichia coli chez le rat (214), peut stimuler la clairance liquidienne alvéolaire par un mécanisme indépendant des catécholamines. L’instillation intraalvéolaire d’un anticorps monoclonal anti tumor necrosis factor-α (TNT-α) inhibe l’augmentation de la clairance liquidienne alvéolaire survenant à 24 heures d’une pneumonie à Pseudomonas aeruginosa chez le rat (215). Le mécanisme d’action du TNF-α sur la stimulation de la clairance liquidienne alvéolaire n’est pas clairement établi mais il est probable qu’il ne s’agisse pas d’un effet direct sur le transport de Na+ puisque le TNF-α diminue ce transport sur les cellules épithéliales alvéolaires (216). Cependant, Fukuda et al ont montré chez le rat que les différents domaines du TNF-α peuvent avoir des effets opposés. L’interaction du TNF-α et de son récepteur induit une inflammation et une augmentation de la perméabilité pulmonaire alors que le domaine lectine du TNF-α active directement le canal ENaC et stimule la clairance liquidienne alvéolaire (217). Ces données expérimentales suggèrent que lorsque l’épithélium alvéolaire reste intact et fonctionnel, la clairance liquidienne alvéolaire peut être stimulée, même lorsqu’il existe un œdème interstitiel pulmonaire ou un œdème alvéolaire modéré. Par contre, lorsque l’agression pulmonaire est plus sévère, une augmentation de la perméabilité para-cellulaire aux protéines signifie des lésions importantes de l’épithélium alvéolaire et donc une perte conséquente des capacités de transport de Na+ et d’eau par les cellules épithéliales alvéolaires. 

A l’inverse, certaines situations pathologiques sont associées à une diminution de la clairance liquidienne alvéolaire. 




3.1.2) L’hypoxie

L’hypoxie est une caractéristique fréquente au cours de l’agression pulmonaire aiguë. L’exposition expérimentale à l’hypoxie (1,5-14% O2 pendant 2 heures) augmente la perméabilité de la barrière alvéolo-capillaire sur les poumons isolés de rats ventilés et perfusés (218), inhibe le transport transépithelial de Na+ in vitro sur les pneumocytes de type II (219) mais aussi ex vivo sur des poumons humains (176). L’exposition pendant 48 heures à l’hypoxie diminue in vivo la clairance liquidienne alvéolaire et l’activité de la pompe Na+,K+-ATPase chez le rat (220). Un travail in vivo a montré que l’hypoxie diminue de 50% la clairance liquidienne alvéolaire chez le rat alors que l’expression de la sous unité α du canal ENaC est modérément augmentée (221). 
De façon intéressante, la terbutaline stimule la clairance liquidienne alvéolaire, laissant suggérer par Snyder et al que l’augmentation de l’AMPc favorise l’insertion du canal ENaC au niveau de la membrane cellulaire des pneumocytes de type II (187). 




3.1.3) La ventilation mécanique

La ventilation mécanique avec un volume courant élevé peut également altérer les capacités pulmonaires de résorption de l’œdème alvéolaire. La ventilation mécanique chez le rat (Vt à 40 ml/kg, pression de pic à 35 cmH2O pendant 40 minutes) diminue l’activité de la pompe Na+,K+-ATPase et le transport actif de Na+ (222). La ventilation mécanique peut aussi aggraver des lésions pulmonaires préexistantes. Frank et al ont montré que la ventilation mécanique avec un volume courant à 3 ml/kg chez le rat préserve les capacités normales de transport de fluide au cours de l’agression pulmonaire induite par l’instillation intratrachéale d’acide chlorhydrique (223). La ventilation mécanique avec un volume courant élevé (Vt à 30 ml/kg pendant une heure chez le rat) diminue de façon significative et transitoire la clairance liquidienne alvéolaire de base. Par contre, la clairance liquidienne dépendante de l’AMPc reste altérée jusqu’à 3 heures et est associée à une augmentation de l’expression pulmonaire de l’oxyde nitrique synthase inductible et de la production pulmonaire de nitrites (224). La déplétion en macrophages alvéolaires chez le rat par une solution liposomale intratrachéale diminue in vivo l’œdème pulmonaire induit par la ventilation mécanique à haut volume courant et in vitro la production de nitrites (225). Ces données suggèrent que la libération d’oxyde nitrique par les macrophages alvéolaires peut inhiber le transport de Na+ au cours de l’agression pulmonaire induite par la ventilation mécanique. Ainsi, la ventilation mécanique avec un volume courant élevé favorise la formation d’un œdème alvéolaire mais altère également les capacités de résorption.




3.1.4) La coagulation 

L’étude de la coagulation est d’un grand intérêt dans la pathogénèse et le traitement de l’œdème pulmonaire lésionnel. Un travail de Vasdasz et al a montré sur un modèle de poumons isolés ventilés et perfusés chez le lapin que l’administration de thrombine dans le secteur vasculaire altère la clairance liquidienne alvéolaire. Ainsi la thrombine peut à la fois augmenter la perméabilité vasculaire pulmonaire et inhiber la réabsorption de liquide alvéolaire, par un phénomène d’endocytose de la pompe Na+,K+-ATPase (226). Les voies de la régulation de la clairance liquidienne alvéolaire sont rapportées sur le tableau I.

Tableau I : voies de la régulation de la clairance liquidienne alvéolaire.

	Stimulation
	Inhibition

	Catécholamines et agonistes (-adrénergiques
Dopamine
Corticostéroïdes et minéralocorticoïdes
Hormones thyroïdiennes

Tumor necrosis factor-(
Keratinocyte growth factor

Transforming growth factor-(
Epidermal growth factor

Leukotriène D4
	Dérivés oxydatifs de l’O2 et du NO
Anesthésiques halogénés
Lidocaïne

Hypoxie
Facteur natriurétique
Transforming growth factor-(





3.1.5) Effet de la stimulation pharmacologique de la clairance 



liquidienne alvéolaire sur les modèles expérimentaux d’agression 



pulmonaire aiguë :

Certains mécanismes peuvent stimuler les capacités de résorption de l’épithélium alvéolaire distal. Cependant, cette stimulation peut être insuffisante pour contre balancer l’inondation alvéolaire. Les capacités de résorption de l’œdème pulmonaire sont indissociables de la sévérité de la lésion de la barrière alvéolo-capillaire. Il apparait donc que les traitements visant à stimuler les capacités de résorption de l’épithélium alvéolaire sont aussi importants que ceux visant à limiter l’agression endothéliale pulmonaire et épithéliale alvéolaire. 

Les β2-agonistes constituent une thérapeutique intéressante car ils sont couramment utilisés en pratique clinique et ils présentent peu d’effets indésirables, même chez les patients hospitalisés en réanimation. 
Ils stimulent la clairance liquidienne alvéolaire, peuvent réduire le trouble de perméabilité vasculaire pulmonaire sur le modèle de poumons isolés de rats et ont également un effet sur la sécrétion de surfactant et un effet anti-inflammatoire (227). De nombreuses données expérimentales sont disponibles sur la stimulation de clairance liquidienne alvéolaire sur des modèles d’œdème pulmonaire cardiogénique et lésionnel. Les β2-agonistes peuvent favoriser la résolution de l’œdème pulmonaire et améliorer l’oxygénation au cours de l’œdème pulmonaire hydrostatique chez le rat et le mouton (228). Les  β2-agonistes augmentent la clairance liquidienne alvéolaire sur de nombreux modèles expérimentaux d’agression pulmonaire, comme l’exposition à l’hyperoxie, ils restaurent les capacités de résorption de l’œdème pulmonaire au cours de l’agression induite par la ventilation mécanique. La colchicine, en modifiant le trafic intracellulaire des microtubulles inhibe cet effet (163). Au cours de l’œdème pulmonaire lésionnel induit par l’instillation d’acide chlorhydrique chez le rat, l’administration intra-alvéolaire de salmétérol (10-6 M) diminue l’œdème pulmonaire en réduisant à la fois le trouble de perméabilité endothéliale pulmonaire et en stimulant la clairance liquidienne alvéolaire (74). La surexpression génique de récepteurs β2 sur des souris transgéniques augmente la clairance liquidienne alvéolaire de 40% (229). Le transfert de β2 récepteurs par un adénovirus sur l’épithélium alvéolaire sur des rats et des souris normales augmente la clairance liquidienne alvéolaire en stimulant l’expression et l’activité du canal ENaC et de la pompe Na+,K+-ATPase sur le poumon distal (182).
Puisque l’agression pulmonaire aiguë peut être responsable de la mise à nu de l’épithélium alvéolaire, une autre approche pharmacologique est de favoriser la réparation de la barrière alvéolaire. L’instillation intratrachéale de facteur de croissance comme le KGF chez le rat avant l’agression pulmonaire par les radiations, la bléomycine, l’ANTU, l’hyperoxie et l’instillation d’acide chlorhydrique diminue la sévérité de l’agression pulmonaire et la mortalité. L’effet maximal apparait 48 ou 72 heures après l’administration et la stimulation de la clairance liquidienne alvéolaire persiste plusieurs jours. La combinaison du KGF et des β2-agonistes a un effet additif sur la stimulation des capacités de résorption de l’œdème alvéolaire (163).




3.1.6) La thérapie génique 
Différentes études ont montré que la clairance liquidienne alvéolaire était corrélée à l’activité de la pompe Na+,K+-ATPase à la fois sur les poumons normaux et lésés. La surexpression de la sous unité β1 ou α2 par transfection de gène par un adénovirus augmente l’expression et la fonction de la pompe à Na+  sur le poumon de rat adulte. L’utilisation de cette technique en prétraitement augmente la survie des rats exposés à l’hyperoxie et à l’ANTU. Le transfert de gènes et la surexpression génique sur des animaux transgéniques ont été aussi réalisés pour les récepteurs β2-adrénergiques. Cette technique a montré une stimulation de la clairance liquidienne alvéolaire en augmentant la sensibilité aux catécholamines sur des poumons normaux de rats et de souris (230).


3.2) Etudes cliniques

Deux propriétés de la barrière épithéliale peuvent être évaluées cliniquement. Premièrement, la barrière épithéliale étant normalement imperméable aux protéines, le rapport de la concentration protéique entre le liquide d’œdème alvéolaire et le secteur plasmatique est un bon index de perméabilité épithéliale (231). Deuxièmement, les mesures séquentielles de concentration protéique dans le liquide d’œdème alvéolaire permettent d’évaluer les capacités de résorption de l’épithélium alvéolaire. Les études cliniques évaluant la clairance liquidienne alvéolaire ont été réalisées sur des patients intubés, bénéficiant d’une ventilation mécanique, en mesurant sur des prélèvements séquentiels la concentration totale en protéines sur le liquide non dilué d’œdème pulmonaire. Cette procédure clinique a été validée chez les patients en démontrant la relation entre la clairance liquidienne et l’amélioration de l’oxygénation et de la radiographie de thorax (231, 232). Cette méthode a également montré que la résorption du liquide alvéolaire survenait très tôt, dans les premières heures suivant l’intubation et l’initiation de la ventilation mécanique chez les patients présentant un œdème pulmonaire hydrostatique ou lésionnel (232, 233). 



3.2.1) Résolution de l’œdème pulmonaire hydrostatique

Sur 65 patients présentant un œdème pulmonaire hydrostatique associé à une dysfonction ventriculaire gauche, 75 % avaient une clairance liquidienne alvéolaire intacte. Le taux de résorption de l’œdème alvéolaire était maximal (> 14%/h) pour 38% des patients et submaximal (3-14%/h) pour 37%. Les patients ayant des capacités de résorption de l’œdème pulmonaire préservées ont l’amélioration la plus importante de l’oxygénation à la 24ème heure, la durée de ventilation mécanique a tendance à être plus courte et la mortalité hospitalière plus basse (232). Le groupe de patients avec un œdème pulmonaire hydrostatique constitue aussi un groupe contrôle utile pour les études cliniques en comparaison avec les patients présentant un œdème lésionnel.



3.2.2) Résolution de l’œdème pulmonaire lésionnel

La phase aigue du syndrome de détresse respiratoire aigue est marquée par une augmentation de la perméabilité de la barrière alvéolo-capillaire et par l’afflux d’un liquide d’œdème riche en protéines dans les espaces aériens (234). La majorité des patients ayant une agression pulmonaire aiguë et un œdème lésionnel présentent une altération du transport de fluide de l’épithélium alvéolaire. Sur 79 patients présentant un œdème pulmonaire lésionnel, seulement 13 % ont un taux de clairance liquidienne alvéolaire maximal et plus de 50% ont une altération des capacités de résorption de l’œdème. Pour ces patients, l’altération du transport de fluide est associée à une détresse respiratoire plus prolongée et une mortalité plus élevée. A l’inverse, les patients ayant conservé leurs capacités de résorption de l’œdème pulmonaire ont un taux de survie plus important (231-233). La mortalité hospitalière était de 20% pour les patients présentant une stimulation maximale de clairance liquidienne alvéolaire contre 62% pour les patients présentant une altération des capacités de résorption. Ces résultats suggèrent qu’un épithélium alvéolaire fonctionnel est associé à un meilleur pronostic pour les patients présentant une agression pulmonaire aiguë. De la même manière, ces résultats supportent l’hypothèse que le degré de l’agression de l’épithélium alvéolaire est un déterminant majeur sur l’évolution des patients présentant un œdème lésionnel consécutif à une agression pulmonaire aiguë. 
Les capacités de résorption de l’épithélium alvéolaire peuvent être conservées chez les patients présentant un œdème pulmonaire secondaire à l’ischémie reperfusion après transplantation pulmonaire, confirmant une nouvelle fois que l’épithélium alvéolaire peut être intact et fonctionnel même en présence d’une agression pulmonaire cliniquement sévère. L’existence d’une clairance liquidienne alvéolaire normale était corrélée à des lésions histologiques moins sévères, une résolution plus rapide de l’hypoxémie et des infiltrats pulmonaires à la radiographie de thorax et une tendance plus courte par la durée de ventilation mécanique et de séjour en réanimation (235). 



