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SOMMAIRE

Le Limulus (Xiphosura pobypherus), un Arthropode marin dont Porigine remonte a plus
de 500 millions d’années, présente des hémocytes circulants dont les propriétés immunolo-
gique et hémostatique sont gouvernées par le monoxyde d’azote (NO). La capacité de syn-
theése du NO est méme un critére d’évolution des especes biologiques. L’'Homme contem-
porain est lui exposé au NO gazeux depuis plusieurs dizaines d’années puisque ce dernier
est reconnu comme polluant atmosphérique (principalement issu des gaz d’échappement)
et constituant important de la fumée de cigarette. L'utilisation expérimentale du NO inhalé
date seulement du début de la présente décennie, mais elle a révélé son caractére unique de
vasodilatateur pulmonaire sélectif. L’enthousiasme qui en a suivi, a renouvelé 'image du
NO, de polluant a2 médicament, et conduit & I'essai du NO inhalé dans une myriade de mo-
déles expérimentaux et d’applications thérapeutiques. En testant I'efficacité du NO inhalé
sur un modele porcin de vasoconstriction pulmonaire hypoxique, nous avons observeé ses
facultés d’anti-hypertenseur pulmonaire sélectif et d’oxygénateur. Le NO presente ausst
des propriétés anti-vasotrophique, vasoplastique, pro- et anti-inflammatoires par interac-
tion avec les cellules circulantes sanguines. La fixation du NO inhalé sur les érythrocytes
est aussi vraisemblablement a I'origine d’effets extra pulmonaires tels ceux que nous avons
décrits sur l’hémodynamie rénale de Porcs anesthésiés et ventilés. La présentation d’une
telle multiplicité d’action a soutenu l'utilisation du NO inhalé au cours du syndrome de de-
tresse respiratoire aigué (SDRA) de I'adulte, pathologie complexe dont le taux de mortalite

demeure élevé aux alentours de 50%.

Par la réalisation d’une étude pilote, randomisée avec groupe contréle, nous tenions
3 évaluer lefficacité du NO inhalé sur la fonction pulmonaire, la morbidité et la mortalité
des patients atteints de SDRA. Deux groupes homogenes de quinze individus, soumis aux
traitements usuels seuls ou auxquels s’ajoutait le NO inhalé, ont permis, grace a une stan-
dardisation des protocoles minimisant les interférences et a I’établissement d’une dose quo-
tidienne optimale de NO inhalé sur I'oxygénation, d’établir avec certitude que : le NO in-

halé améliore initialement ’hémodynamie pulmonaire et les échanges gazeux des patients



souffrant de SDRA ; mais cette amélioration est temporaire puisqu’aprés 24 heures, on

n’observe plus de différence entre les groupes controle et expérimental sur les parametres
testés ; le NO inhalé n’influence pas non plus significativement la morbidité (tendance a di-
minuer la durée de ventilation mécanique, 40% des patients traités au NO inhalé étaient
vivants et sevrés de respiration artificielle 30 jours aprés la randomisation vs. 33% dans le
groupe contrdle), ni la mortalité. Toutefois, notre échantillon de patients était issu d'une
population de SDRA établi, d’origine septique et, dans ces conditions, lefficacité du NO
inhalé peut étre moindre en comparaison d’'une administration plus précoce ou lorsque le
SDRA est d’origine pulmonaire directe ; par ailleurs, il s'avére que le NO inhale pourrait
&tre un indicateur utile du devenir du patient en fonction de la réponse initiale de ce der-
nier au traitement (80% des non-répondeurs sont morts ws. 50% pour les répondeurs au
NO) ; finalement, le NO inhalé, dans des conditions définies (systeme d’administration et
de monitoring si nécessaire, dose optimale quotidienne) peut étre utilisé sans risque direct
et apparent de toxicité (faible production de dioxyde d’azote toxique, de methémoglobine,

absence de phénoméne rebond & l'arrét du traitement).

11 résulte de cet essai clinique et des résultats d’études multicentriques publiés récem-
ment que le NO inhalé est en train de trouver sa place dans le SDRA, non pas comme
agent thérapeutique miracle mais comme adjuvant d'une optimisation thérapeutique axée
sur la minimisation des dommages iatrogéniques et sur la modulation de I'inflammation.
Par ailleurs, I’évolution technologique, telle que présentée dans ce travail, offre aujourd’hui
des systémes d’administration et de suivi performants et fiables qui ouvrent les portes a
une utilisation accrue du NO inhalé dans le futur, en soins intensifs néonatals, pediatriques
et adultes, ainsi quen chirurgie cardio-thoracique particuliérement dans le domaine de Ia

transplantation.
MOTS CLEFS :

Monoxyde d’azote, inhalation ; Administration et dosage ; Analyse ; Métabolisme ; Pharma-
cologie ; Physiologie ; Toxicologie ; Utilisation expérimentale animale, hypertension pulmo-

naire ; Porc ; Utilisation thérapeutique, syndrome de détresse respiratoire aigué de I'adulte.
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INTRODUCTION

Qu'une molécule gazeuse aussi simple (de prime abord) que le monoxyde d’azote
(NO) puisse étre un facteur ubiquiste des systémes cardio-vasculaire, respiratoire, gastro-
intestinal, génital, rénal, endocrinien, nerveux central et périphérique aussi bien qu'immun-
taire et inflammatoire a permis une vision commune de domaines aussi divers que la phy-
siologie, la pathologe, les neurosciences, la cancérologie et I'immunologie et une révision
compléte des mécanismes de communication et de défense cellulaires.* Cest d’ailleurs sa
fixation sur le fer hémique d’une enzyme présente dans les cellules musculaires lisses et les
plaquettes, la guanylate cyclase soluble (GCs), qui explique son effet vasodilatateur®” et an-
ti-agrégant plaquettaire® et Iidée de l'utilisation du NO inhalé comme anti-hypertenseur
pulmonaire.”’ De 1991 4 1994, la découverte des effets du NO inhalé a soulevé I'enthou-
siasme de la communauté scientifique, particuliérement chez tous ceux, Chercheurs et Me-
decins, intéressés a la pathologie cardio-respiratoire. En cette fin de siecle, rarement notre
société aura-telle été aussi avide de connaissances et le NO, « victime de ses succés », n'a

pas échappé 4 la vulgarisation scientifique (Figure 1).

Sinscrivant dans ce contexte, la réalisation de ce programme doctoral de 1995 a au-
jourd’hui avait pour but () de posséder la maitrise des techniques d’administration et de
monitoring du NO inhalé, (2) de reproduire sur différents modeéles expérimentaux porcins
les effets initialement rapportés du NO inhalé et d’améliorer notre connaissance des dits
effets avant (3) de passer 4 la phase ultime de son utilisation clinique dans le traitement du
syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) de I'adulte. Une telle euphorie initiale sur
les effets biologiques du NO ne pouvait pas résister a I'épreuve du temps et nous espérions
modestement, avec le recul nécessaire et au fil de nos découvertes, contribuer 4 la réponse
de cette question : Quelle est la valeur thérapeutique actuelle et a venir du NO inhalé en
1998 2
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Figure 1. Monoxyde d’azote : gaz toxique ou thérapeutique ? Cahier Santé du journal La
Presse, Montréal, du 3 aofit 1997.



Clest sur cette séquence tripartite que s’articule notre travail de thése. A 'aide de pu-
blications réalisées par notre groupe, la premiére partie traite de I'aspect technique du NO
inhalé en débutant par une vision générale et critique de la littérature (article de revue pu-
blié dans Critical Care Medicine 1998; 26: 782-796). Par la suite les travaux expérimentaux
portent () sur une comparaison des systémes d’administration du NO inhalé (Canadian Jour-
nal of Anvesthesia 1995; 42: 922-927) et (1) sur la mesure du NO et de ses dérivés par chimi-
luminescence aussi bien en phase gazeuse que dans les liquides biologiques (Clruaal Cheris-
try 1997; 43: 657-662). Finalement, de simple collaborateur nous avons su développer une
certaine expertise permettant toutes les discussions telles que celles proposées dans I'écritu-
re de lettres 3 éditeur (Anesthesiology 1997; 87: 1 591-1 592; British Jowmal of Anvesthesia 1998;
80: 697).

La seconde partie concerne l'utilisation expérimentale animale et clinique humaine
du NO inhalé. Aprés une revue de littérature exhaustive des applications cliniques, des in-
dications et de la toxicologie potentielles du NO inhalé (Canadian Joumal of Ancesthesia 1997,
44: 973-988), nous distinguons deux sections dans la présentation de nos travaux experi-
mentaux. La premiére porte sur Ieffet du NO inhalé dans le traitement de deux modeles
porcins d’hypertension pulmonaire induits respectivement par hypoxie (European Joural of
Anvesthesiology 1996; 13: 521-529) et administration intraveineuse de phényléphrine (Briish
Joumdl of Anzesthesia 1997; 79: 631-640). La seconde est axée sur 'évaluation de cette théra-
pie expérir;lentale dans le traitement du SDRA au cours d’une étude pilote, prospective,
randomisée avec groupe contrdle (The Lancer 1997; 350: 111-112; American Jowmal of Respr-
ratory and Critical Care Medicine 1998; 157: 1 483-1 488).

La synthese des études animales permet de souligner les questions en suspens ou qui
ouvrent de nouvelles perspectives de recherche. C’est sous ce principe et dans le cadre du
programme de cotutelle de doctorat quest exposé le projet en cours au sein du Laboratot-
re de Pharmacologie et de Physiopathologie Cellulaires de 'Université Louis Pasteur -
Strasbourg I qui permettra d’apporter d’autres éléments de réponse a ces questions. Les

connaissances acquises ont permis de collaborer a la rédaction d’un éditorial sur approche
thérapeutique dans le SDRA (Canadian Jowmal of Ancesthesia 1997; 44: 973-988) et plus enco-
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re, Iexpertise combinée des résultats expérimentaux obtenus avec la phényléphrine chez

I’animal et de I’étude clinique sur le SDRA a facilité la discussion des travaux d’autres cher-

cheurs (Anesthesiology 1998; sous presse).

En conclusion générale, nous tragons les grands acquis d’une décennie d’utilisation

du NO inhalé en conditions expérimentales chez 1’animal et 'Homme et surtout, nous

cherchons & définir la place véritable de cette thérapeutique si prometteuse en 1988."%

« En un mot, la physiologie doit étre constamment appliquée a la médecine pour compren-

dre et expliquer le mécanisme des maladies et I’action des agents médicamenteux »
Claude Bernard, Introduction a I’étude de la médecine expérimentale, 1866.

« THE TRUTH IS OUT THERE »

« LA VERITE EST AILLEURS »

THE X FILES, 1998.



Premiére partie

Technologie de 'administration et
du monitoring du monoxyde d’azote inhalé



Chapitre 1

REVUE DE LITTERATURE



1.0 Aspects techniques de ’administration et du monitoring du monoxyde
d’azote inhale.

Ce premier article présente les diverses composantes nécessaires a une utilisation chi-
nique ou expérimentale adéquate du NO inhalé en partant de la source de NO exogene, i.e
les cylindres de NO gazeux dilués avec de l'azote (N,) ou autre gaz inerte, pour ensuite
passer aux différentes techniques d’administration du NO inhalé qui ont vu le jour au gre
des astuces et trouvailles des Cliniciens ou de l'investissement de compagnies spécialisées
ainsi que leurs spécifications en fonction du mode d’utilisation. Nous poursuivrons par
une revue des systémes de monitoring des oxydes d’azote (NO,) disponibles sur le marche

avant de terminer par une description exhaustive des trappeurs de NO,.

Dans Pélaboration de ce travail, Monsieur Martin Franceeur et le Docteur Eric Tron-
cy se sont répartis équitablement les tiches, le premier nommé étant responsable de la
recherche d’information, de la conception pratique des systémes et techniques proposés et
de leur approbation, le second soccupant de PPécriture du manuscrit, de sa mise en page, de
la synthése des travaux publiés, de la pertinence et de la justesse des propos avancés, le
tout requérant bien stir I'approbation du Directeur de recherche, le Docteur Gilbert Blaise.
Les auteurs de Particle ont une expérience combinée de 'administration de NO inhale

pour prés de 100 patients sur les quatre derniéres années écoulées.



Inhaled nitric oxide: Technical aspects of

administration and monitoring

Martin Francce ur, RRT; Eric Troncy, DVM, MSc; Gilbert Blaise, MD

Objectives: Clinical applications of inhaled nitric oxide (NO}
therapy resulted in the development of delivery systems and moni-
toring devices applicable to routine clinical care. This article pre-
sents the various components necessary for an adequate clinical
use of inhaled NO, and discusses the NO gas mixture cylinders,
inhaled NO delivery techniques and specifications, monitoring de-
vices, and ending with an exhaustive description of the scaven-
gers of nitrogen oxides (NO)).

Data Sources: Computerized search (CURRENT CONTENTS,
MEDLINE) of published original research and review articles (~200),
conference abstracts and compendiums up to May 1997 (~50),
personal files, and contact with expert informants.

Study Selection: Technical, experimental, and clinical reports
were selected from the recent English, French, German, and Span-
ish literature, if pertinent to the administration or monitoring of
inhaled NO.

Data Extraction: The authors extracted all applicable data.

Data Synthesis: The production of NO gas mixture cylinders
must be certified with respect to gas purity, stability, and concen-
tration (limits between 100 and 1000 ppm), guaranteed calibration,
and specific color. An ideal inhaled NO delivery device requires a
synchronized delivery, a minimal production of nitrogen dioxide

(NO,), and should be simple to use (verification, calibration, conve-
nient flushing, cylinder change possible while in use and a simple
alarm setting) with full information (high and low alarms and avail-
able precision monitoring of NO, NO,, and O,). Emergency and
transport systems must be readily available. The choice of the
manitoring device (chemiluminescence or electrochemistry) should
be made based on the knowledge of their strength and weakness
for a particular clinical application. Finally, scavengers of NO,
should be used with caution until specific filters are proven safe
and effective.

Conclusions: The great expectancies generated by inhaled NO
action have led researchers to design personal inhaled NO delivery
systems, but only with mitigated results. At present, medical com-
panies are finding a financial interest in designing a delivery sys-
tem which will suit the needs of clinicians and this, along with
official governmental approval, will only then permit the use of
inhaled NO safely and on a-larger scale. (Crit Care Med 1998;
26:782-796)

Kev Wonos: nitric oxide, administration, analysis, toxicity; nitro-
gen dioxide, standards, toxicity; ventilator, mechanical, standards;
gas scavengers

espite the growing use of
inhaled nitric oxide (NO), a
standard and certified tech-
nique for delivering inhaled
NO does not yet exist, and measuring
devices are not fully adapted for clini-
cal applications. Except in France
where inhaled NO has been recognized
as part of the therapeutic arsenal (Tem-
porary Authorization for Hospital Use)
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(1), inhaled NO therapy remains unli-
censed. The U.S. Food and Drug Ad-
ministration (FDA) has stated that the
inhalation of NO requires an Investi-
gational New Drug application. How-
ever, with regards to the Neonatal In-
haled NO Study, it is expected that the
FDA will soon give approval for in-
haled NO use in neonates. In Canada,
neither the NO gas mixture cylinder
nor the delivery and monitoring de-
vices are approved for any indication;
on the other hand, no authorization is
necessary for inhaled NO use. Several
individuals and companies have regis-
tered various patent claims for thera-
peutic indications and delivery tech-
niques for inhaled NO.

