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Résumé et mots clés

Alors que le choc hémorragique représente la premiére cause de mortalité précoce chez les patients
subissant un traumatisme sévere, la défaillance d’organes est responsable d’une mortalité tardive
chez cette population. Les alarmines, molécules libérées en situation d’ischémie-reperfusion et
capables d’induire une réponse inflammatoire systémique et locale, représentent potentiellement
une cible thérapeutique afin de minimiser la défaillance d’organes post-traumatique. L’acide
urique est une molécule pro-inflammatoire et pro-apoptotique libérée en situation de choc
hémorragique dont les effets au niveau des organes sont peu investigués. Le premier volet de ce
mémoire présente une preuve de concept que ’acide urique joue un rdle clé dans I’atteinte
hépatique et intestinale dans un modéle animal de choc hémorragique, et sera présenté sous forme
de manuscrit soumis. Le deuxiéme volet de ce mémoire présente des données préliminaires d’une
¢tude clinique prospective visant a évaluer la cinétique de 1’acide urique chez une cohorte de

patients traumatisés.

Volet animal

Un choc hémorragique a été¢ induit chez des rats Wistar en retirant du volume circulant titré a une
tension artérielle moyenne (TAM) de 30-35 mmHg pendant 60 minutes. Les rats ont été réanimés
avec une solution composée de sang retiré et de lactate ringer (1 :1), avec ou sans Uricase, une
enzyme recombinante qui métabolise I’acide urique. Les résultats démontrent une diminution
significative de plusieurs marqueurs d’hépatolyse (AST, ALT), inflammatoire (ICAM-1, MPO,
TNF-alpha, IL-1, Caspase-1) et apoptotique (Caspase-3, -8, Bax/BCL-2, pAKT/AKT) au sein du

groupe uricase. L’intervention sur 1’acide urique a également pu prévenir 1’augmentation de la



perméabilité intestinale suite au choc hémorragique, de méme que la translocation de produits

bactériens en circulation (LPS).

Volet clinique

Vingt patients subissant un choc hémorragique traumatique ont été recrutés de fagcon prospective
a ’Hopital Sacré-Coeur de Montréal, dans le cadre d’un projet pilote soutenu par le consortium de
trauma du FRSQ. Des prélevements d’acide urique sérique ont été¢ effectués de facon sériée
pendant 7 jours. Les critéres de faisabilité, notamment les taux de consentement (95%) et
d’observance des prélévements sériés (90% pour le premier prélévement, 65% pour les
prélevements aux 4 heures, et 73% pour les prélévements aux 8 heures) ont été jugés acceptables.
Les cinétiques d’acide urique étaient reproductibles dans I’ensemble de la cohorte (R? = 0.87).
L’aire sous la courbe était significativement plus élevée chez les patients avec un score de

défaillance d’organes plus élevé a 72h (SOFA>6).

Conclusions

Bien que les mécanismes demeurent a €lucider, ces travaux démontrent que ’acide urique est
important médiateur dans ’atteinte des organes suivant un choc hémorragique. Cette molécule
représente potentiellement une cible thérapeutique dont I’objectif ultime est de minimiser la

défaillance d’organes suite au choc hémorragique.

Mots clés : Choc hémorragique, traumatisme, alarmines, acide urique, défaillance d’organes.



Summary and key words

While hemorrhagic shock is the first cause of early mortality among severe trauma patients, organ
failure leads to late mortality and morbidity in this population. Alarmins, molecules released after
ischemia-reperfusion, are able to activate local and systemic inflammatory pathways and
potentially represent a therapeutic target to minimize organ failure. Uric acid is a pro-inflammatory
and pro-apoptotic molecule released after hemorrhagic shock and its role pertaining to organ
failure is incompletely studied. The first part of this thesis presents a proof of concept that uric
acid plays a key role in liver and intestinal damage in an animal model of hemorrhagic shock; it
will be presented in the format of a submitted article. The second part of this thesis presents
preliminary data from a prospective observational clinical study evaluating uric acid kinetics in a

cohort of trauma patients.

Animal study

Hemorrhagic shock was induced with blood withdrawal among Wistar rats for a target mean
arterial blood pressure of 30-35 mmHg for 60 minutes. Animals were resuscitated with a 1 :1 mix
of Ringer Lactate and drawn blood with or without Uricase, a recombinant enzyme that
metabolizes uric acid. Results show a statistically significant decrease in hepatocellular damage
(plasma AST and ALT), inflammatory markers (ICAM-1, MPO, TNF-alpha, IL-1, Caspase-1) and
apoptotic markers (Caspase-3, -8, Bax/BCL-2, pAKT/AKT) among the Uricase group. The
intervention on uric acid also prevented increased intestinal permeability and bacterial product

(LPS) translocation.



Clinical study

Twenty patients sustaining major trauma with hemorrhagic shock were prospectively recruited at
Montreal Sacré-Coeur Hospital, in the context of a pilot study funded by the FRSQ trauma
consortium. Uric acid concentration was determined serially for 7 days after trauma. Feasibility
criteria, notably consent rate (95%), sampling observance rate (90% for first sample, 65% for
samples every 4 hours, and 73% for samples every 8 hours) were considered acceptable. Uric acid
kinetics were reproducible among the entire cohort (R?> = 0.87). The area under the curve was
significantly increased among patients with higher sequential organ failure assessment score at

72h (SOFA>6).

Conclusions

Although mechanisms remain to be elucidated, these studies show that uric acid is an important
mediator for the development of organ damage after hemorrhagic shock. This molecule potentially
represents a therapeutic target with the ultimate goal of minimizing organ failure after hemorrhagic

shock.

Key words : Hemorrhagic shock, trauma, alarmins, uric acid, organ failure.
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Mise en contexte

Plus de 200000 canadiens sont hospitalisés chaque année en raison de traumatismes multiples,
représentant la premiére cause de mortalité chez les patients entre 0 et 45 ans'. La mortalité des
patients séverement polytraumatisés suit une distribution tri-modale, ou 50-60% des déces
surviennent sur la scéne (mortalit¢é immédiate), 15-30% dans les premieres 24 heures suivant
I’événement (mortalité précoce), et 10-40% apres les premieres 24 heures suivant le traumatisme
(mortalité tardive)®>. Alors que le traumatisme cranio-cérébral et le choc hémorragique sont
majoritairement responsables des pics de mortalité immédiat et précoce, le sepsis et la défaillance
d’organes multiples sont les deux principales causes de mortalit¢ tardive chez les patients
sévérement polytraumatisés®>. En général, la mortalité sur la scéne refléte des 1ésions traumatiques
menant a une exsanguination ou un déces neurologique immédiats, ou le pronostic est difficilement
modifiable étant donné la 1étalité des lésions. Les taux de mortalité précoce dépendent de la
sévérit¢ du traumatisme, de la rapidit¢ du transport pré-hospitalier vers des centres de
traumatologie tertiaire et de la qualité de la prise en charge initiale des polytraumatisés, dictée par
I’Advanced Trauma Life Support (ATLS). L’ATLS permet de standardiser la prise en charge
initiale des polytraumatisés afin de la rendre efficace et sécuritaire, mettant 1’accent sur la
reconnaissance rapide du choc, la réanimation volumique avec des produits sanguins et le contrdle
précoce de I’hémorragie. Malgré ces stratégies contemporaines, jusqu’a 69% des survivants
initiaux développeront une défaillance d’organes multiples, laquelle persistera au-dela de 7 jours

chez environ 30% des patients, responsable du troisiéme pic de mortalité tardif>.
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L’hypoxie et la nécrose tissulaire, générées a la fois par 1’énergie du traumatisme transférée
directement aux tissus et par I’ischémie-reperfusion dans un contexte de choc, favorisent la
libération d’alarmines, molécules libérées directement par les tissus en souffrance et capables
d’activer directement et stérilement le systtme immunitaire inné, contribuant au syndrome de
réponse inflammatoire systémique (SIRS) observé chez les polytraumatisés®. Le SIRS engendré
par ces phénomenes peut s’avérer démesuré et contribuer a la défaillance d’organes multiples et a
la mortalité. En effet, plusieurs études ont établi une association entre la magnitude du SIRS et le
risque de défaillance d’organes et de mortalité suivant un traumatisme sévére>®. Cependant,
aucune intervention ciblant cette réponse inflammatoire n’a été développée de facon robuste en
traumatologie, le soutient des organes (ventilation mécanique, réanimation transfusionnelle,
vasopresseurs, hémodialyse) et le traitement des infections tardives demeurant les principales
options thérapeutiques. Etant donné 1’association entre la magnitude du SIRS et le risque de
défaillance d’organes et de mortalité, il est donc possible que le pronostic des polytraumatisés soit
en partie dicté dés le début par le degré de libération des alarmines qui initient ces phénomenes;
c’est la raison pour laquelle notre groupe s’est intéressé au role de 1’acide urique, avec la possibilité

d’utiliser une intervention pharmacologique lors de la réanimation du choc hémorragique.

L’acide urique, un produit métabolique provenant de la dégradation des purines par I’enzyme
xanthine oxydase, est une alarmine avec des effets pro-inflammatoires bien établis’. Bien
qu’incriminé en tant que médiateur essentiel dans la pathophysiologie de conditions
inflammatoires aigues comme le syndrome de lyse tumorale et la goutte, peu de littérature a étudié
son rdle dans le contexte des soins intensifs et des polytraumatisés®!°. Pourtant, sa libération a été

décrite non seulement au sein de modéles animaux de choc hémorragique!'!?, mais également
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chez les patients atteints de sepsis sévére et victimes de traumatismes graves (Etude DYNAMIC,
NCTO01355042, données non-publiées). Sa libération est probablement liée a 1’ischémie-
reperfusion et au trauma tissulaire direct qui augmentent la lyse cellulaire, menant a la libération
de purines qui doivent étre métabolisées en acide urique pour excrétion rénale’. Des données
publiées par notre laboratoire ont démontré son rdle clair dans D’atteinte inflammatoire et
apoptotique des reins et des poumons suite au choc hémorragique'®. Cependant, la littérature
demeure mitigée quant a son rdle dans l’atteinte hépatique et intestinale. Certains modeles
animaux, avec une survie limitée a quelques heures, ont démontré un role protecteur, alors que
d’autres ont démontré un role délétére via I’administration d’inhibiteurs de la xanthine oxidase!'#
20, Par contre, ces études incriminaient non pas 1’acide urique en tant que médiateur direct, mais
bien I’inhibition de la xanthine oxidase et la production de radicaux libres, lesquels ont des effets
pro-inflammatoires et pro-apoptotiques. L’acide urique était donc mesuré comme un marqueur de
bon fonctionnement des inhibiteurs de la xanthine oxidase administrés pour diminuer la production

de radicaux libres, et non comme médiateur direct.

Ces controverses forment donc la base de mon sujet de maitrise : une opportunité non seulement
d’améliorer les connaissances scientifiques portant sur le réle de ’acide urique dans I’atteinte
entéro-hépatique suite au choc hémorragique, mais surtout de contribuer a la transition clinique de
ces concepts et ultimement d’améliorer le pronostic des patients sévérement traumatisés. Ce
mémoire portera sur le role de 1’acide urique en tant que médiateur et cible thérapeutique dans la
défaillance d’organes multiples suite au choc hémorragique traumatique. En premier lieu, une
révision des concepts essentiels au développement de la réponse inflammatoire systémique et de

la défaillance d’organes chez les polytraumatisés fera 1’objet des Chapitres 1 et 2. Le Chapitre 1
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abordera les concepts de choc hémorragique traumatique et ses particularités. Les mécanismes
d’ischémie-reperfusion et d’activation du systéme immunitaire seront décrits, de méme que les
cibles thérapeutiques cytoprotectrices étudiées. Le Chapitre 2 portera sur 1’acide urique en tant
qu’alarmine capable d’induire une réponse inflammatoire systémique et de contribuer a la
défaillance d’organes dans un contexte de choc hémorragique traumatique. Le reste du mémoire
sera consacré a mes travaux de recherche, qui comportent un volet pré-clinique étudiant le role
actif de I’acide urique dans I’atteinte hépatique et intestinale, et un volet clinique visant a
caractériser la cinétique de ’acide urique sérique suite au choc hémorragique traumatique. Le
Chapitre 3 présentera donc la méthodologie et les résultats de mon projet préclinique sous forme
de manuscrit soumis. Le Chapitre 4 présentera la méthodologie et les résultats préliminaires d’une
¢tude pilote prospective visant a déterminer la cinétique de I’acide urique suite au choc
hémorragique traumatique et dont le recrutement est toujours en cours a 1’écriture de ce mémoire.
Le Chapitre 5 présentera une discussion des résultats présentés dans ce mémoire. Le Chapitre 6

conclura le mémoire.
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Chapitre 1 Revue des connaissances

1.1 Le choc hémorragique traumatique et ses particularités

1.1.1 Pathophysiologie, mécanismes de compensation et de décompensation

L’état de choc est défini comme I’incapacité a répondre aux besoins métaboliques au niveau
cellulaire en raison d’une délivrance en oxygéne et d’une élimination métabolique insuffisantes?!.
D’un point de vue hémodynamique, le choc hémorragique cause une diminution de la perfusion
tissulaire en diminuant le volume circulant, engendrant une diminution du retour veineux au niveau
cardiaque®'2. Le débit cardiaque étant directement proportionnel au retour veineux, une perte de
volume circulant significative meéne a une diminution du débit cardiaque et de la perfusion
tissulaire. Jusqu’a un certain point, des mécanismes physiologiques permettent de compenser ces
phénoménes (figure 1.1): 1) Dactivation du systéme sympathique et I’inhibition du systéme
parasympathique augmentent la fréquence cardiaque, la contractilit¢ cardiaque et le tonus
vasculaire au niveau des organes non-essentiels (peau, systéme gastro-intestinal); 2) 1’activation
du systéme rénine/angiotensine/aldostérone augmente le tonus vasculaire et permet de compenser
la perte du volume circulant en augmentant la rétention hydrosodée; 3) le mouvement liquidien
permet d’augmenter le volume circulant via les fluides interstitiels; 4) 1’autorégulation circulatoire
permet de préserver la perfusion des organes essentiels tels le cceur et le cerveau au détriment des
autres organes®'?2, De fagon pragmatique, ces mécanismes de compensation maintiennent les
patients en vie jusqu’a ce que des mesures de réanimation et de controle hémorragique soient mises
en place. L’¢état de choc devient donc réversible si les patients sont traités adéquatement et dans
un délai raisonnable. Peitzman et al ont démontré au sein d’un modéle murin de choc hémorragique

que, pour un méme déficit en volume circulant, la durée du choc (>1 heure) pouvait le rendre
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irréversible malgré une réanimation volumique standard (figures 1.2 et 1.3), d’ou le célebre golden
hour fréquemment cité en traumatologie?’>. L hypoperfusion prolongée méne a une ischémie et
éventuellement a une mort cellulaire qui aura plusieurs effets délétéres : 1) dysfonction générale
des tissus, notamment du systéme cardiovasculaire, des reins, du systéme nerveux central, du
systtme gastro-intestinal (barriéres muqueuses, fonction hépatique); 2) dysfonction
microcirculatoire menant a une perte du tonus vasomoteur compensatoire et & une perte
d’autorégulation des organes essentiels; et 3) libération d’alarmines et activation d’une réponse
inflammatoire, exacerbant les 1ésions tissulaires et la perte du tonus vasomoteur??. Une autre limite
de ces mécanismes est évidemment 1’incapacité a compenser complétement pour une perte de
volume circulant importante (>40%)?2. Ceci est bien illustré par les classes du choc hémorragique,
ou la perte de >40% du volume circulant méne a une compensation maximale, sans toutefois

maintenir une perfusion tissulaire adéquate®!.
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Figure 1.1: mécanismes de compensation physiologiques suite au choc hémorragique.
Peitzman et al, 1995. Licence d’autorisation obtenue avec RightLink.
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1.1.2 La réponse inflammatoire
Outre les mécanismes de compensation cités ci-haut, le choc hémorragique traumatique se
distingue par le développement d’une réponse inflammatoire importante et d’'une coagulopathie

823 Les patients polytraumatisés subissent une forme extréme de lésions tissulaires,

traumatique
qu’elles soient directement causées par I’énergie du traumatisme (Iésion tissulaire directe) ou par
I’hypoperfusion systémique dans un contexte de choc (Iésion d’ischémie-reperfusion). La réponse
inflammatoire systémique est initiée par la libération d’alarmines suite a I’hypoxie cellulaire et au
traumatisme tissulaire, molécules définies par leur libération en situation de souffrance cellulaire
et leur capacité a activer directement le systéme immunitaire inné*. Ceci induit la production de
cytokines pro-inflammatoires (TNF-alpha, IL-1B, IL-6) qui activent davantage les cellules
immunitaires et permettent leur migration a I’intérieur des tissus via I’augmentation des protéines
d’adhésions (ICAM-1, VCAM), causant davantage de dommages au niveau microvasculaire et
tissulaire?>**2%, La cascade du complément, composante essentielle du systéme immunitaire inné,
est également suractivée suite au polytraumatisme et au choc hémorragique; cette activation du
complément traumatique a été¢ impliquée dans la défaillance d’organes post-traumatique et
constitue potentiellement une cible thérapeutique modifiable?>?, De fagon paradoxale, cette
activation mal-adaptée de la réponse inflammatoire systémique initie une transition vers un
phénotype anti-inflammatoire (CARS : Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome)
dans les jours suivant le traumatisme et augmente la susceptibilité des patients aux infections

tardives (figure 1.4). Tous ces phénoménes contribuent donc a la progression vers 1’irréversibilité

du choc et la défaillance d’organes multiples observée chez les polytraumatisés.
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Figure 1.4: réponse inflammatoire (SIRS) et anti-inflammatoire (CARS) suite a un traumatisme.
Brochner et al, 2009. Licence d’autorisation obtenue avec Rightslink.