3.2.3) Stimulation pharmacologique de la clairance liquidienne 



alvéolaire

Peu d’études cliniques sont disponibles sur la stimulation du transport transépithélial, comme traitement de l’œdème pulmonaire. Sartori et al ont montré dans une étude randomisée en double aveugle contre placebo que l’inhalation prophylactique de salmétérol (125 µg/12 heures) diminue l’incidence de l’œdème pulmonaire de haute altitude de plus de 50 % chez les patients à risque de développer cette pathologie (83). L’administration d’albutérol par aérosol aux posologies habituelles chez des patients présentant une détresse respiratoire aiguë et bénéficiant d’une intubation et d’une ventilation mécanique permet d’obtenir des concentrations thérapeutiques de β2-agonistes dans le liquide d’œdème pulmonaire (236). Une étude récente randomisée et monocentrique contre placebo réalisée sur 40 patients présentant une agression pulmonaire aiguë a montré que l’administration intraveineuse de salbutamol (15 µg/kg/h) diminuait l’eau extravasculaire pulmonaire en comparaison avec le groupe de patients traité par placebo (237). Cette étude n’avait cependant pas la puissance nécessaire pour mettre en évidence un effet bénéfique sur la mortalité. 

Les β2-agonistes semblent donc être une thérapeutique efficace chez les patients présentant un œdème pulmonaire lésionnel, cependant il existe plusieurs limites. D’une part, les lésions de l’épithélium alvéolaire peuvent être trop sévères chez certains patients pour répondre à la stimulation β2-adrénergique. D’autre part, certaines conditions pathologiques peuvent également limiter leur action. Lors d’une augmentation de pression dans les cavités cardiaques gauches, le facteur natriurétique peut inhiber la stimulation β2-adrénergique sur la clairance liquidienne alvéolaire (238). 
Au cours du choc hémorragique prolongé, la production de dérivés oxydatifs inhibe la réponse de l’épithélium alvéolaire aux β2-agonistes et l’AMPc ne stimule plus la clairance liquidienne alvéolaire (207). Dans les situations pathologiques impliquant une altération de la clairance liquidienne alvéolaire dépendante des dérivés oxydatifs, un traitement visant à inhiber l’oxyde nitrique synthase inductible et anti-oxydant par N-acétylcystéine pourrait être utilisé afin de restaurer le transport actif de Na+ sensible aux β-agonistes. Par ailleurs, les changements dans l’activité et dans l’expression des mécanismes de transport ionique peuvent modifier les effets de la β2-stimulation, notamment du fait de l’interdépendance entre le canal CFTR et des récepteurs β-adrénergiques dans la régulation du transport actif alvéolaire de Na+. La transfection du gène du canal CFTR par un adénovirus recombinant augmente le transport actif de Na+ et la clairance liquidienne alvéolaire de 92% par rapport aux animaux contrôles (239). Cependant, il est possible qu’en modifiant l’expression des canaux ioniques, la réponse à la β2-stimulation puisse être restaurée. Par exemple, un traitement par glucocorticoïdes peut inhiber les effets du TNF-α sur l’expression du canal ENaC et restaurer un transport de fluide normal à travers l’épithélium alvéolaire (240). Une autre limite potentielle théorique des β2-agonistes est la désensibilisation des récepteurs. L’administration continue de β2-agonistes peut altérer la stimulation de la clairance liquidienne alvéolaire seulement si un β-agoniste non spécifique (isoprotérénol) ou lorsque des doses élevées de β2-agonistes sont utilisées. Cette désensibilisation est liée à la réduction de la densité des récepteurs membranaires et des modifications intracellulaires dans la transmission du signal (163).

Le but de ce travail était de moduler l’équilibre hydrique pulmonaire au cours de l’agression pulmonaire aiguë induite par des agents infectieux. Les moyens mis en œuvre ont été les suivants :
1) Etude de la balance hydrique pulmonaire au cours de l’administration de la protéine C activée sur un modèle d’agression pulmonaire aiguë induite par P. aeruginosa
2) Modulation β-adrénergique et équilibre hydrique pulmonaire au cours de l’agression pulmonaire aiguë infectieuse

2.1) Validation d’un modèle de pneumopathie infectieuse aiguë à E. coli

2.2) Effets du tonus β-adrénergique endogène sur l’équilibre hydrique pulmonaire 
au cours de la pneumonie aiguë à E. coli

2.3) Effets de la stimulation β2-adrénergique exogène au cours de la pneumonie 
aiguë à P. aeruginosa
TRAVAUX PERSONNELS
A) Matériel et méthodes
1) Animaux

Des rats Sprague Dawley pesant 250 à 280 grammes (Elevage Charles Rivers, France) ont été utilisés. L’hébergement a été assuré au sein de l’animalerie de la faculté de Médecine de Lille. Durant leur séjour dans l’animalerie, les animaux avaient un accès libre à l’eau et à la nourriture. Le protocole avait reçu l’approbation du comité d’éthique animal de la faculté de Médecine de Lille.
Des souris CD1 (pesant entre 25 et 35 g) ont également été utilisées. L’hébergement était réalisé au sein de l’animalerie du centre médical et universitaire de San Francisco, USA. Les animaux avaient libre accès à l’eau et à la nourriture et la température de l’animalerie était contrôlée à 20 ± 2°C. Le comité éthique de recherche expérimentale sur animaux de l’Université de San Francisco avait approuvé le protocole.
2) Traceurs radioactifs

L’albumine marquée à l’iode 125 (Alb-I125) était fournie par CIS International (Gif-sur Yvette, France) et conservée à +4°C. L’albumine marquée à l’indium 111 (Alb-In111) était fabriquée par le service de Médecine Nucléaire du CHRU de Lille selon la méthode décrite par Hunter et al et conservée à -20°C (241). La stabilité de la liaison de l’iode à l’albumine était analysée par chromatographie d’affinité. Un taux de dissociation supérieur ou égal à 5% était éliminé.
3) Agents chimiques et réactifs

Le propranolol, l’amiloride et la terbutaline étaient fournis par Sigma (St Louis, MO). Ils étaient dissous dans du sérum salé physiologique avant chaque expérimentation.

4) Souches bactériennes et conditions de culture


4.1) P. aeruginosa

La souche PAO1 était utilisée. La souche était aliquotée en milieux felix à -80°C. La souche bactérienne était mise en culture dans un bouillon de culture de trypticase soja (laboratoire Mérieux, France) à 37°C sur un agitateur rotatif pendant 12 heures. La culture bactérienne obtenue était centrifugée à 1000 x g pendant 15 minutes, lavée 2 fois et le culot bactérien était mis en suspension dans du sérum salé physiologique. L’inoculum était ajusté à 109 CFU/ml par spectrophotométrie (mesure de la densité optique à 440 nm).


4.2) E. coli
Le sérotype K1 était initialement isolé du sang d’un patient ayant présenté un sepsis biliaire. Les bactéries étaient mises en culture dans un bouillon de culture LB à 37°C sur un agitateur rotatif pendant 12-16 heures. Le bouillon de culture contenant les bactéries était secondairement dilué dans une solution de glycérol 30% puis aliquoté et stocké à -70°C. A chaque expérience, un prélévement était décongelé, puis dilué au 1/100 dans un bouillon LB et incubé pendant 12-16 heures à 37°C sur un agitateur rotatif.  Le bouillon bactérien était ensuite centrifugé (3500 x g pendant 20 min) et lavé 2 fois dans une solution tampon phosphate salin. La quantification des bactéries était mesurée par spectrophotométrie (lecture de la densité optique à 600 nm) pour ajuster un inoculum à 107 CFU/mL.

5) Charges bactériennes pulmonaires
Chez le rat, après sacrifice de l’animal, les poumons étaient récupérés de façon aseptique puis homogénéisés dans un milieu trypticase soja. L’homogénat pulmonaire était étalé sur des boites d’Agar par dilutions successives au dixième, et les bactéries viables numérées après 24 heures d’incubation à 37°C.

Chez la souris, les poumons étaient extraits de façon aseptique de la cage thoracique puis homogénéisés avec de l’eau stérile. 0,1 ml d’homogénat pulmonaire était inoculé sur des boites d’Agar Luria-Bertani avec des dilutions séquentielles. Après 24 heures d’incubation à 37°C, les colonies d’E. coli étaient comptées.
6) Instillation intratrachéale

6.1) Instillation intratrachéale chez le rat :

La face ventrale du cou était badigeonnée à l’alcool à 70° et la partie médiane incisée sur deux centimètres, la trachée exposée était injectée à l’aide d’une aiguille 25 gauge montée sur une seringue de 1 ml contenant l’inoculum bactérien suivi de 0,5 ml d’air pour favoriser le dépôt pulmonaire distal. L’incision était fermée par un point de suture (Ethicon, Jonshon, Bruxelles, Belgique).

6.2) Instillation intratrachéale chez la souris

L’anesthésie des animaux était réalisée par une injection intrapéritonéale de kétamine (90 mg/kg) et d’hydralazyne (10 mg/kg). Une méthode d’instillation par visualisation directe développée dans le laboratoire a été utilisée. Une source de lumière froide (Industrie Dolan-Jenner, Lawrence, MA) avec deux fibres optiques articulées permettait une illumination cervicale transcutanée et la visualisation de la glotte et des cordes vocales de la souris pour délivrer sous contrôle de la vue 30 µL de solution d’E. coli via un cathéter en polyéthylène (PE-10).
7) Administration intraveineuse de la rhPCa chez le rat

La protéine C recombinante humaine (rhPCa) était généreusement fournie par le laboratoire Lilly (Saint-Cloud, France). Les animaux étaient anesthésiés par un mélange de kétamine (60 mg/kg) et chlorhydrate de chlorpromazine (1 mg/kg) par voie intramusculaire. Un cathéter élastique était inséré dans la veine cave supérieure via la veine jugulaire externe droite. Le cathéter était tunnélisé par voie sous-cutanée dans la région interscapulaire. La rhPCa était administrée par voie intraveineuse en continue à la posologie de 300 µg/kg/h pendant 4 heures. La concentration était choisie selon les recommandations du fabricant, en prenant compte des spécificités d’espèces pour la rhPCa.
8) Préparation chirurgicale 
8.1) Modèle expérimental chez le rat

Les rats étaient anesthésiés par une injection intrapéritonéale de 0,5 mL/kg de phénobarbital (Sanofi-Winthrop, Gentilly, France). Après une incision sur la face ventrale du cou, la trachée était exposée puis canulée par un cathéter (PE-240, intramedic, Clay Adams, Sparks, MD, USA) et reliée à un ventilateur pour petits animaux (Harvard,  apparatus, South Natick, MA, USA). Les paramètres de ventilation étaient adaptés pour obtenir un volume courant de 10 ml/kg, avec une FiO2 à 100%, une fréquence respiratoire à 60 cycles par minute et une pression expiratoire positive de 3 cm H2O. Les pressions aériennes étaient mesurées pendant toute la durée de l’expérimentation (BIOPAC Systems, Santa Barbara, CA, USA). Un cathétérisme sélectif de l’artère carotide gauche par un cathéter polyéthylène 50 (PE-50, Intramedic, Clay Adams, Sparks, MD, USA), permettait une surveillance constante de la pression artérielle de l’animal et un abord vasculaire pour prélèvements sanguins et un remplissage vasculaire éventuel. L’animal était curarisé par du bromure de pancronium (0,3 mg/kg) en période basale et avant l’instillation pulmonaire à la trentième minute. Un traitement par héparine de bas poids moléculaire était administré par le cathéter (100 UI/kg). Des gaz du sang étaient effectués en période basale afin de stabiliser la PaCO2 entre 30 et 40 mmHg (ABL 520, Radiometer, Copenhaguen).