Because the concentration of NO in
the cylinder is very high (at least 10¢
times higher than in rat cerebellum
tissue) (2); the decomposition of NO in
the presence of oxygen (O,) is com-
monly assumed to occur after the third-

order reaction rate constant (k;), with
the formation of nitrogen dioxide (NO,)

(3

Kk,
2NO + 0, - 2NO, [1]

A characteristic orange-brown color
and a sharp sweet and metallic smell
can be noticed when gaseous NO leaks
from a concentrated cylinder, which is
representative of the formation of the
highly toxic NO, (4). Byproducts toxici-
ties, particularly those of NO,, are be-
lieved to predominate over NO-specific
toxicity during NO inhalation. The Oc-
cupational Safety and Health Admin-
istration (OSHA) has set the guide-
lines limit for NO, workplace exposure
at 5 parts per million (ppm) (5). The
main goal for a safe device used for
inhaled NO therapy is to minimize the
formation of NO, with careful, precise,
and reliable delivery and monitoring

Crit Care Med 1998 Vol. 26, No. 4



otential toxic agents. The scope of
~eview does not include other ma-
-eas of potential inhaled NO toxic-
uch as the formation of methemo-
n and the interaction with other
radicals with production of
tynitrite.
e will present the different com-
nts necessary for an adequate
:al use of inhaled NO, covering
10 gas mixture cylinders, the de-
y techniques and specifications,
nonitoring devices, and ending
an exhaustive review of the scav-
rs of NO and NO,.

> OXIDE GAS MIXTURE CYLINDERS

edical research grade NO gas mix-
aylinders for therapeutic use have
manufactured only since ~1990.
FDA approval, gas companies will
st certainly have to be licensed
r the current Good Manufactur-
’ractice regulations for pharma-
cal grade gases, as is already the
in France and Germany. NO is
iced from the reaction of liquid
ric acid (H,SO,) and liquid sodium
e (NaNO,), and then purified of
gen (N,), nitrous oxide (N,0) and
m dioxide (CO,) (6):

1,80, + 2 NaNQ, - NO +
NO, + Na,S0, + H,0 [21
1e reaction results in a gas mix-
sonsisting of 95% NO and 5% NO,.
1se pure NO would be difficult to
nister with precision and-safety,
:d mixtures of NO in an inert car-
ras are used. Until now, NO has
diluted with N,, but other inert
ar gases such as argon and he-
would be suitable. Compared with
he use of helium as the balance
n NO gas mixture cylinders in-
ed the delivery of NO and fresh
o the lung and resulted in im-
«d oxygenation in children with
onary hypertension after cardiac
ry (7). The minimum purity of a
as mixture cylinder is 99.0% and
vlinder is further verified with a
10, chemiluminescent analyzer for
acy of concentrations, using a cer-
blend from the U.S.A. National
ute of Standards and Technology.
e filling, some cylinders are pro-
1through the Spectra-Seal™ (BOC
3, Port Allen, LA) treatment pro-
sroviding a contaminant-free in-

re Med 1998 Vol. 26, No. 4

terior surface to prevent degradation
of the stored NO (8). By varying the
respective NO and N, proportions, it is
possible to adjust the NO concentra-
tion to the requested concentration
which is certified for a period varying
between 1 and 3 yrs and written on the
cylinder’s analysis certificate (6, 9). It
was observed by Stengvist et al. (10)
that the first few liters of gas in the
cylinder are enriched with NO, (12
ppm), the cylinder (484 ppm NO)
needed to be flushed (~20 L), and the
gas needed to be discarded properly
through a wall suction before use. This
excessive NO, production could be due
to O, present in the manometer, tub-
ing, and connectors between the cylin-
der outlet and the site of measurement;
0,, therefore, reacts with high concen-
trations of NO. Furthermore, it is also
known that NO can be metabolized into
N,, NO,, N,O and dinitrogen dioxide,
owing to the inherent chemical reac-
tivity of NO and the high pressure in
the cylinder facilitating the reaction
rate (6).

Cylinders are made of a light alumi-
num alloy and filled to 2000 psig (137
bars). Available sizes are 1000 and
4000 L, and smaller cylinders of 70
and 104 L are now available. A stain-
less steel two-stage manometer (Com-
pressed Gas Association [CGA] 660 or
CGA 626) and stainless steel or Teflon
tubing and connectors are recom-
mended for the sake of the corrosive
nature of NO. Plastics and rubbers are
expected to degrade in a short period
of time after exposure to high NO
concentrations (3).

Recommended cylinder concentra-
tions are between 100 and 1000 ppm.
One thousand ppm NO cylinders have
been suggested as the maximum al-
lowed concentration based on safety
aspects (11, 12). In case of cylinder
leakage or maladjustment of connec-
tions, the concentration of NO wasted
into the atmosphere would not be
higher than the concentration meas-
ured in cigarette smoke (13). In France,
the highest NO cylinder concentration
has been limited to 450 ppm by regula-
tory authorities (1); in the United
States, the BOC group has asked for a
400 ppm cylinder FDA approval asso-
ciated with their inhaled NO delivery
device (14).

Concentration of NO, in the cylin-
der must be as low as possible. Re-
ported concentrations of NO, vary

greatly in the literature. Cylinders of
9220 and 993 ppm NO (Commonwealth
Industrial Gases, Sydney, Australia)
contained as much as 10 and 17 ppm
NO,, respectively (15). Other investi-
gators found <8 and 22 ppm of NO, in
the 800 and 2200 ppm cylinders (Scott
Specialty Gases, Plumsteadville, PA),
respectively (16).

INHALED NITRIC OXIDE DELIVERY
TECHNIQUES

The ideal delivery technique must
be reliable and require minimum ma-
nipulation. Nitrogen dioxide production
must be maintained as low as possible,
ie., contact time between NO and O,
must be as short as possible, owing to
their chemical reactivity. Adding NO
to the inspired gas at a distal site in
the ventilator circuit is one strategy
which minimizes the time available for
oxidation. The NO concentration deliv-
ered in the range of 0.1 to ~100 ppm
needs to be accurate, stable, independ-
ent of tidal volume, respiratory rate,
peak inspiratory flow, flow waveform,
pressure support, pressure control ven-
tilation, continuous bypass flow or
Flow-by™ (Nellcor Puritan-Bennett,
Carlsbad, CA) Fio, or any other venti-
lator parameter. Also, the optimal NO
concentration (i.e., the lowest effective
concentration of inhaled NO on arte-
rial oxygenation and/or pulmonary ar-
terial pressure [PAP]) should be used.
The system must permit on-line analy-
sis of NO, NO,, and O, concentrations
distally to the delivery site, in order to
have a homogeneous inspired gas mix-
ture, with stringent controls and
alarms. Emergency and transport sys-
tems must be readily available for the
provision of inhaled NO to dependent
patients during either failure of the
delivery system or intra- and inter-
hospital transfer since sudden inter-
ruption of inhaled NO can cause a
significant decrease in arterial oxyhe-
moglobin saturation (17) and an in-
crease in PAP (18). Finally, all deliv-
ery systems of inhaled NO should have
a scavenging unit for the exhaled gases
to protect the personnel from being ex-
posed to concentrations of NO and other
nitrogen oxides (NO ) that are greater
than those allowed (5).

Since the first report of inhaled NO
therapy by Pepke-Zaba et al. (19) which
studied the administration of an NO/
air mixture in a Douglas bag to

783



wnintubated patients, delivery sys-
ems have been developed in response
0 various technical and clinical condi-
ions. Two main concerns for the dis-
ribution of NO to intubated patients
1ave evolved: a) to maintain a con-
stant NO concentration through deliv-
iry at the mechanical ventilator gas
nlet; b) to minimize oxidation of NO
‘hrough direct delivery in the inspira-
ory limb.

\t the Mechanical Ventilator Gas Inlet

Standard air/O, blenders are still
reing used to mix a NO gas mixture
:ylinder with a N, cylinder (16, 20-25).
Che NO gas mixture cylinder is
'onnected to the O, port of the blender
ind the N, cylinder to the air port (Fig.
1). This mixture of NO/N, is either in-
roduced at the air inlet of the me-
‘hanical ventilator (Fig. 14) (20, 23-
'5) or at the O, port of a second blender
or a two-step dilution (Fig. 1B) (186,
!1, 22). The low-pressure inlet of the
Jervo™ (Siemens-Elema A.B., Solna,
Jweden) ventilators can also be used
vith a flowmeter alone (Fig. 1C) or in
1ssociation with a blender mixing the

gases before the flowmeter (16). Such
systems are likely to give stable NO
concentrations during all modes of me-
chanical ventilation since gas mixing
occurs at the mechanical ventilator gas
inlet.

With the standard air/Q, blender
(961™, Siemens-Elema A.B.), it may be
difficult to adjust a precise NO concen-
tration (24). We have observed that
inhaled NO injection does not start at
21% on the adjustable knob of this
blender (24) and that fine adjustments
are more difficult (16) for low Fio, and
low NO concentration (24). To circum-
vent this difficulty, a cylinder with a
lower NO concentration, a low flow
blender, and/or a two-step dilution can
be used (Fig. 1B). As the cost of the NO
gas mixture cylinder is mostly related
to preparation and distribution, using
a cylinder with a lower NO concentra-
tion increases the cost of treatment
and requires more frequent cylinder
changing. Low flow blenders (16, 26)
allow a more precise adjustment of the
NO concentration. For the two-step di-
lution, the mixture of NO/N, from a
first blender is further diluted by N,
(21) or O, (16), through a second blender

figure 1. Inhaled nitric oxide (NO) delivery at the mechanical ventilator gas inlet. (A) A
yasic delivery system using an air/O, blender where the NO gas mixture is connected to
he O, port and N, to the air port of the blender. The final mixture is introduced at the air
nlet of the mechanical ventilator. (B) A two-step dilution system where the mixture from
he first blender is introduced at the O, port of a second blender and another N, cylinder
it the air port. The final mixture is introduced at the -air inlet of the n_aechamcal
-entilator. (C) A delivery system using a blend of air/O, mixture with NO gas rflxture and
wo flowmeters connected to the low pressure inlet of the 900 series Servo™ (Siemens-
ilema A.B., Solna, Sweden) mechanical ventilator.
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before being introduced at the mechani-
cal ventilator air inlet (Fig. 1B), lead-
ing to a more precise delivery. Algo-
rithms are available to ggtimate
blender settings and obtain the desired
NO concentration (27).

Like Nishimura et al. (21), we ob-
served a significant increase in NO,
production when substituting the N,
cylinder for an air cylinder (Fig. 14) or
for a mixture of air/O, (25). Therefore,
these are not recommended. Adding O,
to the second blender (Fig. 1B) is not
expected to produce as much NO, be-
cause the concentration of NO has al-
ready been diluted by the first mixing
and is much lower in the second blender
(16). It has been shown (22) that the
air/O, blender with the two-step dilu-
tion (Fig.1B) used for inhaled NO de-
livery may be variable, unpredictable,
and potentially dangerous if not tested
before use.

The introduction of NO gas mixture
at the mechanical ventilator gas inlet
has several other drawbacks. A pro-
portion of the gas mixture is used to
power the mechanical ventilator (1 to
3.6 L/min, 7200™, Nellcor Puritan-
Bennett) and vented into the room en-
vironment (24). This represents not
only extra cost but it may also contrib-
ute to an increase in the pollution level
to which personnel are exposed. Hence,
most air/O, blenders have a bleed flow
venting into the room environment as
much as 10 L/min. Furthermore, the
blender technique requires that the N,
cylinder be changed frequently, depend-
ing on the patient’s minute ventila-
tion, NO concentration, and Fio,. NO
and NO, have oxidizing properties,
which could theoretically affect metal-
lic and nonmetallic parts of the me-
chanical ventilator and may induce pre-
mature breakdown. However, Wessel
et al. (16) mentioned that they used
this technique over a period of 20 mos
without observing any corrosive effect.

The introduction of NO/N, gas mix-
ture at the mechanical ventilator gas
inlet prolongs the residence time be-
tween NO and O, (2 to 8.6 secs, 7200,
Nellcor Puritan-Bennett) (24), increas-
ing the amount of NO, produced.
Completely washing inhaled NO out
of the circuit may take as much as 1
min (24), possibly because of NO gas
stagnation in the corrugated tubing
(28). We have also shown that the
NO, production reaches significant
concentrations at high Fio, (0.9) and
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>60 ppm (24). Different results
e been obtained by others, where
, was not detected at 80 ppm (20,
or 50 ppm NO (21) and high Fio,.
ally, there may be a limit to the
aest Fio, that can be delivered, es-
\ally at high NO concentration. With
)0 ppm NO cylinder and a NO con-
tration of 80 ppm, an Fio, of only
5 was attainable (20).
n the case of the 900 series Servo
‘hanical ventilators, the internal
ows has a capacity of 0.9 L, which
-eases the residence time and the
, production (16, 21). Through the
pressure inlet of this mechanical
tilator, NO and a blend of air/O,
be mixed by two flowmeters (Fig.
(15). Stengvist et al. (10) used two
35 flow regulators to control the flow
sreathing gas and NO, and their
tem was modified to become the
MIUS C™ delivery system (DanSjg
ical, Jarfdlld, Sweden). It is now
de of three mass flow regulators for
air, and NO (1000 ppm) which are
trolled by a computer allowing a
stant NO concentration despite any
nge in air/O, mixture flow rate (29).
ivery of inhaled NO through the
pressure inlet (Fig. 1C) was found
yroduce transient concentrations of
. as high as 3 ppm, but decreased to
ppm after the bellows were emptied
). Also, the patient’s minute venti-
on must match the NO blend flow
wvoid any collapse or overfill of the
srnal bellows which, in the latter case,
i vent NO into the room environment.

1e Inspiratory Limb

Continuous inhaled NO delivery is
lely used with continuous-flow, time-
led, pressure-limited ventilators,
h as those used for neonates (Fig.
1 (30-32), and with high-frequency
ventilation (33) independent of the
ient’s minute ventilation. Since
re is a continuous flow of air/O, of
)} L/min, the contact time between
»and O, is fairly short (30) (~0.6 sec
m the humidifier to the “Y” piece),
1 results in concentrations of NO,
\ging from 0.6 to 2.4 ppm for 10 to
ppm NO at an Fio, of 0.9 (31). Pre-
ted NO concentration can be esti-
ted using the following formula (34,

(NO gas mixture cylinder
concentration x NO flow)/

(Ventilator flow + NO flow) [3]
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Figure 2. Inhaled nitric oxide (NO) delivery in the inspiratory limb. (A) A delivery system
using continuous NO flow, mostly used for a continuous-flow, time-cycled, pressure-
limited mechanical ventilator. (B) A delivery system using a standard nebulizer (9457,
Siemens-Elema A.B.) usually set to 15 L/min and then connected to a flowmeter which
allows for injection during the inspiratory phase. (C) A delivery system consisting of a low
pressure system starting from the NO gas mixture cylinder with a stainless steel two-
stage manometer, set to 5 to 10 psig, connected to two flowmeters (1), and a solenoid valve
(2) which is closed when not activated. An electronic circuit (3) detects the beginning and
the end of each inspiration by processing the signal coming from the ventilator flow
gensor. During the inspiratory phase, the electronic circuit opens the solenoid valve, and
NO is injected into the inspiratory limb 75 em upstream of the “Y” piece. (D) A delivery

system used to give inhaled NO by a face mask with continuous NO flow.