1.1.3 La coagulopathie traumatique

Jusqu’a 25% des patients séveérement polytraumatisés arrivent en milieu hospitalier avec une
coagulopathie induite par le traumatisme (trauma induced coagulopathy, TIC), une entité distincte
causée en majeure partie par le traumatisme tissulaire direct, I’hypoperfusion généralisée et
entretenue par I’inflammation systémique qui en découle®®. Cette condition est associée a une
augmentation de mortalité chez les polytraumatisés et résulte d’un déséquilibre entre les facteurs
pro-coagulants, dont I’objectif est la cessation de I’hémorragie au niveau macrovasculaire, et
I’effet anticoagulant dont ’objectif est de préserver la perfusion des organes en inhibant la
thrombose microvasculaire, en plus de leurs effets cytoprotecteurs et anti-inflammatoires®®3!. Les
mécanismes impliqués reposent sur: 1) ’activation de la protéine C (effets anti-inflammatoires et

cytoprotecteurs, mais aussi anti-coagulants; 2) la dysfonction endothéliale et 1’auto-héparinisation
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(libération systémique d’héparan sulfate); 3) ’hyperfibrinolyse via I’activation du tPA (fissue
plasminogen activator) et ’inhibition du PAI-1 (platelet activator inhibitor I); 4) la consommation
excessive des plaquettes menant a une dysfonction plaquettaire; 5) ’activation de la cascade de
coagulation menant a une dysfonction des facteurs de coagulation®!. Or, I’inflammation

systémique et la coagulopathie induite par le trauma sont intimement liés?3-32-34

. Par exemple,
I’activation de la protéine C présente des effets anti-inflammatoires et cytoprotecteurs
potentiellement bénéfiques, mais son effet anticoagulant est un contributeur majeur a la
coagulopathie traumatique?®. De plus, la libération de cytokines pro-inflammatoires tels I'IL-1B
et I’IL-6 favorise un phénotype fibrinolytique en activant le tPA et I’urokinase’?. L’ inflammation
systémique contribue également a la dysfonction endothéliale a 1’autohéparinisation®!25. A cet
effet, Darlington et al ont démontré une corrélation positive entre la libération de certaines
cytokines pro-inflammatoires et le développement d’une coagulopathie au sein d’'un modéle murin
de polytrauma et de choc hémorragique®?. La libération ’HMGB1 (High Mobility Group Box I)
est également corrélée a la coagulopathie traumatique au sein de modeles animaux et chez les
polytraumatisés, soit par un effet direct ou indirect via I’activation du systéme immunitaire inné et

I’inflammation systémique qui en découle®®7.

Cliniquement, il devient intuitif que ces deux particularités du choc hémorragique traumatique
s’entretiennent mutuellement : la coagulopathie complique le controle hémorragique, ce qui
augmente la blessure d’ischémie-reperfusion, causant davantage d’inflammation systémique. A
I’inverse, I’inflammation systémique (IL-1B, IL-6) est en mesure d’activer I’hyperfibrinolyse et
I’autohéparinisation (via la dysfonction endothéliale), favorisant une coagulopathie pouvant rendre

futile tout contrdle hémorragique chirurgical. L’importance de cette interaction
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inflammation/coagulation justifie donc le développement de nouvelles avenues thérapeutiques

visant a contrer cette inflammation mal-adaptée.

1.1.4 Principes de traitement

Le traitement d’un polytraumatisé en choc hémorragique comprend la phase de réanimation
initiale, le contréle de I’hémorragie et le traitement des complications subséquentes (infections,
défaillance d’organes multiples, etc) aux soins intensifs. Les principes de réanimation initiale
suivent le concept de Damage Control Resuscitation (DCR). Ceci consiste en la prévention de
I’hypothermie, la diminution des cibles tensionnelles jusqu’au contrdle hémorragique définitif
(selon le mécanisme et les 1ésions associées), le contrdle hémorragique précoce, la minimisation
des crystalloides, I’utilisation d’un protocole de transfusion massive avec des ratios pRBC : PFC :
plaquettes prédéfinis de 1 :1 :1, ’utilisation de mesures “’point of care’’ de la coagulation (TEG
ou ROTEM) et I'utilisation de compléments thérapeutiques tels 1’acide tranexamique, un agent
anti-fibrinolytique qui vise a pallier a la coagulopathie traumatique®®*°. Ces principes de
réanimation visent 1’équilibre entre la minimisation de I’hypoperfusion tissulaire et I’hémostase
en prévision d’un contréle hémorragique définitif. Ils ne ciblent pas directement la réponse
inflammatoire initiale qui peut s’avérer mal-adaptée et engendrer une défaillance d’organes tardive
ainsi qu’une susceptibilité au sepsis, laquelle peut survenir indépendamment de la qualité de la
prise en charge initiale. L’étude des mécanismes d’inflammation en traumatologie représente donc
une opportunité d’améliorer le pronostic des patients polytraumatisés, en caractérisant de

nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.
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1.2 L’ischémie-reperfusion

L’ischémie-reperfusion représente un concept clé¢ qui favorise les mécanismes d’inflammation
décrits ci-haut. En général, I’ischémie est définie comme un apport tissulaire en oxygene inadéquat
pour répondre aux besoins métaboliques. Dans le cas du choc hémorragique, ceci est la
conséquence de D’insuffisance circulatoire liée a la perte volémique et le taux abaissé du
transporteur de ’oxygeéne (I’hémoglobine). La blessure de reperfusion résulte des efforts
(physiologiques ou interventionnels) déployés afin de rétablir I’apport en oxygene aux tissus. La
reperfusion en territoire ischémique augmente paradoxalement la blessure tissulaire via
I’activation de cascades inflammatoires et apoptotiques. Ici, ’accent sera mis sur la blessure
d’ischémie-reperfusion dans un contexte de choc hémorragique; d’autres exemples cliniques
existent, tels 1’ischémie cardiaque lors d’un infarctus du myocarde et la reperfusion lors d’une
revascularisation par angioplastie, ou bien l’ischémie cérébrale causée par un AVC et la
reperfusion induite par la thrombolyse. En choc hémorragique, 1’ischémie tissulaire résulte de
I’¢état de choc, alors que la reperfusion résulte de la réanimation liquidienne/transfusionnelle.
L’ischémie engendre une transition du métabolisme aérobique vers le métabolisme anaérobique.
Cela diminue I’efficacité de la synthése d’ATP et de la chaine de transport des électrons au niveau
de la mitochondrie, engendrant une déplétion cellulaire d’ATP. La déplétion d’ATP induit
plusieurs phénomeénes, notamment: 1) une dysfonction des pompes ioniques, 2) I’augmentation du
stress oxidatif, 3) ’augmentation de I’apoptose et 4) la libération d’alarmines menant a I’activation

des cascades inflammatoires®!.

23



1.2.1 Dysfonction des pompes ioniques

La pompe ionique Na/K ATPase est dépendante de I’ATP afin de créer un gradient ionique a
travers la membrane cytoplasmique. Normalement, cette pompe transporte les ions sodium et
potassium contre leurs gradient de concentration vers 1’extérieur et I’intérieur de la cellule,
respectivement. La déplétion en ATP causée par I’ischémie diminue 1’activité de la pompe Na/K+
ATPase et engendre une augmentation de sodium a I’intérieur de la cellule. Cette accumulation de
sodium intracellulaire cause non seulement un cedéme cellulaire, mais diminue également
I’activité de deux canaux ioniques, le canal Na*/H" et Na/Ca?", dont les fonctions respectives sont
de transporter les ions H" et Ca?" a I’extérieur de la cellule. Alors que I’accumulation des ions Na*
et Ca?" en intracellulaire créent un gradient osmotique et favorise 1’cedéme cellulaire,
I’accumulation des ions H* cause une acidose intracellulaire et induit une dysfonction des
enzymes, des ribosomes et ultimement une diminution de la synthése des protéines. Tous ces
phénoménes résultent en la désintégration de la membrane cytoplasmique menant a une nécrose

cellulaire®!.

1.2.2 Augmentation du stress oxydatif

La phase de reperfusion, causée principalement par les efforts physiologiques et la réanimation
chez les traumatisés, vise a rétablir I’apport en oxygeéne aux tissus ischémiques. Dans un contexte
d’ischémie pré-existante, I’apport en oxygene peut paradoxalement augmenter la lésion tissulaire;
ceci se fait principalement par I’augmentation du stress oxydatif qui provient en majeure partie de
’activité d’enzymes, notamment la Xanthine Déhydrogénase/Oxydase, la NADPH Oxydase et la

chaine de transport des électrons*!#2,

24



Les enzymes xanthine déhydrogénase et xanthine oxydase

Le systéme Xanthine Déhydrogénase et Xanthine Oxydase joue un rdle important dans le
métabolisme des purines et la formation de radicaux libres suite a I’ischémie-reperfusion. Ces deux
enzymes sont capables de métaboliser I’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique,
substance produite pour ¢limination rénale. En situation non-ischémique, ces réactions
d’oxydation se produisent davantage par I’enzyme Xanthine Déhydrogénase, qui utilise le NAD
en tant que receveur d’électron, minimisant la formation de radicaux libres. En situation
d’ischémie, la déplétion en ATP et ’augmentation du calcium intracellulaire favorise 1’activité de
I’enzyme Xanthine Oxydase qui devient prédominante et produit les radicaux libres O* et H2O».
Cette voie enzymatique a fait I’objet de plusieurs investigations en ischémie-reperfusion et en choc

14-16,1820 "' mais demeurant non-

hémorragique avec des bénéfices démontrés par certaines études
reproductibles a travers la littérature'®. L’une des explications est que la xanthine oxydase peut
¢galement augmenter la synthése du NO, démontré comme protecteur avec ses effets
vasodilatateurs et anti-inflammatoires. De plus, la littérature suggére de plus en plus que I’acide
urique, produit métabolique final de cette enzyme, est lui-méme une molécule pro-inflammatoire
et pro-apoptotique avec un role prépondérant dans 1’ischémie-reperfusion menant au dommage

des organes (voir section 1’acide urique en tant qu’alarmine)*++.

Les enzymes NADPH oxydase (NOX)

Les enzymes NADPH oxydases (Famille NOX) représentent une autre source de radicaux libres
en ischémie-reperfusion*!*?. Ces enzymes sont exprimées sur les surfaces membranaires des
phagosomes des neutrophiles, et au niveau des surfaces endothéliales et épithéliales de plusieurs

tissus (poumons, foie, rein, tractus digestif)*'*2. Elles utilisent le dioxygéne comme receveur
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d’électron, formant les radicaux libres O* et H20»*'*2. L’hypoxie lors de la phase d’ischémie
préalable induit la formation de 1'Hypoxia Inducible Factor (HIF), qui active les enzymes
NOX*42, Lors de la reperfusion, I’augmentation de la délivrance en dioxygéne fournit le receveur
d’électron a ces enzymes déja suractivées par I’HIF, causant une accumulation excessive de

radicaux libres et une utilisation excessive des anti-oxydants endogénes*!#.

Les enzymes NO synthases

L’oxyde nitrique (NO) est synthétis¢ par les enzymes nitric oxyde synthase (NOS), présentes sous
les formes neuronales (nNOS), endothéliale (eNOS) ou inductible (iNOS). Le NO joue
généralement un role vasodilatateur, anti-inflammatoire et anti-oxydant; sa synthése, via la
conversion de I’arginine en citruline, nécessite la substance BH4 qui agit comme co-facteur. En
ischémie, I’augmentation des radicaux libres meéne a I’oxydation des enzymes NOS et du BHa. Ces
phénomenes favorisent la formation des radicaux libres H2O2 et OONO™ qui contribuent a la charge

oxydative, a la dysfonction microvasculaire et aux lésions tissulaires*!#3,

La phosphorylation oxydative

La production d’ATP par la phosphorylation oxydative au niveau de la mitochondrie nécessite la
réduction du dioxygene*!**. Dans des conditions normales, 95% du dioxygéne est réduit de fagon
tétravalente, produisant deux molécules d’eau; D’autre 5% est réduit de facon univalente,
produisant les radicaux libres 02 et H2O2***. Ceux-ci sont ultimement convertis en deux
molécules d’eau par les enzymes dismutase, catalase et glutathione peroxydase. Cependant,
I’augmentation de la charge oxydative causée par les mécanismes expliqués ci-haut engendre une

déplétion des anti-oxydants endogénes, empéchant la neutralisation des radicaux libres formés par
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la phosphorylation oxydative*!**. Que ce soit par I’activation des voies d’apoptose ou de nécrose,
tous ces phénomenes contribueront a la perte de masse tissulaire fonctionnelle et favoriseront,
selon I’étendue des dommages, le développement d’une défaillance d’organes multiples*!#4,

1.2.3 Apoptose, nécrose, alarmines et inflammation

La dysfonction des pompes ioniques et I’augmentation du stress oxydatif en lien avec I’ischémie-
reperfusion sont en mesure d’activer les voies majeures de 1’apoptose et d’induire une nécrose
cellulaire. La nécrose cellulaire méne a la libération d’alarmines qui induisent une réponse
inflammatoire systémique stérile et contribuent a activer davantage la voie extrinseque de
I’apoptose*. La perte de tissu fonctionnel résultant de ces phénoménes contribue a la défaillance
d’organes multiples observée chez les polytraumatisés. Leur altération via diverses interventions

est donc capitale au développement de nouvelles cibles thérapeutiques.

Apoptose

L’apoptose résulte d’une mort cellulaire programmée dénuée d’inflammation. L’ischémie-
reperfusion active les voies majeures de [’apoptose, divisées en cascades extrinseque et
intrinséque. La cascade extrinseque est causée par I’augmentation du stress oxydatif, la libération
des Danger Associated Molecular Patterns (DAMPS) et certaines cytokines capables d’activer le
Death Receptor (e.g. TNF-alpha), dont la signalisation résulte en I’activation de la caspase-8
(caspase initiatrice de la cascade extrinséque), puis de la caspase 3 (caspase effectrice commune).
La dysfonction mitochondriale causée par I’hypoxie, les radicaux libres et la déplétion en ATP est
une étape clé a I’activation de la cascade intrinséque. Entre autres, cela permet la translocation de

la protéine Bax, normalement gardée inactive par la protéine BCL-2, du cytosol jusqu’a la
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membrane mitochondriale; Bax agit alors comme un canal qui permet le transport du cytochrome
C de la mitochondrie vers le cytosol. Le cytochrome C activera alors la caspase-9 et ultimement

la caspase-3, provoquant une mort cellulaire programmée*!-4°,

Nécrose, alarmines et inflammation

Tel que mentionng, la déplétion en ATP cause une dysfonction des pompes ioniques qui résulte en
une accumulation d’ions Na*, Ca?* et H" dans le milieu intracellulaire. Ces changements induisent
un cedéme cellulaire et une acidose intracellulaire qui ultimement meénent a une dysfonction
cellulaire, une rupture de la membrane cytoplasmique et une mort cellulaire non-programmée*?. A
I’opposé de 1’apoptose, la nécrose est un phénoméne non-régulé qui induit une réponse
inflammatoire locale et systémique, selon 1’étendue des dommages*. En I’absence de pathogéne
infectieux, cette réponse inflammatoire stérile est en grande partie générée par les Danger

Associated Molecular Patterns (DAMPS), ou alarmines**3.