Une période d’équilibration de 15 minutes initiait le protocole afin de stabiliser la pression artérielle et d’optimiser la ventilation mécanique. Puis l’animal était mis en décubitus latéral gauche jusqu’à la fin de l’expérience. Au terme de la période d’équilibration, 1 µCi d’albumine marquée à l’iode 125 (Alb-I125) était injecté par voie intra-vasculaire. Trente minutes après cette injection, un prélèvement sanguin et une mesure des gaz du sang étaient effectués. Puis un cathéter de type PE-50 était introduit par la canule de trachéotomie et embolisé dans le poumon gauche sur une longueur fixe de 10 cm par rapport à l’orifice d’introduction. Par ce cathéter était instillé 1 ml d’une solution d’albumine bovine à 5% diluée dans du ringer isotonique à laquelle était ajouté 1 µCi d’albumine marquée à l’indium 111 (Alb-In111). Un échantillon de l’instillât était conservé afin de quantifier la radioactivité et le taux de protides. Une heure après le début de l’instillation, une mesure des gaz du sang, des prélèvements sanguins pour mesure de l’hémoglobine et des protides totaux étaient effectués. 
Après exsanguination de l’animal, une sternotomie médiane permettait un clampage du tronc souche droit et l’extraction du bloc cœur poumon. Un examen macroscopique permettait de vérifier la bonne localisation de l’instillât dans le poumon gauche. Un nouveau cathéter de type PE-50 était descendu dans l’arbre bronchique gauche permettant l’aspiration du liquide intra-alvéolaire résiduel représentant l’aspirât final. Le liquide ainsi obtenu était centrifugé (Sigma 2K15, Bioblock Scientific, Osterodeam Harz, Allemagne), la concentration protidique et la radioactivité étaient mesurées. Les deux poumons étaient pesés, broyés et homogénéisés dans 2 mL d’eau stérile puis centrifugés à 3500 tours/min pendant 8 minutes. Un comptage de la radioactivité en Alb-I125 et en Alb-In111 (LKB 1282, Wallach, France) était réalisé sur les échantillons des deux homogénats pulmonaires, les deux surnageants obtenus après centrifugation et sur les prélèvements sanguins.
8.2) Modèle expérimental chez la souris

Quinze minutes avant la fin de l’expérimentation, les souris étaient anesthésiées. A l’aide d’un microscope binoculaire, un cathéter (PE-10) imprégné d’héparine était inséré dans l’artère carotidienne droite et connecté à un moniteur de surveillance continue (BIOPAC Systems, Santa Barbara, CA, USA) via un capteur de pression pour mesurer la pression artérielle. 50 µL de sang artériel était prélevé pour mesurer la gazométrie artérielle avec un analyseur de gaz du sang (Diamond Diagnostics, Holliston, MA). Pour mesurer la pression dans l’oreillette droite, la veine jugulaire droite était isolée, pour permettre l’introduction d’un cathéter (PE-50) enfoncé sur 1-1,5 cm, puis raccordé au système de recueil des données BIOPAC grâce à un capteur de pression. Un point de suture 3/0 à la peau sécurisait les cathéters en position. Le capteur de pression était au même niveau que l’oreillette droite de la souris.
9) Paramètres physiologiques mesurés 

9.1) Evaluation des modifications de perméabilité de la barrière alvéolo-capillaire

9.1.1) Mesure de l’eau extravasculaire pulmonaire
Chez le rat, l’eau extravasculaire était déterminée par le calcul du rapport du poids de poumon mouillé sur le poids de poumon sec exsangue (ratio M/S), évalué par gravimétrie. Dans ce but, des échantillons pulmonaires étaient pesés (poids de poumon mouillé), puis placés en étuve à 37°C pendant une période de 7 jours afin d’obtenir le poids de poumon sec. La fraction sanguine du poumon est calculée à partir du contenu en hémoglobine du surnageant. Le ratio M/S est évalué pour le poumon instillé et pour le poumon non instillé dans chaque groupe d’animaux. Seule la valeur obtenue par le poumon non instillé de chaque animal est prise en compte pour l’analyse. 
Chez la souris, les animaux étaient sacrifiés par une inhalation létale d’halothane.  Les poumons étaient extraits de la cavité thoracique, pesés puis homogénéisés (avec 1 mL d’eau distillée). Un prélèvement sanguin était collecté par ponction du ventricule droit. Le poumon homogénéisé était pesé et une partie était centrifugée (12 000 tpm pendant 8 minutes) pour la mesure de la concentration en hémoglobine dans le surnageant de l’homogénat (Hbs). Une autre partie de l’homogénat (FWH), le surnageant (FWS) et le sang (FWB) étaient pesés, puis placés en étuve (60°C pendant 24 heures) pour la mesure par gravimétrie de l’eau extravasculaire pulmonaire. 
L’eau extravasculaire pulmonaire était calculée par l’équation suivante :

Eau extravasculaire pulmonaire = QH x FWH – QB x FWB – Qeau

QB = 1.039 x (QH x FWH x HbS) / (FWS x HbB)

1,039 est la densité du sang, QH le poids de l’homogénat pulmonaire, QB est le volume sanguin dans le poumon.
9.1.2) Mesure de la fuite protéique bidirectionnelle chez le modèle de rat
Un système de double marquage de l’albumine par de l’iode et de l’indium radioactif permettait de suivre le sens de passage des protéines à travers la membrane alvéolo-capillaire. L’intégrité des barrières épithéliale et endothéliale peut être altérée indépendamment ou conjointement.
Le flux bidirectionnel d’albumine était estimé de la manière suivante : du secteur vasculaire vers le secteur alvéolaire, quantifié par la fuite du traceur vasculaire l’alb-In111 ; de l’alvéole vers le secteur vasculaire, évalué par la quantification sérique du traceur alvéolaire, l’alb-I125.





9.1.2.1) la fuite du marqueur alvéolaire

Afin de mesurer la perméabilité de l’épithélium alvéolaire à l’albumine, l’accumulation plasmatique de ce marqueur a été mesurée. La clairance du traceur alvéolaire est calculée à partir de la radioactivité totale instillée et donc exprimée en pourcentage de la radioactivité totale.





9.1.2.2) la fuite du traceur vasculaire

Le rapport aspirât/plasma d’alb-In111 est défini comme le rapport de la radioactivité en indium 111 du liquide aspiré en fin d’expérience, sur la moyenne de la radioactivité en iode 125 sur deux prélèvements sanguins effectués en milieu et en fin d’expérimentation.

Alb-In111 Aspirât/plasma = Alb-In111asp/((Alb-I125pl + Alb-I125plf)/2)

Alb-In111asp : nombre de coups par minutes (cpm) d’indium 111 par gramme d’aspirât

Alb-I125pl : nombre de cpm d’iode 125 par gramme de plasma prélevé en milieu d’expérience

Alb-I125plf : nombre de cpm d’iode 125 par gramme de plasma prélevé en fin d’expérience

L’accumulation du traceur vasculaire dans l’espace pulmonaire extravasculaire était déterminée par le comptage total extravasculaire en cpm de la radioactivité de l’Alb-In111 dans le poumon divisé par la moyenne des comptages en cpm de la radioactivité de l’Alb-In111 dans le plasma et correspondait aux équivalents plasmatiques extravasculaires (EPEV), exprimés en µL (242).

9.1.3) Mesure de la perméabilité vasculaire pulmonaire chez la souris
Une injection de 0,05 µCi d’Alb-I125 était administrée par voie intrapéritonéale après l’instillation intratrachéale de bactéries. Au sacrifice des animaux, les poumons étaient extraits de la cavité thoracique et la radioactivité pulmonaire et sanguine était mesurée  (Packard, Meriden, CT). Les équivalents plasmatiques extravasculaires (EPEV) pulmonaires (correspondant à un index de perméabilité vasculaire pulmonaire) étaient calculés et correspondaient au comptage en cpm de la radioactivité en Alb-I125 dans le tissu pulmonaire divisée par le comptage en cpm de la radioactivité en Alb-I125 dans le plasma (35).


9.2) Evaluation du mouvement liquidien alvéolaire et pulmonaire


9.2.1) mouvements liquidiens alvéolaires : clairance liquidienne 
alvéolaire in vivo
La vitesse de résorption de la fraction liquidienne de l’œdème alvéolaire reflète la clairance liquidienne alvéolaire (CLA). Durant les 60 minutes de l’expérimentation elle est définie par le pourcentage de liquide instillé ayant quitté l’alvéole vers le secteur interstiel et/ou vasculaire. Deux méthodes ont été utilisées.
· Le rapport final/initial en albumine native (F/I prot)

L’instillât est une solution contenant de l’albumine radiomarquée et libre en suspension. La contraction liquidienne due à la clairance alvéolaire implique une augmentation de sa concentration. Ce rapport est calculé en divisant la concentration finale des protéines natives de l’aspirât (F) par la concentration initiale de ces protéines dans l’instillât (I).

· Le rapport final/initial de l’alb-In111 (F/I In111)
Ce rapport est obtenu en divisant la radioactivité de l’in111 mesurée en cpm par gramme d’aspirât sur les cpm d’In111 par gramme d’instillât. 
Ces deux paramètres permettent d’évaluer la clairance liquidienne alvéolaire (CLA) par la formule suivante :


CLA = (Vi x Fwi – Vf x fwf) / (Vi x fwi) x 100

Fw est la fraction aqueuse du liquide initial instillé (i) et du liquide final total restant dans les alvéoles (f), dont le liquide aspiré en fin d’expérimentation est un échantillon.

Fw = (poids de la solution mouillée – poids de la solution sèche) / poids de la solution mouillée

V est le volume initial instillé (i) et le volume final alvéolaire (f).

Vf a été calculé de deux façons :


- A partir des concentrations de protéines non marquées


Vf = (Vi x TPasp étant les concentrations de protides mesurées respectivement 
dans le liquide initial instillé (i) et final aspiré (asp)


La clairance alvéolaire évaluée par cette méthode est la CLA Prot


- A partir des changements de concentration d’111In-Alb


Vf = (Vi x 111Ini x P111In) / 111Inasp

111Ini et 111Inasp sont les cpm/g en Indium 111 du liquide instillé (i) et du liquide 
aspiré (asp) et P111In le pourcentage d’indium 111 instillé restant dans le poumon 
en fin d’expérimentation


La clairance alvéolaire évaluée par cette méthode est la CLA 111

En cas de lésion pulmonaire :
Cette formule de clairance alvéolaire, valable sur poumon sain, est modifiée en cas de lésion pulmonaire de par la fuite bidirectionnelle des protéines marquées et non marquées.


CLA = (Vi x Fwi) + (Fw(PEalv) – (Vf x Fwi) / (Vi x Fwi) + Fw(PEalv) x 100

Fw(PEalv) est la fraction en eau de l’équivalent plasma alvéolaire (PEalv), qui correspond à la part de liquide alvéolaire issue du secteur vasculaire estimée par la concentration de l’Alb-I125 mesurée dans l’aspirât.

9.2.2)
Mouvements liquidiens pulmonaires
La clairance liquidienne pulmonaire (CLP) correspond à la fraction de liquide instillé ayant quitté le poumon, par rapport à la totalité du liquide instillé.

CLP = Vi x Fwi – E / Vi x Fwi x 100

E est l’excès d’eau du poumon instillé par rapport au poumon contrôle. E est calculé selon la formule suivante :


E = (Qwi / (Qdi – P) – Qwc/Qdc)) x (Qdi – P)

Qwi : poids du poumon mouillé

Qdi : poids du poumon sec

Qwc / Qdc : ratio M/S du poumon contrôle

P : masse des protéines instillées dans le poumon, c'est-à-dire poids sec de la solution instillée multipliée par la fraction de l’Alb-In111 restant dans le poumon en fin d’expérience.

De même que pour la clairance alvéolaire, en cas de lésion pulmonaire la CLP devient :

CLP = Vi x Fwi + Fw (PEEVE) – E / (Vi x Fwi + Fw (PEEVE)) x 100

Fw (PEEVE) étant la fraction en eau de l’équivalent plasma extra-vasculaire.



9.2.3) Mesure de la clairance liquidienne alvéolaire in situ 

Selon une méthodologie précédemment décrite, Les souris étaient anesthésiées par injection de phénobarbital (200 mg/kg par voie intrapéritonéale) puis bénéficiaient d’une exsanguination par section de l’aorte abdominale (243). 
Un abord cervical par voie chirurgicale permettait la mise en place d’une canule de trachéotomie de diamètre 20 Gauge et l’administration intratrachéale d’O2. L’instillât (10-13 mL/kg d’une solution de Ringer lactate contenant l’albumine bovine à 5% et 0,1 µCi d’Alb-I131 à 37°C, osmolarité 304 mosm /L) était administré par voie intratrachéale. Une pression positive continue de 7 cmH2O était maintenue pendant 30 minutes avec une FiO2 de 100%. 3 à 5 minutes après l’instillation, un prélèvement de base (50-100 µL) était aspiré des voies aériennes distales en utilisant un cathéter (PE-10). Ce prélèvement correspondait au temps 0. 30 minutes plus tard, un second prélèvement était aspiré des voies aériennes distales. La température corporelle était maintenue à 37°C durant toute la durée de l’expérimentation à l’aide d’une lampe chauffante externe et surveillée en utilisant  un thermomètre digital (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) placé dans la cavité abdominale. La clairance liquidienne alvéolaire était exprimée comme le pourcentage du volume du liquide alvéolaire absorbé durant 30 minutes.
La clairance liquidienne alvéolaire était calculée en utilisant l’équation :


CLA = 1 – (Pi / Pf) x 100%

Pi : activité initiale en cpm en Alb-I131 au temps 0
Pf : activité finale en cpm en Alb-I131 à 30 minutes

10) Recueil du liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) et cytologie

Le LBA était recueilli sur des rats sacrifiés (injection intrapéritonéale de 200 mg/kg de sodium pentobarbital). La trachée était disséquée et canulée, puis l’abdomen et le diaphragme ouverts. Le LBA était réalisé par trois lavages de 5 ml de sérum salé physiologique.