However, the utility of theoretical
formulas for the calculation of NO doses
has recently been questioned (36). Ap-
propriate mixing of NO with air/O, is
an important factor (33) as it can lead
to NO concentration delivery estimate
errors (28, 34). If there is appropriate
mixing, it is expected that the NO con-
centration is stable, since mechanical
ventilator and inhaled NO flows do not
change and patient triggering will not
affect NO concentration values. Con-
tinuous inhaled NO delivery into a
standard inspiratory circuit during
phasic-flow mechanical ventilation re-
sulted in marked NO concentration
fluctuation that is not detected by a

slow-response chemiluminescence
analyzer (37).

Using continuous NO flow with
adult mechanical ventilators (15, 33)
is expected to generate greater concen-
trations of NO,. The contact time be-
tween NO and O, is increased due to
the tidal flow and the longer transit
time. NO concentration may be ex-
tremely variable due to the changes in
minute ventilation (34). A continuous
flow of NO into the inspiratory limb of
the circuit results in a small bolus of
NO accumulating during expiration.
This bolus effect is a source of high NO
concentration and low Fio,, at the be-
ginning of inspiration (35). Changes in
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ventilatory settings induced gross un-
derestimation of the NO concentration
during continuous inhaled NO deliv-
ery (35). This observation precludes
prediction of NO concentration using
simple mathematical calculations.
Young et al. (38) reported a production
of 6 ppm NO, with 128 ppm NO (Fio,
not specified), using a slow response
time NO/NO,_ analyzer (TECAN CLD
TO0OAL™, Eco Physics A.G., Diirnten,
Switzerland). Nathorst Westfelt et al.
(29) observed from 110% to 230% more
NO, produced with continuous inhaled
NO delivery compared with intermit-
tent inhaled NO delivery such as with
the NOMIUS C system. Putensen et al.
(23) observed no difference in NO, pro-
duction with the blender system and
continuous inhaled NO delivery to the
proximal end of the endotracheal tube.
Finally, other investigators (15, 39)
have demonstrated a greater variabil-
ity in the NO concentration within the
circuit with continuous inhaled NO in-
jection compared with intermittent in-
jection cycled on inspiration.

The PulmoNOx IIIs™ (Pulmonox
Medical Corporation, Tofield, AB,
Canada) is a continuous inhaled NO
administration system delivering NO
(mass flowmeter) according to the
minute ventilation set by the user,
and incorporates a NO, NO,, and O,
electrochemical analyzer. The
DelNQ2000™ (SensorMedics B.V.,
Bilthoven, The Netherlands) uses an
electronic flowmeter but does not in-
clude any monitoring. This inhaled NO
delivery system has been demonstrated
to maintain constant NO flows, inde-
pendent of ventilator circuit pressures,
up to 2 L/min while providing a resolu-
tion of 1 mL/min.

Intermittent inhaled NO delivery,
cycled on inspiration, is an alterna-
tive to continuous delivery. The sim-
plest and first model used was the
945™ (Siemens-Elema A.B.) nebulizer
mounted with a flowmeter (Fig. 2B)
(40, 41). Here, NO is injected during
the whole inspiratory phase and the
flow is adjusted with a NO monitoring
device to the desired NO concentra-
tion. NO, production was found to re-
main <0.5 ppm for 10 to 20 ppm NO
(F1o0, not specified) (41). Using this tech-
nique, the NO gas mixture was added
anywhere on the inspiratory limb and
even at the proximal end of the endo-
tracheal tube. In this case, calculating

786

or even measuring NO concentration
is difficult (27).

We have built a flexible inhaled NO
delivery system (Fig. 2C) (24). The sys-
tem processes the digital flow signal
from the mechanical ventilator (7200,
Nellcor Puritan-Bennett) and opens an
“on/off” solenoid valve during the in-
spiratory phase. This system can be
used with any mechanical ventilator
that has a digital flow signal output.
With this injection system, almost all
of the NO injected during one breath is
delivered to the patient. Using a fast-
responding NO analyzer (250 msecs
for 90% fullscale; 270B NOA™, Sievers
Instruments, Boulder, CO), we were
able to measure the NO concentration
breath by breath and show that it de-
creased to close to 0 ppm (<0.1 ppm) in
the inspiratory limb during the expira-
tory phase, considerably reducing the
risks of NO, production (24). We have
found that compared with the intro-
duction of the NO gas mixture at the
air inlet, the cycled gas mixture injec-
tion produced less NO, at high Fio,
(0.9). NO, decreased from 8.9 + 0.3 to
4.4 + 0.08 ppm with 90 ppm NO, and
from 4.5 + 0.08 to 2.1 + 0.1 ppm with
60 ppm NO, respectively. At an Fio, of
0.21, no difference in the amount of
NO, produced was found between the
two delivery systems (24). However,
such systems may not deliver a con-
stant NO concentration when the in-
spiration is triggered by the patient.
Because the NO flow is fixed, it does
not adapt to the variations in the
patient’s inspiratory flow provided by
the mechanical ventilator.

The Opti-NO™ box (L’Air Liquide
S.A., Les Loges-en-Josas, France) is an
inhaled NO delivery system without
monitoring and back-up system fixed
directly to the manometer of the NO
cylinder, and the NO flow injected is
calculated from the patient’s minute
ventilation, cylinder concentration,
high or low NO flow option, and pres-
sure adjusted on the manometer (M.
H. Renaudin, personal communication,
1996). This system has the advantage
of being compatible with any model of
ventilator from neonates to adults, but
the system is limited when high and
low NO concentrations are required.

The Servo Ventilator 300™ (Siemens-
Elema A.B.) with NO option (42—45) is
a fully integrated inhaled NO preci-
sion delivery system for all patient

groups: adult, pediatric, and neonate.
It possesses an extra entry port for NO
with a gas module (Servotek A.B.,
Arlév, Sweden) built into thg unit and
an NO and NO, electrochemical moni-
toring with alarms. This system is rela-
tively simple to use and includes con-
venient flushing (depressurizing tool),
cylinder and alarm setting change
when in use, and it offers a guaranteed
calibration with factory calibration of
the unit to suit local NO gas mixture
cylinder concentrations. However, the
NO dosing range is limited according
to the maximum peak inspiratory flow.
Another inhaled NO delivery system
relies on the electrochemical technique
to measure NO and NO, (NOdomo™,
NO Dosing and Monitoring unit, Dréger
A.G., Liibeck, Germany). This system
is equipped with alarms. NO delivery
is proportionally made in the inspira-
tory limb based on the percentage of
inspiratory flow with NO concentra-
tion ranging from 1 to 99 ppm (utiliz-
ing a cylinder of 1000 ppm) (46). It has
been reported that NOdomo (11) and
Servo Ventilator 300 with NO option
(43, 45) may show minor fluctuations
of NO concentration (~10%). They
have no associated back-up system,
and their respective use is restricted
to Evita™ series and Babylog™ (Dréger
A.G.), and Servo Ventilator 300 me-
chanical ventilators.

A completely integrated system
(Pulmonox™, Messer-Griesheim,
Vienna, Austria) is currently under
evaluation. NO and NO, concentrations
in the inspiratory gas are measured
by chemiluminescence and the
patient’s inspiratory flow data are
analyzed by a computer that controls
the opening of an electromagnetic valve
(feedback loop), and the amount of NO
added (33, 47). Optional back-up sys-
tem and mobile set are available with
the new evolution of Pulmonozx, called
NAMU™ (Messer-Griesheim/Nellcor
Puritan-Bennett, Kirkland, PQ,
Canada) and equipped with NO/NO,
electrochemical sensors.

The I-NOvent™ (Ohmeda, Liberty
Corner, NJ) delivers a constant NO
concentration independent of ventila-
tor or patient flow waveform and rate.
This delivery device is associated with
a continuous electrochemical monitor-
ing, with alarms, of NO, NO,, and 0,.
This integrated unit can be used with
most models of mechanical ventilators.
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so offers a manual NO delivery
a resuscitator handbag in case of
m or ventilator failure, and a bat-
back-up in case of power failure
thalley, personal communication,
).
1e INOJEcToR™ (Imstitut du N.O.,
-réal, PQ, Canada) is based on the
» principle than the Pulmonox and
vent devices, with back-up sys-
without monitoring, and is cur-
y under development (J. Déry, L.
dou, personal communication,
).
-oportional intermittent delivery
saled NO into the inspiratory limb
several advantages over continu-
lelivery and administration at the
1anical ventilator gas inlet: a) it
ces the residence time and oxida-
to a minimum; b) it avoids the
; effect and adapts to changes in
ite ventilation; c¢) it reduces the
umption of the NO gas mixture
der; d) it avoids the necessity for a
ylinder; e) it requires minimum
ipulation; and f) it avoids contact
‘een NO and the internal mechani-
rentilator parts, eliminating pos-
corrosive effects and reducing the
5 of ventilator malfunction and
itiomn.

LED NITRIC OXIDE DELIVERY
HFICATIONS

"ith an Anesthesia Machine. To our
vledge, there is no system for in-
d NO delivery with an anesthesia
hine. The main problem is that to
culate expired air, there must be
ective filter for NO,. The NO added
the inspiratory limb must take
consideration the NO still present
re the injection of supplemental
in order to maintain a stable NO
entration and a low NO, concen-
ion. There are no reports on the
use of inhaled NO passing through
rrizers and other components of the
sthesia machine. Delivery of in-
d NO should take place in the in-
atory limb or just before the soda
: canister. It is also recommended
ionitor NO and NO, concentrations
he inspiratory limb of the circuit
to use higher fresh gas flow rates
1inimize the effect of NO absorp-
by the soda lime (48).
fter the contamination of a N,0
ader by NO, in September 1966 (49),
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the need to address multiple issues
related to NO_led to the discovery that
soda lime was useful as a NO, scaven-
ger in an anesthetic circuit. Kain (50)
tested soda lime absorbers (with so-
dium manganate as color indicator) and
observed that at concentrations of 1%
to 2% NO_, the “serubbing” ability was
exhausted with a change from the usual
green to the tan color in 3 mins.

With an Ambulatory System. It is
well known that patient may become
extremely unstable after sudden with-
drawal of inhaled NO. Therefore, it is
mandatory to have an emergency and
transport system able to provide in-
haled NO, in case of either delivery
system failure or during intra- and
interhospital transfers. The simplest
technique is the administration of a
continuous flow of inhaled NO using a
1000 L (or 70 and 104 L) NO cylinder
with a flowmeter attached to a ma-
nometer (51). However, an intermit-
tent delivery of inhaled NO would be a
better and more useful transport
system.

A recently developed system (Noresc
1503™, DanSjg Medical Corporation)
(52, 53) is composed of two flow
restrictors, for O, and NO (1000 ppm)
and allows delivery of 10 or 20 ppm
NO with a self inflating resuscitator
hand-bag. Also, the AeroNOx Trans-
port System™ (Pulmonox Medical Cor-
poration) is a portable system which
uses a continuous inhaled NO flow pro-
vided by small cylinders (104 L) and
also measures the NO and NO, concen-
trations. Because of their autonomy,
these systems could be used along with
different primary delivery devices as
back-up systems, in addition to their
use as transport systems.

With Spontaneous Nonintubated
Breathing. Historically, nonintubated
patients were the first to receive
inhaled NO therapy. In 1988,
Higenbottam et al. (54) compared the
vasodilatory effects of inhaled NO to
intravenous prostacycline in patients
spontaneously breathing a mixture of
40 ppm NO in air contained in a
Douglas bag. Inhaled NO was again
given through a two-way valve and a
Douglas bag (120 L) containing 40 ppm
NO in air (19). In these two studies,
NO, production was not measured.
Austin (4) reported that 25% oxidation
of 100 ppm NO is achieved in approxi-
mately 14 mins (Fio, = 0.21, at 20°C).

Reaction rate constant values (k, ex-
pressed as 10 cm®/molecule? sec) for
the conversion of NO into NO, (55%3{ 2
to 27.8 have been reported (21, 27,30,
55-58). These differences are due to
the variation in experimental method,
static and dynamic conditions, tem-
perature, and humidity. The NO oxi-
dation kinetics were little affected by
humidification (57, 58) and tempera-
ture (58); on the other hand, increas-
ing Fio, from 0.19 to 0.8 may double
the velocity of NO degradation (58).
Significant NO, concentrations would
therefore be expected in the situations
where NO and air, or O,, are contained
in a large reservoir such as a Douglas
bag.

Specific indications for inhaled NO
to nonintubated patients are for diag-
nostic purposes such as the determina-
tion of the diffusion capacity at the
alveolo-capillary membrane (59) or to
test the reversibility of pulmonary hy-
pertension before heart or heart/lung
transplantation (60). A safe delivery
system for nonintubated patients would
be well appreciated to avoid endo-
tracheal intubation and mechanical
ventilation.

Continuous inhaled NO delivery is
often used directly from the NO cylin-
der in-line with a low flow precision
flowmeter, with a tight face mask (Fig.
2D) and very low concentrations of NO,
are produced. This technique was
used in a patient with end-stage pul-
monary hypertension who was depen-
dent on inhaled NO (61). It was first
given through a tight face mask but
because of long-term inconvenience it
was substituted to a transtracheal
Scoop™ (Transtracheal System, Denver,
CO) catheter for 68 days. O, was given
through nasal prongs, and the esti-
mated delivered NO concentration was
derived from the patient's minute ven-
tilation (61). However, there are con-
cerns about the potential toxicity of
this NO concentration on the mucosal
epithelium (62).

Wessel et al. (16) used the blender
system with flow rates between two
and three times the patient’s minute
ventilation delivered through a tight
face mask. Intermittent inhaled NO
delivery has been used for brief expo-
sure to a patient with end-stage pul-
monary fibrosis (63) using two blend-
ers and a face mask with a demand
valve. This system allows a blend of
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NO and N/O, to be inspired on the
patient’s demand. The authors men-
tioned that there was no NO, produc-
tion (<0.1 ppm) even if NO and O, could
nave reacted in the high pressure tub-
ing from the blender to the face mask
'63). Windberg et al. (64) constructed a
Plexiglas hood, placed over the head of
an infant, into which inspired gas con-
taining NO could be added. Intermit-
tent delivery systems could be used to
give inhaled NO via a face mask by
processing the inspiratory flow of the
patient, minimizing the residence time,
and reducing the NO cylinder consump-
tion, as opposed to continuous inhaled
NO delivery. The Pulmonox delivery
system was used to test the efficacy of
inhaled NO in patients with chronic
obstructive pulmonary disease who
were breathing through a face mask
(65). Pulsed delivery of inhaled NO to
ambulatory patients with primary pul-
monary hypertension via nasal prongs
was achieved efficiently with reduction
of PAP. Therefore, an ambulatory sys-
tem for spontaneously breathing pa-
tients may have a role in the long-term
treatment of such patients (66). One
patient was discharged home on a regi-
men of inhaled NO delivered via this
system and was reported to be doing
well after 36 wks of continuous NO
inhalation.