Les DAMPS sont des molécules endogénes libérées par un stress cellulaire (ischémique ou
mécanique) et capables d’interagir avec des pattern recognition receptors (PRR) présents sur les
cellules du systéme immunitaire inné et certaines cellules non-immunitaires (cellules endothéliales
et épithéliales)*. Elles peuvent étre libérées en circulation, soit passivement par les cellules
nécrotiques ou dont I’intégrité membranaire est 1€sée, ou via une sécrétion active induite par la
liaison de signaux extracellulaires (TNF, IL-1, IFN, PAMPS ou DAMPS) a différents récepteurs
membranaires (TLR, NLR, TNFR); ceci initiant une cascade de signalisation qui favorise

activement la production d’alarmines**°.
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Le High Mobility Group Protein B1 (HMGBI1) :

L’HMGBI est I’alarmine la plus étudiée chez les polytraumatisés. Libéré par les cellules en
souffrance, ’THMGBI est détecté en circulation des les premiéres 30 minutes et atteint un niveau
maximal de 2 & 6h suivant un traumatisme sévére*’. Les niveaux d’HMGBI ont été associés a la
sévérité du traumatisme, a la défaillance d’organes post-traumatique et a la mortalité¢. L'HMGB-
1 interagit avec différents Pattern recognition receptors (PRR), notamment les récepteurs TLR-
2/4/9 et RAGE®®. A travers ces récepteurs, il active le systéme immunitaire inné en favorisant la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les cellules immunitaires et augmente 1’expression
des protéines d’adhésion des neutrophiles/monocytes au niveau endothélial ICAM-1, VCAM, P-

selectine)*8-30

. Ceci favorise le développement d’une réponse inflammatoire systémique et
I’infiltration des cellules inflammatoires au niveau des organes, contribuant probablement a la
défaillance d’organes des polytraumatisés®. L’une des caractéristiques distinctes de "THMGBI est
sa capacité a altérer les barrieres épithéliales. Au sein d’un modele murin de sepsis, "THMGB1
sécrété dans la bile a été démontré comme un médiateur essentiel de 1’augmentation de la
perméabilité intestinale et de la translocation bactérienne*®>°, Un modéle animal de choc

hémorragique et de polytraumatisme a également démontré que ’HMGBI1 libéré en circulation

par ’intestin pouvait causer des Iésions a distance au niveau du parenchyme pulmonaire!.

Tous ces phénomenes, ainsi que les associations cliniques avec le pronostic des patients, font de
I’HMGBI une cible thérapeutique potentielle. Les modeles animaux ciblant spécifiquement
I’HMGBI1 ont démontré des bénéfices physiologiques, notamment I’amélioration de la
coagulopathie traumatique, I’amélioration de la perméabilité intestinale via 1’augmentation des

protéines de jonction épithéliales, la diminution de cytokines sériques (IL-6 et IL-10), et une
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tendance franche vers une diminution de I’atteinte hépatocellulaire’”#°, Malgré ces trouvailles
relativement unanimes, aucune étude clinique interventionnelle ciblant spécifiquement ’HMGBI1

n’a été initiée en traumatologie jusqu’a ce jour.

L’ADN mitochondrial :

La libération d’ADN mitochondrial en circulation a également été étudiée comme biomarqueur et
cible thérapeutique potentielle. D’un point de vue évolutif, les mitochondries des eukaryotes sont
dérivées des bactéries; il est intuitif que la rétention de caractéristiques bactériennes explique en
partie leur capacité a induire une réponse inflammatoire marquée. Par exemple, I’administration
d’ADN mitochondrial chez divers modéles animaux a pu causer des dommages inflammatoires a
distance au niveau hépatique et pulmonaire®’. En traumatologie, I’ADN mitochondrial en
circulation a été associé a la sévérit¢ du traumatisme, au développement d’une défaillance
d’organes post-traumatique et a la mortalité>*->*, Ceci est appuyé par la littérature préclinique qui
suggere des effets pro-inflammatoires via I’activation des neutrophiles et 1’augmentation des

5255 L’administration de molécules visant a diminuer I’ADN

cytokines pro-inflammatoires
mitochondrial en circulation a pu prévenir I’atteinte pulmonaire, rénale et hépatique chez un

modéle murin de choc hémorragique™.

Autres alarmines :

D’autres substances candidates incluent les heat shock proteins, responsables du pliage adéquat
des protéines®’, les protéoglycans/glycosaminoglycans/glycoprotéines, composantes des

membranes cytoplasmiques®, et les protéines S100, responsables de la régulation du calcium intra-
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cellulaire®. Toutes ces molécules ont été démontrées comme capables d’activer le systéme

immunitaire inné via différents PRR et corrélées a différents issus cliniques en traumatologie®s-%.

1.3 Les thérapies anti-oxydantes et anti-inflammatoires

1.3.1 Thérapies anti-oxydantes

Les principes d’ischémie-reperfusion décrits ci-haut ont motivé plusieurs tentatives de cibler la
charge oxydative comme complément thérapeutique chez les polytraumatisés et d’autres
populations de patients de soins critiques (grands brilés, sepsis). La vitamine C représente la
thérapie anti-oxidante la plus étudiée chez les polytraumatisés. Outre la neutralisation des radicaux
libres (ROS et RNS), la vitamine C inhibe le facteur de transcription NFKB (Nuclear factor kappa
B), lequel augmente 1’expression des cytokines pro-inflammatoires qui contribuent de fagon
importante au SIRS. Plusieurs études pré-cliniques ont démontré des bénéfices physiologiques au
niveau des organes et de I’inflammation systémique®®-%2. Au niveau clinique, la plupart des études
comportent I’administration d’un cocktail d’antioxydants composé¢ de vitamine C, d’alpha-
tocopherol et/ou de sélénium®®. L étude la plus significative pour la traumatologie a randomisé
543 patients séverement polytraumatisés au traitement standard versus une thérapie antioxydante
(Vitamine C et alpha-tocophérol) et a démontré une diminution de I’incidence de la défaillance
d’organes sur une période d’observation de 28 jours®. Bien qu’une méta-analyse récente des
¢tudes randomisées n’ait pas démontré de bénéfices au niveau de la mortalité ou d’autres issus
cliniques, une analyse de sous-groupe n’incluant que les études avec la vitamine C en
monothérapie a démontré une tendance vers une diminution de la mortalité (HR = 0.21, p=0.06)%.
Cependant, I’hétérogénéité des cohortes étudiées (sepsis, trauma, chirurgie cardiaque, grands

brilés) et des modalités de traitement antioxydants (vitamine C, sélénium, alpha-tocophérol, mode
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d’administration IV ou PO, doses différentes) rendent ces résultats difficilement généralisables a
la population spécifique des polytraumatisés et davantage de littérature est probablement
nécessaire avant d’implémenter ces pratiques de facon robuste sur le plan clinique. Néanmoins,
les thérapies anti-oxydantes représentent une stratégie thérapeutique ciblant les conséquences de

I’ischémie-reperfusion.

1.3.2 Thérapies anti-inflammatoires

L’inflammation, autre conséquence de I’ischémie-reperfusion, peut, entre autres, étre ciblée par
I’administration de médicaments anti-inflammatoires non-sélectifs (e.g. corticostéroides) ou
sélectifs (e.g. anti-TNF, anti-C1). L’administration de corticostéroides a fait 1’objet de deux études
randomisées en traumatologie non-orthopédique. L’étude Corticosteroid Randomization After
Severe Head Injury (CRASH) a randomisé 10008 patients avec un traumatisme cérébral (Glasgow
Coma Scale<14) a un placébo versus une infusion de méthylprednisolone pendant 48h. Cette étude
a da étre arrétée lors de I’analyse intérimaire en raison d’une augmentation de la mortalité dans le
groupe traitement a deux semaines suivant le traumatisme. Les résultats a 6 mois ont également
démontré une augmentation de la mortalité au sein du groupe traitement®®. Suivant le concept que
les patients séveérement polytraumatisés présentent une réponse inflammatoire potentiellement
nuisible et peuvent étre a risque d’insuffisance surrénalienne, 1’é¢tude HYPOLYTE a randomisé
149 patients avec un traumatisme sévere (ISS > 15) a un placébo ou une infusion d’hydrocortisone.
Le groupe traitement présentait une diminution des pneumonies acquises en milieu hospitalier avec
une tendance vers un bénéfice accru chez les patients ayant subi un traumatisme cranio-cérébral®®.

Cependant, vu la robustesse de 1’¢tude CRASH et I’incidence élevée du trauma cranien chez les
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polytraumatisés séveres contondants, peu de lignes directrices recommandent I’administration de

corticostéroides dans un contexte de polytraumatisme.

Les autres thérapies anti-inflammatoires potentielles ont été étudiées majoritairement chez des
modeles animaux de choc hémorragique et de polytraumatisme, avec peu d’études cliniques
interventionnelles complétées jusqu’a ce jour. Quelques modeles murins de choc hémorragique
ont démontré une diminution de I’adhésion des neutrophiles au niveau hépatique en utilisant des

agents anti-TNF67-68

. L’administration d’un anticorps neutralisant le récepteur des interférons de
type I a pu produire des bénéfices biochimiques au niveau de ’atteinte pulmonaire et hépatique®’.
En lien avec I’activation du complément bien démontrée chez les polytraumatisés et de son role
dans I’immunité innée et la coagulopathie traumatique?®, la cascade du complément a également
été ciblée avec des bénéfices a court terme démontrés au niveau intestinal, rénal, pulmonaire et de
la coagulopathie traumatique?”-’%7!, Cliniquement, une seule étude clinique randomisée comparant
le traitement standard a I’administration d’un inhibiteur de C1 chez des patients séverement
polytraumatisés (ISS de 18 ou plus avec une fracture du fémur ou du bassin) a été initiée. L’étude

a di étre arrétée en raison du faible taux de recrutement (étude monocentrique) et de

I’hétérogénéité des patients (NCT01275976)"2.

1.3.3 Thérapies anti-alarmines : bénéfices potentiels et défis significatifs

Tel que mentionné ci-haut, plusieurs études pré-cliniques ont tenté de cibler différentes alarmines
afin de minimiser la réponse inflammatoire systémique résultant d’un choc hémorragique avec ou
sans traumatisme>’#% %6, Dans un contexte de choc hémorragique traumatique, cibler ces alarmines

a le potentiel de présenter plusieurs bénéfices par rapport aux thérapies anti-inflammatoires. Alors

33



que D’activation du systéme immunitaire est clairement délétere lorsque mal-adaptée, les
polytraumatisés nécessitent sans doute un certain niveau d’activation du systéme immunitaire a
des fins de réparation tissulaire (par exemple, guérison d’une fracture, ou guérison résultant d’une
sanction chirurgicale) et, surtout, afin de mitiger le risque de sepsis tardif’>’4. Or, la plupart des
thérapies anti-inflammatoires tentées au niveau clinique ont certes le potentiel de mitiger cette
réponse inflammatoire initiale mal-adaptée, mais elles ont également le potentiel d’augmenter le
risque de sepsis tardif et le risque de complications post-traumatiques liées a une non-guérison

tissulaire en exacerbant le Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome (CARS)’°.

Etant en amont de I’activation du systéme immunitaire, les alarmines représentent des cibles
thérapeutiques modifiables, avec le potentiel de mitiger non seulement la réponse inflammatoire
systémique initiale, mais également le Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome
(CARS) subséquent*. En résulterait une diminution du risque de sepsis tardif et de défaillance

d’organes multiples.

Cependant, cibler ces molécules présente de nombreux défis, surtout dans le contexte du choc
hémorragique traumatique. Premiérement, leur multiplicit¢ suggere que plusieurs alarmines
devraient étre ciblées simultanément afin d’espérer des bénéfices anti-inflammatoires’®. Ensuite,
bien que certaines alarmines soient davantage étudiées chez des populations spécifiques (par
exemple, THMGBI1 en traumatologie), rien ne suggere qu’une molécule est particuliérement
dominante en termes d’activation du SIRS’%. En ’absence de molécules franchement dominantes,
et en considérant que leur libération est similaire au niveau temporel (au moment de 1’insulte), il

devient difficile d’établir un traitement ciblant celles-ci’®. Finalement, rien n’indique que
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’altération de la réponse inflammatoire systémique par une thérapie anti-alarmine potentielle
n’aurait pas d’effets anti-inflammatoires délétéres, d’ou I’importance de 1I’équilibre entre les

phénotypes pro-inflammatoires et anti-inflammatoires’®.
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Chapitre 2 L’Acide Urique en tant qu’alarmine

2.1 L’acide urique : un anti-oxydant ou un médiateur pathologique?

L’acide urique est un produit métabolique provenant de la dégradation des purines adénine et
guanine’. Les purines sont des nucléotides essentiels & la formation de I’ ADN; la principale source
exogéne provient de la viande animale’. L’excés de purines exogénes de méme que les purines
libérées suite a la mort cellulaire doivent étre métabolisées par le systéme xanthine oxydase et
xanthine déhydrogenase’. Les produits métaboliques intermédiaires résultent de réactions
d’oxydo-réduction successives afin de former 1’hypoxanthine, puis la xanthine qui est oxydée en
acide urique pour excrétion’. Le 2/3 de I’acide urique est excrété par les reins; I’acide urique est
librement filtré au niveau des glomérules et 90% est réabsorbé au niveau des tubules rénaux
proximaux. Le reste de son excrétion se fait par le tube digestif®. Fait intéressant, I’humain et les
primates sont les seuls mammifeéres a avoir perdu I’enzyme uricase au cours de leur évolution,
laquelle métabolise 1’acide urique en un produit plus soluble pour élimination rénale,

I’allantoin®”’.

La perte de cette enzyme au cours de 1’évolution de méme que sa réabsorption avide au niveau des
reins ont suscité de ’intérét pour des avantages physiologiques de I’acide urique’®. Par exemple,
il est possible que I’acide urique agisse comme antioxydant via la neutralisation des radicaux
libres, tels le peroxynitrite et le superoxyde’. En accord avec cela, de bas niveaux d’acide urique
ont déja été associés a une dysfonction endothéliale au sein de modéles animaux’. Le foie est
¢galement 1’'un des plus importants réservoirs d’acide urique; bien qu’il soit possible que cela
résulte simplement d’un métabolisme des purines plus important a ce niveau, certains ont suggéré

que 1’acide urique pouvait agir comme antioxydant hépatique, ou le stress oxydatif est parmi les
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plus importants®®°, Tl a aussi été suggéré que I’acide urique présentait un role protecteur contre les
infections par certains parasites via la potentialisation de ’acide arachidonique’. De plus, I’acide
urique est rapporté comme capable d’exercer certains effets antioxydants au niveau du systéme
nerveux central. En effet, I’étude de Yu et al a démontré que 1’administration d’acide urique a des
cellules neuronales soumises in vitro a des conditions d’ischémie pouvait prévenir la production
de radicaux libres et la peroxydation®!. Leurs trouvailles se sont corroborées au sein d’un modéle
in vivo d’ischémie cérébrale, ou le pré-traitement et le post-traitement par administration d’acide
urique présentait des bénéfices sur de la taille de I’infarctus cérébral et les tests de comportement
post-ACV?3!, Cependant, il est important de noter que 1’effet osmotique de 1’acide urique ait pu
induire un bénéfice par d’autres mécanismes, soit en mitigeant le phénomeéne d’cedéme
vasogénique ou en altérant 1’autorégulation cérébrale. Au niveau clinique, certaines études
rétrospectives ont suggéré une association entre de hauts niveaux d’acide urique et un meilleur
pronostic suite a une ischémie cérébrale, sans toutefois contrdler pour plusieurs facteurs
confondants importants, tels la présence ou non d’une revascularisation, le délai de présentation
ou les comorbidités®?. Il a également été suggéré que ce potentiel antioxydant pouvait présenter
certains avantages pour différentes conditions neurologiques chroniques tels la sclérose en
plaques, la maladie de Parkinson, et la maladie d’ Alzheimer®’. Cependant, ’acide urique nécessite
la présence d’autres antioxydant (vitamine C, thiols) afin de neutraliser le péroxynitrite et le
superoxyde”. De plus, ses effets antioxydants sont surtout possibles en milieux hydrophiles”.
Malgré ces trouvailles,, la littérature demeure relativement mitigée a cet endroit et ne démontre
que des associations indirectes; 1’hétérogénéité des études ainsi que le risque significatif de biais

rend toute conclusion robuste relativement difficile®3.
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Malgré ces hypothéses lui attribuant des avantages évolutifs, le role de 1’acide urique dans
plusieurs conditions inflammatoires aigues est bien établi. L augmentation de I’acide urique au-
dela de son seuil de solubilité produit des cristaux d’urate de monosodium, lesquels sont au cceur
de la pathophysiologie de I’arthrite goutteuse’’. Ces cristaux précipitent au niveau des surfaces
articulaires et sont en mesure d’agir en tant qu’alarmines et activer plusieurs pattern recognition
receptors (PRR), notamment les récepteurs membranaires toll-like receptors (TLR) et les
récepteurs intra-cytoplasmiques de la famille NOD (NLR) °. Par exemple, I’activation du récepteur
NLR-3 par les cristaux d’urate monosodium induit une cascade de signalisation via la caspase-1
qui méne ultimement & la formation d’IL-1p et d’IL-18°. Ceci augmente la mort cellulaire et le
recrutement des cellules inflammatoires au niveau des tissus articulaires, causant une crise

d’arthrite aigue’.