Le LBA était centrifugé à 4°C pendant 10 minutes à 2500 x g. Le surnageant obtenu était congelé à -80°C pour le dosage des cytokines. Le culot était remis en suspension dans 1 mL de sérum salé physiologique et le nombre de globules blancs était déterminé dans une cellule de Malassez au microscope optique. Les différentes sous-populations de globules blancs étaient évaluées par cytocentrifugation suivi d’une coloration de May-Grünwald-Giemsa. 
Le pourcentage des sous populations était obtenu en comptant 200 cellules par échantillon au microscope optique et en exprimant chaque type cellulaire en pourcentage du nombre total de cellules comptées.
11) Mesures des paramètres de la coagulation

Les paramètres suivants étaient mesurés quatre heures après l’instillation de bactéries, sur des prélèvements sanguins et obtenus par ponction directe de l’aorte des animaux anesthésiés : compte leucocytaire et plaquettaire, temps de prothrombine, fibrinogène et concentration en complexe thrombine-antithrombine (TAT). Les mesures des TAT étaient utilisées comme marqueurs de la formation de thrombine. Les TAT étaient également mesurés dans le liquide des LBA. Les comptes leucocytaires et plaquettaires étaient obtenus sur sang traité par anticoagulant, EDTA. Pour le dosage de la coagulation, le sang (4 parts) était collecté dans du sodium citrate (une part). Le plasma était séparé des plaquettes par centrifugation (15°C à 2500 g pendant 15 minutes). Le temps de prothrombine et la concentration en fibrinogène étaient mesurés immédiatement par des procédures standards. Les complexes TAT étaient mesurés sur des prélèvements citrates par méthode enzymatique immunabsorbant (Enzygnost TAT, Behringwerke AG, Marburg, Allemagne). Les concentrations étaient mesurées dans le sérum et le liquide de LBA des animaux 4 heures après l’instillation intratrachéale des bactéries.
12) Mesure des cytokines 

Chez les rats, les concentrations en TNF-α et IL-6 étaient déterminées par une technique ELISA quantitative d’immuno-dosage enzymatique (Quantikine Murine rat TNF-α et IL-6, R&D systems, USA). Les résultats ont été analysés par spectrophotométrie à l’aide d’un lecteur de micro-plaques (Packard Instrument Compagny, Meriden CT USA). Les concentrations des échantillons ont été déterminées à l’aide de la courbe d’étalonnage construite à partir des échantillons standards fournis dans le Kit.

Chez les souris, le dosage plasmatique du macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) chez la souris était réalisé par un kit de dosage immuno-enzymatique ELISA (Quantikine MIP-2, B&D systems, USA). 


13) Mesure des catécholamines plasmatiques

Chez les rats, le dosage des catécholamines plasmatiques (épinéphrine et norépinéphrine) était réalisé par chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC). Les résultats étaient exprimés en µg/L.

Les dosages des catécholamines plasmatiques chez la souris étaient réalisés par un kit de dosage immuno-enzymatique par technique ELISA, issu d’un laboratoire immunobiologique (Hambourg, Allemagne). La sensibilité était de 12 pg/ml avec une variabilité intra et inter dosage de 5 et 10% respectivement.

14) Histologie

Les souris étaient euthanasiées par inhalation létale d’halothane. Le thorax et l’abdomen étaient ouverts et la base du cœur était clampée pour éviter la perte du volume sanguin pulmonaire. Les organes intra thoraciques étaient extraits en bloc et une solution de formol 10% était instillée par voie intratrachéale à une pression de 25 cm H20. Après 72 heures de fixation, les poumons étaient incorporés dans la paraffine, et des sections de 5 µm d’épaisseur étaient coupées et colorées à l’hématoxyline-éosine.
B) Les protocoles expérimentaux

1) Protocole expérimental d’évaluation de la PCa humaine recombinante (rhPCa) sur l’équilibre hydrique pulmonaire au cours de l’agression pulmonaire aiguë induite par P. aeruginosa
Les animaux étaient randomisés dans un des 4 groupes suivants pour un nombre de 5 animaux par groupe expérimental

· Groupe contrôle (CTR) : recevant 0,5 mL/kg de sérum salé isotonique (SSI) par voie intratrachéale

· Groupe avec une pneumonie à Pa (PNP) : recevant par voie intratrachéale 0,5 mL/kg d’un inoculum bactérien à 1 x 109 CFU
· Groupe rhPCa recevant une instillation intratrachéale de sérum salé isotonique (0,5 mL/kg) associée à l’administration par voie intraveineuse de la rhPCa à la concentration de 300 µg/kg/h

· Groupe rhPCa avec une pneumonie à Pa : (A-PNP) : recevant par voie intratrachéale 0,5 mL/kg d’un inoculum bactérien à 1 x 109 CFU et de façon concomitante l’administration par voie intraveineuse de la rhPCa à la concentration de 300 µg/kg/h.

2) Evaluation du tonus adrénergique
1.1) Inhibition du tonus adrénergique endogène

Quatre groupes expérimentaux étaient constitués pour l’étude de l’inhibition du tonus β- adrénergique endogène :
· Groupe contrôle (SSI + SSI) : les souris recevaient une injection intrapéritonéale de 100 µL de SSI et une instillation intratrachéale de 50 µL de SSI et 15 minutes après une nouvelle instillation de 30 µL de SSI
· Groupe propranolol + SSI : les souris recevaient une injection intrapéritonéale de 100 µL de propranolol (3 mg/kg de poids corporel) et une instillation intratrachéale de 50 µL d’une solution de SSI contenant 10-4 M de propranolol et 15 minutes après une nouvelle instillation de 30 µL de SSI

· Groupe SSI + E. coli : les souris recevaient une injection intrapéritonéale de 100 µL de SSI et une instillation intratrachéale de 50 µL de SSI et 15 minutes après une instillation de 107 CFU d’E. coli dans 30 µL de SSI 
· Groupe propranolol + E. coli : les souris recevaient une injection intrapéritonéale de 100 µL de propranolol (3 mg/kg de poids corporel) et une instillation intratrachéale de 50 µL d’une solution de SSI contenant 10-4 M de propranolol et 15 minutes après une instillation de 107 cfu d’E. coli dans 30 µL de SSI

Trois groupes additionnels ont été constitués afin d’étudier l’inhibition du canal apical à sodium :
· Groupe SSI + SSI : les souris recevaient une instillation intratrachéale de 50 µL de SSI puis ensuite une nouvelle instillation intratrachéale de 30 µL de SSI
· Groupe SSI + E. coli : les souris recevaient une instillation intratrachéale de 50 µL de SSI puis ensuite une nouvelle instillation de 107 CFU d’E. coli dans 30 µL de SSI 
· Groupe amiloride + E. coli : les souris recevaient une instillation intratrachéale de 50 µL d’une solution de SSI contenant 10-4 M d’amiloride puis ensuite une nouvelle instillation de 107 CFU d’E. coli dans 30 µL de SSI 

1.2) Evaluation de l’équilibre hydrique pulmonaire au cours de la stimulation β2-adrénergique exogène
Les animaux étaient randomisés dans l’un des 5 groupes suivants :

· Groupe contrôle SSI + SSI : les rats recevaient une instillation intratrachéale de 0,5 mL/kg de SSI et 30 minutes après une instillation intratrachéale de 1 mL de SSI
· Groupe avec une pneumopathie à Pa  + SSI : les rats recevaient une instillation intratrachéale de 0,5 mL/kg d’une solution de 0,5 x 109 CFU de Pa dans du SSI et 30 minutes après une instillation intratrachéale de 1 mL de SSI
· Groupe Pa + terbutaline : les rats recevaient une instillation intratrachéale de 0,5 mL/kg d’une solution de 0,5 x 109 CFU de Pa dans du SSI et 30 minutes après une instillation intratrachéale de 1 mL de SSI contenant 10-4 M de terbutaline

· Groupe Pa + terbutaline + propranolol : les rats recevaient une instillation intratrachéale de 0,5 mL/kg d’une solution de 0,5 x 109 CFU de Pa dans du SSI et 30 minutes après une instillation intratrachéale de 1 mL de SSI contenant 10-4 M de terbutaline et 10-4 M de propranolol

· Groupe Pa + propranolol : les rats recevaient une instillation intratrachéale de 0,5 mL/kg d’une solution de 0,5 x 109 CFU de Pa dans du SSI et 30 minutes après une instillation intratrachéale de 1 mL de SSI contenant 10-4 M de propranolol

RESULTATS


1) Article 1: « Intravenous administration of activated protein C in Pseudomonas-
Induced lung injury: impact on lung fluid balance and the inflammatory response»
1.1) Effets de la rhPCa sur les échanges gazeux
Aucune différence significative n’était mise en évidence pour le rapport PaO2/FiO2 entre les groupes CTR, rhPCa et PNP. Cependant l’administration de rhPCa altérait significativement les échanges gazeux en comparaison avec les groupes CTR et PNP (rapport PaO2/FiO2 à 215 ± 26 versus 386 ± 33, p < 0,05). Aucune différence significative n’était mise en évidence pour la pression artérielle et les pressions des voies aériennes entre les différents groupes. Les résultats sont rapportés sur le tableau I.
Tableau I: pression artérielle systolique (PAS), les pressions des voies aériennes (PVA) et rapport PaO2/FiO2 après une période de stabilisation de 30 minutes.
	Groupes
	PAS (mm Hg)
	PVA (cm H2O)
	PaO2/FiO2

	CTR 

PCa

PNP

A-PNP
	127 ± 5

118 ± 16

123 ± 20

104 ± 12
	4,3 ± 0,4

4,8 ± 0,6

4,1 ± 0,3

4,1 ± 0,6
	420 ± 37

483 ± 47

386 ± 33

215 ± 26 *


Données représentées sous forme de la moyenne ± l’écart type. * : p < 0,05 versus CTR et PNP.
.

1.2) Effets de la rhPCa sur la perméabilité alvéolo-capillaire aux protéines
La perméabilité endothéliale évaluée par le passage du traceur vasculaire vers le compartiment alvéolaire (rapport Asp/Plasma) était significativement augmentée dans le groupe PNP versus les animaux contrôles (0,28 ± 0,08 versus 0,03 ± 0,01, p < 0,05). 
L’administration concomitante de rhPCa tendait à augmenter le trouble de la perméabilité comparé au groupe PNP, mais sans différence significative (0,47 ± 0,17 versus 0,28 ± 0,08, p=0,2).
De la même manière, l’instillation bactérienne augmentait les EPEV, en comparaison avec le groupe CTR (0,22 ± 0,03 versus 0,07 ± 0,03, p < 0,05). L’administration de rhPCa n’augmentait pas les EPEV de manière significative en comparaison avec le groupe PNP (0,37 ± 0,15 versus 0,22 ± 0,03, p=0,33). Les résultats sont représentés sur la figure 2.
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Figure 1: évaluation de la perméabilité vasculaire in vivo. La perméabilité endothéliale évaluée par la fuite du marqueur vasculaire (Alb-In111) dans le compartiment alvéolaire mesurée par le rapport de la radioactivité dans l’aspirât sur la radioactivité dans le plasma (Asp/Plasma) (barres blanches) était augmentée dans le groupe PNP versus le groupe contrôle (0,28 ± 0,08 versus 0,03 ± 0,01, p < 0,05). L’accumulation du traceur protéique vasculaire dans l’espace extravasculaire pulmonaire (EPEV) (barres noires) était augmentée dans le groupe PNP versus le groupe contrôle. Les données sont représentées sous forme de la moyenne ± l’écart type. * : p < 0,05 versus contrôle.
1.3) Evaluation de l’eau extravasculaire pulmonaire et des mouvements liquidiens pulmonaires 
Le rapport M/S pulmonaire était significativement augmenté dans le groupe PNP comparé au groupe contrôle (4,62 ± 0,31 versus 3,87 ± 0,22, p < 0,05). L’administration concomitante de rhPCa tendait à augmenter le rapport M/S au cours de l’agression pulmonaire aiguë induite par Pa (5,80 ± 0,66, p = 0,07). Les résultats sont rapportés sur le tableau II.
L’agression pulmonaire aiguë induite par Pa était associée à une augmentation de la clairance liquidienne pulmonaire en comparaison avec le groupe contrôle (33,3 ± 2,6% versus 23,5 ± 2,9%, p < 0,05). L’administration de rhPCa diminuait de manière significative la CLP en comparaison avec le groupe PNP (9,1 ± 4,3% versus 33,4 ± 2,6%, p < 0,05) (tableau II).

Tableau II: eau extravasculaire pulmonaire (rapport M/S) et clairance liquidienne pulmonaire (CLP) pour chaque groupe.

	Groupes
	Rapport M/S (g/g)
	CLP (%)

	CTR 

PCa

PNP

A-PNP
	3,87 ± 0,22

4,16 ± 0,34

4,62 ± 0,31*
5,80 ± 0,66**
	23,5 ± 2,9

20,3 ± 2,2

33,4 ± 2,6**
9,1 ± 4,3**°


Données représentées sous forme de la moyenne ± l’écart type. * : p < 0,05 versus contrôle. ** : p < 0,05 versus contrôle. ° : p < 0,05 versus contrôle.
La clairance liquidienne alvéolaire calculée à partir des protéines natives et des protéines radiomarquées était augmentée dans le groupe PNP en comparaison avec le groupe contrôle (respectivement, 47,9 ± 4,7% versus 27,4 ± 2,8% et 34,6 ± 4,5% versus 24,2 ± 2,5%, p < 0,05). L’administration de rhPCa ne modifiait pas ce paramètre (figure 2).
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Figure 2: clairance liquidienne alvéolaire in vivo. La CLA était calculée à partir des changements de concentrations, exprimées en pourcentages, des protéines récupérées dans l’aspirât. La CLA était calculée à partir des protéines natives (CLA prot) (barres blanches) et elle était augmentée dans le groupe PNP et A-PNP versus les autres groupes (p < 0,05). L’analyse à partir des résultats obtenus des protéines marquées à l’iode radioactif (Alb-I125) montrait des résultats similaires (CLA 125) (barres noires) ; les valeurs des groupes PNP et A-PNP différaient statistiquement en comparaison des 2 autres groupes. Données représentées sous forme de la moyenne ± l’écart type. * : p < 0,05 versus contrôle.
1.4) Effets de la rhPCa sur l’infiltration pulmonaire des PNN
La cellularité dans le liquide de LBA était significativement augmentée dans le groupe PNP en comparaison avec le groupe contrôle (9,2 ± 3,5 x 106 cellules/mL versus 1,7 ± 0,7 x 106 cellules/mL, p < 0,05). Cette valeur était augmentée dans le groupe A-PNP (38,1 ± 4,4 x 106 cellules/mL, p < 0,05).
Les macrophages alvéolaires représentaient plus de 90% des cellules dans le groupe contrôle et le groupe rhPCa. Pour les animaux pneumoniques, les PNN représentaient 85,5 ± 4,5% des cellules. La rhPCa induisait une augmentation significative des PNN en comparaison avec le groupe PNP (95,7 ± 1,3%, p < 0,05).