INHALED NO AND NO, MONITORING

The NO and NO, monitoring device
should be precise, easy to handle, quiet,
affordable, require a low sampling vol-
ume, and be capable of measuring a
wide range of concentrations (i.e., 0.1
to 100 ppm). The response time to moni-
tor the NO concentration from breath
to breath should be minimal and not
influenced by humidity, Fio,, gas flow
or ventilation pressure. Calibration
should be easy to perform. Alarms for
low and high NO concentration and
high NO, concentration should be avail-
able with all monitoring devices, and
an oximeter should be incorporated to
evaluate the actual Fio,.

Chemiluminescence Device. Chemi-
luminescent measurement of NO and
NO, was first used to measure ambi-
ent levels in urban areas and is based
on the reaction of NO with ozone (O,)
producing NO,, according to the
reaction (67):

20, + 2NO — NO," + NO, + 20, [4]
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Ten to twenty percent of the NO, is
produced in an excited state, and a
fraction of this NO,” returns to the rest-
ing state by emitting a photon between
600 and 3000 nanometers wavelength
range:

NO,” - NO, + hv [51
where h is Planck’s constant, v is
wavelength.

This luminescent signal is ampli-
fied and measured in a cooled photo-
multiplier tube by converting light
emission into an electrical signal (68).
To measure NO, and other nitrogen
oxides, these NO,_ first need to be re-
duced to NO by high temperature reac-
tion with molybdenum (Mo), chromium
trioxide, or other catalytic chemical con-
verter (Egq. 6), or a high grade stainless
steel thermal catalytic converter (Eg.
7), according to the following reactions:

3NO, + Mo— 3NO + MoO, (6]
325°C

Fe,0,
2NO,-»2NO + O,
630°C

[71

Although the converter requires pe-
riodic replacement, chemical reduction
has the advantage of being more stable
and less subject to interferedd®s from
other gas species (27). To ensure that
production of NO," and consequently,
the amount of luminescence are de-
pendent only on the concentration of
NO, O, is bled into the reaction cham-
ber at a high constant rate to achieve a
concentration that exceed this of NO
by several order of magnitude. O, gen-
erated must also be scavenged, either
by heating at ~400°C (converting O, to
0,), or through an activated charcoal
filter or a wall suction. A second filter
removes NO and other NO,_. Some ap-
paratus have only one reaction cham-
ber and can therefore measure only
one gas at a time, while others have
two reaction chambers and can meas-
ure simultaneously NO and NO_, NO,
being obtained from the substraction
of NO to NO,.

The chemiluminescence technique
has been said to be the gold standard
to measure NO because it has good
linearity, high sensitivity (ppb, even
ppt concentrations with the most so-
phisticated industrial devices) and
specificity (little cross-reactivity with

Table 1. Comparison of nitrogen oxides measurement by chemiluminescent and

electrochemical monitors

Chemiluminescence

Electrochemistry

Accuracy
Sensitivity
Measurement range

NO, NO,: 1 ppb

Specificity High

Interference possible with®

NO: 1%; NO,: -15 to -167%

NO, NO,: 10~ - 100 ppm

Humidity, pressure, 0,, CO,

NO: 2.4%; NO,: 2%

NO, NO,: 0.5 ppm

NO: 3 - 100 ppm; NO,: 0.5-
50 ppm

Low

Humidity, pressure, flow,

quenching and viscosity H,, HC], H,S, SO,, CH,S,
effects CH,, C,H,, C,H, CH, OH,
CH,, PH, NH,, NO,, CO,
CO,
Response time 0.25-60 secs 10-120 secs
Sampling volume* 0.1-1 L/min (sidestream} 0 (mainstream) —
0.25 L/min (sidestream)
Fall time <2 mins 30 secs-2 hrs
Ease of setup Long heating and calibration = Few min
time (20-30 mins) .~ -
Maintenance® Chemical converters, Frequent recalibration, fuel
capillaries and regulators, cell replacement (<1 yt)
O, generator replacement
Ease of use Large, noisy Small, silent
0, production Yes No
Cost $10,000-30,000 $2,500-6,000

NO, nitric oxide; NO,, nitrogen dioxide; ppb, parts per billion; ppm, parts per million; O,,
oxygen; CO,, carbon dioxide; H, hydrogen; HCL, hydrogen chloride; H,S, hydrogen sulphide;
S0, sulfur dioxide; CH,S, methyl mercaptan; CH,, methane; C,H,, acetylene, C,H,, ethane;
CH,OH, ethanol; CH,, benzene; PH,, phosphine; NH,, ammonia; CO, carbon monoxide; 0,

ozone.
aSee text for more details.
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er gases) (Table 1). Most chemilu-
\escence monitors also have a wide
\amic range with five orders of mag-
1de measuring capability. Response
e is ~2 to 60 secs, but more recent
nitors are faster. However, all ana-
ars are sidestream (often requiring
irge gas sample volume), expensive,
abersome, noisy and need prolonged
iting and calibration time (Table 1).
addition, they may exhibit signal
luction caused by interferences
enching and viscosity effects) mainly
m water vapor, mechanical ventila-
pressure, O, and CO, (69). Of the
all percentage of NO,’, only a frac-
a emits energy as a photon capable
reaction with the photomultiplier.
e remainder loses energy through
lisional deactivation (quenching) by
«cting with “foreign molecules.” The
gnitude of quenching is dependent
the pressure, nature, and concen-
tion of the “foreign molecules” in
y analyzed sample. Quenching takes
ice in all analyzers but is most no-
aable with stainless steel converters
ere the NO, quenching exceeds NO
enching. This produces unreliable
), concentration data in clinical ex-
sure situations (low [70] or negative
1 NO, concentrations). Moreover,
shes et al, (72) was concerned that
enching is not the sole explanation
the NO, underreading by chemilu-
nescence analyzers. High pressure
the reaction chamber or increased
nperature of the stainless steel con-
rters was questioned. Samples of
lestream analyzers at the “Y” piece
11 include inspired and expired gases
\0se composition varies owing to the
take of NO in the lung and elimina-
n of water and CO, from the lung.
iese contaminants (namely, water
d CO,) facilitate the quenching (45).
would therefore be preferable to
oid this sampling site and favor
>asurement in the inspiratory limb
cm upstream of the “Y” piece and
ray from injection site, such as shown
Figures 1 and 2. Tracheal NO and
J, concentrations are routinely meas-
ed by using an endotracheal tube
at incorporates two side ports (73).
\is method averages the inhaled and
haled NO concentrations, and does
it reflect the actual NO concentra-
»n, especially when monitoring with
ng response time analyzers. Law-
»une et al. (74), using a faster re-
onding analyzer (1.5 secs for the NO,

t Care Med 1998 Vol. 26, No. 4

4000™ [Séres, Aix-en-Provence,
France]), recently showed that the ac-
tual inspiratory NO concentration is
equal to double the mean endotracheal
NO concentration. Another important
feature of the chemiluminescence ana-
lyzer is the accuracy and stability of
the sample gas flow achieved with cap-
illaries and regulators. Because the
gsample gas is made of a mixture of
different molecules, the calibration gas
(NO in N,) and the sample gas viscosi-
ties may differ and cause a change in
the sample flow rate resulting in meas-
urement errors.

Calibration should therefore take
into consideration the Fio, which the
patient is receiving. At high Fio,, NO
values may be underestimated by as
much as 7% to 15%, and NO, values
may be further underestimated (69).
Relative humidity of 100% results in
the underestimation of NO concentra-
tions by 10% to 15%, but most chemi-
luminescence apparatuses now have an
in-line drier (75). Increasing relative
humidity from 0% to 90% did not affect
the measurements, and NO, formation
(57). Miller (71) observed negative NO,
values with a F1o, = 0.3, as opposed to
accurate NO, measurements in N,. The
effect of Fio, on NO measurement was
reconsidered by Goldman and Macrae
(70), finding that measured NO, val-
ues were not negative with an increas-
ing Fio, (0.2 to 0.9), but that there
were discrepancies between two differ-
ent chemiluminescent and one electro-
chemical analyzers. Four analyzers
(two chemiluminescence, two electro-
chemical), examined at three F10, (0.08,
0.5, 0.82), performed reasonably well
with respect to NO measurement, but

' both chemiluminescence analyzers and

one electrochemical device consistently
underestimated the NO, concentrations
(72).

Chemiluminescence analyzers, de-
signed for environmental monitoring,
were not fully adapted to clinical con-
ditions (high Fio,, sampling rate, pres-
sure, etc). The new generation of ana-
lyzers must implement these
considerations.

Electrochemical Device. The electro-
chemical fuel cell technique uses a dif-
fusion barrier and three electrodes for
the reaction of NO, or NO,, with a
highly conductive acid or alkali elec-
trolyte solution and O, from sampled
air. The gas sample is exposed to the
diffusion barrier that limits the rate of

diffusion to the sensor. The design of
the diffusion barrier determines the
sensitivity of the sensor to tempera-
ture and ambient pressure v ion.
The sensing electrode is in contact with
the diffusion barrier while the two other
electrodes (counter and reference) are
located deeper within the cell. Depend-
ing on the monitor, two kinds of oxida-
tion reactions (Egs. 8 and 9) occur at
the sensing electrode (anode) (27):

NO + H,0 &NO, + 2H' + 2¢ [8]
NO + 2H,0  HNO, + 3H* + 3¢ (9]

At the counter electrode (cathode),
the reduction of O, consumes hydrogen
ions (H*) generated at the anode. The
principles of the NO, sensor electrode
are the same as those of the NO; how-
ever, the electrochemistry differs.
These reactions create an electrical cur-
rent flow proportional to the NO or
NO, concentrations.

Electrochemical sensors can be
mainstream (placed directly in the in-
spiratory limb) or sidestream. Used for
environmental purposes, these sensors
would normally last 2 to 3 yrs but for
the clinical use, they are expected to
last from 6 mos to 1 yr. Since water is
implied in the reaction, condensing
water and dry gas on the sensor will
damage the cell. Therefore, it appears
difficult to have continuous monitor-
ing with mainstream sensors, as op-
posed to sidestream which could be
used with a water trap. The calibra-
tion needs to be performed at least on
a monthly basis, but may require to be
performed more frequently (Table 1).

As opposed to chemiluminescence,
electrochemical analyzers are most of-
ten portable, affordable, silent, easy to
use, require less or no sample volume,
and are less susceptible to underread
NO, levels. Electrochemical analyzers
have been proposed as an alternative
(76) and compared to chemilumines-
cence. Temperature, pressure, humid-
ity, air flow (77), O, (11), and other
nonclinical gases with a lower oxida-
tion potential than the sensor (i.e., sul-
fur dioxide, hydrogen sulfide, ethanol,
phosphine) (78) may affect the NO and
NO, measurements to varying degrees,
resulting in more or less accurate read-
ings especially <1 ppm (Table 1).
Nathorst Westfelt et al. (29) observed
an error of 40% at 0.3 ppm for the NO
cell, compared with an error of 4% at
37.7 ppm. The NO, cell behaved the
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same way with a 42% error at 0.2 ppm,
but only 1% at 3.1 ppm. Mercier et al.
(79) observed an overestimation of 2.4
+ 3.8 ppm in the range 0 to 100 ppm
NO, and underestimation of 0.2 + 0.55
ppm NO, (0 to 10 ppm) for the electro-
chemical analyzer compared with

chemiluminescence. Miller (71) ob-
served an excellent correlation between
electrochemical and chemiluminescent
measurements of NO, and 0, did not
affect electrochemical NO, measure-
ments, but did so for the chemilumi-
nescent method.

Table 2. Nitric oxide and nitrogen dioxide absorption properties of different products

Fajardo et al. (80) concluded that
the marked effect of gas pressure on
the NO reading precision by electro-
chemical sensors makes thik #evice less
suitable for NO monitoring in a pa-
tient ventilator circuit. This problem
can be easily resolved using a pump

Concentrations before Percentage of
the Absorber Absorption Duration of
Product NO (ppm)NO, (ppm) NO/NO, Exposition Fio, Notes
Sofnol B.P.™ (GB)50) 1-2%/1-2% e 3 mins - Historical study
Q-Sorb™ (WV) (10) 40/0.8 —/87.5% — 0.5 Infant ventilatory
settings
Q-Sorb™ (WV) (10) 20/0.5 15%/100% - 1 Infant ventilatory
settings
Q-Sorb™ (WV)(10) 40/0.5 —/100% - 0.5 Adult ventilatory
settings
Q-Sorb™ (WV)(10) —/35 —/98.6% - =
Sofnolime™ (GB) (83) 40/<1 ~80%/~80% 20 mins 0.78 Efficiency decreased
with humidified gas
Sofnolime™ (PW) (83) 40/<1 ~4%/~3% 20 mins 0.78
Sofnolime™ (WV) (83) 40/<1 ~1%/~0% 20 mins 0.78
Soda Sorb™ (WV) (84) 401 12%/40% — 0.5
Soda lime (48) BO/— 18%/~100% — 0.86
Sofnolime™ (GB) (85) 46.6°4/3.4°, 3 94 8%°, 100%"/88.2%°, 30 mins 0.7 Two different monitors
100%" were used:
Sofnolime™ (PW) (85) 41.6°, 41.14/3.1°, 3* 12.7%¢, 8.3%*/83.9%, 30 mins 0.7 “Belfont and
100%* *Micromedical
Intersorb™ (WV)(85) 39.99, 42.74/3.1%¢ 13.3%~, 8.2%*/80.6%°, 30 mins 0.7
100%*
Soda Sorb™ (WV) (86, 87) 35.4/4.1 11.9%/100% 20 mins <0.02 N, was used as gas
balance
Soda Sorb™ (WV) (86, 8T) 10.3/30.6 97.1%/100% 20 mins <0.02 N, was used as gas
balance
Wako Lime-A™ (WV) (87) 35/6.1 20.6%/100% 20 mins <0.02 N, was used as gas
balance
Wako Lime-A™ (WV) (87) 10.1/30 90.1%/100% 20 mins <0.02 N, was used as gas
balance
Charcoal filter 633™ (88) 80/9.9 >99%/>99% - -
Soda lime (GB) (89) 60/2.8 >95%/100% — 0.8
Soda lime (PW) (89) 60/2.8 13.3%*, 25%/~60% - 0.8 NO absorption was
i dependent on the
Soda lime (WV) (89) 60/2.8 13.3%¢, 25%%/~60% - 0.8 NO, presence: NO, =
1.6° and 4.6¢ ppm
Q-Sorb™ (WV) (29) 100/4.7 T%/61.7% 72 hrs 0.9 Color of the absorber did
not change
Charcoal (29) 100/4.7 41%/T7% 72 hrs 0.9
Charcoal + Permasorb™ (90)  120/— ~100%/~100% 12 hrs 0.86
Ca-A zeolite (91) 70/5 >98%/>98% 24 hrs -
Sofnolime™ (GB) (91) 70/5 >90%/>90% 1lhr —
Sofnolime™ (GB) (91) 70/5 ~10%/~50% 24 hrs - Efficiency decreased
after 1 hr
ABEK HgCONO-P3™ (92) 55-70/9-12 ~99%/>95% 170 hrs 1
Charcoal (92) 86.1/17.6 0%/0% — 1
Draeger-sorb™ (92) 86.1/17.6 0%/17% 10 mins*/16 mins’ 1 ‘NO value; 'NO, value
noXon™ (93) 50/— —/100% - - NO, is transformed in
. NO
noXon™ (93) 90/— —/15% = — NO, is transformed in
NO
noXon™ (93) 18/0.2 0%/100% 1,10 mins, 1, 2,4, 0.55 NO, is transformed in
10 hrs NO

NO, nitric oxide; ppm, parts per million; NO,

, nitrogen dioxide; Fio,, fraction of inspired oxygen; change of color of the indicator agent:

GB, green to brown (sodium manganate, potassium permanganate); WV, white to violet (ethyl violet); PW, pink to white (cleyton or kenazol

yellow); N,, nitrogen.
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ing ventilator pressure. Moreover,
electrochemical devices require a
period of stabilization (78). Fi-
, the fact that electrochemical ana-
s are affected by high concentra-
of volatile anesthetic agents (4%
rane affected measurement of 10
NO concentration, and 20 ppm
soncentration measurement was
dy affected by 2% isoflurane) (81),
;hat NO (>20 ppm) may interfere
monitoring of volatile agents (82)
considerable importance.