Cytoplasm

Figure 2.1: Activation de I’'inflammasome
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Le syndrome de lyse tumorale représente un autre exemple ou I’acide urique joue un role clé. Cette
condition est causée par la lyse de cellules cancéreuses, qu’elle soit spontanée ou induite par la
chimiothérapie!®. Les patients atteints de cancers hématologiques, de par leur fardeau néoplasique
élevé, sont particuliérement a risque de développer cette condition'®. Similairement au

traumatisme tissulaire direct et a I’ischémie-reperfusion des polytraumatisés, la lyse des cellules
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néoplasiques engendre la libération d’alarmines et initient une réponse inflammatoire systémique
qui, si démesurée, causera un choc distributif et une défaillance d’organes multiples!®. La
libération d’ADN est également favorisée par la lyse cellulaire!?. Ceci méne & une augmentation
significative des niveaux d’acide urique via la conversion des purines par la xanthine oxydase.
L’hyperuricémie, combinée a une diminution de la perfusion rénale, & une diminution du flow
urinaire, & une acidose urinaire engendrée par le choc et a la présence d’autres substances
cristallisantes (calcium et phosphate), favorisent la précipitation de cristaux d’acide urique dans

les tubules rénaux causant directement une insuffisance rénale aigue®®.

Méme en ’absence de cristaux, de plus en plus de littérature indique que 1’acide urique soluble est
un médiateur important dans la pathophysiologie de plusieurs pathologies, notamment
I’insuffisance rénale aigue, certaines pathologies pulmonaires, [’athérosclérose et
I’hypertension’®8+8, La plupart de ces phénoménes pourraient étre médiés par la capacité de
I’acide urique soluble a activer le syst¢éme immunitaire inné de facon analogue aux autres
alarmines. Plusieurs modeles in vitro et in vivo ont démontré que 1’acide urique soluble était en
mesure d’activer différents PRR, tels le TLR-4 et le NLRP-3, activant une cascade de signalisation
via la caspase-1 qui augmente I’expression d’IL-1 Beta et de protéines d’adhésion des neutrophiles
(ICAM-1) au niveau de I’endothélium®®?°. De plus, il a été démontré que I’acide urique soluble
contribue au recrutement accru des monocytes via MCP-1 et a leur activation via un mécanisme
dépendant de I’AKT, augmentant la survie et 1’activation des cellules immunitaires suite a
I’exposition au LPS?'¥2. L’acide urique soluble cause une altération de I’autorégulation et
contribue au stress oxydatif au niveau rénal®*38, La libération d’acide urique est également liée a

I’expression d’autres alarmines telles ’HMGBI1. Au sein de cellules endothéliales, il a été
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démontré que I’acide urique pouvait interagir avec le récepteur RAGE, augmentant 1’expression
d’HMGB-1, de cytokines pro-inflammatoires et de protéines d’adhésion des cellules immunitaires,

perpétuant I’inflammation au niveau endothélial et possiblement au niveau tissulaire®>-*,

UA induces inflammation through HMGB1/RAGE system
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Figure 2.2 : Activation du récepteur RAGE par I’acide urique soluble,
résultant en 1’expression de protéines d’adhésion des cellules
immunitaires (VCAM, ICAM), de cytokines pro-inflammatoires (IL-6,
TNF-alpha) et ’HMGBI. Cai et al, 2017. Licence d’autorisation
obtenue avec Rightslink.
Dans le contexte des soins critiques, I’hyperuricémie a été associée a un mauvais pronostic chez
des patients atteins de sepsis ou d’ARDS?®®. Akbar et al a démontré qu’un niveau d’acide urique

¢levé a I’admission était associé¢ a I’insuffisance rénale aigue (mais avec une interdépendance) et

a une augmentation du risque d’ARDS et de la durée de séjour aux soins intensifs®>. Une étude
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rétrospective avec des groupes appariés par coefficient de propension a démontré une diminution
du risque de mortalité a court terme chez les patients atteints d’ARDS ayant des niveaux d’acide
urique sous les 265 umol/L, et ce de fagon indépendante aprés avoir ajusté pour la plupart des
variables ayant un impact significatif sur le pronostic (Sequential Organ Failure Assessment score-
SOFA, sévérité de I’ARDS, co-morbidités)’. Chez les polytraumatisés, des données préliminaires
provenant d’une cohorte de 1I’é¢tude DYNAMIC (NCT01355042) -dont I’objectif principal était de
déterminer I’impact des niveaux d’ADN circulant chez les patients atteints de sepsis sévere- ont
démontré qu’environ 30% des patients polytraumatisés avaient des niveaux d’acide urique
supérieurs aux sujets sains. Cependant, la sévérité du traumatisme et le statut hémodynamique des
patients étaient inconnus, raison pour laquelle nous avons dessiné I’étude AUSTRA
(NCT03622632), présentée plus loin. Bien qu’aucune association entre cette hyperuricémie et les
variables pronostiques n’ait ét¢ démontrée, il est possible que, dans un contexte de choc
hémorragique traumatique, une plus grande proportion de patients présente une hyperuricémie

potentiellement délétére.

2.2 L’acide urique et le choc hémorragique

Tel que décrit ci-haut, le traumatisme tissulaire direct et ’ischémie-reperfusion dans un contexte
de choc favorisent la libération d’acide urique en circulation systémique. Certains mod¢les
animaux ont démontré une augmentation de 1’acide urique circulante suite au choc
hémorragique!!!2, Cependant, ces études ne mesuraient pas ’acide urique en tant que médiateur
spécifique, mais bien comme marqueur de bon fonctionnement de 1’allopurinol ou de I’adénosine,
administrés pour rétablir I’ATP intracellulaire dans 1’espoir de prévenir la transition vers le choc

irréversible'12, Ces trouvailles ont stimulé d’autres études a tenter d’élucider les mécanismes
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protecteurs de I’inhibition de la xanthine oxydase suite au choc hémorragique. La plupart ont
incriminé la production de radicaux libres par la xanthine oxydase et la déplétion cellulaire en
adénosine, omettant 1’effet potentiellement délétere du pic d’acide urique initial en lien avec

’activation du systéme immunitaire inné!!17-97.98

. Or, tel que mentionné, I’acide urique soluble a
lui seul est capable d’induire non seulement un phénotype pro-inflammatoire in vitro au sein de
cellules épithéliales mais également d’activer le systéme immunitaire inné in vivo et de contribuer
aux dommages de différents organes (poumons, reins, systéme cardiovasculaire). Sa libération en
situation de choc hémorragique est donc potentiellement contributive au SIRS et a la défaillance
d’organes observés chez les polytraumatisés ayant subi un choc hémorragique. Gilbert et al a
démontré que la destruction spécifique de 1’acide urique suite au choc hémorragique, en I’absence
d’inhibition de la xanthine oxydase mais via l’utilisation d’une uricase recombinante, pouvait
prévenir I’inflammation et I’apoptose au niveau des reins, des poumons et au niveau systémique;

ceci suggeére que I’acide urique soluble circulant représente un médiateur important'?.

2.3 Role mitigé dans Datteinte entéro-hépatique : une opportunité
Bien que I’acide urique soit de plus en plus reconnu comme une molécule délétere pour plusieurs

)7884-88 son role dans Iatteinte hépatique et

systémes (cardiovasculaire, rénal, pulmonaire
entérique demeure controversé. De facon analogue aux études de Cromwell et Cowsert, les études
portant spécifiquement sur I’acide urique et 1’atteinte hépatique suite au choc hémorragique
investiguaient davantage le role potentiellement délétére de la xanthine oxydase (génération de
radicaux libres, dysfonction endothéliale et déplétion en ATP) que celui de 1’acide urique lui-

méme!+ 161819 Flynn et al a investigué le role de I’inhibition de la xanthine oxydase sur la

dysfonction microvasculaire et la déplétion en ATP hépatique au sein d’un modele murin de choc
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hémorragique; I’inhibition de la xanthine oxydase a pu prévenir la diminution du débit sanguin
hépatique et la déplétion en ATP, probablement en lien avec la dysfonction microvasculaire induite
par I’activité de la xanthine oxydase!¢. Le méme groupe a décrit des trouvailles similaires au niveau
intestinal, ou [I’allopurinol administré avant la réanimation a pu prévenir la dysfonction
endothéliale et la diminution du débit sanguin intestinal'>. Matsumura et al a suggéré un role
protecteur des inhibiteurs de la xanthine oxydase (administrés en pré-traitement) en utilisant un
modéle murin d’ischémie-reperfusion hépatique par clampage de la veine porte?®. L’étude a
démontré une diminution des chimiokines, une diminution de I’infiltration hépatique par les
neutrophiles, et une diminution des enzymes hépatiques sériques, utilisés cliniquement comme
marqueur de Iésion hépatique®®. Une seule étude a suggéré un role protecteur de I’acide urique sur
atteinte hépatique suite au choc hémorragique!®. En effet, Tsukada et al a suggéré que
I’administration d’acide urique en pré-traitement pouvait prévenir 1’atteinte hépatique (diminution
des enzymes hépatiques sériques et diminution non-quantitative de la nécrose et de 1’infiltration
neutrophilique)!®. Une diminution purement qualitative de la nitrotyrosine au niveau du foie a
men¢ les auteurs a conclure que le role protecteur de I’acide urique provenait possiblement de sa

capacité a neutraliser le peroxynitrite, source significative de stress oxydatif!®.

Hormis I’omission du role direct potentiel de I’acide urique, ces études demeurent limitées par le
moment d’intervention par rapport au choc et a la phase de réanimation, par la durée limitée de
I’intervalle entre le choc et les analyses biochimiques (quelques heures), et par le caractére semi-
quantitatif des analyses'#!®131° En effet, la transition clinique de ces concepts requiert un
intervalle temporel d’intervention cliniquement pertinent et reproductible pour une population de

patients atteints d’un choc hémorragique. Bien que pertinent pour les lésions d’ischémie-
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reperfusion liées aux transplantations, ou le moment de I’insulte est prédéfini, les modeles de pré-
traitement sont d’une pertinence questionnable pour les patients atteints d’un choc hémorragique,
surtout dans un contexte de traumatologie ou le traumatisme survient de fagcon aléatoire dans le
temps et ou les interventions cliniques ne peuvent avoir lieu qu’une fois 1’épisode du choc amorcé.
De plus, la défaillance d’organes la plus significative d’un point de vue pronostic est celle qui
persiste dans le temps?; la prévention de certains phénoménes tot dans le processus d’ischémie-
reperfusion a certes le potentiel de prévenir une atteinte a plus long terme, mais les modeles
¢valuant I’insulte microvasculaire et tissulaire a 1h, 2h et méme 24h ne peuvent se prononcer sur
les effets a long terme de leurs interventions. Pour ces raisons, la littérature portant spécifiquement
sur I’acide urique et la voie enzymatique de la xanthine oxydase suite au choc hémorragique

demeure incomplete.

Les failles de la littérature actuelle représentent donc une opportunit¢ d’améliorer la
compréhension de ces phénomenes, tant au niveau pré-clinique que clinique. Au-dela du paradoxe
oxydant/antioxydant’®, et de par sa capacité a activer le systéme immunitaire inné via I’activation
de différents PRR32%%%4  ce mémoire postule que I’acide urique lui-méme représente une
alarmine capable d’induire une réponse inflammatoire systémique et locale. Sa libération en
circulation persistant jusqu’a 72h''"13% et son role dans I’inflammation et 1’apoptose
rénale/pulmonaire en situation de choc hémorragique'® représentent des arguments en faveur d’un
role générateur du SIRS et de la défaillance d’organes observés chez les polytraumatisés en choc
hémorragique. Qui plus est, le traumatisme tissulaire direct généralement prépondérant chez les
polytraumatisés, menant a de la nécrose cellulaire, pourrait favoriser une libération accrue d’acide

urique en circulation systémique!®. Etant donné la controverse au niveau entéro-hépatique!#
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16.18,19 "le volet fondamental de ce mémoire, présenté au chapitre 3 sous forme de manuscrit accepté
(Journal of Trauma and Acute Care Surgery), investiguera le role de 1’acide urique dans 1’atteinte
entéro-hépatique suite au choc hémorragique.

Les hypothéses sont que 1’acide urique contribue a la lésion hépatique suite a I’ischémie-

reperfusion en activant différentes cascades inflammatoires (ICAM-1, infiltration neutrophilique,
inflammasome, TNF-alpha) et régulatrices d’apoptose (Bax/Bcl-2, AKT, Caspases). L’acide
urique étant en mesure d’induire la libération d’HMGB-1%4, et ’THMGB-1 étant intimement 1ié a

I’altération de la perméabilité intestinale**->

, ce mémoire postule également que ’acide urique
affecte la libération in vivo ’HMGB-1, la perméabilité intestinale et la translocation de produits
bactériens (LPS) qui en découle, potentiellement générateurs de défaillance d’organes!!. Ces
hypothéses seront investiguées a 1’aide d’un modéle murin de survie de choc hémorragique

utilisant une intervention pharmacologique (rasburicase, enzyme recombinante qui métabolise

I’acide urique en allantoine, Sanofi) comme complément a une réanimation standard.

Le chapitre 4 présentera une premicre tentative de transition clinique de ces concepts sous forme
de méthodologie détaillée et résultats préliminaires d’une étude pilote prospective (AUSTRA,

NCT03622632). L’hypothése principale, fondée sur la littérature pré-clinique présentée ci-haut,

est que 1’acide urique circulant est augmenté de fagon reproductible suite au choc hémorragique
traumatique, principalement dans les premicres 72h suivant le traumatisme. Les objectifs, basés
sur nos résultats pré-cliniques'®, sont de démontrer notre capacité a mesurer ’acide urique, sa
cinétique, son pic et son association avec la défaillance d’organes tardive suivant le traumatisme;
il s’agit d’abord et avant tout d’une étude pilote visant la faisabilit¢ de prélévements sériés, le

dernier objectif n’étant qu’exploratoire a ce stade.
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Chapitre 3 Volet fondamental: Impact of uric acid on liver
injury and intestinal permeability following resuscitated
hemorrhagic shock in rats
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Caroline Bouchard®, Christopher F. Rose PhD!?, Guy Rousseau PhD'? and Emmanuel
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2 Hepato-Neuro Laboratory, Centre Hospitalier Universitaire de Montréal Research Center,
Université de Montréal

3 Hopital du Sacré-Ceeur de Montréal Research Center

ABSTRACT

Background: Multi-organ failure is a consequence of severe ischemia-reperfusion injury after
traumatic hemorrhagic shock, a major cause of mortality in trauma patients. Circulating uric
acid, released from cell lysis, is known to activate pro-inflammatory and pro-apoptotic pathways
and has been associated with poor clinical outcomes among critically ill patients. Our group has
recently shown a mediator role for uric acid in kidney and lung injury, but its role in liver and
enteric damage after hemorrhagic shock remains undefined. Therefore, the objective of this study
was to evaluate the role of uric acid on liver and enteric injury after resuscitated hemorrhagic
shock.

Methods: A murine model of resuscitated hemorrhagic shock was treated during resuscitation
with a recombinant uricase, a urate oxidase enzyme (rasburicase, Sanofi), to metabolize and

reduce circulating uric acid. Biochemical analyses (liver enzymes, liver apoptotic and
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inflammatory markers) were performed at 24h and 72h after hemorrhagic shock. Physiological
testing for enteric permeability and gut bacterial product translocation measurement (plasma
endotoxin) were performed 72h after hemorrhagic shock. In vitro, HT-29 cells were exposed to
UA, and the expression of intercellular adhesion proteins (ZO-1, e-cadherin) was measured to
evaluate the influence of uric acid on enteric permeability.

Results: The addition of Uricase to resuscitation significantly reduced circulating and liver uric
acid levels after hemorrhagic shock. It also prevented hemorrhagic shock-induced hepatolysis
and liver apoptotic/inflammatory mediators at 24h and 72h. Hemorrhagic shock-induced enteric
hyperpermeability and endotoxemia were prevented with uricase.

Conclusions: After resuscitated hemorrhagic shock, uric acid is an important mediator in liver
and enteric injury. Uric acid represents a therapeutic target to minimize organ damage in
polytrauma patients sustaining hemorrhagic shock.

Level of evidence: Foundational research

Study type: Animal study

Keywords: Hemorrhagic shock, organ failure, danger-associated molecular patterns, uric acid.
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BACKGROUND

Hemorrhagic shock (HS) is a leading cause of severe systemic ischemia-reperfusion in critically
injured patients'. While HS leads to early death, multi-organ dysfunction and sepsis are responsible
for late mortality and morbidity among resuscitated survivors® ®. Aside from organ support and
treatment of infections, no interventions have demonstrated to be beneficial in preventing organ
dysfunction in injured patients sustaining HS. This unmet clinical need warrants new therapeutic
approaches. While wide suppression of the immune system is potentially hazardous in the context
of ongoing tissue repair and increased risk of sepsis® 5, targeting danger associated molecular
patterns (DAMPS), key upstream initiators of the sterile inflammatory response observed in
injured patients, may prove beneficial® 7.