1.5) Evaluation de la réponse inflammatoire
Dans le liquide de LBA, la concentration en TNF-α n’était pas détectable dans le groupe CTR et rhPCa. Les cytokines TNF-α et IL-6 étaient significativement augmentées dans les groupes PNP et A-PNP (p < 0,05). 
Dans le sérum, le TNF-α n’était pas détectable, même après l’instillation intratrachéale de Pa. L’administration de rhPCa induisait une augmentation significative des concentrations de TNF-α dans le sérum (p < 0,05). Le profil évolutif était comparable pour l’IL-6, avec des concentrations obtenues dans le groupe A-PNP, significativement plus élevées que dans le groupe PNP (p < 0,05). Les données sont rapportées dans le tableau III.
Tableau III: concentrations de TNF-α et IL-6 dans le sérum et le liquide de LBA pour chaque groupe 
	Groupes
	TNF-α (pg/mL)
Sérum
	TNF-α (pg/mL)

LBA
	IL-6 (pg/mL)

Sérum
	IL-6 (pg/mL)

LBA

	CTR
rhPCa
PNP

A-PNP
	n.d.
n.d.

n.d.

19 ± 14 §°*
	n.d.
n.d.
957 ± 337 §°
1687 ± 180 §°*
	172 ± 18
143 ± 17 §
225 ± 57 §
471 ± 111 *°§
	84 ± 2
90 ± 14

2706 ± 1720 §°
4452 ± 1283 §°


Données représentées sous forme de la moyenne ± l’écart type. n.d. : non détectable. * : p < 0,05 versus PNP, § : p < 0,05 versus CTR, ° : p < 0,05 versus rhPCa.
1.6) Effets de la rhPCa sur les marqueurs de  la coagulation
Dans le compartiment plasmatique, une diminution significative des leucocytes plasmatiques était observée dans les groupes inoculés par Pa en comparaison du groupe contrôle (p < 0,05). Une diminution du compte plaquettaire était observée dans le groupe A-PNP. 
Les concentrations plasmatiques en fibrinogène étaient significativement augmentées dans le groupe PNP par rapport au groupe contrôle (p < 0,05) avec une diminution significative observée dans les groupes rhPCa et A-PNP en comparaison avec le groupe contrôle (p < 0,05). Les résultats sont représentés dans le tableau IV. Les dosages des complexes TAT plasmatiques étaient comparables entre les groupes (figure 3).
Tableau IV: paramètres standards de la coagulation pour chaque groupe

	Groupes
	GB (109/L)
	Pqt (109/L)
	TP (%)
	Fibrinogène (g/L)

	CTR
rhPCa
PNP

A-PNP
	6,69 ± 0,76
5,10 ± 0,91
3,63 ± 0,65 *
2,77 ± 0,45 *
	793 ± 59

580 ± 53 *

850 ± 14 °

778 ± 24 °
	52 ± 3

43 ± 2

52 ± 1

46 ± 3
	2,38 ± 0,13

1,93 ± 0,11

3,22 ± 0,36 *°

2,36 ± 0,11 §


GB : globules blancs. Pqt : plaquettes. TP : temps de prothrombine. Données représentées sous forme de la moyenne ± l’écart type. * : p < 0,05 versus CTR, ° : p < 0,05 versus PCa, § : p < 0,05 versus PNP.

Dans le compartiment intraalvéolaire, l’analyse du liquide du LBA montrait une augmentation significative des complexes TAT dans le groupe PNP versus CTR (11,06 ± 2,76 ng/mL versus 0,92 ± 0,18 ng/mL, p < 0,05). De plus, les complexes TAT étaient significativement augmentés dans le groupe A-PNP versus le groupe PNP (23,17 ± 2,89 ng/mL versus 11,06 ± 2,76 ng/mL, p < 0,05). Les résultats sont représentés sur la figure 3.
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Figure 3: dosages des complexes TAT dans le sérum et le liquide de LBA. Aucune différence significative n’était mise en évidence pour les complexes TAT dans le sang (barres blanches). Les complexes TAT dans le LBA étaient significativement augmentés dans le groupe PNP comparé au CTR. L’administration de rhPCa au cours de l’agression pulmonaire aiguë induite par Pa augmentait les complexes TAT dans le LBA.  Les données sont représentées sous forme de la moyenne ± l’écart type. * : p < 0,05 versus CTR et PCa, ° : p < 0,05 versus PNP.


2) Article 2: « Protective effect of endogenous β-adrenergic tone on lung fluid 
balance in acute bactérial pneumonia in mice »

2.1) Validation du modèle de pneumonie aiguë à E. coli :

Sur le plan gazométrique, 4 heures après l’instillation intratrachéale d’E.coli les souris développaient une acidose respiratoire avec une hypoxémie et une hypercapnie (figure 1 A, B et C). L’eau extravasculaire pulmonaire augmentait de 30% par rapport aux animaux contrôles instillés par du SSI (figure 1 D). L’étude histologique pulmonaire objectivait 4 heures après l’instillation intratrachéale d’E.coli un œdème pulmonaire, une infiltration pulmonaire à PNN avec des zones hémorragiques, de congestion et de consolidation pulmonaire. Il n’y avait pas de changement histologique sur le groupe d’animaux contrôles (figure 1 E).
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Figure 1: validation du modèle de pneumonie aiguë à E. coli. Gaz du sang artériels : pH (A), PaO2 (B) et PaCO2 (C). Eau extravasculaire pulmonaire (D). * : p < 0,05. Histologie : groupe contrôle (E) et groupe d’animaux pneumoniques (F) : œdème alvéolaire et interstitiel avec infiltration par les PNN. Grossissement x 40, coupe de 50 µm, n = 4 dans chaque groupe.
2.2) Concentrations plasmatiques de catécholamines 

Quatre heures après l’instillation intratrachéale d’E. coli, les concentrations plasmatiques en épinéphrine et norépinéphrine étaient significativement augmentées en comparaison avec le groupe contrôle (respectivement 3,3 ± 0,4 pg/mL versus 1,2 ± 0,2 pg/mL et 5,6 ± 1,9 pg/mL versus 2,1 ± 1,1 pg/mL, p < 0,05) (figure 2). 
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Figure 2: concentrations plasmatiques en catécholamines (épinéphrine et norépinephrine) 4 heures après l’instillation intratrachéale d’E. coli. * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 versus contrôle.



2.3) Effets de l’inhibition du tonus β-adrénergique sur les paramètres 


hémodynamiques

Afin d’évaluer l’effet pharmacologique de l’administration de propranolol, la pression artérielle sanguine et la fréquence cardiaque ont été mesurées 4 heures après l’administration intratrachéale d’E. coli. Dans le groupe ayant reçu le propranolol, la pression artérielle et la fréquence cardiaque étaient significativement diminuées en comparaison du groupe ayant reçu le SSI (figure 3 A et B).
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Figure 3: effets de l’inhibition du tonus β-adrénergique endogène sur la pression artérielle moyenne (A) et la fréquence cardiaque (B). * : p < 0,05 versus SSI et E. coli.


2.4) Effet de l’inhibition du tonus β-adrénergique endogène sur la pression 

dans l’oreillette droite

Dans le groupe contrôle, la pression moyenne dans l’oreillette droite était de 1,9 ± 0,5 cm H2O. Dans le groupe d’animaux ayant reçu une instillation intra-trachéale d’E. coli, les pressions dans l’oreillette droite étaient en moyenne significativement diminuées par rapport au groupe contrôle. Dans le groupe traité par le propranolol, la moyenne des pressions dans l’oreillette droite était inférieure à 1 cm H20 (figure 4).
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Figure 4: effets de l’inhibition du tonus β-adrénergique endogène sur les pressions dans l’oreillette droite au cours de la pneumonie aiguë à E. coli. Les tracés des pressions dans l’oreillette droite sont représentés dans les différents groupes. Les données concernant les valeurs des pressions dans l’oreillette droite sont représentées dans le groupe contrôle (n=4), au cours de la pneumonie à E. coli (n=4) et dans le groupe E. coli et propranolol (n=4). * p < 0,05. 


2.5) Effets de l’inhibition du tonus adrénergique sur les gaz du sang artériels
L’administration de propranolol au cours de la pneumonie aiguë à E. coli majorait l’acidose, l’hypoxémie et l’hypercapnie artérielle (figure 5 A, B et C).
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Figure 5: effets de l’inhibition du tonus β-adrénergique sur les gaz du sang artériels au cours de la pneumonie aiguë à E. coli. Ph (A), PaO2 (B) et PaCO2 (C). * p < 0,05 versus le groupe SSI et E. coli.



2.6) Effets de l’inhibition du tonus β-adrénergique endogène sur les 


cultures bactériennes pulmonaires d’E. coli
Les cultures bactériennes pulmonaires n’étaient pas significativement différentes entre le groupe ayant reçu le propranolol versus le groupe ayant reçu le SSI (figure 6).
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Figure 6: effets de l’inhibition du tonus β-adrénergique endogène sur la croissance bactérienne d’E. coli dans le poumon entre les groupes SSI + E. coli et propranolol + E. coli. Aucune différence significative n’était mise en évidence.



2.7) Effets de l’inhibition du tonus β-adrénergique endogène sur l’eau 


extravasculaire pulmonaire, la perméabilité vasculaire pulmonaire et la 


réponse inflammatoire au cours de la pneumonie aiguë à E. coli 

L’eau extravasculaire pulmonaire était significativement augmentée dans le groupe d’animaux pneumoniques en comparaison avec le groupe contrôle (4,8 ± 0,16 versus 3,82 ± 0,17, p < 0,05). L’inhibition du tonus β-adrénergique endogène par le propranolol augmentait significativement l’eau extravasculaire pulmonaire après instillation intratrachéale d’E. coli (5,96 ± 0,88 versus 4,8 ± 0,16, p < 0,05) (figure 7 A). La perméabilité vasculaire pulmonaire évaluée par les équivalents plasmatiques extravasculaires (EPEV) était augmentée dans le groupe pneumonique par rapport au groupe contrôle (60,3 ± 10 µL versus 20 ± 6 µL, p < 0,05). L’administration de propranolol dans le groupe d’animaux pneumoniques augmentait de manière significative le trouble de perméabilité vasculaire en comparaison du groupe pneumonique avec l’administration de SSI (111 ± 45 µL versus 60,3 ± 10 µL, p < 0,05) (figure 7 B). Nous avons évalué si l’inhibition du tonus β-adrénergique modifiait la réponse inflammatoire. L’administration de propranolol au cours de la pneumonie à E. coli augmentait la concentration plasmatique en macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) en comparaison du groupe pneumonique seul (figure 7 C).
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Figure 7: effets de l’inhibition β-adrénergique endogène sur l’eau extravasculaire pulmonaire (A), la perméabilité vasculaire pulmonaire (équivalents plasmatiques extravasculaire, EPEV) (B), concentrations plasmatiques en MIP-2 au cours de la pneumonie aiguë à E. coli (C). * : p < 0,05 ;  ** : p < 0,01 versus SSI + SSI et propranolol + E. coli.


2.8) Effets de l’inhibition du tonus β-adrénergique endogène sur la 


clairance liquidienne alvéolaire

Dans le groupe d’animaux avec une pneumonie à E. coli, la clairance liquidienne alvéolaire présentait une augmentation modérée mais significative par rapport au groupe contrôle (16,9 ± 2,8% versus 12,1 ± 2,6%, p < 0,05). L’administration de propranolol au cours de la pneumonie inhibait cette augmentation de la clairance liquidienne alvéolaire (10,5 ± 4,8% versus 16,9 ± 2,8%, p < 0,05) (figure 8). Aucune différence significative n’était retrouvée entre le groupe propranolol + SSI versus le groupe contrôle (SSI + SSI).
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Figure 8: l’inhibition du tonus β-adrénergique endogène diminuait la clairance liquidienne alvéolaire au cours de la pneumonie aiguë à E. coli. * : p < 0,05 versus SSI + SSI et SSI + propranolol. ** : p < 0,05 versus SSI + E. coli.


2.9) Effets de l’inhibition du transport apical de sodium sur l’équilibre 


hydrique pulmonaire, la perméabilité vasculaire pulmonaire et la clairance 

liquidienne alvéolaire au cours de la pneumonie aiguë à E. coli
L’eau extravasculaire pulmonaire dans le groupe d’animaux ayant reçu E. coli et l’amiloride était significativement augmentée par rapport au groupe ayant reçu E. coli et le SSI (5,2 ± 0,38 versus 4,8 ± 0,16, p < 0,05) (figure 9 A). Aucune différence significative n’était retrouvée sur la perméabilité vasculaire pulmonaire entre les deux groupes (figure 9 B). L’augmentation de la clairance liquidienne alvéolaire au cours de la pneumonie à E. coli était inhibée par l’amiloride (figure 10). 
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Figure 9: effets de l’inhibition du transport apical de sodium sur l’eau extravasculaire pulmonaire (A) et la perméabilité vasculaire pulmonaire (EPEV) (B). * : p < 0,05 versus SSI + SSI. ** : p < 0,05 versus SSI + E. coli.
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Figure 10: effets de l’inhibition du transport apical de sodium sur la clairance liquidienne alvéolaire au cours de la pneumonie aiguë à E. coli. * : p < 0,05 versus SSI + SSI. ** : p < 0,05 versus SSI + E. coli.