ENGERS OF NITROGEN OXIDES AND
f ENVIRONMENT

:avengers of Nitrogen Oxides. Soda
absorbers are composed mainly of
um dihydroxide, potassium and so-
1 hydroxide, water, and an indica-
igent. The color indicator agent
be potassium permanganate
aging from green to brown after
ustion), cleyton or kenazol yellow
¢ to white), and ethyl violet (white
iolet). Stenqvist et al. (10) used
e to violet soda lime in their origi-
nhaled NO delivery system which
cased the level of NO, produced in
sreathing circuit by ~85%, decreas-
to 73.3% after 16 hrs, with little
extraction (Table 2). Later, they
irmed absorption to be 7% for NO
60% to 70% for NO, with white to
it soda lime (29). Pickett et al. (83)
found that white to violet and pink
hite soda lime absorbers were un-
to absorb NO or NO,. However,
report was subsequently corrected
. technical modifications (85) show-
little extraction for NO and high
action for NO,. These results were
greement with other data (84, 86,
19) which permit the following con-
ion. NO, is mainly absorbed by
nical neutralization with white to
st and pink to white soda limes,
NO is absorbed with equimolecular
unts of NO, only where they coex-
However, potassium permangan-
‘green to brown soda lime), a strong
izing agent, probably accounts for
rapid and almost complete removal
sth NO and NO, (83, 86, 87). More-
-, the contribution of potassium per-
1ganate to NO uptake was sup-
:ed by the observation of Poulton et
91) that the rapid reduction in NO
-action (after one hr) coincided with
green to brown color change of the
1 lime.

Sare Med 1998 Vol. 26, No. 4

Use of soda lime for selective NO,
scavenging appears not to be an ideal
solution as a considerable amount of
NO may also be absorbed, and some
soda lime varieties appear not to ab-
sorb NO, or absorb it because of reac-
tions with the indicator agent rather
than the soda lime itself. Vaahs et al.
(93) showed that the noXon™ (A.G.
Hoechst, Frankfurt, Germany) poly-
meric filter material completely and
selectively removes all NO, from in-
spiratory gas stream by converting the
undesired NO, into NO. Adding this
filter to the inspiratory limb of patients
breathing 18 ppm NO decreased the
NO, produced from 0.2 to 0 ppm. It
must be considered that a filter added
to the inspiratory limb may increase
the effort necessary to trigger the me-
chanical ventilator and the work of
breathing (27).

Room Environment. Because of the
NO and NO, absorbent properties of
green to brown soda lime, it has been
proposed that it may be used as a scav-
enging system for the exhaled gases
from the mechanical ventilator (89). It
has also been suggested that activated
charcoal is an excellent NO and NO,
scavenger (88) and has been used on
certain chemiluminescence analyzer
gas exhaust. However, when white to
violet soda lime was compared with
charcoal, both absorbers showed the
same level of NO, extraction (around
70%), and NO extraction was higher
with charcoal (41% vs. 7%), although
incomplete (29). Recently, a portable
NO scavenging system was designed
and evaluated with a neonatal continu-
ous flow ventilator (90). It is composed
from 50% activated charcoal and 50%
potassium permanganate and com-
pletely removed 120 ppm NO for over
12 hrs (90). A calcium aluminosilicate
zeolite filter (molecular sieve 5A™ , BDH
Chemicals, Poole, UK) was shown to
be a highly effective and stable scaven-
ger of NO and NO, (extraction ratios in
excess of 98%) (91). Also, the ABEK
HgCONO-P3™ (Driger Industrial,
Blyth, UK) filter absorbed almost all
NO and NO, (92). The exhaust system
Servo Evac 180™ (Siemens-Elema A.B.)
has also been used as a scavenger for
exhaled gases from the ventilator (15).
We used a home-made exhaled gases
scavenging system composed of a 2-L
bag and corrugated tubing (open sys-
tem) connected to a wall suction, which
was used experimentally (24) and clini-

ractical applica-

tion of inhald®

nitric oxide re-
quires a reliable and safe
delivery system. To date,
most of the technical devel-
opmental investigations
arose from research projects
demonstrating the reliabil-
ity of several delivery sys-
tems. It is now time for
private industry and gov-
ernmental agencies to take
the necessary steps to en-
sure establishment of the
proper clinical use of in-
haled nitric oxide.

cally (94) for >60 patients. A filter at
the outlet of the mechanical ventilator
may increase the resistance to expira-
tion and favor auto-positive end-expi-
ratory pressure. Some authors ques-
tioned the need for scavenging NO and
NO, at the mechanical ventilator out-
let, because patients’ rooms are most
often well ventilated (15, 34), spacious
enough for safe dilution of the ex-
hausted NO (95), and because of the
current tendency using low doses of
inhaled NO. Snell et al. (61) measured
NO and NO, concentrations in a test
room when a NO concentration of 40
ppm was administered without using
any scavenging system, and ambient
air levels of NO and NO, were found to
be 100-fold lower than the acceptable
OSHA standards (5). On the other
hand, these concentrations of NO and
NO, measured by Snell et al. (61) may
induce pulmonary irritation (96) and
are close to the levels for home stan-
dards (97). The room volume for pa-
tient and healthcare workers could be
confined (airplane, helicopter, ambu-
lance, etc.) and no real data on inhaled
NO toxicity are available. A closed-
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circuit endotracheal care system (such
as Trachcare™, Ballard Medical Prod-
ucts, Draper, UT) for endotracheal suc-
tioning of inhaled NO-treated patients
could be used to provide inhaled NO
without interruption, and avoid staff
exposure. A bronchoscopy adaptor has
also been used (15). Environment moni-
toring at the patients’ bedside should
become a routine additional safety
procedure.

CONCLUSIONS

Practical application of inhaled NO
requires a reliable and safe delivery
system. To date, most of the technical
developmental investigations arose
from research projects demonstrating
the reliability of several delivery sys-
tems. It is now time for private indus-
try and governmental agencies to take
the necessary steps to ensure estab-
lishment of the proper clinical use of
inhaled NO. The safety is essential with
respect to the NO gas mixture cylinder
(purity, stability, concentration limits,
guaranteed calibration, specific color,
and different available sizes), the spe-
cific connections and regulators (com-
patible materials, CGA standards). The
quality of the delivery device will in-
clude the accuracy and the stability of
the delivered NO concentration coupled
with a minimal NO, production, as well
as an adequate monitoring of NO and
NO, concentrations, and Fio,. Out of
necessity, power, manual supply, and
scavenging units for the exhaled gases
must be readily available. Maintenance
and calibration of delivery and moni-
toring devices are also essential.
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Appendix. Suppliers of nitric oxide (NO) gas mixture cylinder, inhaled NO delivery
systems, NO and/or nitrogen dioxide (NO,) scavengers, and NO and/or NO, monitors seen
in the literature are presented in alphabetical order

SUPPLIERS OF NO GAS MIXTURE CYLINDER
scurrent Good Manufacturing Practice grade

sAGA Gas A.B., Solna, Sweden
was also reported as: AGA Gas A.B., Liding®, Sweden; AGA Gas A.B., Bottrop,

Germany; AGA Medical S.A., Toulouse, France; AGA Gas, Maumee, OH

Air Products, Walton on Thames, UK
was also reported as: Air Products, Allentown, PA
“BOC Special Gases, Guildford, UK
was also reported as: Airco, Murray Hill, NJ; Airco, Riverton, NJ; BOC Special Gases,
Merton, UK; BOC Gases, Port Allen, LA; BOC Gases, Murray Hill, NJ; BOC Gases,
Riverton, NJ; Ohmeda, Liberty Corner, NJ; BOC Medical Gases, Chatsworth, Australia;
Commonwealth Industrial Gases, Sydney, Australia
Compagnie Francaise des Produits Oxygénés, Meudon, France
General Air, Denver, CO
Higher Analytical, Margate, UK
Jackson Welding, Pittsburgh, PA
L’Air Liquide S.A., Les Loges-en-Josas, France
was also reported as: Air Liquide, Haaren, Belgium; Vadinal-A, L’air Liquide S.A.,
Bareelona, Spain; Alphagaz, La Porte, TX; Gilmore Liquid Air, San Gabriel, CA;
VitalAire Santé, Montréal, PQ, Canada
Liquid Carbonics, Smithville, OH
was also reported as: Liquid Carbonics, Toronto, ON, Canada
Matheson Gas Products, East Rutherford, NJ
was also reported as: Matheson Gas Products, Gloucester, MA
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Messer Griesheim, Frankfurt-Griesheim, Germany
was also reported as: Messer Griesheim, Rhein-Felden, Germany; Messer Griesheim, 22
Siegen, Germany; Messer Griesheim, Ludwigshafen, Germany; Pulmonix forte, Messer
Griesheim, Vienna, Austria

MG Industries, Malvern, PA

National Specialty Gases, Durham, NC

Roberts Oxygen, Rockville, MD

Scott Specialty Gases, Plumsteadville, PA
was also reported as: Scott Medical Products, Plumsteadville, PA

Sumitomo Seika, Chiba, Japan

Taiyo-Toyo Sanso, Osaka, Japan

Western Australian Cies., Perth, Australia

INHALED NO DELIVERY SYSTEMS

AeroNOx Transport System™, Pulmonox Medical, Tofield, AB, Canada
Blender 3800™, Bird Corp., Palm Springs, CA
Blender model 961™, Siemens-Elema A.B., Solna, Sweden
DelNO2000™, SensorMedics B.V., Bilthoven, The Netherlands
was also reported as: SensorMedics, Anaheim, CA
Ecotech 8370™, Melbourne, Australia
Gas module, Servotek A.B., Arlév, Sweden
INOJEcTOR™, Institut du N.O., Montréal, PQ, Canada
I-NOvent™, Ohmeda, Liberty Corner, NJ
Low Flow MicroBlender™, Bird, Palm Springs, CA
NaMu™ , Messer-Griesheim/Nellcor Puritan Bennett, Kirkland, PQ, Canada
Nebulizer 945™ , Siemens-Elema A.B., Solna, Sweden
NOdomo™, Driger A.G., Liibeck, Germany
NOMIUS C™, DanSj¢ Medical, Jirfilla, Sweden
NO-N, rotameter, Precision Medical, Northampton, PA
Noresc 1503™, DanSjg Medical, Jirfilld, Sweden
Opti-NO™, L’Air Liquide S.A., Les-Loges-en-Josas, France
PneuPAC, Luton, UK
Pulmonox™, Messer-Griesheim, Vienna, Austria
PulmoNOx IIIg™ , Pulmonox Medical Corporation, Tofield, AB, Canada
Servo Ventilator 300™ with NO option, Siemens-Elema A.B., Solna, Sweden
was also reported as: Siemens Medical Systems, Danvers, MA

NO AND/OR NO, SCAVENGERS
sgoda lime; ‘charcoal; ‘new filters; 4exhaust

<ABEK HgCONQ-P3™, Driger Industrial, Blyth, UK

bCharcoal filter 633™, Draeger Medical, Hertfordshire, UK

aDraeger-sorb, Draeger Medical, Hemel, UK

sIntersorb™, Intersurgical, Wokingham, UK

cMolecular sieve 5A™, BDH Chemicals, Poole, UK

cnoXon"™, Hoechst A.G., Frankfurt, Germany

4Permasorb™ Chemisorbent Media, Filtration Systems, Norcross, GA

dPurafil, Atlanta, GA

sQ-sorb™, Anmedic A B., Vallentuna, Sweden

4Scavenger Vacuum Interface, Boehringer Laboratories, Wynnewood, PA
was also reported as: Boehringer Laboratories, Norristown, PA

dServo Evac 180™, Siemens-Elema A.B., Solna, Sweden

2Soda lime, Dewey and Almy Chemical, Atlanta, GA

eSoda Sorb™, Grace S.A., Lexington, UK

sSofnolime™ , Molecular Products, Thaxted, UK

“Wako lime-A™, Wako Junyaku Co., Osaka, Japan
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NO AND/OR NO, MONITORS
schemiluminescent; ‘electrochemical; sinfrared; “UV 23