Direct tissue damage and ischemia-reperfusion injury lead to uric acid (UA) release from cell
death, a molecule resulting from DNA and purine metabolism through the xanthine oxidase (XO)
pathway®1°. Animal models have demonstrated a peak of circulating UA following HS and these
studies aimed at evaluating the potentially protective role of XO inhibition on oxidative stress,
microcirculatory dysfunction and ATP depletion!!-13. However, the direct impact of UA on organ
damage has not been investigated after HS. UA has been well established as a pro-inflammatory
and pro-apoptotic molecule, both as a crystal and a soluble molecule® 4. In-vitro studies have
shown that soluble UA could induce a pro-inflammatory phenotype through interaction with Toll-
like receptor-4 (TLR4), promoting inflammasome activation (NLRP-3, caspase-1), pro-
inflammatory cytokine release (IL-1p, IL-18) and enhanced endothelial immune cells adhesion
proteins (ICAM-1, VCAM)!* 13, UA has also been shown to induce the release of High Mobility

Group Box Protein 1 (HMGB1) from endothelial cells, another DAMP associated with distant
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organ injury, alteration of mucosal barrier, organ failure and mortality in animal and clinical

studies!6-19.

Our group has recently shown that UA metabolization after resuscitated HS, using a recombinant
urate oxidase enzyme (uricase) specifically targeting UA, prevented apoptosis and inflammation
in lungs and kidneys, as well as TNF-a circulation?®. However, the role of UA in liver damage
after HS remains undefined. While some animal studies have suggested a protective role for XO
inhibition, a short-term model of HS showed a benefit of UA pre-treatment on hepatocellular

injury, presumably through antioxidant pathways!!- 222,

Furthermore, there is accumulating evidence that the gut represents a driver of systemic
inflammation and organ dysfunction via endotoxemia as part of systemic ischemia-reperfusion
injury?*-26, This argument, with the direct anatomical relationship between the gut and the liver
through the portal circulation, makes the evaluation of intestinal damage of paramount importance.
We hypothesized that UA liberation after HS could directly impact liver and enteric injury
following ischemia-reperfusion. The main objective of this study was to characterize the role of
UA in HS-induced liver damage through evaluation of inflammatory and cell death/survival
pathways. The secondary objective was to investigate the role of UA on enteric injury after HS
and provide some insight into a potential relationship between liver damage and HS-induced

intestinal permeability.
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METHODS

Animals handling and group allocation

Male Wistar rats weighing 350-450g were used for experiments following approval by the local
animal ethics committee. Rats were allowed a 3-days period of acclimatization and managed

according to the Canadian Council on Animal Care Guidelines (2020).

Animals were randomly assigned to Sham, hemorrhagic shock (HS) or hemorrhagic shock+uricase
(HS+U) the day before the experiments (n=6/group). All three groups underwent general
anesthesia, endotracheal intubation and femoral vessels cannulation. Sacrifice was performed at

24h and 72h for a total of 36 animals distributed in 6 groups.

Interventions, HS induction and experimental design

General anesthesia was induced with ketamine and xylazine (60 and 10 mg/kg, respectively) and
maintained with isoflurane 1-2%. After intubation with a 16-gauge angio-catheter, animals were
ventilated under volume-controlled mode (6ml/kg). Following a lcm inguinal incision, the
femoral artery and vein were dissected and cannulated. Arterial access allowed invasive blood
pressure monitoring and blood withdrawal was done through the vein. Pulse oximetry, rectal

temperature and electrocardiogram were displayed in real time.

HS was induced as previously described, with blood withdrawal until a mean arterial pressure
(MAP) of 30 mmHg was reached, which was maintained for 1 hour?®’. Animals were then
resuscitated to maintain a MAP above 60 mmHg for 1h with a 1:1 mix of Ringer’s Lactate and

shed blood (kept at 37°C with 0.2ml citrate-dextrose solution, Sigma-Aldrich). In the HS+U group,
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uricase (Rasburicase, Sanofi-Aventis) was administered IP (1.5mg/kg) at the beginning of
resuscitation?. In the HS+vehicle group, an equal volume of saline 0.9% was administered IP as
a placebo. The Sham group underwent all procedures, including general anesthesia for 45 minutes,
without HS. After resuscitation, femoral vessels were decannulated and ligated. The skin was
closed with absorbable suture. The saturation of the cannulated limb was verified. Animals were
weaned from isoflurane, extubated and observed over 24h or 72h, depending on group allocation.
Analgesia was provided with subcutaneous buprenorphine (0.05 mg/kg). Among the entire

protocol, two rats died due to protocol deviations regarding tight MAP maintenance during shock.

Sacrifice, blood sampling and organ harvesting

Animals were sacrificed by decapitation under sedation with ketamine/xylazine injection IP (60
and 10mg/kg, respectively). Blood was sampled simultaneously and centrifuged at 3000g for 15
minutes. The plasma was aliquoted, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Organs were
harvested on ice, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. A S5cm segment of jejunum was

harvested 10cm from the pylorus for ex-vivo permeability assessment (see below).

Plasma analysis/tissue analysis

Uric acid concentration was measured in plasma and liver parenchyma at 24h and 72h using a
fluorescent assay (STA-375 400 assays, Cell Biolabs). Liver tissue homogenization was
performed the same way as for western blot (see below). The protocol of the manufacturer was
followed as described previously?.

Hepatocellular injury was assessed with duplicated measurement of liver enzymes (ALT, AST) in

200 pL of plasma at 24h and 72h, using the COBAS c111 automated analyzer system (Roche
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Diagnostics).

Plasma endotoxin (LPS) levels were measured in duplicate at 72h, using an enzymatic assay
according the manufacturer protocol (MyBioSource, MBS268498).
Plasma HMGB1 was measured in duplicate at 24h and 72h by ELISA according to the protocol

provided by the manufacturer (Elabscience, E-EL-R0505).

Liver Caspases activities

Caspase-1, -3 and -8 activities were measured in duplicate. Liver samples were suspended in lysis
buffer and homogenized with sonication. Tissue homogenates were processed as previously
described in detail 2°. Fluorescence was quantified with spectrofluorometry (Photon Technology
International, Lawrenceville, NJ, USA) at appropriate excitation/emission wavelengths (340/435,

365/465 and 365/430nm for caspase-1, -3 and -8, respectively).

Western blot (WB)

Protein markers of apoptosis (Bax), cell survival (Bcl-2, phosphorylated-AKT), inflammation
(ICAM-1) and epithelial junctional proteins (ZO-1, E-cadherin) were assessed by WB. Samples
(liver or HT-29 cells) were handled according to standard technique as previously described?®.
Protein expression, probed with primary antibodies for ICAM-1 (Invitrogen, MA5407), E-
cadherin (Abcam, ab1416) and Zonula-occludens (Proteintech, 21773-1-AP), was normalized with
Beta-Actin (Sigma, A2066-2ML). Proteins such as Bax (Abcam, ab182733), Bcl-2 (R&D systems,
MABS8272), phosphorylated-AKT (Cell signalling technology, 4060S) and total AKT (Cell

signalling technology, 9272S) were reported as ratios (Bax/Bcl-2; phospho-AKT/AKT).
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Myeloperoxidase activity
Myeloperoxidase (MPO) activity was used to quantify neutrophil accumulation in the liver.
Tissues were weighted and handled as described elsewhere?. MPO activity was measured using

the same method as previously published?’. MPO activity was calculated as follows:

U Absorbance,,, — Absorbance,;, (IU
MPO activity ( ) — max min (IU)

mg X min/ ~ weight of sample (mg) x 5 (minutes)

Liver TNF-o and IL-1f concentrations

Liver pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1B) were measured in duplicate at 24h and 72h
using the ELISA technique. Liver samples were homogenized with the same technique as WB.
Using the Lowry method, 200ug of proteins was used for measurement of cytokine concentration
according to the protocol provided by the manufacturer (Rat IL-1p/TNF-a, DuoSet Elisa, R&D

systems).

Ex-vivo intestinal permeability and intestinal resistance

Small bowel permeability was assessed ex-vivo using FITC-dextran permeability with a Ussing
Chamber. Using a Scm segment of jejunum, the mucosa was bluntly stripped from the
seromuscular layer and a 1cm? of mucosa was placed in the cassette so that the luminal side of the
mucosa faced the chamber with the FITC-dextran solution (4mg/ml). Fluorescence was measured
at 30, 60 and 90 minutes in the chamber facing the basolateral side of the mucosa using
spectrofluorometry (Cary Elipse). Alternatively, intestinal transepithelial resistance was measured
continuously during the 90 minutes. Chambers were continuously oxygenated to prevent cell

death. Results at 90 minutes were reported for comparisons.
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In vitro experiments using human intestinal cells (HT-29)

HT-29 cells were cultured between passage 5 and passage 15 in McCoys medium (Wisent) and
5% Fetal Bovine Serum (FBS, Wisent) and maintained on room air at 37°C with 5% CO;. A 0.2M
solution of soluble UA was prepared with UA sodium salt (SIGMA, U2875-25G) dissolved in
0.2% NaOH medium and filtered with a sterile 0.22um filter to ensure the absence of crystals. HT-
29 cells were divided into 4 groups: 1-Vehicle (NaOH) alone as a control group, 2-UA exposure
(UA 5x10“M for 18h), 3-UA exposure + Uricase (UA 5x10“*M for 4h, then Uricase 0.5ug/ml for
14h) and 4-Uricase 0.5ug/ml for 18h alone. Microscopy was performed at the beginning and the
end of treatments to confirm the absence of crystals. After three washings with PBS, cells were
isolated with centrifugation and adhesion protein expression (ZO-1, E-Cadherin) was assessed by

western blot.

Statistical analyses

Based on an effect size of 0.75 (0.6-0.9) from previous data, an alpha error of 0.05 and a power of
0.9, 36 (30-54) animals were needed for the 6 groups (3 experimental groups with two time points).
All data were normally distributed and expressed as Mean+ Standard Deviation (SD). A one-way
ANOVA with Bonferroni post-hoc analysis was performed for homogeneous variance. For
heterogeneous variances, a Brown-Forsythe correction with a Games-Howell post-hoc analysis

was performed. A p-value less than 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Hemodynamic parameters and UA circulation
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Physiological variables, including heart rate, MAP, oxygen saturation and temperature are
presented in a Table (Supplementary data file 1). Both the HS and HS+U groups had similar MAP
patterns, weights, total volumes of withdrawn blood to induce shock and reinfused resuscitation

volumes (Fig 1A, B).

Circulating UA levels were significantly induced by HS compared to sham, which was prevented
following uricase administration at 24h and 72h (Fig 2A). Similar patterns of UA levels were

observed in the liver at 24h without detectable difference at 72h (Fig 2B).

Impact of UA modulation on the liver

The intervention with uricase blunted the HS-induced increase in ALT levels at beth-at24h-and
72h (Fig 3A). For AST, the effect was marginal in the HS+U group compared to HS at 72h (Fig
3A). At 24h, the same pattern was observed for ALT levels, with no difference for AST levels

(Supplementary data file 2).

Apoptosis indicators were assessed using caspase-3 (common pathway effector caspase) and
caspase-8 (extrinsic pathway initiator caspase) activities. Other components involved in survival
program signalling pathways were Bax/Bcl-2 and pAKT/AKT ratios, respectively. At 72h after
HS, uricase prevented a nearly two-fold increase in liver caspase-3 and -8 activities (Fig 3B).
Increase in liver Bax/Bcl-2 ratio after HS was also prevented (Fig 3C). HS lead to a significant
decrease in liver phosphorylated-AKT/AKT ratio, a protein that promotes cell survival upon
phosphorylation; lowering UA with uricase prevented this phenomenon (Fig 3C). The same

patterns were observed 24h after HS (Supplementary data file 2).
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Regarding inflammation in the liver, MPO enhancement at 24h after HS was completely prevented
with uricase (Fig 4A), whereas no difference was observed at 72h (Supplementary data file 2). The
adhesion protein [ICAM-1 was significantly enhanced by HS at both timepoints, and also prevented
by uricase administration (Fig 4A and Supplementary data file 2). Furthermore, uricase completely
prevented increases in liver TNF-a and IL-1P 24h after HS (Fig 4B). Although IL-1p was not
measured at 72h due to its early kinetics®®, liver TNF-o. showed no difference at 72h
(Supplementary data file 2). Caspase-1 activity, part of the inflaimmasome complex?!, was
significantly induced both at 24h and 72h after HS and completely abolished with UA metabolism

by uricase (Fig 4B and Supplementary data file 2).

Impact of UA modulation on intestinal permeability and epithelial adhesion proteins

HS lead to significantly increased plasma endotoxin (LPS) circulation at 72h compared to sham, a
phenomenon completely prevented by the administration of uricase during resuscitation (Fig 5A).
In line with this finding, both ex-vivo intestinal transepithelial resistance and dextran permeability
were altered 72h after HS (Fig 5B). The drop in transepithelial resistance, as well as intestinal
hyperpermeability following HS, were prevented with uricase. HS-induced circulating HMGBI1

was persistently abolished at both timepoints following uricase treatment (Fig 5C).

Additional in vitro experiments were performed to investigate how UA could alter intestinal
permeability. HT-29 cells treatment with UA decreased junctional protein expression (E-cadherin
and ZO-1) by almost half and UA metabolism with subsequent addition of uricase to culture media

prevented this phenomenon (Fig 6A). As control measures, no difference was observed between
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control and uricase alone regarding the expression of both proteins (Fig 6A). Uricase was
confirmed to completely metabolize UA in the culture media, with a final medium UA

concentration identical to control (Fig 6B).

DISCUSSION

We have previously shown that UA, released in the circulation as part of HS, contributes to lung
and kidney injury in association with systemic inflammation?°. This study demonstrates that
targeting one specific DAMP during resuscitation, namely UA, directly impacts on enteric organs
after HS. We show that UA plays a key role in liver enzyme release (ALT), liver inflammation,
regulatory apoptotic and survival signaling pathways, as well as increased enteric permeability
following HS. We specifically evaluate the role of circulating UA as a direct mediator for hepatic
and enteric injury after HS, given controversial previous experimental data'l:2!-32-34 In the past,
most studies pertaining to the UA/XO pathway were performed using XO inhibitors with the
theory that decreasing XO activity would decrease oxidative stress*> 3¢, However, UA levels were
either not measured®® or measured not as a direct mediator but rather as a marker of XO
inhibition'!: 3> 3¢, In addition, organ injury was assessed relatively early after HS!!>2!, and some
studies tested pre-treatment strategies?!>** 33, Although this is relevant to planned procedures such
as organ transplantation, this is of questionable relevance to the trauma population, knowing that
post-traumatic organ failure is a late phenomenon and that it is impossible to pre-treat a trauma
patient before injury occurs® 3. With time, UA has been well established as a DAMP and has been
implicated in numerous inflammatory conditions such as the tumor lysis syndrome, coronary artery
disease, gouty arthritis, and morbidity in ICU populations*’*°. Our pharmaceutical strategy

(uricase), used as an adjunct to resuscitation, metabolizes UA downstream of XO and therefore
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differentiates whether organ damage is related to XO-induced oxidative stress or UA itself.
Furthermore, our model was designed to evaluate organ damage with a temporal resolution that is

clinically relevant to the trauma population, as we used a rat model of HS with longer survival (24-

72h).

Our study shows that HS-induced liver ischemia-reperfusion injury is related to UA circulation as
evidenced by decreased ALT levels at both 24h and 72h timepoints in the uricase treated groups.
This phenomenon was less clear with AST levels, presumably due to non-hepatic AST sources
such as skeletal muscle. Further experiments showed that UA plays a role in hepatocellular
regulation of apoptotic pathways through activation of caspases and increased Bax/Bcl-2 ratio.
Such phenomena have also been observed kidney tubular cell line after UA exposure*!. Uricase
treatment prevented the decreased AKT phosphorylation (pAKT) induced by HS, a marker of one
signaling pathway involved in cell survival. This contrasts with the survival benefit and pro-
inflammatory profile induced by UA in human monocytes*. At least, in the liver parenchyma, our
findings are consistent with our previous study on lung and kidney caspases activation?’. Although
mechanisms remain incomplete, these results suggest either multiple distinct pro-apoptotic effects

of UA, or significant cross-talk between the intrinsic and extrinsic apoptotic pathways.

UA also seems to be involved in liver inflammation following ischemia-reperfusion injury.
Decreased liver pro-inflammatory cytokines (TNF-a., IL-103), I[CAM-1 expression and neutrophilic
infiltration were observed at 24h when UA was targeted during resuscitation. The fact that MPO
and TNF-o were not increased in the parenchyma 72h after HS, despite enhanced ICAM-1

expression, points to a possible bimodal systemic effect. The ischemia effect present in the early
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phase of inflammation might decrease with time, while the persistent circulating UA might
enhance ICMA-1 endothelial expression. The effect of persistent activation at the level of the
immune system or hepatocytes by circulating UA is suggested through caspase-1 activation, a key
downstream effector of the NLRP-3 inflammasome complex*’. Hence, UA has been shown to
promote IL-1B expression and ICAM-1 expression on renal tubular cells!. The fact that IL-18
levels and caspase-1 activities were significantly blunted with uricase suggests that UA contributes
to liver ischemia-reperfusion injury through an inflammasome-mediated process. It is possible that
the phenomenon is related to local TNF-a activated by inflammation and apoptosis, particularly

through the extrinsic apoptotic pathway**.