3) Effets de la stimulation exogène β2-adrénergique au cours de la pneumopathie 
aiguë à P. aeruginosa



3.1) Effets de la stimulation β2-adrénergique sur la sécrétion plasmatique 


de catécholamines au cours de la pneumonie aiguë à Pa
Aucune différence significative n’était retrouvée pour les concentrations plasmatiques en épinéphrine et norépinéphrine, 4,5 heures après l’instillation intratrachéale de Pa dans le groupe ayant reçu la terbutaline et le groupe ayant reçu le SSI (tableau I). 

Tableau I: concentrations en catécholamines plasmatiques (épinéphrine et norépinéphrine) mesurées sur des animaux pneumoniques 4 heures après l’instillation intratrachéale de SSI (n=5) ou de terbutaline (n=5). Aucune différence significative n’était mise en évidence. 

	
	Groupe Pa + SSI
	Groupe Pa + terbutaline

	Epinéphrine ((g/L)
	0,31 ( 0,24
	0,39 ( 0,39

	Norépinéphrine ((g/L)
	0,34 ( 0,2
	0,32 ( 0,09


Données représentées sous forme de la moyenne ( l’écart type.



3.2) Effets de la stimulation β2-adrénergique exogène sur les paramètres 


hémodynamiques, les pressions des voies aériennes et l’oxygénation
Aucune différence significative n’était observée pour les pressions artérielles sanguines, les pressions des voies aériennes et les rapports PaO2/FiO2 entre les différents groupes. Le rapport PaO2/FiO2 4,5 heures après l’instillation de Pa tendait à augmenter dans le groupe terbutaline versus le groupe SSI mais sans significativité statistique, (respectivement 526 ( 45 mm Hg versus 417 ( 95 mm Hg, p=0.11). Les données sont représentées sur le tableau II et la figure 1.
Tableau II: pression artérielle systolique (PAS), pression des voies aériennes (PVA) et rapport PaO2/FiO2 en condition basale après une période de stabilisation de 30 minutes. Aucune différence significative n’était observée.
	Groupes

	PAS (mm Hg)
	PVA (cm H2O)
	PaO2/FiO2

	SSI + SSI
	101 ± 24
	3,7 ± 0,5
	533 ± 62

	Pa + SSI
	98 ± 13
	3,8 ± 0,6
	551 ± 38

	Pa + terbutaline
	99 ± 20
	4,2 ± 0,6
	562 ± 79

	  Pa + terbutaline + propranolol
	104 ± 18
	3,6 ± 0,3
	551 ± 24

	Pa + propranolol
	100 ± 10
	4 ± 0,3
	542 ± 62


Données représentées sous forme de la moyenne ± l’écart type.
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Figure 1: évolution de la PaO2 au cours du temps dans le groupe Pa + terbutaline et Pa + SSI. A 4,5 heures, PaO2 = 526 ± 45 mm Hg dans le groupe Pa + terbutaline versus 417 ± 95 mm Hg dans le groupe Pa + SSI, p = 0,11. Résultats représentés sous forme de la moyenne ± l’écart type. 

2.3) Effets de la stimulation β2-adrénergique exogène sur la croissance 
bactérienne 
pulmonaire au cours de l’agression pulmonaire induite par Pa
Aucune différence significative n’était mise en évidence sur les cultures bactériennes de l’homogénat pulmonaire entre le groupe Pa et terbutaline versus Pa et SSI (figure 2).
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Figure 2: cultures bactériennes de l’homogénat pulmonaire dans le groupe Pa + terbutaline et Pa + SSI (n = 6 dans chaque groupe). Aucune différence significative n’était mise en évidence.

2.4) Effets de la stimulation β2-adrénergique exogène sur l’eau extravasculaire 
pulmonaire, la perméabilité vasculaire et épithéliale pulmonaire

La stimulation β2-adrénergique induite par la terbutaline au cours de la pneumonie à Pa diminuait significativement l’eau extravasculaire en comparaison avec le groupe ayant reçu Pa et SSI (respectivement, 4,31 ( 0,36 versus 5,99 ( 0,39, p < 0,001) (figure 3). La perméabilité vasculaire, évaluée par les EPEV diminuait à 148 ( 57 (L dans le groupe terbutaline versus 349 ( 70 (L dans le groupe SSI 4,5 heures après l’agression pulmonaire aiguë induite par Pa. L’administration de propranolol inhibait les effets de la terbutaline sur l’eau extravasculaire pulmonaire et la perméabilité vasculaire pulmonaire (figure 4). Aucune différence significative n’était mise en évidence pour la perméabilité épithéliale pulmonaire, évaluée par la mesure de la radioactivité sur le LBA.
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Figure 3: effets de la terbutaline sur l’eau extravasculaire pulmonaire au cours de l’agression pulmonaire aiguë induite par Pa. Le ratio M/S était significativement diminué dans le groupe Pa + terbutaline en comparaison avec les autres groupes. * p < 0,05 par rapport aux autres groupes.
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Figure 4: effets de la terbutaline sur la perméabilité vasculaire pulmonaire par la mesure des équivalents plasmatiques extravasculaires (EPEV) au cours de l’agression pulmonaire aiguë induite par Pa. Les EPEV (µL) étaient significativement diminués dans le groupe Pa + terbutaline en comparaison des autres groupes. * p < 0,05 par rapport aux autres groupes.


2.5) Effets de la stimulation β2-adrénergique exogène sur la clairance liquidienne 
alvéolaire in situ
La clairance liquidienne alvéolaire, in situ, de base dans le groupe contrôle était de 8,3 ± 0,9%. La stimulation β2-adrénergique exogène induite par la terbutaline au cours de la pneumonie à Pa augmentait significativement la clairance liquidienne alvéolaire de base en comparaison avec le groupe ayant reçu Pa et SSI, respectivement  22,3 ( 2,8% versus 12,5 ( 3,7%, p < 0,001. L’administration de propranolol inhibait les effets de la terbutaline sur la clairance liquidienne alvéolaire de base (figure 5).
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Figure 5: clairance liquidienne alvéolaire de base mesurée in situ au cours de l’agression pulmonaire aiguë induite par Pa. La clairance liquidienne alvéolaire (%/heure) était significativement augmentée dans le groupe Pa + terbutaline en comparaison des autres groupes. * p < 0,05 par rapport aux autres groupes.
DISCUSSION
A) Effets de la rhPCa au cours de l’agression pulmonaire aiguë induite par Pa

1) Rôle de la PCa au cours du sepsis et de l’agression pulmonaire aiguë

Le premier objectif de notre travail était d’évaluer l’administration de la rhPCa sur l’équilibre hydrique pulmonaire au cours de la phase précoce de l’agression pulmonaire induite par Pa. La rhPCa est un anticoagulant naturel qui possède des propriétés anti-inflammatoires notamment au cours de l’agression pulmonaire aiguë. La rhPCA a montré des effets bénéfiques sur différents modèles expérimentaux. Au cours de l’agression endothéliale induite par le LPS chez le rat, l’administration en prétraitement de la rhPCA prévenait le trouble de la perméabilité vasculaire pulmonaire indépendamment de son action anticoagulante et inhibait l’infiltration pulmonaire leucocytaire (107). La PCa prévenait également l’agression pulmonaire sur des modèles animaux de bactériémie (244). Sur un modèle ovin d’agression pulmonaire induite par l’inhalation de fumée et l’instillation intratrachéale de P. aeruginosa, l’administration intraveineuse de la rhPCA une heure après l’agression améliorait l’oxygénation (rapport PaO2/FiO2 à 118 ± 20 mm Hg dans le groupe rhPCA versus 74 ± 7 mm Hg dans le groupe contrôle à la 24ème heure) et le shunt intrapulmonaire (QS/QT à 0,65 ± 0,08 dans le groupe contrôle versus 0,45 ± 0,02 dans le groupe rhPCA à la 24ème  heure) (245). 

La PCa est aussi le premier agent biologique ayant montré un bénéfice significatif sur la survie des patients présentant un sepsis. En effet, en 2001, une étude multicentrique évaluant l’administration de la rhPCa au cours du sepsis a été publiée (étude PROWESS) (152). Dans cette étude, 1690 patients ont été randomisés pour recevoir pendant quatre jours une perfusion de PCa ou de placebo. La réduction de la mortalité absolue au 28e jour était de 6,1% avec une réduction du risque relatif de décès de 19,4% dans la population traitée par rapport au groupe placebo. Bien que le protocole de l’étude ne fût pas conçu pour évaluer le rôle de la PCa au cours de l’agression pulmonaire aiguë, une analyse ultérieure a montré que dans le groupe de patients ayant une dysfonction respiratoire (77,6% des patients dans le groupe placebo, 73,3% des patients traités), beaucoup d’entre eux avaient une agression pulmonaire aiguë ou un SDRA (246). La durée de l’agression pulmonaire aiguë était plus courte dans le groupe de patients traités par PCa en comparaison avec le groupe placebo. 
Une étude en double aveugle contre placebo a évalué la rhPCa sur un modèle humain d’inflammation pulmonaire induite par le LPS chez des volontaires sains. L’administration de rhPCa diminuait significativement l’infiltration pulmonaire des PNN et le chémotactisme des PNN (247). Les effets de la rhPCa sur la fonction des PNN représentent  le mécanisme potentiel par lequel la rhPCa améliore les patients au cours du sepsis. Cependant, les effets favorables de la PCa n’ont pas été retrouvés dans une étude récente évaluant l’administration de la PCa au cours d’une agression pulmonaire isolée. En effet, Matthay et al ont rapporté une étude contrôlée contre placebo pour évaluer l’administration de la PCa chez 75 patients après exclusion de ceux présentant un sepsis et un score de gravité (APACHE II) supérieur à 25. L’administration de PCa augmentait les concentrations plasmatiques de PC, diminuait l’espace mort pulmonaire mais ne modifiait pas le pronostic des patients (248).  
Dans notre travail, nous avons montré que l’administration de la rhPCa aggravait l’oxygénation au cours la pneumonie aiguë à Pa. Sur un modèle porcin d’agression pulmonaire induite par l’injection intraveineuse d’acide oléique, Richard et al ont montré que le prétraitement par la rhPCa pouvait également aggraver l’oxygénation (249). Dans cette étude, les rapports ventilation-perfusion étaient mesurés par tomographie par émission de positrons. Leurs résultats étaient similaires aux nôtres avec une aggravation de l’oxygénation (le rapport PaO2/FiO2 était à 303 ± 171 mm Hg à la fin de l’expérimentation dans le groupe rhPCA versus 547 ± 54 mm Hg dans le groupe placebo) avec une augmentation de la sécrétion plasmatique d’IL-6 et 8 dans le groupe rhPCA. L’aggravation des échanges gazeux était associée à une modification des rapports ventilation-perfusion avec une augmentation de la perfusion dans les zones pulmonaires œdémateuses et hémorragiques. L’administration de la PCa ne semble pas modifier l’œdème pulmonaire au cours de l’agression pulmonaire aiguë (245). Maybaeuer et al sur leur modèle d’inhalation de fumée et de sepsis n’ont pas mis en évidence de diminution de l’œdème pulmonaire après l’administration de rhPCa malgré l’amélioration observée sur les échanges gazeux. Leur travail a montré que l’amélioration de l’oxygénation était liée au modèle expérimental, en rapport avec une réduction sur le plan histologique de l’obstruction des voies aériennes par les moules bronchiques et une amélioration des rapports ventilation-perfusion plus que par des modifications de la coagulation ou de l’inflammation intraalvéolaire induite par la rhPCa. 
Dans notre travail, l’administration de la rhPCa tendait à augmenter l’eau extravasculaire pulmonaire au cours de la pneumonie aiguë à Pa. Murakami et al avaient montré que le prétraitement par la PCa pouvait réduire la perméabilité vasculaire et améliorer les lésions histologiques sur un modèle d’agression pulmonaire induite par l’injection intraveineuse de LPS (112). Ces effets étaient liés à l’inhibition de l’infiltration pulmonaire par les PNN. Dans notre travail, l’agression pulmonaire aiguë était très différente de celle de l’étude de Murakami. Dans notre modèle, l’agression pulmonaire était induite par des bactéries vivantes et pas seulement par un composant des bactéries ; de nombreux facteurs de virulence (comme les exotoxines) sont sécrétés par Pa et peuvent expliquer la sévérité de l’agression pulmonaire observée dans notre étude. Par ailleurs, dans l’étude de Murakami, l’agression pulmonaire impliquait le versant endothélial de la barrière alvéolo-capillaire alors que notre modèle implique les deux versants. Ensuite, nous avons utilisé la PCa non pas en prétraitement mais de façon concomitante à l’infection bactérienne. Notre travail soulève l’hypothèse suivante : la PCa administrée au stade très précoce de l’agression pulmonaire aiguë peut modifier l’équilibre complexe de la coagulation-fibrinolyse intraalvéolaire et perturber l’effet bénéfique initial qui vise à limiter le trouble de perméabilité de la barrière alvéolo-capillaire. La déposition locale de fibrine constitue en effet un mécanisme fondamental pour le poumon de limiter le risque de dissémination de l’agression ou de l’infection dans la circulation sanguine. Les effets de la PCa peuvent ainsi dépendre du moment de son administration par rapport à l’agression pulmonaire aiguë. Cependant, la stratégie de l’administration précoce de la rhPCA était indiquée dans notre étude afin de renforcer le paradigme clinique visant à administrer un traitement efficace dès que possible. Cette hypothèse peut être supportée par les résultats d’une autre étude issue de notre laboratoire. En effet, en utilisant le même modèle de pneumonie aiguë à Pa chez le rat, l’inhibition précoce de la formation de thrombine par l’antithrombine recombinante aggravait la perméabilité de la barrière alvéolo-capillaire et les lésions morphologiques pulmonaires (102). Ainsi, la modulation thérapeutique de la coagulation ou de la fibrinolyse intraalvéolaire au cours de la phase précoce de l’agression pulmonaire peut être considérée à risque d’aggravation. Au stade tardif de l’agression pulmonaire aiguë, l’administration de la rhPCA pourrait rétablir la fibrinolyse et atténuer l’intensité de la réponse inflammatoire.
2) Influence de la PCa sur l’équilibre hydrique pulmonaire
Dans notre travail, la rhPCa réduisait la clairance liquidienne pulmonaire au cours de l’agression pulmonaire aiguë induite par Pa. La résorption de l’œdème pulmonaire fait intervenir deux voies principales : vasculaire et lymphatique. La perméabilité de la barrière alvéolo-capillaire était altérée à la fois dans le groupe PNP et le groupe A-PNP. Le rapport du poids du poumon mouillé sur sec est le résultat de la combinaison de la clairance liquidienne alvéolaire et liquidienne. Dans le groupe pneumonique, la balance hydrique pouvait limiter l’augmentation de l’œdème pulmonaire et ainsi préserver l’oxygénation. Dans le groupe A-PNP, l’altération de la barrière alvéolo-capillaire est probablement responsable de l’augmentation de la clairance liquidienne pulmonaire, avec pour conséquence l’augmentation de l’œdème pulmonaire et l’altération des échanges gazeux. Nos résultats sont en concordance avec d’autres études qui ont montré que l’épithélium alvéolaire est bien plus résistant que l’endothélium vasculaire pulmonaire à l’agression pulmonaire aiguë (19, 250). Nous avons préalablement montré dans un autre modèle expérimental que ces discordances entre la clairance liquidienne alvéolaire et pulmonaire pouvaient être en relation avec la perméabilité de la barrière endothéliale (251). Dans notre travail, l’augmentation de la perméabilité de la barrière alvéolo-capillaire dans le groupe A-PNP peut dépasser les capacités de transport alvéolaire à l’origine d’une inondation alvéolaire.
La clairance liquidienne alvéolaire est préservée dans notre travail. Quatre heures après l’instillation intratrachéale de bactéries, la clairance liquidienne alvéolaire était significativement augmentée comparativement au groupe contrôle. Nous avons observé une augmentation de 27% à 48%. Dans un modèle murin comparable, Rezaiguia et al ont mis en évidence une augmentation de la clairance liquidienne alvéolaire de 30% à 45% (215). Dans cette étude, l’augmentation de la clairance liquidienne alvéolaire était en rapport avec un mécanisme dépendant du TNF-α. Elle était inhibée par l’amiloride et non influencée par le propranolol. L’administration d’un anticorps anti-TNF-α prévenait l’augmentation de la résorption et celle-ci était reproduite par l’instillation intratrachéale seule du TNF-α. Dans notre étude, nous avons mis en évidence une augmentation du TNF-α dans le liquide du LBA au cours de l’agression pulmonaire induite par Pa pouvant expliquer l’augmentation de la clairance liquidienne alvéolaire.