2400 AM NOx analyzer™, Signal Instrument Co., Camberley, UK
°AC2 analyzer™ , Environnement S.A., Poissy, France
“Binos NO™, Leybold-Horeans Co., Hanau, Germany
“Binos NO,™, Leybold-Horeans Co., Hanau, Germany
*Chemiluminsecence analyzer, Chemlab, Hornchurch, UK
°CIG, Sydney, Australia
*CiTiceLs™, City Technology, Portsmouth, UK
tCity Technology Electrochemical Cell™, Gasalarms Systems, New Carney, TX
*CLA-510 SS™, Horiba, Kyoto, Japan
2CLV-500™, Shimazu, Tokyo, Japan
*ECC Ecom-CD rbr-Computer technik GmbH™, Iserlohn, Germany
*Innovative Medical Marketing, Medford, NJ
IR instruments UNORGN™, Maihak Co., Hamburg, Germany
#Micro Gas™ , Micro-medical, Rochester, UK
“Model 14A™, ThermoEnvironmental Instruments, Franklin, MA
“Model 14B/E™, Thermo Electron Corp., Franklin, MA
*Model 42, ThermoEnvironmental Instruments, Franklin, MA
«Model 42H™ , ThermoEnvironmental Instruments, Franklin, MA
aModel 42M™ , ThermoEnvironmental Instruments, Franklin, MA
“Model 200 series™, Advanced Pollution Instruments, San Diego, CA
aModel 270B NOA™, Sievers Instruments, Boulder, CO
sModel 280 NOA™, Sievers Instruments, Boulder, CO
“Model 952A™, Beckman Instruments, Process Instruments & Controls Groups,
Fullerton, CA
sModel 2108™, Dasibi Environmental, Glendale, CA
aModel 8840™ Monitor Laboratories, Columbia Scientific Instruments, Austin, TX
*Model AR-PRN-1™, B & W Technologies, Calgary, AB, Canada
aModel CLA Thermica 8430 H™, Monitor Laboratories Industry, San Diego, CA
tModel EC40™, Bedfont Scientific, Upchurch, UK
tModel EC90™, Bedfont Scientific, Upchurch, UK
5Model GS8641 NO™, Bieler & Lang, Achern, Germany
*Model GS8650 NO,™, Bieler & Lang, Achern, Germany
tModel 1.8120™, Bieler & Lang, Achern, Germany
aModel M10™, ThermoEnvironmental Instruments, Franklin, MA
sModel ML 9841A™, Lear-Siegler-Measurements Controls Corporation, Englewood, CO
aModel TEI42™, Thermo Electron Corp., Franklin, MA
sMulti Analytical, Mountain View, CA
eNOx 2000 analyzer™, Sérés, Aix-en-Provence, France
sNOx 4000 analyzer™, Sérés, Aix-en-Provence, France
aNOx analyzer 305A™, Shimazu, Tokyo, Japan
"NOxBOx™, Bedfont Scientific, London, UK
was also reported as: Bedfont Seientific Ltée., Toulouse, France
Pac IT™, Driiger A.G., Liibeck, Germany
SPolytron NO/NO,™, Driiger A.G., Litbeck, Germany
sPulmoNOx ITrr™, Pulmonox Medical Corporation, Tofield, AB, Canada
SensorNOx" , SensorMedics B.V., Bilthoven, The Netherlands
tSensor Stik 4586 (NO)™, Exidyne Instrumentation Technologies, Exton, PA
sSensor Stik 4584 (NO,)™, Exidyne Instrumentation Technologies, Exton, PA
“TECAN CLD 700AL™, Eco Physics A.G., Diirnten, Switzerland
¥TM-100™, Taiyo-Sanso Co., Osaka, Japan
*Topaze 2020™, Cosma S.A., Igny, France
sUPK 3100 NO analyzer™, UPK, Bad Nauheim, Germany
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Chapitre 2

ETUDES EXPERIMENTALES



2.0 Comparaison de deux techniques d’administration du monoxyde d’azote
inhalé sur la production de dioxyde d’azote (NO,).

Par sa participation 4 cette étude, le Docteur Eric Troncy s’est familiarisé avec les
diverses techniques d’administration du NO inhalé. Il fut en charge de I'élaboration du
design expérimental, de sa validation et de I'analyse statistique des résultats ainsi que de
leur interprétation. Tl participa également de fagon trés active a écriture du manuscrit, par-

ticuliérement en ce qui a trait 2 I'illustration graphique.
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Comparison of two
administration
techniques of inhaled
nitric oxide on nitrogen
dioxide production

26

Luc Dubé pnp, Martin Francoeur RRL}
Eric Troncy bvM Msc,t Raymond Carrier Mse,*
Gilbert Blaise MDY

The purpose of this study was to verify whether, compared
with the introduction of the NO-N, mixture at the air inlet
of the ventilator (classical method), a direct injection of NO-
N, into the inspiratory line of the ventilator circuit with a new
injection device (new method), would reduce NO, formation
by reducing contact time between Oy and NO. The effect of
two FIO, (0.21 and 0.90) and NO concentrations on NO, pro-
duction was determined. In the classical method, NO and O,
were mixed with an air/oxygen blender before the gas mixture
entered the ventilator. In the new method, NO was injected
directly into the inspiratory line with the injection system. Nitric
oxide and nitrogen dioxide gases were measured using a chemi-
luminescence analyzer. For a FiO, of 0.90 and 90 ppm of NG,
the amount of NO, produced was decreased from 8.9 £ 0.8
ppm (mean L SD) with the classical injection system to 4.4
+ 0.2 ppm with the new injection system (P = 0.0039, Mann-
Whitney test), and NO, production was decreased from 4.5 +
0.2 ppm 10 2.1 = 0.4 ppm (P = 0.02) ar 60 ppm of NO.
However, at a FI0, of 0.21, no difference was found in the
amount of NO, produced. We conclude that, compared with
the classical method of NO administration, the new NO in-
jection system reduces considerably the concentration of inhaled
NO, when a high FIO, and a high concentration of NO are
used.

Key words

GASES: nitric oxide, nitrogen dioxide, oxygen;
TOXICITY: nitrogen dioxide;

EQUIPMENT: blenders, injection systems, ventilators.

From the Biomedical Physics Department® and Anaesthesia
Department,} Notre-Dame Hospital, University of Montreal,
Montreal, Quebec, Canada.

Address correspondence to: Dr. Gilbert Blaise, Department
of Anaesthesia, Notre-Dame Hospital, 1560 Sherbrooke Street
East, Montreal, Quebec, Canada H2L 4M1.

Accepted for publication 9th June, 1995.

CAN J ANAESTH 1995/ 42: 10 / pp 922-7

Cette étude avait pour but de vérifier, si, comparativement a
la méthode d'introduction du mélange NO-N, par lorifice dad-
mission d air du ventilateur (méthode usuelle), Iinjection directe
du NO-N, dans la branche inspiratoire du circuit du ventilateur
grdce @ un nouveau dispositif d'injection (nouvelle méthode),
réduisait la formation de NO, en diminuant la phase de contact
entre O, et NO. Linfluence de deux F10, (0,21 et 0,90) et
de différentes concentrations de NO a été établie. Dans la
méthode usuelle, NO et O, sont réunis a l'aide d'un mélangeur
d'air et d'oxygéne avant leur introduction dans le ventilateur.
Dans la nouvelle méthode, NO est injecté directement dans
la branche inspiratoire grice au dispositif d'injection. Loxyde
nitrique et le dioxyde dazote ont été mesurés par chimio-
luminescence.. Pour une FI10; de 0,90 et 90 ppm de NO selon
la méthode usuelle, la quantité de NO, produite avec le nouveau
systéme diinjection a diminué de 8,9 £ 0,8 ppm (moyenne £
ET) a 44 = 0,2 ppm (P = 0,0039, épreuve de Mann-Whitney)
alors qu'a 60 ppm de NO, la production de NO, est passée
de 45 + 0,2 ppm a 2,1 £ 0,4ppm (P = 0,02). Cependant,
sous une F10, de 0,21, on n'a pas trouvé de différence en rapport
avec la production de NO» Les auteurs concluent que, com-
parativement a la méthode usuelle dadministration du NO, la
nouvelle méthode par injection diminue considérablement la
concentration inspirée de NO, lorsque la FIO; et la concen-
tration de NO sont toutes les deux élevées.

Nitric oxide (NO) is a vasodilator released from the
guanido-terminal group of L-arginine by NO synthase. '
It has a major role in cardiovascular physiology and phar-
macology. ! In the lung, nitric oxide opposes hypoxic
vasoconstriction,’ attenuates the response to vasoconstric-
tors® and maintains the pulmonary artery pressure low
at rest and during exercise.’ Several nitrovasodilators such
as nitroglycerin 'and sodium nitroprusside are donors of
NO,8 which is the active moiety of these molecules. Nitric
oxide then activates intracellular guanylate cyclase which
increases the intracellular level of cGMP. This latter sub-
stance is known for being a very potent vasodilator.® Sev-
eral new NO donors have been investigated, some of
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vhich are already in clinical use.'® Nitric oxide can also
»e administered as a gas in the inspiratory line to me-
*hanically ventilated patients.

Nitric oxide has many interesting physical properties.
it is a reactive free radical and reacts readily with oxy-
zen (O,) to form nitrogen dioxide (NO,). Nitrogen dioxide
s a potential toxic substance, and its concentration should
s kept <5 ppm as recommended by the US Occupa-
ional Safety and Health Administration.!" The amount
>f NO, in the inspiratory gas depends on the cylinder
soncentration of NO, and on the production of NO, after
he introduction of NO into the ventilator or directly into
he inspiratory line. The amount of NO, produced is pro-
sortional to the concentration of O,, to the square of
he concentration of NO, and the time of contact between
he two gases. 1 The reaction is 2NO + O, = 2NO,.

Very often, a mixture of NO-N, delivered by an air/
»xygen gas blender has been introduced into the air inlet
of the mechanical ventilator. ' Some have used the cy-
lic flow of the nebuliser to introduce the NO-N, mixture
it the inspiratory phase.'¢ As an injector specifically de-
iigned to deliver NO was not available, we designed and
>uilt a new NO injection system.

Our objective was to develop an injection system that
would be simple, reliable, adaptable to any ventilator or an-
iesthesia machine, and which could reduce NO, produc-
ion. We compared the measured concentration of NO,
n the inspiratory gas when NO was added to the air in-
et of the ventilator, with the concentration of NO, when
NO was injected directly into the inspiratory line during
he inspiratory phase with the new NO injection system.

Our hypothesis was that NO directly injected into the
nspiratory line during the inspiratory phase by the new
njector would reduce the contact time between NO and
J,, and therefore, reduce NO, production.

Methods

Classical injection system

4 mixture of NO and N, delivered from an air/ O, mixer
‘Siemens-Elema model 961), was added to the mechanical
sentilator at the air inlet. This NO-N, mixture was then
nixed with O, by the ventilator proportional solenoid
salve assembly (Figure 1). Inspiratory gases were not hu-
nidified.

New injection system

A mixture of NO-N, was directly injected into the in-
;piratory line of the ventilator circuit. In this new injection
system, NO injection is cyclic, occurring only during the
nspiratory phase of the mechanical ventilator (Figure 2).
The flow was manually adjusted using a precision flow-
neter made with teflon (Cole-Parmer, Niles, Illinois).

No Deivery Sustem ad

FIGURE 1 The classical njection system. The NO cylinder was
blended with a N, cylinder before entering the ventilator air inlet.

FIGURE2 The new injection system. An electronic circuit (2) detects
the beginning and the end of cach inspiration by processing the signal
coming from the 7200 AE ventilator flow sensor (1). During the
inspiratory phase, the electronic circuit opens the solenoid valve, which
is closed when not activated (normally closed Teflon PTFE valve,
Cole-Parmer, Niles, linois) (3) and NO is injected into the inspiratory
line 60 cm upstream of the sampling site. At the end of the inspiratory
phase, the circuit closes the solenoid valve and the injection of NO is
stopped. The flow was manually adjusted using a precision flowmeter
{4) made with teflon (Cole-Parmer, Niles, Illinois). The concentrations
of NO and NO; were continuously monitored using a chemi-
luminescence analyser (5).

Description of protocol

The ventilator used in this experiment was a Puritan-
Bennett (model 7200AE, Carlsbad, California) with a dis-
posable ventilation circuit (Puritan-Bennett #3030) and
a test lung. The new injection system could also function
with any ventilator or anaesthesia machine that possesses
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an analogue flow signal output. All experiments were
performed with a respiratory rate of 14 per minute, a
tidal volume of 600 ml, an oxygen concentration of 21%
or 90% (oxygen monitor, Hudson RCI #5590, Temecula,
Ca), and an I/E ratio of 1/4. The NO cylinder was a
NO/N, mixture at a concentration of 972 ppm of NO
and with minimal quantity of NO, (<5 ppm) certified
by the gas company (Air Liquide, Montreal).

The concentrations of NO and NO, were continuously
monitored using a chemiluminescence analyser (Tecan
AG model CLD 700 AL, Eco Physics, Switzerland). This
analyser can measure from 1 ppb to 100 ppm, with a
linearity better than 1%, at a sampling rate of 660
ml - min~!, and was calibrated every day with a gas mix-
ture consisting of 89 ppm of NO and 5 ppm of NO,
(Air Liquide, Montreal).

The NO and NO, gases were measured in the inspi-
ratory line 15 cm upstream of the Y piece. In order to
avoid mixture of inspiratory gases with expiratory gases,
a uni-directional valve was installed in the inspiratory
line just before the Y piece.

Measurements of NO, were done for increasing values
of NO (from 0 to 90 ppm). After completion of a set
of measurements the NO was adjusted back to 0 ppm.
At least five sets of measurements were done at the two
F10, levels (0.21 and 0.90).

Statistics

Due to the small sample size, at each point of NO ad-
ministration, the different values of NO, production ob-
tained by the two systems, were compared with a Mann-
Whitney test (significance level & = 0.05). Results are
presented as mean + SD of NO, production for each
method of NO administration, at two levels of F10,.

Safety

In order to know how well the solenoid mechanism and
the electronic circuit perform over time, the injection sys-
tem was tested for six weeks in the biomedical engineering
laboratory. After that, the system was used in experiments
using pigs (30) for >6 months. The injection system is
CSA (Canadian Standard Association) approved. Also
the injector is being used in a clinical trial, and up to
now 15 patients have been treated with the system for
a total of 3000 hr without any technical problems.

The NO-N, gas pressure, in the injection circuit, was
set to one third of the maximum working pressure of
the solenoid valve as recommended by the manufacturer
(at 10 lbs-in~?). Under these conditions, the solenoid
valve lifespan should be at least 30 days of continuous
operation.

The injection device has two alarms, the first is trig-
gered by an injection time of >7 sec and the-second

CANADIAN JOURNAL OF ANAESTHESIA

Solenoid valve
assembly 28

Bacteria
filter

Onatle
{Clm'm’m.[ i:gftctim}
system

gt

Injection
site

New injection
system

Sampling lung
site

FIGURE 3 Gas mixing diagram for the classical and the new
injection systems. With the classical system, NO and O, interact after
the solenoid valve assembly up to the sampling site in the inspiratory
line of the ventilator circuit (approximately 2755 ml). With the new
injection system, NO and O, interact only from the injection site to the
sampling site.

if the time between injections is >>30 sec. If the injection
system fails an emergency kit is available for immediate
installation and for continuous injection of NO in the
inspiratory line.

Contact time between NO and O,
The contact time between NO and O, was estimated and
measured.

With the classical system, NO and O, are in contact
between the ventilator solenoid valve assembly, where
normally O, and air are mixed, and the sampling site
in the inspiratory line of the ventilator circuit (Figure
3). From the solenoid valve assembly a 10 cm tube (35
ml) leaves the ventilator, then the inspiratory gas passes
through a bacterial filter (approx. 400 ml) and a 60 ml
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ube between the filter and the humidification cascade
1700 ml), and then to the inspiratory line (560 ml) of
ne ventilator circuit. The total volume in which NO and
), can interact is approximately 2755 ml. With the ven-
lator settings used (14 breaths per minute, tidal volume
f 600 ml and an I/E ratio of 1/4), a time of approx-
mately 21.5 sec, for the inspiratory gas to flow from the
jutlet of the ventilator to the sampling site, was antic-
pated for the classical injection system: it would take
ive breaths before NO reaches the sampling site.

To verify this the time for NO to reach the outlet of
he ventilator just before the bacteria filter (after turning
he blender knob from 219% to 30%), and the time for
VO to disappear completely from the outlet (after turning
he blender knob back to 219) were measured. Also,
he time for NO to reach the sampling site, and the time
or NO to disappear completely from the sampling site
vas measured. For this purpose we used the Sievers NOA
'70B nitric oxide analyzer, with a response time of 200
nsec for 909 of fullscale.