One of the most interesting findings of the present study is the impact on intestinal permeability
and resistance. The clinical relevance of intestinal permeability was assessed with measurement
of endotoxemia, with the assumption of a digestive tract source in absence of gram-negative sepsis.
Consistent with the prevention of HS-induced intestinal hyperpermeability, the intervention on
UA prevented the development of endotoxemia 72h after HS, which has been shown to correlate
with organ dysfunction in populations sustaining severe ischemia-reperfusion injury such as severe

2345 and cardiac surgery patients***’. The mechanism by which UA alters intestinal

trauma
permeability may be related to decreased expression of epithelial contact proteins (E-cadherin and
Z0-1) as demonstrated in-vitro; indeed, other have demonstrated its impact on the intestinal barrier
in hyperuricemic mouses*s. An alternative mechanism may be through promotion of HMGBI

circulation, a DAMP known to cause distant organ damage and to alter mucosal barrier function!”-

19:49 The fact that our in-vivo intervention on UA persistently prevented HMGBI circulation after

60



HS supports this mechanism and is consistent with previous in-vitro studies showing that soluble

UA can induce HMGBI release!’.

Whether altered intestinal permeability is a driver of systemic inflammation and distant organ
damage or merely an injured organ among others is currently undefined. The fact that multiple
studies have shown an association between endotoxemia and distant organ failure suggests that
increased intestinal permeability, with concomitant endotoxemia, may be a major factor in distant
organ failure’>*. Alternatively, one could postulate that gut failure is solely a marker of
hypoperfusion severity and may not mechanistically contribute to distant organ injury. Although
the direct anatomical relationship between the gut and the liver provides insight into a potential

causal relationship, our model cannot answer this question.

We have to acknowledge several limitations of our study. First, our model is limited to a controlled
HS survival model with measures up to 72h, without direct tissue injury as sustained by polytrauma
patients. Secondly, although our model does present significant hypoperfusion (Delta lactate) and
transient renal dysfunction as previously reported®® 28, liver dysfunction per se was not measured.
In addition, histologic assessment of intestine and liver injury, including cellular apoptosis, were
not performed. Finally, despite our ex-vivo and in-vitro approach for the evaluation of intestinal
permeability and epithelial junctional protein expression, these findings remain consistent with the
in-vivo measures of endotoxemia.

Even though targeting UA with uricase consistently prevented the consequences of ischemia-
reperfusion injury on the liver and the gut after HS, whether uricase can prevent long-term organ

failure and sepsis remains to be explore. Although our findings point to an overall deleterious
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effect of UA as part of systemic ischemia-reperfusion injury, caution remains important as
beneficial anti-oxidant effects have been suggested in local neuronal ischemia®® 5!
Notwithstanding these findings, they do not necessarily apply to injury sustained in HS, as

different mechanisms involving other DAMPs or immune mediators could induce distant organ

injury.

CONCLUSION

UA released from systemic ischemia-reperfusion injury after HS impacts liver and enteric
function, leading to injury through activation of inflammatory and apoptotic pathways and
alteration of intestinal permeability. Despite limited knowledge of underlying mechanisms, UA
appears to be a key upstream mediator in HS-induced organ injury and could represent a potential

therapeutic target in adjunction to standard resuscitation.
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TABLES AND FIGURES
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Figure 1: Mean arterial pressure (A), weight (B), Shed blood volume (C) and resuscitation volume
(D) among HS and HS + Uricase groups. Expressed as mmHg, grams or ml + SD.
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A) Plasma uric acid
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Figure 2: Circulating (A) and liver (B) uric acid concentration 24h and 72h after hemorrhagic
shock. Values expressed as fold change + SD. * indicates p<0.05 between HS and the two other

groups.
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A) Plasma liver enzymes (72h)
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Figure 3: Plasma ALT and AST (A), Caspase-3 and -8 activation (B), Bax/Bcl-2 ratio and pAKT/AKT ratio (C) and representative Western
Blot bands (D) at 72h after HS. Values expressed as IU/L or fold change + SD. * indicates p<0.05 between HS and the two other groups.
# indicates p<0.05 between HS+U and HS group.
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A) Liver neutrophil infiltration and ICAM-1
expression (24h)
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C) Liver Cytokines and inflammasome (24h)
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Figure 4: Liver neutrophil infiltration, ICAM-1 adhesion protein expression with representative
bands (A), pro-inflammatory cytokine expression related to inflammasome activation and
caspase-1 activation (B). Values expressed in fold change or pg/ml + SD. * indicates p<0.05
between HS and the two other groups.
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A) Plasma LPS (72h)
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B) Intestinal permeability studies (72h)
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Figure 5: Plasma LPS (A), ex-vivo intestinal permeability studies (B) and plasma HMGB-1 (C).
Expressed in ng/ml (A), fold change and Ohms (B) and pg/ml (C) £ SD. * indicates p<0.05 between
HS and the two other groups.
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Figure 6. In-vitro HT-29 junctional protein expression (A) and UA supernatants concentrations (B)

after UA exposure. Expressed in fold change and uM + SD. n=6/group. * indicates p<0.05

between the UA group and all other groups.
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Supplementary data file 1: Table with physiology variables

Baseline Shock Reperfusion

Sham (n=12)

MAP, mmHg 65.2 (7.6) 64.7 (7.8) 64.7 (7.8)

HR, bpm 238 (19.6) 243 (19.6) 243 (19.5)

Saturation, % 98 (1.2) 98 (1) 98 (1)

Temperature, (°C) 33.8 (1) 34.1(1) 34.1(1)
HS (n=12)

MAP, mmHg 66.9 (6.1) 32.2(1.8) 56.3 (7.6)

HR, bpm 241 (14.7) 223 (22) 250 (19.6)

Saturation, % 98 (0.7) 97 (1.5) 98 (0.7)

Temperature, (°C) 33.8 (1) 33.4 (1) 33.5(1.2)
HS + Uricase (n=12)

MAP, mmHg 63.5(6.4) 31.2(1.7) 56.1(7.4)

HR, bpm 243 (22) 235 (27) 252 (29.4)

Saturation, % 98 (0.7) 98 (1) 98 (1.2)

Temperature, (°C) 344 (1) 33.9 (1) 33.9 (1)

All values are represented as means (SD). MAP: mean arterial pressure; HR: heart rate; bpm: beats per minutes.
Average values are reported at baseline, during hemorrhagic shock, then during reperfusion until extubation.
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Supplementary data file 2: Supplementary material related to Figures 3 and 4.

Supplementary figure 3
A) Plasma liver enzymes (24h)
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B) Liver apoptosis (24h)
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Liver survival program (24h)
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A. At 24h, the intervention with uricase (U) blunt HS-induced increase in ALT levels; increased
AST levels after HS compared to Sham is not attenuated following uricase intervention.
B. At the 24h after HS, uricase prevents a nearly two-fold increase in liver caspase-3 and -8

activities.

C. Increase in liver Bax/Bcl-2 ratio after HS is prevented. HS leads to a significant decrease in
liver phosphorylated-AKT/AKT ratio; lowering UA with uricase prevented this phenomenon.
D. Representative Western Blot bands. Values expressed as IU/L or fold change + SD. *

indicates p<0.05 between HS and the two other groups.
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Supplementary figure 4

A)  Liver neutrophil infiltration and ICAM-1
expression (72h)
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C) Liver Cytokines and inflammasome (72h)
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A. No differences are observed at 72h for Myeloperoxidase (MPO). The adhesion protein
ICAM-1 is significantly enhanced by HS and prevented by uricase administration.

B. Representative Western Blot bands of ICAM-1

C. liver TNF-a showed no difference at 72h; Caspase-1 activity, is significantly induced till 72h
after HS and completely abolished with UA metabolism by uricase.

Values expressed in fold change or pg/ml £ SD. * indicates p<0.05 between HS and the two

other group
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Chapitre 4 Volet clinique : La circulation de I’Acide Urique
chez les patients Sévérement TrAumatisés : une étude pilote
prospective (AUSTRA).

Etant-donné les données préclinique et préliminaires cliniques (Prélévement de I’étude
DYNAMIC, NCTO01355042), nous avons dessiné¢ une étude de cohorte, afin de décrire la
fluctuation initiale (histoire naturelle) et de déterminer le moment associé a une concentration

maximale d’acide urique (pic précoce) apres le traumatisme.

4.1 Meéthodologie

Objectifs de I’étude:

L’objectif primaire était d’évaluer la faisabilité d’une étude mesurant 1I’évolution de I’acide urique

suivant un traumatisme grave, spécifiquement d’évaluer notre capacité a recruter et a mesurer de
manicre sériée notre biomarqueur. De plus, nous souhaitions évaluer le mode d’obtention de
données reproductibles, 1’évaluation des intervalles choisis entre les prélévements et la cinétique

de I’acide urique en circulation suivant un choc hémorragique traumatique.

Les objectifs secondaires étaient :

1) Etablir les déterminants de I’acide urique en circulation suite au choc hémorragique
traumatique, incluant la sévérité du traumatisme et du choc.
2) Evaluer le potentiel prédictif du degré d’augmentation d’acide urique sérique initial sur la

défaillance d’organes multiples subséquente.
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Hypothéses :

1) En accord avec la littérature pré-clinique, un pic précoce d’acide urique sera détecté dans les
premigéres 24 heures suivant le choc hémorragique traumatique.

2) Il est possible que le degré d’augmentation de I’acide urique sérique soit associé a une sévérité
plus importante du traumatisme et du choc hémorragique.

3) 1l est possible que le degré d’augmentation de 1’acide urique sérique initial soit associ¢ a une

défaillance d’organes multiples subséquente plus importante.

Population étudiée (Fig 4.1):

Une étude prospective observationnelle dont le recrutement est toujours en cours a été mise en
place a I’Hopital Sacré-Ceoeur de Montréal. Les patients potentiellement candidats a 1’étude sont
présentement dépistés des leur arrivée a I’'urgence apres I’activation de I’équipe de traumatologie
(code 111). Les patients respectant les critéres nommés ci-bas ont été recrutés. Etant donné que
I’objectif primaire est d’évaluer la faisabilité de prélévements sériés d’acide urique et la cinétique
de cette molécule suite & un choc hémorragique traumatique, le nombre de patients nécessaires a

la réalisation de 1’objectif primaire, basé sur d’autres biomarqueurs, est de 25 patients!?,

Critéres d’Inclusion

1) Age>18ans

2) Admission aux soins intensifs

3) Intervalle de moins de 3 heures entre le traumatisme et 1’arrivée a I’'urgence
4) Injury Severity Score (ISS) de plus de 16

5) Réanimation volumique avec > 1L de crystalloides ou > 1 culot globulaire regu a I’'urgence
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Critéres d’exclusion :

1) Traumatisme médullaire ou traumatisme craniocérébral isolé

2) Maladie hématologique

3) Chimiothérapie recue dans 4 semaines précédant le traumatisme
4) Traitement d’uricase dans la semaine précédant le traumatisme

5) Transfert d’une autre institution

Explications des critéres d’inclusion et d’exclusion :

Seuls les patients majeurs (18 ans et plus) ont été recrutés étant donné la nature différée du
consentement tel qu’expliqué ci-haut. L’admission aux soins intensifs était nécessaire non
seulement pour les soins globaux des patients mais également pour optimiser la faisabilité¢ des
prélévements sériés. Notre groupe ayant déja démontré une augmentation d’acide urique sérique
des les premiéres 2 heures suivant un choc hémorragique, un intervalle de moins de 3 heures entre
le traumatisme et I’arrivée du patient a ét¢ jugé nécessaire afin d’augmenter la probabilité de
détecter un pic précoce d’acide urique, sans pour autant devoir exclure trop de patients en raison
d’un long transport hospitalier!®. Un score de sévérité (Injury severity score) de plus de 16 a été
choisi afin de sélectionner des patients a risque de défaillance d’organes multiples!®. Les critéres
de réanimation volumique ont été sélectionnés comme indicateurs de choc selon les standards de
I’Advanced Trauma Life Support (ATLS) 2020. Les traumatismes cranio-cérébraux et médullaires
isolés ont été exclus afin d’éviter d’inclure des patients avec un ISS>16 sans choc hémorragique.
Les patients porteurs d’'une maladie hématologique ou en traitement de chimiothérapie ont di étre
exclus en raison de la possibilité d’un syndrome de lyse tumorale spontané ou induit, ce qui aurait

pu altérer les valeurs d’acide urique!®. Bien que rare, les patients ayant eu un traitement d’Uricase
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ont d étre exclus pour ne pas altérer les valeurs d’acide urique. Les patients transférés d’une autre

institution ont di étre exclus vu la difficulté anticipée d’obtenir les données de la réanimation

initiale et vu le délai associé avec le transfert.

Code 111

Dépistage a
l'arrivée

Critéres d’inclusion:

Age =18 ans

< 3h du mécanisme
ISS =16

1L ou produits
sanguins regus
Admission aux Sl

Prélévement t,

Criteres d’exclusion:

- TCC ou BMisolé

- Transfert

- Chimiothérapie en cours
- Néoplasie

- Uricase <1 semaine

Figure 4.1: Devis de I’étude, criteres d’inclusion et d’exclusion. ISS : Injury severity score. SI :
soins intensifs. TCC : Traumatisme craniocérébral. BM : Blessure médullaire.

Consentement :

Etant donné le risque minimal de 1’étude, la possibilité que les résultats de cette étude contribue a

améliorer le pronostic d’une population de patient similaire dans le futur, 1a nécessité d’obtenir les

prélévements des ’arrivée chez des patients avec une forte probabilité d’inaptitude a leur arrivée

en raison de leur choc hémorragique et de leurs blessures graves, le comité d’éthique de la

recherche de ’Hopital du Sacré Coeur de Montréal a accepté que le consentement se fasse de fagon

différée. Un proche a été contacté dans les 72 heures suivant le recrutement du patient afin

d’obtenir un consentement temporaire. Les explications par rapport au projet étaient transmises

verbalement en personne et par I’entremise d’un document explicatif. Au moindre doute du proche,

le patient était retiré de I’étude et les prélévements étaient cessés. Les patients étaient rencontrés
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dés qu’ils devenaient aptes afin de confirmer ou refuser leur participation a 1’é¢tude. En ’absence

de consentement du patient apte, les données recueillies étaient détruites. En cas d’inaptitude

prolongée, définie par une inaptitude persistante au congé de 1’hopital, le consentement obtenu par

le proche était jugé suffisant.

Collecte des données (Fig 4.2) :

Les données suivantes ont été rapportées avec un formulaire électronique standardisé :

A)

B)

0

D)

E)

Caractéristiques de base : données démographiques (4ge, sexe, poids), co-morbidités

chroniques (pulmonaires, cardiaques, hématologiques, endocriniennes, hépatiques, rénales,
oncologiques, rhumatologiques) et médication (incluant chimiothérapie, allopurinol, Uricase),
Score de co-morbidité de charlson.

Caractéristiques du traumatisme : type (contondant, pénétrant), injury severity score (ISS),

Abbreviated injury score (AIS) par zones, heure du traumatisme, heure d’arrivée a 1’urgence

Données hémodynamiques : signes vitaux sériés, nombre d’hypotensions (tension artérielle

systolique < 90 mmHg), lactates, déficit en base.

Interventions : intubation, interventions aux urgences (drains thoraciques, ceinture pelvienne,
thoracotomie), embolisation, chirurgie (incluant temps de clampage vasculaire si applicable),
type et quantification de la réanimation volumique (crystalloides, produits sanguins,
vasopresseurs).

Données de laboratoire : Dosage de 1’acide urique sérique chaque 4h pour les premieres 20h,

chaque 8h de 20 a 60h et chaque jour de 60h a 7 jours. Dosages usuels de la créatinine, enzymes

hépatiques, bilirubine, coagulation, électrolytes, formule sanguine.

77



F) Mesures de défaillance d’organes : calcul du score sequential organ failure assessment (SOFA,

Tableau 4.1). Les besoins en remplacement rénal, vasopresseurs et les paramétres de
ventilation mécaniques ont été rapportés, incluant la durée de ventilation mécanique.

G) Mortalité, durée de séjour aux soins intensifs et durée de séjour hospitalier.

0-20h 20-60h 60h-7 jours

Acide urique g4h Acide urique q8h Acide urique die

Lactates, gas veineux,
électrolytes, créatinine, enzymes
et fonction hépatique die

Lactates, gas veineux, électrolytes, créatinine, enzymes
hépatiques, fonction hépatique gq8h

Démographie
Mécanisme
Données hémodynamiques
Interventions
Réanimation regue
Ventilation mécanique, vasopresseurs, remplacement rénal (journaliers)
Calcul des scores SOFA

Figure 4.2 : Collecte des données incluant les prélevements d’acide urique, les prélevements
standards, les données démographiques, hémodynamiques, interventionnelles et portant sur la
défaillance d’organe.