3) Interactions entre l’inflammation et la coagulation

Nous avons observé dans notre travail une augmentation des cytokines pro-inflammatoires dans le liquide de LBA dans le groupe PNP comparé au groupe d’animaux contrôles alors que ces cytokines n’étaient quasiment pas détectables dans le sang. Dans le groupe PNP, la sécrétion des cytokines TNF-α et d’IL-6 est essentiellement locale dans l’espace alvéolaire car les concentrations plasmatiques sont inférieures aux concentrations dans le compartiment alvéolaire. Dans le groupe A-PNP, nous avons observé une augmentation significative de la libération des cytokines dans le compartiment sanguin en comparaison du groupe contrôle et PNP suggérant une décompartimentalisation de la réponse inflammatoire avec libération de médiateurs inflammatoires dans le compartiment systémique. Richard et al ont trouvé des résultats similaires avec une augmentation plasmatique du TNF-α et de l’IL-6 après l’administration de la PCa (249).
L’administration de la rhPCa au cours de l’agression pulmonaire aiguë conduit à une augmentation des complexes TAT dans le liquide du LBA, alors que les concentrations plasmatiques n’étaient pas significativement différentes. La PCa est un inhibiteur du facteur Va et VIIIa et régule la formation de thrombine. Dans notre modèle, l’augmentation des TAT dans le LBA peut être le témoin indirect d’une augmentation de la perméabilité alvéolo-capillaire induite par la PCa, conduisant à l’accumulation de complexes TAT dans le compartiment alvéolaire. Cependant, ce mécanisme est peu probable du fait de l’absence d’augmentation des complexes TAT dans le compartiment vasculaire. L’épithélium alvéolaire a la capacité de générer de la thrombine indépendamment d’une activation de la coagulation. Les macrophages alvéolaires sont capables d’exprimer le FT et de synthétiser le facteur V qui peut favoriser la formation de thrombine via le complexe prothrombinase (252). Ainsi l’épithélium alvéolaire a ses propriétés procoagulantes propres. Les cellules épithéliales expriment des glycosaminoglycanes à leurs surfaces cellulaires capables de lier l’AT plasmatique et conduire à la génération de TAT dans le liquide alvéolaire (253). Cependant, nous pouvons émettre l’hypothèse que l’augmentation des complexes TAT dans le compartiment alvéolaire observée dans notre étude après l’administration de rhPCa soit secondaire à la perturbation de l’équilibre pro et anticoagulant au niveau alvéolaire. 
Durant les premières 72 heures du SDRA, l’activité procoagulante est maximale et l’activité antifibrinolytique est diminuée ; ensuite entre le 4e et le 15e jour l’inhibition de la fibrinolyse persiste alors que l’activité procoagulante est modérément augmentée. Dans ces conditions, l’inhibition de la déposition de fibrine apparait comme une approche thérapeutique intéressante. Cependant, notre travail suggère la possibilité d’induire des effets néfastes lors de l’augmentation de la fibrinolyse et l’inhibition de la coagulation intraalvéolaire au stade précoce du SDRA. L’inhibition précoce de la formation de thrombine par la PCa pourrait ainsi empêcher le « collematage » naturel de la fuite capillaire alvéolaire induite par l’agression bactérienne.
Ce travail a plusieurs limitations. Tout d’abord, des limitations liées au modèle, nous avons utilisé une agression pulmonaire aiguë très précoce alors que les patients en pratique clinique sont vus plus tardivement. Par ailleurs, nous avons utilisé de la PCa recombinante humaine sur un modèle murin, avec des différences d’espèces et de doses possibles. Ensuite, nous avons utilisé la PCa de façon concomitante à l’infection, ce qui est toujours préférable à l’administration en prétraitement mais qui reste très éloigné de la pratique clinique.
B) Implication du tonus adrénergique sur l’équilibre hydrique pulmonaire au cours de l’agression pulmonaire aiguë infectieuse
Dans la deuxième partie de notre travail, nous avons évalué une autre stratégie pharmacologique visant à évaluer le tonus β-adrénergique sur l’équilibre hydrique pulmonaire sur un modèle de pneumonie aiguë. Différentes études expérimentales ont montré que les catécholamines pouvaient augmenter les capacités de résorption de l’œdème pulmonaire par l’épithélium alvéolaire au cours du choc septique, du choc hémorragique et au cours de l’agression pulmonaire aiguë d’origine neurogénique (183, 208, 254). Cependant les effets des catécholamines endogènes au cours d’une pneumonie aiguë bactérienne n’avaient pas été caractérisés. Une étude récente avait montré que la pneumopathie à virus influenza pouvait inhiber le transport actif de sodium dépendant du canal ENaC in vitro sur des cultures cellulaires épithéliales de type II et aussi in vivo avec une diminution de la clairance liquidienne alvéolaire (255). 
Les catécholamines endogènes peuvent également avoir un effet favorable sur la perméabilité de la barrière alvéolo-capillaire, notamment au cours de l’état de choc hémorragique (207).  
Ainsi dans la première partie de ce travail, nous avons validé un modèle de pneumopathie aiguë à E. coli afin d’évaluer le rôle du tonus β-adrénergique endogène sur l’équilibre hydrique pulmonaire. L’instillation intratrachéale d’E. coli induisait à 4 heures une pneumonie sévère qui était confirmée sur le plan histologique par un œdème alvéolaire et interstitiel associé à une infiltration pulmonaire par les cellules inflammatoires. Cet aspect histologique était associé à une augmentation de l’eau extravasculaire pulmonaire et à une augmentation de la perméabilité vasculaire pulmonaire. Les gaz du sang objectivaient une insuffisance respiratoire aiguë avec une acidose, une hypoxémie et une hypercapnie. L’ensemble de ces données permettait de valider notre modèle de pneumopathie infectieuse aiguë à E. coli.
L’inhibition du tonus β-adrénergique endogène par le propranolol aggravait les échanges gazeux et augmentait l’eau extravasculaire pulmonaire des animaux présentant une pneumonie aiguë à E. coli. La fréquence cardiaque et la pression artérielle étaient diminuées après l’administration de propranolol confirmant ainsi son activité pharmacologique. Après l’administration de propranolol, le trouble de la perméabilité vasculaire pulmonaire était augmenté au cours de la pneumonie aiguë à E. coli. Une augmentation de la perméabilité vasculaire pulmonaire avait déjà été rapportée au cours du choc hémorragique du fait d’une augmentation de la réponse inflammatoire faisant intervenir l’activation de NFkB et la sécrétion de cytokines (256). Le fait que la stimulation β-adrénergique puisse améliorer la perméabilité endothéliale pulmonaire a été évaluée sur différents modèles expérimentaux et une étude a été réalisée chez l’homme. Sur un modèle expérimental d’ischémie reperfusion de poumons isolés de lapin, l’administration d’isoprotérénol (10-5 M), d’adenyl cyclase et d’AMPc atténuaient l’augmentation de la perméabilité endothéliale (257). L’isoproténérol (10-3 M) réduisait la perméabilité basale à l’albumine et prévenait l’augmentation de perméabilité induite par la thrombine in vitro sur des cultures de cellules endothéliales d’artères pulmonaires (258). La stimulation β-adrénergique peut améliorer la perméabilité endothéliale pulmonaire en modifiant les phénomènes de contractions cellulaires endothéliales et en réduisant les espaces intercellulaires (259, 260). 
Liu et al ont en effet démontré que la protéine kinase A (PKA), impliquée dans la transmission de l’activité des récepteurs dépendants du système adényl cyclase-AMPc intervenait dans la régulation de la barrière endothéliale. In vitro, sur des cultures de cellules endothéliales, l’inhibition de la PKA induisait un réarrangement du cytosquelette avec la formation de fibres de stress d’actine impliquées dans la motilité cellulaire et l’augmentation des espaces intercellulaires au niveau de l’endothélium. Les auteurs ont montré que cette inhibition de la PKA induisant la formation de fibres de stress et la contraction cellulaire passait par l’activation de la voie de signalisation des protéines kinases activées par des signaux extracellulaires (ERK : extracellular signal related kinase) et par son activateur en amont, raf 1. Ainsi, des interactions existent donc entre l’AMPc et la voie de signalisation ERK pour l’organisation du cytosquelette des cellules endothéliales et la régulation de la barrière. Une étude évaluant la perméabilité vasculaire pulmonaire a été réalisée chez l’homme en mesurant l’extravasation pulmonaire d’un traceur radioactif plasmatique (protéines marquées à la transferrine radioactive). Chez 10 patients présentant un SDRA, l’administration de terbutaline sur 30 minutes par voie intraveineuse réduisait la perméabilité vasculaire pulmonaire chez 6 patients (261). Dans notre travail, l’inhibition du tonus β-adrénergique endogène augmentait le trouble de perméabilité endothéliale pulmonaire et aggravait l’œdème pulmonaire. Par ailleurs, les catécholamines peuvent moduler l’expression de cytokines pro-inflammatoires. La production de TNF-α induite par la stimulation des macrophages par le LPS bactérien était augmentée par les agonistes α-adrénergiques (262). La stimulation des récepteurs β-adrénergiques diminuait la sécrétion de TNF-α et d’IL-6 in vitro, sur des cultures de macrophages humains (263) et diminuait l’inflammation pulmonaire induite par le LPS (264). Chez des volontaires sains, le prétraitement par l’adrénaline réduisait l’augmentation de la sécrétion sérique de TNF-α induite par le LPS (265). A l’inverse, le prétraitement par adrénaline augmentait les taux circulants de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 chez des volontaires sains ayant reçu une perfusion d’endotoxine. Enfin, toujours chez des volontaires sains, l’inhalation de salmétérol suivie d’une inhalation de LPS bactérien exerçait des effets anti-inflammatoires locaux avec inhibition de l’infiltration pulmonaire par les PNN, et de leurs dégranulations, diminution de la sécrétion intraalvéolaire de TNF-α et de l’expression HLA-DR sur les macrophages alvéolaires (264). 
La modulation de la réponse inflammatoire par les catécholamines fait intervenir la voie d’activation du NFkB et d’un facteur régulateur de la transcription, l’élément protéique de liaison à l’AMPc, le CREB (cAMP response element binding protein). Les récepteurs β-adrénergiques sont couplés par l’intermédiaire de la protéine G, à l’adényl cyclase, qui stimule la production d’AMPc et l’activation de la PKA qui conduit à la phosphorylation de CREB et l’activation du NFkB (266). Dans notre travail, nous avons mis en évidence une augmentation des concentrations plasmatiques de MIP-2 dans le groupe traité par le propranolol suggérant une augmentation de la réponse inflammatoire lors de l’inhibition du tonus β-adrénergique endogène. 
Dans notre étude, l’inhibition du tonus β-adrénergique endogène diminuait la clairance liquidienne alvéolaire. Ces résultats montrent que les catécholamines endogènes à la phase initiale de la pneumonie à E. coli peuvent induire un effet protecteur visant à réduire la formation de l’œdème pulmonaire. Dans notre travail, nous avons observé une augmentation plasmatique des catécholamines endogènes au cours de la pneumonie aiguë en comparaison des animaux contrôles. La norépinéphrine est une catécholamine non sélective ayant des effets α-adrénergiques prédominants mais aussi β-adrénergiques (267). L’administration de norépinéphrine sur des poumons de fœtus de moutons et de nouveaux nés de cobayes diminuaient la production de liquide pulmonaire via l’activation des récepteurs α-adrénergiques (268, 269). Ces données ont été confirmées sur un modèle animal murin. La norépinéphrine augmentait la résorption de liquide alvéolaire via l’activation des récepteurs α1 et β-adrénergiques et non par les récepteurs α2-adrénergiques. In vitro, sur des cultures de cellules alvéolaires de type II, ces effets étaient secondaires à une stimulation de la pompe Na+/K+-ATPase au pôle basolatéral des cellules (270). La stimulation β1-adrénergique pouvait également augmenter la clairance liquidienne alvéolaire sur des cobayes anesthésiés et ventilés (271). La dénopamine, un agoniste sélectif des récepteurs β1-adrénergiques pouvait augmenter la clairance liquidienne alvéolaire de façon dose dépendante ex vivo sur des poumons de rats et de cobayes. Cette stimulation de clairance survenait sans augmentation de l’AMPc suggérant un effet indépendant de l’AMPc (272) mais faisant intervenir le canal CFTR (273). La stimulation β1-adrénergique inhibait également la réponse de l’épithélium alvéolaire pour la clairance liquidienne à des concentrations élevées de terbutaline (10-3 M) sur un modèle ex vivo de poumons chez le rat (274). 
Quant aux β2-agonistes, ils stimulent la clairance liquidienne alvéolaire en augmentant le transport transépithélial de sodium et le transport de chlore. L’augmentation d’AMPc intracellulaire conduit à une augmentation du transport de sodium par une stimulation de l’expression (186) et de l’activité du canal ENaC sur les cellules épithéliales de type II (275). La phosphorylation de la sous unité α de la pompe Na+/K+-ATP est augmentée ainsi que la probabilité d’ouverture du canal ENaC. De plus, une augmentation du transport du canal à la membrane apicale et de la pompe Na+/K+-ATPase au pôle basolatéral a été mise en évidence. Les β2-agonistes augmentent l’activité du CFTR (276), son expression sur les cellules épithéliales des voies aériennes (277) et le courant de chlore par le CFTR par un mécanisme dépendant de l’AMPc (192). La stimulation β-adrénergique de la clairance liquidienne alvéolaire peut être inhibée par un antagoniste spécifique β2-adrénergique suggérant que la stimulation β2-adrénergique est le mécanisme prédominant  régulant cette activité (278).
Sur des modèles expérimentaux de choc septique et d’état de choc hémorragique de courte durée, la clairance liquidienne alvéolaire pouvait être stimulée par les catécholamines. Cet effet était associé à une augmentation marquée de la concentration plasmatique en épinephrine endogène (10-8 M) et la stimulation de clairance pouvait être inhibée par un antagoniste β-adrénergique (183, 207). A l’inverse, au cours de l’état de choc hémorragique expérimental prolongé la clairance alvéolaire dépendante de l’AMPc était inhibée (279). Cet effet impliquait les PNN et faisait intervenir des radicaux libres de l’oxygène et de l’azote. Les β2-agonistes peuvent stimuler la clairance liquidienne alvéolaire dans d’autres modèles expérimentaux : l’œdème pulmonaire hydrostatique (228), l’agression pulmonaire induite par l’hyperoxie (280) et l’agression pulmonaire induite par la ventilation mécanique (281). Par ailleurs, les β2-agonistes peuvent restaurer la diminution de clairance liquidienne alvéolaire induite par l’hypoxie (221). Dans notre travail, l’augmentation de la clairance liquidienne alvéolaire au décours de l’instillation d’E. coli était atténuée par l’amiloride, indiquant que cette stimulation était dépendante de la fixation de sodium sur la cellule épithéliale alvéolaire. Cette augmentation de clairance était inhibée par le propranolol, suggérant un mécanisme dépendant des récepteurs β-adrénergiques. Ainsi, nos résultats indiquent que la sécrétion de catécholamines endogènes au cours de la pneumonie aiguë à E. coli peut induire une stimulation du transport de sodium à travers l’épithélium alvéolaire, dépendante des récepteurs β-adrénergiques.