Results

3oth nitric oxide delivery systems were able to deliver
:oncentrations of NO from 0 to 100 ppm. The adjustment
vas more difficult with the classical system, because no
rrecise blender for NO/N, exists. As expected, the in-
reased concentration of NO and O, delivered into the
ircuit induced an increase in the production of NO,.
[he total number of measurements at a FiO, of 0.90
vere 44 for the classical system and 36 for the new in-
ection system. At a F1O, of 0.21, the total number of
neasurements were 37 for the classical system and 73
or the new injection system.

As seen on the curve of. best fit (Figure 4) and on
he bar graph (Figure 5), for a FIO, of 0.90 and 60 ppm
»f NO, the amount of NO, produced was decreased from
1.5 £ 0.2 to 2.1 + 0.4 ppm with the new injection system
P =0.02). The difference was also statistically significant
P = 0.0495) with a NO concentration of 80 ppm. At
0 ppm of NO, the amount of NO, produced was de-
sreased from 8.9 £ 0.8 with the classical injection system
0 44 + 0.2 ppm with the new injection system (P =
).0039). The lowest concentration of NO for which there
vas a difference in the quantity of NO, produced was
Y0 ppm.

No difference in NO, production was found between
he two NO delivery systems at a F10, of 0.21 (Figures
5 and 7), except with a NO concentration of 50 ppm
‘P = 0.02). This difference does not correlate with the
sther values obtained at a F10, of 0.21, and may be
fue to the small sample size.

With the classical system, the fresh NO-N, gas mixture
tom the blender took 6.6 % 0.5 sec (n = 5) to reach
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FIGURE 4 Curve of best fit of the nitrogen dioxide concentration as
a function of the nitric oxide concentration for the classical (@) and the
new injection (O) systems, with F1O; of 0.90.
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FIGURE 5 Bar graph of the nitrogen dioxide concentration as a
function of the nitric oxide concentration for the classical and the new
injection systems, with FIO; of 0.90. **P < 0.05.

the outlet of the ventilator, and 12.6 0.8 sec to reach
the sampling site. The real contact time between NO and
O, was therefore 6.0 = 1.3 sec. If the humidification cas-
cade was removed, the contact time was reduced to 4.0
=+ 1.0 sec.

We also observed that after turning off the NO supply
(from 30% to 21% on the blender), it took 38.4 + 2.1
sec to flush the ventilator circuit completely (2755 ml)
with NO-free gas, and that the contact time between NO
and O, could be as long as one minute.
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FIGURE 6 Curve of the best fit of nitrogen dioxide concentration as
a function of nitric oxide concentration for the classical (@) and the
new injection (O) systems, with FIO, of 0.21.
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FIGURE 7 Bar graph of nitrogen dioxide concentration as a function
of nitric oxide concentration for the classical and the new injection
systems, with F1O; of 0.21.

With the new injection system, NO concentration in-
creased during inspiration, and decreased to zero at the
end of inspiration. The contact time between NO and
O, was therefore the inspiration time (0.86 sec).

Discussion

The main finding of this study is that the new injection
system reduces considerably the concentration of inhaled
NO,, and can effectively deliver any concentration of NO,
when compared with the classical injection system. The
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contact time between NO and O, can be reduced by
directly injecting NO into the inspiratory line dugipg the
inspiratory phase, instead of adding NO/N; at the air
entry of the mechanical ventilator.

During any therapy using inhaled NO, NO, concen-
tration must be kept as low as possible.’? The amount
of NO, delivered to the patient depends on the concen-
tration of NO, in the NO-N, cylinder, the square of the
concentration of NO, the concentration of O, and the
contact time between O, and NO. Currently, nitric oxide
cylinders are not medical grade and are not standardized
particularly with respect to the presence of NO, in the
gas mixtures itself; hence, monitoring of the NO, level
is required to prevent toxic administration, even though
the contact time between NO and O, is very short.

It has been shown that NO, in the inspiratory gas can
be reduced by using soda lime or soda lime dye. 15 How-
ever, Pickett er al.!” showed that soda lime with either
potassium permanganate, kenazol yellow, or ethyl violet
as indicator cannot be recommended for use as a nitrogen
dioxide scavenger during administration of inhaled nitric
oxide. Moreover, NO, absorption is not selective because
NO is also partially absorbed.'® Consequently, the use
of soda lime as a NO, scavenger is still controversial.

In the classical injection system, the discrepancy be-
tween the anticipated (21.5 sec) and the measured (6.0
sec) contact time of NO with O,, was due to the mixing
(convection and diffusion) of the fresh gas with the gas
present in the circuit. This mixing phenomenon could
also explain why the complete elimination time of NO
from the circuit is approximately one minute. It is there-
fore surprising that Channick ez al.® observed no NO,
production with a prolonged contact time. We also dis-
agree with Wessel et al.' that the classical injection sys-
temn minimizes the exposure of NO and O, However,
our results are in agreement with Stenqvist er al.'* and
Wessel ef al.'* who measured significant NO, production.

With the new injection system, the contact time was
equal to the inspiratory time which causes a reduction
in NO, production. Moreover, the direct injection of NO
into the inspiratory line by the NO injector solves many
problems encountered in the classical method of NO ad-
ministration.

Mechanical ventilators use gas flow to activate certain
pneumatic mechanisms (for example the T200AE ven-
tilator regulator consumption is 1 to 3.6 L~ min~?). Con-
sequently, the introduction of NO into the air inlet will
increase operational costs and contribute to unnecessary
pollution levels.

There is no specific NO/N, mixer available. The stand-
ard air/O, mixers most often in use are not accurate,
despite the conclusions of Channick et al. 13 and Wessel
et al."* Adjustment of precise NO concentrations is more
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fficult with these mixers, than with the new injection
stem.

As the NO/N, mixture is introduced into the air inlet
the ventilator, there is a risk of administering an anoxic
is to the patient. If an FiO, of 0.21 is chosen on the
ntilator, then the gases present in the inspiratory line
ill be exclusively N, mixed with a few ppm of NO.
he new injection system cannot give an anoxic gas mix-
ire although the injection process will reduce the oxy-
:n concentration. However, with both injection systems
1 oxygen analyser with alarms should be added in the
spiratory line in order to readjust correctly the O, con-
mtration.

Finally, the effect of NO and NO, on different ven-
ator components in the classical injection system may
ad to premature oxidation and could fail during a pa-
:nt’s treatment. We question the conclusion by Channick
al.® and Wessel et al.'* that inhaled NO can be reliably
slivered through a ventilator. No specific long-term stud-
s were done on the oxidation process, although Wessel
al. " indicated no problems were seen with intermittent
seration, over a period of 20 months. Further studies
1ould be performed to assess the oxidation phenomenon
1 ventilator components.

We conclude that the new injection system considerably
:duces the concentration of inhaled NO, compared with
ie classical injection method.
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3.0 Effets des agents réducteurs et de la température sur la conversion des nitri-
tes (NO;) et nitrates (NO;) en monoxyde d’azote et détection du NO par

chimiluminescence.

Pour cette facette technique de mesure des dérivés nitrés par chimiluminescence, le
Docteur Eric Troncy a collaboré avec le Docteur Fan Yang sur létablissement du proto-
cole expérimental, la mise au point de la technique de mesure par chimiluminescence, par-
ticulitrement sur les prélévements d’origine biologique (plasma de Chien et de Porc). La
encore sa participation fut précieuse pour analyse des résultats et leur interprétation ainsi

que pour lécriture du manuscrit.
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Analytical Technigyes

Effects of reducing reagents and temperature on
conversion of nitrite and nitrate to nitric oxide
and detection of NO by chemiluminescence

FAN YaNG, Eric TRONCY, MARTIN FRANC@EUR, BERNARD VINET,! PATRICK VINAY,?
Guy Czaika, and GILBERT BLAISE*

'0 measure the concentration of nitrites and nitrates by
hemiluminescence, we examined the efficiency of five
sducing agents [V(III), Mo(VD) + Fe(ID), Nal, Ti(IIl),
nd Cr(III)] to reduce nitrite (NO,") and (or) nitrate
NO;7) to nitric oxide (NO). The effect of each reducing
gent on the conversion of different amounts of NO,™
nd (or) NO;~ (100-500 pmol, representing concentra-
ons of 0.4 to 2 umolar) to NO was determined at 20 °C
3r NO,™ and at 80 °C for NO; ™. The effect of tempera-
ire from 20 to 90 °C on the conversion of a fixed
mount of NO,™ or NO;~ (400 pmol or 1.6 umolar) to
10 was also determined. These five reducing agents are
imilarly efficient for the conversion of NO,™ to NO at
0 °C. V(III) and Mo(VI) + Fe(Il) can completely reduce
/O, to NO at 80 °C. Nal and Cr(IIl) were unable to
onvert NO,~ to NO. Increased temperature facilitated
1e conversion of NO;™ to NO, rather than that of NO,™
» NO. We evaluated the recovery of NO,™ and NO,~
‘om plasmas of pig and of dog. Recovery from plasma
f both animals was reproducible and near quantitative.

YDEXING TERMS: endothelium-derived relaxing factor -
itric oxide synthase - free radical « vasodilation « inflam-
iation « thrombosis « immunology » neurotransmission

litric oxide (NO) is a free radical that reacts rapidly with
averal molecules in vitro or in vivo to form mainly nitrite
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(NO, ) and nitrate (NO, 7). Tnterest in NO; NO,~, and
NO;~ measurements has increased exponentially with
the discovery that NO of..a chemically related com-
pound plays a major, role in vasodilation, inflammation,
thrombosis, . immunology, and .neurotransmission [1].
Measurements of NO, ™ and NO;~ are also important in
clinical chemistry as markers of nitric. oxide synthase
activity [2].

Measurement of NO concentration in biological sys-
tems is a challenging analytical problem [3, 4]. The chemi-
luminescence detector-based method for trace NO,™ and
(or) NO;~ in aqueous samples was first reported by Cox
{5] and was later widely applied [6-8]. This earliest and
most commonly applied method is based on the conver-
sion of NO,” to NO at room temperature by an acetic
acid—sodium iodide (Nal) mixture. Ammonium molyb-
date [Mo(VI])] with ferrous ammonium sulfate [Fe(I)] in
hot, 50% concentrated sulfuric acid was used for the
reduction of both NO, ™ and NO,~ to NO. NO,~ was then
determined as the difference of results obtained by the
two methods. Vanadium (II) [V(II)] was mentioned as a
possible reducing agent in the initial work by Cox [5],
who reported that it reduces NO;~ to NO. Later work by
Braman and Hendrix [9] indicated that it is V(III), not
V(ID), that reduces NO;~ to NO. Stronger reducing agents
such as chromium (II) {Cr(I)] and titanium (III) [Ti(III)]
could also reduce NO,~ to NO [10,11]. However, a
systematic evaluation of different reducing agents and
temperature conditions for the conversion of NO,~ and
NO;~ to NO has not been performed. We compared the
efficiency of V(III), Mo(VI) + Fe(Il), Nal, Ti(lll), and
Cr(IIl) at different temperatures (20, 30, ... 90 °C) for the
conversion of NO,™ and (or) NO;~ to NO. We also
evaluated the recovery of NO,™ and NO,~ from plasmas
of pig and of dog.
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Materials and Methods
ne NO concentration in samples was detected by chemi-
iminescence with a Sievers 270B NO analyzer (Sievers
istruments, Boulder, CO). The detector is based on the
raction of NO with ozone (O3) to give nitrogen dioxide in
1 excited state (NO,*) plus molecular oxygen. The ex-
ted state of NO,* decays to give a weak infrared
1emiluminescence above 600 nm. A microreaction purge
assel coupled with a condenser and heating jackets
armitted introduction of the sample directly into the
duction solution via a gas-tight syringe (Hamilton,
eno, NV). The condenser jacket temperature was con-
olled by a continuous flow of cold water while the
mperature of the heating jacket was controlled by a
>ntinuous flow of warm water regulated by a Haake
»nstant-temperature circulating bath Model D1-L (Fisher
sientific, Montréal, QC, Canada). Nitrogen, at a rate of
)0 mL/min, was used as the carrier gas of NO to the NO
nalyzer. The flow into the reaction chamber of the NO
nalyzer could be adjusted with a needle valve placed
etween the filter (Nupro Co., Willoughby, OH) and the
IO analyzer. A MacLab data acquisition system (ADIn-
ruments Pty, Castle Hill, NSW, Australia) was used to
sllect and report the data as area under the curve
>sponse from baseline to baseline [9] (Fig. 1). We did not
etect any NO,™ or NO; ™ in the blanks used in this study.

EAGENTS ,
JO gas and nitrogen were purchased from Air Liquide
Canada), Montréal, QC, Canada. Vanadium trichloride,
nd sodium nitrite and nitrate were purchased from
JIdrich Chemical Co. (Milwaukee, WI). Chromium tri-
hloride, titanium trichioride, ferrous ammonium sulfate,
mmonium molybdate, sodium iodide, and other re-
gents were purchased from Fisher Scientific. All were
»agent-grade quality and used without further purifica-
on. High-purity distilled water was used in the prepa-
ation of all solutions.

NaOH trap

NO anatyzer

waive N2 gas iniet

7

cold water

waste gas to
vent

Vaccum pumg

ig. 1. Schematic of the analysis system.
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RECOVERY FROM AQUEOUS SOLUTION

V(IIT), Mo(VI) + Fe(ll), Nal, Ti(Ill), and Cr(II) have been
reported as reducing agents for the conversion of NO,™
and (or) NO;~ to NO [5, 6, 8-13]. Except for Cr(Il), for
which we substituted Cr(IIl) with its three valences, all of
these reducing agents were prepared as reported. Cr(III)
was prepared in the same conditions as the other two
reducing agents with three valences. Samples of inorganic
NO,™ (NaNO,) or NO;~ (NaNO;) in 250 uL of water (100,
200, ... 500 pmol) were injected into the microreaction
purge vessel containing 5 mL of reducing agent solution,
and the quantity of produced NO was measured after
conversion by each reducing agent at 20 °C for NO,™ and
at 80°C for NO,~. The effect of temperature on the
conversion of 400 pmol of NO,” and (or) NO;™ (in a
volume of 250 uL) to NO with each reducing agent was
determined by changing the temperature scale from 20,
30, ... to 90°C. The chemiluminescence analyzer was
calibrated by injecting known amounts of NO gas (100,
200, . . . 500 pmol) through the microreaction purge vessel
heated at different temperatures in the absence of reduc-
ing agent solution. Data were collected as area under the
curve response from baseline to baseline and divided by
the mean standard response of NO gas for each concen-
tration. From this we obtained a recovery factor (R)
expressed in percentage. Serial measurements can be
performed for each NO,™ or NO;™ concentration without
changing the reducing agent solution in the microreaction
purge vessel, since the volume of added samples is very
small compared with the volume of the reducing agent
solution.