78



Composante 0 1 2 3 4

Respiration :
Ratio PaO,/FiO, >400 | <400 <300 <200 <100
Hématologique :
Plaquettes x 10°/mm® | >150 | <150 <100 <50 <20
Hépatique :
Bilirubine, mg/dL <1.2 | 1.2-19 2.0-5.9 6.0-11.9 >12.10
Cardiovasculaire : Dopamine 5.1-15 | Dopamine>15
Hypotension (mmHg) | TAM | TAM<70 | Dopamine<5 | Epinéphrine<0.1 | Epinéphrine

>70 ou >0.1
ou Dobutamine | Norépinéphrine<

0.1 Norépinéphrine
Vasopresseurs >0.1
(mcg/kg/min)
Neurologique :
Glasgow Coma Scale | 15 13-14 10-12 6-9 <6
(GCS) Score
Rénal :
Créatinine <110 | 110-170 171-299 300-440 440
(micromol/L)
<500cc/jour <200cc/jour

Diurese

Tableau 4.1 : le Sequential Organ Failure Assessment score (SOFA),

79




Issus de faisabilité :

A) Recrutement : le taux recrutement a été défini par le nombre de patient recrutés initialement,
sans tenir compte du consentement, divisé par le nombre de patients éligibles a I’étude.

B) Consentement : les taux de consentement aupres des proches et de re-consentement aupres des
patients ont été répertoriés, définis par le nombre de consentements obtenus divisé par le
nombre total de patients inclus.

C) Prélevements : les taux d’observance des prélévements, définis par un intervalle entre chaque
prélévement ne dépassant pas plus de 50% de I’intervalle prévu (ex : pour les prélévements
prévus a chaque 4 heures, un intervalle de plus de 6 heures entre deux prélevements est
considéré non-observant) ont été calculés. Il est a noter que, pour un méme patient, une seule

déviation de plus de 50% de I’intervalle donné est considéré non-observant.

Issus cliniques :

A) Défaillance d’organes : Le score de défaillance d’organes SOFA a été calculé de fagon

quotidienne. Une tentative préliminaire d’association entre les niveaux d’acide urique et la
défaillance d’organe persistante a 72 suivant le traumatisme sera faite. Une analyse plus
poussée est prévue une fois le recrutement terminé.

B) Mortalité et durée de séjour : Une fois le recrutement terminé, 1’association entre les niveaux

d’acide urique et la mortalité a 30 jours/durée de séjour sera explorée.
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Analyses statistiques :

A) Données de faisabilité : Les prélévements biologiques sont identifiés avec un numéro de

B)

0

référence 1ié au patient et au temps de prélévement. Le taux de recrutement est exprimé sous
forme de ratio entre le nombre de patients recrutés et le nombre total de patients dépistés
présentant tous les criteéres d’inclusion. Les taux d’observance ont été calculés sous forme de
ratio entre les patients ayant eu les prélévements aux intervalles de temps spécifiés et le nombre
total de patients recrutés. Les taux de consentement sont rapportés sous forme de ratio selon la
définition ci-haut.

Cinétique d’acide urique : Une courbe d’acide urique globale a été calculée a 1’aide d’une

régression non-linéaire polynomiale de 3¢ degré (Ax> + Bx? + Cx + D). Ensuite, étant donné la
variabilité attendue entre les niveaux d’acide urique initiaux de chaque patient, une régression
polynomiale de troisieme degré a été calculée en fixant les paramétres A, B et C, responsables
de la cinétique de la courbe, mais en gardant le parametre D (I’ordonnée a 1’origine) fixe. Un
R? a été calculé avec cette technique afin d’objectiver la similitude des cinétiques de chacun
des patients.

Association avec la défaillance d’organe : tel que mentionné ci-haut, le score SOFA a été

calculé de fagon quotidienne pour chacun des patients pour les 7 jours. Etant donné qu’un score
de 6 et plus est associ¢ a une augmentation importante de la mortalité, de méme que la
persistance de la défaillance d’organes au-dela de 72 heures, un score SOFA de 6 au 3¢ jour a
été choisi comme seuil afin de dichotomiser la cohorte. L’aire sous la courbe des premicres
72h a été calculée. Des analyses plus poussées, avec un modele multi-niveau et une régression
Cox tenant compte des multiples facteurs confondant (sévérit¢é du choc, sévérité du

traumatisme), sont prévues lorsque le recrutement sera terminé.
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4.2 Résultats préliminaires
Etant donné que le recrutement des patients est toujours en cours, seules les données portant sur la
faisabilité¢ de 1’étude, la cinétique globale de I’acide urique, et la cinétique selon le score SOFA

seront rapportées.

Données de faisabilité :

Vingt-sept patients répondant aux critéres d’inclusion ont été¢ dépistés de maniere aléatoire
(disponibilité de dépistage dépendant de la présence de I’investigateur) afin de faire partie de la
cohorte étudiée. De ceux-ci, 20 patients ont été recrutés entre octobre 2018 et aotit 2019 (Fig 4.3).
Les caractéristiques de base sont présentées dans le tableau 4.2. Vu le délai prévu par le registre
de trauma pour le calcul des Injury Severity Score (ISS) et des Abbreviated injury score (AlS),
ceux-ci ne sont pas disponibles au moment de I’écriture de ce mémoire. Les proches de tous les
patients recrutés ont été rencontrés dans les 72h suivant le recrutement. Des 20 patients recrutés
dans I’étude, 19 (95%) des proches ont accepté la participation a I’étude; I'unique refus de
poursuivre 1’étude a accepté 1’utilisation des prélévements déja effectués pour la réalisation de
cette ¢tude. Tous les patients dont les proches avaient accepté leur participation a 1I’étude ont été
rencontrés afin d’obtenir une confirmation. De ceux-ci, 14 patients (74%) étaient jugés aptes et
ont pu confirmer le consentement de leur proche. Les 5 autres patients n’ont pas pu consentir en
raison d’une inaptitude prolongée jusqu’au congé de I’hdpital, ou jusqu’au déces. Aucun refus

catégorique de la part des patients inaptes n’a été manifesté (Tableau 4.3).
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Variable N=20

Age (ans), Moyenne (ET) 49 (16)
Gendre M:F, n (%) 16:4 (80:20)
Caucasien, n (%) 17:3 (85:15)
Poids, Moyenne (ET) 84 (20)
CCI, Médiane (range) 1(2)
Mécanisme contondant, n (%) 15:5 (75:25)
ISS, Moyenne (ET) NA
Lactate (mmol/L) a l'urgence, Moyenne (ET) 5.5(2.9)
Déficit base a l'urgence (mmol/L), Moyenne (ET) 5.5(4.5)
GCS a l'urgence, Médiane (Range) 14 (5-15)
Chirurgie d’urgence, n (%) 13 (65)
Si chirurgie, pertes sanguines ml (min-max) (n=13) 1826 (200-8000)
Score SOFA 1¢" 24h, Moyenne (ET) 8.3 (2.8)

Tableau 4.2 : caractéristiques de base de la cohorte. ET : écart type. CCI : Charlson comorbidity
index. ISS : injury severity score. GCS : Glasgow coma scale. SOFA: Sequential organ failure
assessment.

Le prélevement initial prévu a Iarrivée a I'urgence a été obtenu chez 18 des 20 patients recrutés
(90%). Pour les premieres 20 heures, ou les prélévements étaient prévus a chaque 4 heures, le
protocole a été respecté chez 13 des 20 patients (65%). Pour les 40 heures suivantes, ou les

prélevements étaient prévus a chaque 8 heures, le protocole a été respecté chez 14 des 19 patients,

soit 74% (tableau 4.4).

83



27 patients
avec critéeres
d’inclusion

7 patients exclus (26%)

20 patients

inclus (74%)

! Objectif: 25 i

patients

6 : > 3 heures du mécanisme
1: hémopathie maligne

Figure 4.3 : Taux de recrutement des patients

Consentement initial (proche)

Re-consentement patient

Raisons de non-obtention

Inaptitude persistente (n=5)

19/20 (95%) 14/19(74%) Refus (n=1)
Tableau 4.3 : Taux de consentement
Préléevements P Pi-Ps (q4h) Ps-P10 (q8h)
Observance 18/20 (90%) 13/20 (65%) 14/19 (73%)

Tableau 4.4 : Taux d’observance des prélévements
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Cinétique de I’acide urique sérique :

Le niveau d’acide urique a I’admission avait une médiane de 393.5 (IQR=143). Huit patients sur
18 prélévements initiaux (44%) avaient un taux supérieur a 400 uM (umol/L). Les courbes d’acide
urique individuelles, des 20 premiers patients, sont présentées dans la figure 4.4. Une courbe
globale (noir, gras) a été effectuée a I’aide d’une régression polynomiale de troisieéme degré, ou
tous les paramétres de I’équation Ax> + Bx? + Cx + D ont été fixés. En utilisant cette technique,
I’équation -0.0001262x> + 0.04926x? - 6.269x + 403.1, correspondant a la courbe globale (noir,
gras), a été obtenue avec un R? global situé a 0.41. Cependant, cette technique fixe le paramétre
D, communément appelé 1’ordonnée a I’origine. En regardant les courbes individuelles de la figure
4.4, il existe une importante variabilité au sein de la cohorte pour la premiere valeur d’acide urique
(moyenne = 414, min=253, max=788), avec des cinétiques non-linéaires qui tendent toutes vers
une diminution de la concentration d’acide urique aprés le traumatisme. Pour cette raison, un R?
global a été calculé en fixant seulement les parametres qui déterminent la cinétique globale (les
parametres A, B et C), sans tenir compte des valeurs d’acide urique initiales. Pour ce faire,
I’ordonnée a 1’origine (parametre D) a été laissé libre, alors que les parametres A, B, et C,
déterminant la cinétique globale de la courbe, ont été fixés. L’équation -0.0001208x> + 0.04724x>
- 5.857x + Diibre a ainsi été obtenue avec un R? global de 0.87, indiquant qu’au sein de cette cohorte
préliminaire, 87% de la cinétique globale de I’acide urique sérique suite au choc hémorragique
traumatique peut s’expliquer par cette équation. Afin d’évaluer I’association entre les niveaux
d’acide urique et la défaillance d’organe, les courbes d’acide urique ont été dichotomisées selon
le score SOFA (Fig 4.5). Pour les patients avec un score SOFA de moins de 6, la courbe obtenue
est de -0.0001595x> + 0.05640x% — 6.206x + 347.6 (R? = 0.58), versus -0.0001105x> + 0.04744x>

— 6.886x + 481.8 (R? = 0.44) pour un SOFA de 6 et plus, avec une différence statistiquement
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significative entre les deux courbes (p<0.0001, extra sum of square F test). L’aire sous la courbe
des premieres 72 heures des patients avec un SOFA<6 est de 29534 vs 38130 pour les patients
avec un SOFA > 6 (p=0.0001, test de t). La valeur de créatinine moyenne était de 59 vs 106
micromol/L pour un SOFA<6 vs SOFA>6 (p<0.05, test de t). Une analyse multivariée controlant

pour la composante rénale du SOFA sera effectuée sur la cohorte entiére.

Courbes individuelles d’acide urique

1000-

] —
800 — #3

— #5
— #6
— #7
— #8
— #9
— #10
#11
#12
#13
#14

— #15
#16
— #17
#18
#19
— #20

6001

Acide urique (uM)

400

200+

cllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll

0 50 100 150 200
Temps (h)

Figure 4.4 : courbes individuelles d’acide urique.
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Figure 4.5 : courbes d’acide urique selon le SOFA a 72h
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4.3 Discussion

Rationnel

La preuve de concept du role déléteére de 1’acide urique dans 1’atteinte des organes suite au choc
hémorragique représente un défi de taille nécessitant la remise en question de plusieurs mythes
qui, malgré peu de littérature, sont généralement acceptés au sein de la communauté scientifique.
Cette étude clinique s’inscrit au sein d’un programme de recherche translationnel ou I’acide urique
a ¢ét¢ démontré comme médiateur clé dans Datteinte pulmonaire et rénale suite au choc
hémorragique chez un modéle animal'3. De plus, le volet fondamental de ce mémoire suggére que
I’acide urique libéré lors du choc hémorragique a également un impact au niveau hépatique et
intestinal. Une intervention par métabolisation pharmacologique de 1’acide urique prévient
plusieurs phénomeénes physiologiques liés a 1’apoptose, 1’inflammation, la libération d’autres
alarmines (HMGBI1), et a l’altération de la barriére intestinale (perméabilité et circulation

d’endotoxines).

Faisabilité du potentiel translationnel

Notre étude clinique prospective observationnelle représente la premiére application clinique de
ces concepts, lesquels ont été établis dans I’environnement standardisé et contr6lé de la recherche
préclinique. D’abord, ce projet pilote démontre qu’une telle étude est faisable a plus grande
échelle. En effet, des 27 patients potentiellement éligibles qui ont été dépistés, 7 patients ont da
étre exclus pour des raisons déja pré-spécifiées au protocole (délai > 3 heures du mécanisme : 6
patients; hémopathie maligne : 1 patient), pour un taux de recrutement de 74%. L’application du

consentement initial par les proches (taux de 95%) et du consentement différé des patients inclus
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(taux de 74%) est un autre argument en faveur de la faisabilité de 1’étude; en effet, les 6 patients
qui n’ont pas confirmé leur volonté de participer a 1’étude ont soit refusé¢ de poursuivre les
prélevements (n=1) ou demeuraient inaptes au congé de 1’hopital (n=5). Le seul refus a malgré
tout accepté I'utilisation des prélévements déja effectués et aucun refus catégorique n’a été

manifesté chez les patients inaptes, rendant le consentement obtenu par les proches valide.

Les taux d’observance des prélevements (90% pour le premier prélévement, 65% pour les
prélevements aux 4 heures, et 73% pour les prélévements aux 8h) reflétent non seulement la
sévérité des criteéres d’observance pré-spécifiés par le protocole, mais également le caractére saturé
des ressources nécessaires a la prise en charge d’un polytraumatisé avec instabilité
hémodynamique. Tel que mentionné, un seul manquement au protocole dans I’intervalle de temps
spécifié (premieres 20 heures pour les prélevements aux 4h + 2h ; 40 heures suivantes pour les
prélevements aux 8h + 4h) était nécessaire pour considérer un sujet non-observant, rendant les
criteres d’observance trés séveres. Ceux-ci avaient été établis afin d’optimiser la probabilité de
détecter une variation d’acide urique sérique lors des premicéres 60 heures suivant un choc
hémorragique traumatique, dans un contexte ou cette cinétique était alors complétement inconnue
chez I’humain. En dépit de cela, la cinétique globale de I’acide urique suite au choc hémorragique
s’est avérée reproductible pour I’ensemble de la cohorte avec un R? global de 0.87; ces faibles taux
d’observance n’ont donc pas empéché la réalisation de 1’'un des objectifs primaires. De plus, les
premicres 24 heures de la prise en charge d’un polytraumatisé avec instabilit¢ hémodynamique
sont saturées en termes de taches et de ressources utilisées, si bien que ’ajout de prélévements
sériés additionnels a la tache clinique usuelle n’est pas toujours possible et représente un défi
important pour I’équipe traitante. A titre d’exemple, 65% des patients ont dii aller en salle

d’opération a partir de I'urgence, rendant les prélévements additionnels difficiles a coordonner. Le
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haut taux d’observance du prélévement initial s’explique par le fait que les polytraumatisés ont en

principe toujours des préleévements a leur arrivée a I’urgence.

Cinétique, association avec la défaillance d’organes et potentiel en tant que biomarqueur

Déterminer la cinétique des alarmines en circulation suite a une insulte est une question importante.
En effet, I’objectif ultime est d’évaluer si le biomarqueur potentiel représente également une cible
thérapeutique. En effet, une molécule sans cinétique reproductible ne représenterait probablement
pas une cible idéale pour tester une intervention systématique dans cette population. Dans le cas
de cinétiques reproductibles ou relativement similaires sur une méme période de temps, cela ouvre
le potentiel de déterminer une fenétre thérapeutique temporelle ou une intervention peut s’avérer
efficace. A titre d’exemple fictif, une molécule dont les effets délétéres sont proportionnels a sa

concentration pourrait étre ciblée pendant un intervalle temporel ou sa concentration est maximale.