C) Stimulation β2-adrénergique exogène au cours de la pneumopathie aiguë à Pa
Dans la dernière partie de notre travail, nous avons évalué l’équilibre hydrique pulmonaire après l’administration intraalvéolaire de β2-agonistes au cours de la pneumonie aiguë à P. aeruginosa. Dans ce modèle expérimental, les animaux étaient anesthésiés et bénéficiaient d’une ventilation mécanique pour une agression pulmonaire aiguë induite par Pa. La stimulation exogène β2-adrénergique administrée au décours de la pneumonie aiguë réduisait la formation de l’œdème pulmonaire en diminuant le trouble de perméabilité vasculaire pulmonaire et en augmentant la clairance liquidienne alvéolaire. Ces effets étaient inhibés par le propranolol, un β-antagoniste non sélectif. Sur un modèle d’agression pulmonaire aiguë induite par l’instillation intratrachéale d’acide chlorhydrique, McAuley et al avaient trouvé des résultats similaires aux nôtres avec un effet bénéfique de l’administration intratrachéale de salmétérol sur la perméabilité vasculaire et la résorption de l’œdème pulmonaire (282). Une concentration plasmatique de 10-8 M d’épinéphrine était requise pour augmenter la clairance liquidienne alvéolaire sur des poumons normaux de chiens (283) et pour la norépinéphrine, la clairance liquidienne alvéolaire maximale était obtenue pour des concentrations de 10-4 M chez le rat (270). Les études expérimentales ont démontré que la terbutaline et le salmétérol pouvaient stimuler la clairance liquidienne alvéolaire sur des modèles animaux et ex vivo sur des poumons humains lorsque des concentrations de 10-5 à 10-6 M étaient obtenues dans le liquidienne alvéolaire (179, 180). Chez des patients présentant une agression pulmonaire aiguë, les dosages d’épinéphrine et de norépinéphrine dans le plasma et le liquide de LBA étaient en moyenne de 10-9 M. Sakuma et al ont montré sur un modèle de poumons humains isolés que l’utilisation de ces concentrations d’épinephrine et de norépinéphrine ne stimulait pas la clairance liquidienne alvéolaire (284). Des concentrations plus élevées d’épinéphrine (10-7 M) augmentait la clairance liquidienne alvéolaire de 84% par rapport au contrôle. Cette étude suggère donc que les concentrations en catécholamines endogènes ne sont probablement pas suffisantes pour stimuler la clairance liquidienne alvéolaire chez l’homme au cours de l’agression pulmonaire aiguë. Ainsi, l’administration exogène d’une stimulation dépendante de l’AMPc pourrait probablement accélérer la résorption de l’œdème alvéolaire au cours de l’agression pulmonaire aiguë. 
Chez des patients intubés et ventilés pour un SDRA, après l’administration d’un aérosol de 5 mg d’albutérol, la concentration moyenne d’albutérol dans le liquide LBA était de 10-5 à 10-6 M, une concentration potentiellement efficace pour favoriser la résorption de l’œdème alvéolaire (285). Dans notre travail, l’administration par voie locale de 10-4 M de terbutaline au décours de l’instillation intratrachéale de Pa réduisait l’œdème pulmonaire en stimulant la clairance liquidienne alvéolaire et en conservant les effets sur la perméabilité endothéliale.
CONCLUSION

PERSPECTIVES
Nous avons montré qu’en utilisant des stratégies pharmacologiques différentes, la balance hydrique pulmonaire pouvait être modulée in vivo au cours de nos modèles d’agression pulmonaire aiguë secondaire à une pneumonie bactérienne.

L’administration de rhPCa à la phase précoce de l’agression pulmonaire aiguë induite par Pa tend à augmenter la formation de l’œdème pulmonaire avec une perte de la compartimentalisation de la réponse inflammatoire. Ces effets peuvent être en rapport avec l’inhibition de la formation de thrombine par la rhPCa, suggérant un bénéfice probable de l’activation précoce de la coagulation au cours de l’agression pulmonaire aiguë pour limiter à la fois l’extension de l’agression et les troubles de la perméabilité de la barrière alvéolo-capillaire. A un stade plus tardif de l’agression pulmonaire aiguë, la modulation de l’hémostase par la rhPCa pourrait être utile pour restaurer les capacités fibrinolytiques et limiter l’intensité de la réponse inflammatoire. D’autres études sont indispensables à réaliser afin de mieux comprendre les interactions complexes entre la coagulation et l’inflammation pulmonaire. Ainsi, le mode d’action de la PCa, les voies d’administration possibles et les indications potentielles, notamment à quel moment de l’agression pulmonaire aiguë la PCa doit être administrée, seront à préciser dans l’avenir. La modulation de la coagulation sur le versant de la fibrinolyse reste également un axe de recherche expérimentale à explorer. 
Par ailleurs, nous avons montré que la stimulation β-adrénergique jouait un rôle important dans l’équilibre hydrique pulmonaire. En effet, l’inhibition du tonus β-adrénergique endogène aggravait l’œdème pulmonaire en augmentant le trouble de perméabilité vasculaire pulmonaire et en diminuant la clairance liquidienne alvéolaire au cours de la pneumonie aiguë à E. coli. Notre étude suggère donc que le tonus β-adrénergique endogène peut avoir un effet bénéfique en limitant le trouble de perméabilité vasculaire et en stimulant la clairance liquidienne alvéolaire à la phase précoce de la pneumonie à E. coli afin de limiter l’aggravation de l’œdème pulmonaire. Enfin, la stimulation exogène β2-adrénergique diminue l’œdème pulmonaire et le trouble de perméabilité endothéliale pulmonaire. Les catécholamines peuvent stimuler la clairance liquidienne alvéolaire, moduler les voies de signalisations intracellulaires et être administrées localement dans les poumons. Ces propriétés confèrent aux catécholamines un intérêt thérapeutique potentiel. L’action immunomodulatrice des catécholamines doit donc continuer à être explorée afin de mieux préciser les effets bénéfiques ou délétères de ces agents au cours du SDRA. 
Des études cliniques chez l’homme doivent également être réalisées afin d’évaluer le rôle potentiel des thérapeutiques β2 stimulantes sur la résorption de l’œdème alvéolaire et de préciser leur intérêt sur le pronostic des patients. Enfin, une prise en charge thérapeutique associant un meilleur contrôle de la réponse inflammatoire et une restauration de la fonction épithéliale alvéolaire devrait conduire éventuellement à améliorer le pronostic des patients présentant un œdème pulmonaire lésionnel.
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RESUME

L’agression pulmonaire aiguë et le syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA) sont caractérisés par une augmentation de la perméabilité de la barrière alvéolo-capillaire à l’origine de l’exsudation d’un liquide d’œdème riche en protéines conduisant à une altération sévère des échanges gazeux. En dépit des progrès réalisés ces dernières années dans la prise en charge des patients, la mortalité demeure élevée (30-40%) (1). L’agression pulmonaire aiguë est marquée par un état procoagulant et antifibrinolytique à l’origine de dépôts de fibrine et de membranes hyalines dans le poumon distal (2). La protéine C activée est un important régulateur de la coagulation et exerce des propriétés anti-inflammatoires pulmonaires (3). 
Ainsi, dans un premier temps, notre travail a consisté à caractériser l’équilibre pulmonaire au cours de l’administration de protéine C activée in vivo sur un modèle murin de pneumopathie aiguë à P. aeruginosa (Pa). Nos résultats ont montré que l’administration de PCa à la phase précoce de l’agression pulmonaire aiguë induite par Pa tendait à augmenter la formation de l’œdème pulmonaire avec une perte de la compartimentalisation de la réponse inflammatoire. Dans un deuxième temps, nous avons évalué l’équilibre hydrique pulmonaire dépendant du tonus β-adrénergique endogène au cours de la pneumonie aiguë à E. coli. L’inhibition du tonus β-adrénergique endogène induisait une augmentation de l’œdème pulmonaire en diminuant la résorption de l’œdème alvéolaire et en majorant le trouble de perméabilité vasculaire pulmonaire. Enfin, la stimulation β2-adrénergique exogène diminuait l’œdème pulmonaire au décours de la pneumonie à Pa. 
Ainsi, des approches pharmacologiques différentes peuvent moduler l’équilibre hydrique pulmonaire au cours des pneumonies aiguës. Les connaissances fondamentales acquises au cours de ce travail de thèse seront directement valorisables par la mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques au cours de l’agression pulmonaire aiguë secondaire à la pneumonie aiguë.
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