Ces données préliminaires démontrent que [’acide urique en circulation suite au choc
hémorragique traumatique présente une cinétique reproductible dans I’ensemble de la cohorte (R?
=0.87). Tel que mentionné dans les résultats, afin d’évaluer uniquement la variation d’acide urique
dans le temps, ce coefficient a été calculé en faisant abstraction du parameétre D de I’équation,
lequel ne contribue pas a la cinétique et peut varier selon plusieurs facteurs intrins€éques au patient
(poids, masse musculaire, consommation d’alcool, fonction rénale, diéte)®. Tel qu’illustré dans la
figure 4.4, les niveaux d’acide urique de tous les patients, sans exception, étaient élevés a I’arrivée
a I'urgence par rapport a leur derniere valeur, laquelle est assumée comme étant proche de leur
valeur de base. A noter cependant que les 8 sujets sains de I’étude DYNAMIC (NCT01355042)
présentaient un niveau d’acide urique moyen de 160 microM, trés proche des dernicres valeurs

mesurées dans notre cohorte. Ceci suggere que les phénoménes d’ischémie-reperfusion menant a
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la libération d’acide urique observés chez les animaux se reproduisent également chez I’humain.
Fait intéressant, un pic initial d’acide urique a été détecté chez seulement 4 patients, alors que pour
les 16 autres patients la valeur maximale était la valeur initiale, menant a une courbe uniquement
descendante sans pic décelé (Fig 4.4). Or, bien que ces données préliminaires ne fassent pas
mention du temps entre le traumatisme et la réanimation liquidienne regue avant le premier
prélevement (analyse qui sera effectuée sur la cohorte entiére), il est possible que la libération
d’acide urique initiale se fasse rapidement aprés un traumatisme; ceci pourrait expliquer qu’au
moment du premier préleévement, les patients étaient possiblement déja sur la pente descendante
de leur courbe. En effet, le modele animal de choc hémorragique utilisé pour guider le critére
d’exclusion de >3h du mécanisme permet de caractériser la variation de I’acide urique dans le
temps apres une blessure d’ischémie-reperfusion systémique, mais il ne permet pas d’étudier ce
phénomene avec une blessure tissulaire directe concomitante, laquelle est prépondérante suite a
un traumatisme contondant. Il est donc possible que la Iésion tissulaire directe, couplée a
I’ischémie-reperfusion, accélére la libération de I’acide urique en circulation, menant a ces
trouvailles. Malheureusement, étant donné¢ qu’il s’agit de la premicre étude sur le sujet, ces

hypothéses ne peuvent étre appuyées par la littérature actuelle.

Bien que préliminaires, 1’analyse initiale des premiéres données suggere que le risque de
défaillance d’organe persistant a 72h suivant un choc hémorragique traumatique est associé a une
libération accrue d’acide urique en circulation. En effet, les patients avec un score SOFA de 6 et
plus sont exposés a davantage d’acide urique circulante dans les premiéres 72h par rapport aux
patients avec un SOFA de moins de 6 (figure 4.5). Il est cependant important concéder que ces
analyses ne sont qu’exploratoires et sont loin d’établir I’acide urique comme un facteur prédicteur

indépendant de défaillance d’organes. Par leur capacité a engendrer une souffrance cellulaire,
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plusieurs autres variables présentes chez les polytraumatisés sont susceptibles de produire non
seulement une libération d’acide urique en circulation, mais également de contribuer a la
défaillance d’organes et au pronostic des patients. Par définition, il s’agit de facteurs confondants
dont ces analyses ne tiennent pas compte. Par exemple, il est raisonnable de penser que la lésion
tissulaire directe, qui favorise la libération d’acide urique, est proportionnelle a la sévérité du
traumatisme (Injury Severity Score), laquelle est fortement associée a la défaillance d’organes chez
les traumatisés'®. La sévérité et la durée du choc, qui augmentent ’ischémie tissulaire et par le
fait méme la libération d’acide urique'®, est également associée a la défaillance d’organes et a la

104-106

mortalit¢ de fagon indépendante chez les traumatisés . D’autres facteurs confondants

potentiels, tels la quantité et le type de réanimation liquidienne!?’, 1’utilisation de vasopresseurs!®®
10 le type de chirurgie (clampage vasculaire de certains organes pour des fins d’hémostase, par

12 ont tous été associés au pronostic des

exemple)!!! et les comorbidités des patients
polytraumatisés. De plus, il est important de mentionner que les véritables valeurs d’acide urique
de base des patients, assumées comme étant proches des derniéres valeurs obtenues, demeurent
non-mesurées. Cependant, cette faiblesse du dessin de notre étude ne peut étre résolue, étant donné
le caractere aigu et imprévisible d’un traumatisme. Finalement, les patients avec un SOFA>6, et
un plus haut taux d’acide urique, avaient également une créatinine plus élevée en moyenne; la
diminution de ’excrétion rénale d’acide urique peut expliquer des taux circulants plus élevés
d’acide urique. Lors des analyses finales de la cohorte, nous prévoyons prendre en compte ce

facteur confondant dans la régression de facteurs prédisposant initiaux, ainsi que de comparer les

scores SOFA sans la composante rénale.

Malgré ces limitations, nos trouvailles demeurent concordantes avec la littérature actuelle. En

effet, plusieurs études ont investigué 1’acide urique en circulation, comme potentiel biomarqueur
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prédictif de différents issus cliniques; ceci, au sein de différentes populations traitées aux soins
intensifs ou I’hypoxie cellulaire et 1’ischémie-reperfusion sont prédominantes®’-2>96:113-116 " Chez
une cohorte prospective atteinte de sepsis sévere (144 patients), 1I’étude d’Akbar et al a démontré
une association significative entre I’ insuffisance rénale aigue et I’hyperuricémie (définie par > 416
umol/L) a D’admission aux soins intensifs. Il y avait également une corrélation positive
significative entre le score APACHE II et les niveaux d’acide urique a 1’admission, de méme
qu’une tendance non-significative vers un risque d’ARDS accru chez les patients avec une
hyperuricémie®®. A 1’aide d’une cohorte rétrospective de 471 patients atteints d’un sepsis sévére,
I’¢tude de Zhu et al a étudi¢ le potentiel prédictif de I’acide urique en circulation mesuré dans les
premicres 24h suivant I’admission aux soins intensifs. En excluant les patients présentant des
facteurs confondants connus (insuffisance rénale, traumatisme, diabéte, hypertension), les niveaux
d’acide urique mesurés a I’admission ne semblaient pas étre associé aux issus cliniques'!®. L acide
urique a également été étudié comme facteur pronostic potentiel chez les patients atteints d’ARDS.
En sélectionnant une cohorte rétrospective de patients atteints d’ARDS sous ventilation mécanique
et en appariant leur cohorte par coefficients de propension, I’étude de Lee et al a démontré une
diminution de la mortalité intra-hospitali¢re chez les patients avec de bas niveaux d’acide urique
(<178 pmol/L), mesurés 18-24h suivant le début de la ventilation mécanique (OR = 0.254, 95%
CI [0.068-0.954], ajusté pour: age, diabete, alcool, cirrhose, ARDS indirect [sans insulte
pulmonaire primaire], scores APACHE II et SOFA, FIO,, pressions de ventilations, compliance
pulmonaire, et hémodialyse continue). Le modéle multivarié démontre que seuls 1’acide urique, la
FiO; et I’hémodialyse continue étaient associés a la mortalité intra-hospitaliere de facon
indépendante, et non les facteurs traditionnels, tels les scores APACHE II et SOFA, I’age et les

comorbidités®®. Chez 33 patients atteints d’ARDS primaire recrutés prospectivement, Elshafey et
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al a démontré qu’un seuil d’acide urique de > 500 pmol/L a I’admission aux soins intensifs pouvait
prédire la mortalité avec une sensibilité de 89% et une spécificité¢ de 80% (p<0.001). Or, ces
valeurs étaient pres des valeurs prédictive du ratio PaO2/FiO, rapportées par cette méme cohorte
(sensibilité et spécificité de 100% et 83%, respectivement), qui est traditionnellement utilisé
comme valeur pronostique en ARDS?’. Ces études impliquent donc I’acide urique comme facteur
pronostique indépendant chez les patients atteints d’ARDS sévére, mais souffrent de
méthodologies faibles®”-%, Fait intéressant, surtout dans le contexte du COVID-19 qui sévit au
moment d’écrire ce mémoire, I’étude de Wu et al a démontré I’inverse chez les patients atteints du
Syndrome de détresse Respiratoire Aigu Sévere (SRAS, pandémie au début des années 2000), ou
de bas niveaux d’acide urique ¢étaient associés a une augmentation du risque « d’issus
catastrophiques », définis par un décés ou une nécessité d’intubation. Les cytokines pro-
inflammatoires, telles I’'IL-6, I’'IL-8 et le TNF-alpha étaient corrélées positivement avec I’excrétion
d’acide urique et négativement avec la concentration sérique d’acide urique chez ces patients. Ces
trouvailles, complétement opposées a I’étude de Lee at al®, peuvent s’expliquer par plusieurs
hypothéeses : 1) il est possible que les mécanismes d’ARDS, qu’il soit causé par une condition
virale, bactérienne, ou inflammatoire soient différents et n’influencent pas les niveaux d’acide
urique de la méme fagon; 2) I’étude ne fait pas mention de la sévérité initiale du SRAS
(PaO2/Fi0,), ni de certaines caractéristiques de base essentielles des patients (comorbidités), mis
a part I’age et le sexe; 3) bien que les fractions d’excrétion du sodium soient similaires entre les
deux groupes, 1’étude ne fait pas mention de la quantité de réanimation liquidienne regue, laquelle
peut définitivement influencer les niveaux d’acide urique et influencer négativement le pronostic

des patients avec une pathologie respiratoire aigue!!’.
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Cependant, lorsque les études ne ciblent pas une population atteinte d’une pathologie spécifique,
ces résultats deviennent non-reproductibles. L’¢tude de Chen et al a utilis¢é une cohorte
rétrospective de 2123 patients admis aux soins intensifs avec différentes pathologies. 1112 patients
ont été appariés selon un score de propension et divisés en patients survivants vs décédés (556
patients par groupe). En controlant pour les comorbidités et le Simplified Acute Physiology Score
1l (SAPS II), les niveaux d’acide urique a I’admission ne présentaient aucun facteur pronostic
significatif!!4. De fagon analogue aux études portant sur I’ARDS, Aminiahidashti et al a utilisé
une cohorte prospective de 120 patients admis aux soins intensifs et a démontré une association
entre de hauts taux d’acide urique et le besoin de ventilation mécanique, sans association
significative avec la mortalité!'!®, L étude de Srivastava et al visait & déterminer I’impact de I’acide
urique sur le développement et la récupération de ’insuffisance rénale aigue. Pour ce faire, deux
cohortes prospectives ont été recrutées : 208 patients sans insuffisance rénale aigue a I’admission
et 250 patients avec insuffisance rénale aigué. Au sein de la premicre cohorte, visant a évaluer
I’impact de I’acide urique sur le développement de I’insuffisance rénale aigue, les niveaux d’acide
urique étaient associés a une augmentation du risque d’insuffisance rénale aigue, sans demeurer
significatif en contrdlant pour les facteurs confondants (Score APACHE II, age, diabéte). La
deuxiéme cohorte, visant a évaluer la récupération rénale et la mortalité, n’a pas démontré
d’association entre les niveaux d’acide urique et la mortalité a court/moyen terme ou le besoin de

remplacement rénal & 28 jours!!%.

Ces ¢études demeurent limitées par plusieurs facteurs. Premi¢rement, la plupart n’avait pas de

critere strict pour la mesure de 1’acide urique initiale, et ce qui était considéré comme le niveau

d’acide urique « initial » pouvait aller jusqu’a un prélévement effectué 72h suivant I’admission!!8,
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Or, plusieurs phénoménes extrémement dynamiques se produisent lors de la prise en charge d’un
patient aux soins intensifs, incluant la gestion de la volémie, la variation de la fonction rénale, du
statut hémodynamique et respiratoire, et tout cela est susceptible d’affecter les valeurs d’acide
urique non pas de jours en jours, mais d’heures en heures. Ceci est bien démontré par nos courbes
individuelles d’acide urique, ou la variation est la plus marquée dans les premicres 48 heures
suivant le traumatisme (Fig 4.4). Il est donc possible que le délai établi comme étant acceptable
pour effectuer les prélevements initiaux était trop libéral et ait mené a une hétérogénéité temporelle
des valeurs comparées. Deuxiémement, ces études ne considerent pas la variation de I’acide urique
dans le temps comme facteur pronostique potentiel. En accord avec cela, I’é¢tude de Pehlivanlar-
Kucuk et al est la seule a avoir considéré la variation de 1’acide urique sérique dans le temps pour
effectuer leurs analyses. Sans surprise, leur cohorte prospective de 128 patients admis aux soins
intensifs a démontré que les niveaux d’acide urique a I’admission n’influencaient pas la mortalité
ni pronostic des patients. Cependant, un ratio de 1.5 et plus entre les deux derniers préleévements
d’acide urique (ratio Acide Uriquedemicr/Acide Uriqueavant-demier) avait une spécificité de 96% et une

116 au sein de cette cohorte. En dépit d’une faible

valeur prédictive positive de mortalité de 92.6%
sensibilité (23%), la spécificité et la valeur prédictive positive de 96% et 92.6%, respectivement,
sont des données cliniquement utiles. Ces données suggerent que la variation d’acide urique en
circulation dans le temps présente probablement une meilleure valeur pronostique qu’une seule
valeur isolée. Troisiemement, les études portant sur les populations de soins intensifs en général,
sans cibler de pathologie spécifique (exemple : sepsis, ARDS, polytrauma, hémorragie) se
retrouvent avec des populations hétérogenes ou les mécanismes d’ischémie-reperfusion, de stress

oxydatif et de défaillance d’organes sont différents. Qui plus est, ces études manquent souvent de

puissance pour établir des sous-groupes significatifs. Dans ces conditions, il devient difficile de
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trouver de nouveaux biomarqueurs pronostiques et de nouvelles cibles thérapeutiques; cela illustre

I’importance de cibler une population spécifique présentant une physiologie similaire.

Chapitre 5 Conclusion

Ce mémoire présente un aspect expérimental préclinique et clinique, posant les preuves de concept
que I’acide urique représente une cible potentiellement modifiable suite au choc hémorragique
traumatique. En utilisant un mode¢le murin de choc hémorragique et en ciblant I’acide urique
pendant la réanimation, les données animales suggérent que 1’acide urique contribue a I’atteinte
hépatocellulaire en altérant des cascades régulatrices d’inflammation et d’apoptose. De plus, la
destruction pharmacologique de I’acide urique prévient 1’altération de la barriére intestinale et la
translocation systémique de produits bactériens (endotoxémie), générateurs de défaillance
d’organe au sein de plusieurs populations de soins critiques. Ces phénoménes ont été démontrés
en utilisant une version recombinante de I’enzyme urate oxydase, métabolisant 1’acide urique en
circulation et administrée lors de la phase de réanimation; cette stratégie est compatible avec la
réanimation clinique des polytraumatisés en choc hémorragique. En ce qui a attrait aux limitations
de notre modele animal, décrites plus en détail dans le chapitre 3, ceci concerne essentiellement

I’illustration imparfaite d’un polytraumatisme, vu la seule composante hémorragique appliquée.
Le volet clinique de ce mémoire suggere que les observations animales s’accordent également

avec la situation clinique du choc hémorragique traumatique. En effet, la cinétique de 1’acide

urique sérique suite au choc hémorragique traumatique s’est avérée reproductible dans 1I’ensemble
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de la cohorte préliminaire. L’aire sous la courbe des premiéres 72h était associée a une
augmentation du risque de défaillance d’organes subséquent, sans toutefois démontrer
d’association indépendante, pour I’instant. Cependant, les limitations de cette étude de petite
cohorte (décrites en détail dans la discussion du chapitre 4) sont essentiellement due a la nature

pilote et exploratoire du dessin expérimental.

Ces résultats soutiendront les prochaines étapes de ce programme de recherche translationnel.
Dans le but de considérer une étude interventionnelle, la valeur prédictive de I’acide urique sérique
pour le risque de développement d’une défaillance d’organes (et possiblement du sepsis) devrait
étre mieux établie. L’approche exploratoire de notre étude de cohorte le suggere, mais ne peut le
prouver définitivement. Néanmoins, ces données de faisabilité permettent d’envisager : 1) une
autre étude observationnelle, avec des prélévements moins fréquents (par exemple: initial, a 24 h
puis 72h) et un nombre plus élevé de patients, permettant de déterminer I’impact sur certains issus
cliniques, tels la défaillance d’organes et le risque de sepsis; 2) une étude pilote interventionnelle,
appliquée précocement apreés la réanimation. Cette derniére nécessiterait un recrutement
multicentrique (nombre élevé de patients), étant donné I’hétérogénéité de la population des
traumatisés et le nombre de facteurs confondants; 3) une autre étude translationnelle mesurant
I’impact des niveaux d’acide urique sur la libération d’autres alarmines, la magnitude du SIRS et
du phénotype immunosuppresseur (CARS) qui en découle. Parallelement, 1’intérét de notre
approche dans d’autres domaines affectés par 1’ischémie-reperfusion, qu’elle soit systémique
(choc septique, hémorragique, cardiogénique) ou locale (transplantation, ACV, infarctus du

myocarde), pourrait étre soulevé.
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En conclusion, I’acide urique représente un médiateur modifiable afin de mitiger les conséquences
9

de I’ischémie-reperfusion suite au choc hémorragique. Son potentiel en tant que biomarqueur et

cible thérapeutique, chez une population de polytraumatisés en choc hémorragique, mérite d’étre

investigué davantage.
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