RECOVERY FROM PLASMA

We added known .amounts (100, 200, ... 500 pmol) of
inorganic NO,~ or NO;~ in 0.1 mL of pig and dog plasma
and then measured baseline amounts of NO,™ and (or)
NO,"~ to evaluate their recovery. Excessive foaming in the
microreaction purge vessel caused by plasma proteins
interfered with the reduction process. Therefore, all de-
terminations in plasma samples were performed after
deproteinization. Plasmas were diluted 10-fold with dis-
tilled water and deproteinized by addition of ath vol-
ume of zinc sulfate to a final concentration of 15 g/L.
After centrifugation at 1000g for 15 min, 0.1 mL of
supernatant was applied to the microreaction purge ves-
sel containing Nal solution at 30 °C for the conversion of
NO,~ to NO, or V(III) solution at 80 °C for the conversion
of NO;~ + NO,” to NO. Samples of NO,” or NO;~
added in plasma were compared with those prepared in
distilled water in the same condition. This method only
detects NO,™ and NO,~ that can readily pass into the gas
phase to react with the O; in the microreaction purge
vessel. Thus, any of the NO formed in vivo that would
react with thiol groups in low-molecular-mass com-
pounds is not detected here.

—— "
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TATISTICAL ANALYSIS

Jnless otherwise stated, all data are expressed as the
nean = SE of R. Global mean indicates the mean of all
-alues of R calculated for each of the five agents with all
oncentrations of inorganic NO,” or NO;~ used. The
tatistical analyses were done with the SAS statistical
nalysis program. The significance level was set at 0.05.
‘he analysis of variance (GLM procedure) was used to
ompare values of global means (P,) for the five reducing
gents. The analysis was repeated for each amount of
amples used (100-500 pmol). The post hoc analysis
retween the five reducing agents was realized by using
he Student-Newman—Keuls (SNK) tests. The effect of
emperature and agents on R values was analyzed by
ising the two-way analysis of variance (P,). The SNK post
10c analysis was used to compare R values for each agent
t different temperatures and R values for different agents
t the same temperature. The optimal reduction temper-
ture(s) was (were) determined as the temperature(s) with
he highest R value significantly different from the other R
-alues. Separate paired t-tests were used for dog and pig
ilasma when the recovery of NO,  was compared with
hat of NO;™ (Ps).

Results

FFECT OF DIFFERENT REDUCING AGENTS ON
'ONVERSION OF NO,  TO NO AT 20 °C

snalysis of variance indicated a difference on the global
nean of the five agents (P, = 0.0001). The post hoc
nalysis distinguished two groups: One, comprising
Ao(V1) + Fe(II) and Ti(IIl), had higher recovery rates than
he second, comprising V(III), Nal, and Cr(Ill). The same
wo groups were identified for each amount (100-500
ymol) of nitrite and nitrate. However, the difference
retween both groups was not statistically significant
vhen the global mean values for the five reducing agents
vere compared. This analysis is summarized in Table 1.

FFECT OF TEMPERATURE ON CONVERSION OF 400 PMOL
)F NO,” TO NO

‘emperature had no effect on the detection of NO gas by
hemiluminescence (data not shown; P; = 0.63). Recovery
if NO from NO, ™~ (P, = 0.01) by the five reducing agents

was affected by temperature (Fig. 2). For Nal, thglpwest
R value (89.1%) was obtained at 20 °C (SNK P <0.05) and
no significant difference was found between the other
temperature values. For other agents, the optimal reduc-
tion temperature was Mo(VI) + Fe(Il) 50-60 °C, V(III)
60-80°C, Cr(Ill) 20-70°C, and Ti(Ill) 20~60°C. The
comparison between agents showed that the R values
with Nal and Mo(VI) + Fe(ll) were higher than the R
values of the three other agents at 50-60°C (SNK P
<0.05).

EFFECT OF DIFFERENT REDUCING AGENTS ON
CONVERSION OF NO,  TO NO AT 80°C

The recovery of NO from different amounts of NO;~
(100-500 pmol) was <1.7% when using Nal and Cr(III) as
reducing agents. Often, no conversion was detected. The
global mean of the R value for Ti(Ill) was 82.3% = 1.8%,
whereas those for V(III) and Mo(VI) + Fe(Il) were respec-
tively 105.8% = 1.6% and 101.1% * 2.8%. The R values
obtained for each amount of NO,;~ are summarized in
Table 2.

EFFECT OF TEMPERATURE ON CONVERSION OF 400 PMOL
OF NO, TO NO

Temperature affected the recovery of NO from NO;™ by
V(III), Mo(V1) + Fe(II), and Ti(IIl) (P, = 0.0001; Fig. 3). The
optimal reduction temperature was 80-90 °C for V(III)
and 70-90 °C for Mo(VI)+Fe(Il) and Ti(IlI). Temperature
did not affect the low recovery (<1.7% at any temperature
tested) of NO from NO;~ by Nal or Cr(III).

RECOVERY FROM PLASMA

For pig plasma, the recovery of NO,™ was 96.4% * 1.9%
(n = 20) and the recovery of NO,~ was 104.3% = 4.9%
{n = 20) over the entire concentration range tested (100-
500 pmol). There was no significant difference between
the recovery of NO,” and NO;~ (P; = 0.21). For dog
plasma, the recovery of NO,™ was 89.6% * 2.0% (n = 20)
and the recovery of NO,~ was 107.4% = 2.4% (n = 20)
over the entire concentration range tested (100-500 pmol).
The difference between the recovery of NO,™ and NO,~
was significant (P, = 0.0008).

Table 1. Effect of different reducing agents on conversion of NO,~ to NO at 20 °C.

Mo(V1) + Fe(ll)

NO,~, pmol vilil) {n = 5) {in=4)
100 92.3% = 1.9% 94.7% = 1.7%
200 91.6% * 0.7% 94.8% * 0.7%
300 92.9% = 1.2% 97.3% = 0.7%
400 93.3% * 1.5% 98.2% * 0.6%
500 93.9% * 1.8% 98.8% * 0.9%
ijlobal mean 92.8% + 0.6% 96.7% * 0.5%

Nal (n = 4) TI(I) (n = 5) Cr{lll} (n = 5)
89.2% = 1.2% 96.5% = 1.3% 86.2% = 1.6%
92.2% = 0.8% 94.4% * 0.7% 91.2% * 1.0%
93.4% * 0.9% 96.4% = 0.6% 93.1% = 1.1%
95.1% = 0.9% 97.5% + 0.7% 94.6% * 1.1%
97.1% = 0.8% 98.3% = 0.8% 95.5% * 1.0%
93.4% *+ 0.5% 96.6% = 0.4% 93.5% = 0.6%

n = number of separate experiments (triplicate measurements of each sampie}.
Recoveries are expressed as relative percentages calculated from the area under the response curve from baseline to baseline of NO gas as 100.0% recovery

nean *+ SE).
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3. 2. Effect of temperature on conversion of 400 pmol of NO;™ to NO
' the five reducing agents.

ch point was determined from three separate experiments, and triplicate
:asurements were made for each sampie.

Discussion

O is a highly reactive messenger molecule that readily
iffuses through plasmalemma to exert its biological
tivity in a variety of cells [5]. Several biological actions
‘e attributed to NO via its activation of soluble guanylate
rclase, which catalyzes the transformation of GTP to
3MP. This transformation in turn activates a classical
:cond messenger system that relays signals from the cell
cterior to cell interior. Determination of increased NO
srmation is therefore of the utmost interest [3, 7, 9].

Determination of NO in itself is difficult because of its
ee-radical nature and short half-life. NO reacts rapidly
ith oxygen to form NO,~ and with superoxide or with
<yhemoglobin to form NO;™. In most cell culture sys-
ms [2], NO will be oxidized primarily to NO,~, whereas
| animal models and human samples, NO is oxidized
oth to NO,~ and NO,~. Nitrite and nitrate are both
able in frozen plasma for at least 1 year [2]. Therefore,
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Fig. 3. Effect of temperature on conversion of 400 pmol of NO5;™ to NO
by the five reducing agents.

Each point was determined from three separate experiments, and triplicate
measurements were made for each sample.

determination of the stable end products of the NO
radical is most often used to measure its concentration.
NO,” is the major metabolite of NO in blood [2]; thus,
determination of NO, ™~ alone as a marker for NO concen-
tration is meaningless, even if some previous studies had
reported NO,~ as the major byproduct of NO in blood
[14]. The availability of a quantitative assay for both NO,~
and NO;~ can facilitate further elucidation of some of the
physiological, pathophysiological, pharmacological, and
therapeutic roles of NO.

Compared with other analytical methods [2-4] (e.g.,
spectrophotometry, electron paramagnetic resonance, gas
or liquid chromatography, mass spectrometry), chemilu-
minescence is highly sensitive, selective, and accurate for
NO,™ and (or) NO;~, especially at the low concentrations
in complex matrices found in water, food, and biological
fluids. The key point in this procedure is to choose the

Table 2. Effect of different reducing agents on conversion of NO;~ to NO at 80 °C.

Mo(Vl) + Fe(ll)

105~, pmol v(ill) (n = 4) (n = 3)
100 88.6% * 3.0% 73.3% * 3.1%
200 94.4% * 2.6% 92.2% *+ 5.5%
300 101.9% * 2.7% 101.5% = 5.4%
400 109.2% * 1.5% 106.7% * 5.7%
500 114.5% * 0.6% 106.5% = 4.2%

iobal mean 105.8% * 1.6% 101.1% = 2.8%

Tigit) (n = 3) Nal (n = 3) Cr(lll} {n = 3)
77.4% = 3.5% ND ND
75.7% = 4.5% ND ND
76.1% * 5.6% ND ND
84.1% = 1.3% 0.8% = 0.1% 1.0% = 0.2%
88.5% * 3.0% 1.5% = 0.3% 1.7% = 0.3%
82.3% + 1.8% 1.5% = 0.2% 1.6% * 0.3%

n = number of separate experiments (triplicate measurements of each sample).

Recoveries expressed as percentage based on the area under the response curve from baseline to baseiine of NO gas as 10

ND = not detectable.

0.0% recovery (mean = SE).

Sy —
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appropriate reducing agent/temperature combination to
selectively and completely reduce NO,™ or NO;~ to NO.

Several reducing agents have been tested for the reduc-
tion of NO,™ and (or) NO,;~ to NO, such as Nal for the
conversion of NO,™ to NO, and V(III), Mo(VI) + Fe(lI),
Ti(lll), and Cr(Il) for the conversion of NO;~ to NO
[5,9~13]. NO,” can be reduced to NO by using most
reducing agents at room temperature, whereas conver-
sion of NO; ™ to NO requires both a strong reducing agent
and high temperature. V(III) and Ti(Ill} with three va-
lences can reduce most of NO;~ to NO at high tempera-
ture. We compared the efficiency of Cr(III), also with three
valences, with V(III) and Ti(lll) for the conversion of
NO,™ or NO; to NO.

Our work revealed that the five reducing agents have a
similar efficiency for the conversion of NO,” to NO at
20 °C, with a slight advantage for Mo(VI) + Fe(Il) and
Ti(Ill) over the other three agents. The recovery of NO
from NO,” was almost complete, compared with the
known amount of NO gas standard [lower R value: 86.2%
+ 1.6% for Cr(IIl) for the recovery of 100 pmol of NO,™].

V(III) and Mo(VI)+Fe(ll) were equally efficient in
converting NO;™ to NO at 80 °C, and recovery of NO was
nearly complete. However, recovery with Ti(Ill) was
lower. Nal and Cr(III) were unable to reduce NO; ™ to NO,
as only trace amounts of NO were recovered from NO;~
regardless of the amount of NO;™ and the temperature
used. Nal and Cr(III) can thus be considered selective for
reducing NO,~ to NO. To our knowledge, this is the first
report to show that Cr(III) can selectively reduce NO,™ to
NO. Enzymatic reduction of NO;~ by using an immobi-
lized Escherichia coli nitrate reductase column [15] con-
verts ~30% of NO;~ to NO, ™. Another assay based on the
coupled oxidation of NADPH during the enzymatic con-
version of NO;™ to NO,™ by Aspergillus nitrate reductase
only yields ~64% of serum NO;~ to NO,™ and is unsat-
isfactory for NO,~ analysis in serum samples. Further-
more, though many reports claim a possible recovery of
100%, commercial nitrate reductases are rather expensive
[16]. Powerful chemical reducing agents such as V(III),
Mo(VI) + Fe(ll), and to a lesser degree Ti(Ill) are more
efficient than nitrate reductases for converting NO;~ to
NO,~ in biological samples.

The temperature affected the conversion of both NO,~
and NO,~ to NO, as the reduction process is facilitated
and more rapid at higher temperatures. This is particu-
larly true for the conversion of NO;~ to NO. However,
increasing temperature had several technical drawbacks
on the conversion of NO,” and NO,~ to NO. The first is
that the measurement of NO by chemiluminescence is
influenced by humidity [3, 4]. As temperature increased,
the heat evaporated more water, which quenched NO,*
produced by the O, reaction. The second problem en-
countered is that the reducing solution has a tendency to
move from the microreaction purge vessel to the con-
denser and even to the NO analyzer itself at high temper-
atures. We therefore propose that 60 °C would be the

really appropriate temperature for converting 3P, to
NO by these five reducing agents. In the case of Nal, the
most efficient NO,™ reducing agent at any temperature,
increasing the temperature had the undesirable effect of
increasing the variability of the results (larger SE) and
lowering the reproducibility, because of the above-men-
tioned reasons. The same situation was observed for the
conversion of NO;~ to NO. It would thus be very useful
to find and select a reducing agent that can reduce NO;~
to NO at low temperatures.

It has been suggested that strong reducing agents, such
as V(III), can be used at different temperatures to achieve
different goals: at low temperatures for the conversion of
NO,™ to NO, and at high temperatures for the conversion
of NO,™ + NO;~ to NO. NO;~ would then be determined
by the difference between analysis of the same sample by
both assays. Fig. 3 shows that V(III), Mo(VI) + Fe(Il), and
Ti(Ill) can also reduce NO;~ to NO at low temperature,
albeit at a low degree. Use of only two different temper-
atures cycling for a strong reducing agent to selectively
reduce NO,™ and (or) NO;~ to NO can be a cause of
overestimated NO, ™ and underestimated NO,;™ measure-
ments.

Our results indicate that the most accurate procedure is
to use Nal or Cr(Ill) as a reducing agent to selectively
convert NO, ™ to NO at low temperatures and then use a
strong reducing agent to convert all NO,~ + NO;™ to NO
at 80 °C or 90 °C.

Proteins contained in most biological samples can
cause excessive foaming in the microreaction purge vessel
and interfere with the reduction process. Deproteinization
is therefore essential for the analysis of such samples.
Investigating the recovery of both NO,™ and NO,™ in
biological samples with particular attention given to the
reproducibility of the assay and the occurrence of artifacts
is important. In this study, recovery of NO,™ and NO;™ in
deproteinized plasma was 93.0% * 1.6% and 105.9% =
2.7% respectively. Although the recoveries of NO,™ and
NO,;~ were similar and complete for the pig plasma, we
discovered a small but significant difference in the case of
the dog plasma. The residual protein environment in the
dog plasma seemed to interfere more with NO,™ than
with NO; ™. Though part of the NO formed in vivo may
react with thiol groups in low-molecular-mass com-
pounds, this method does not detect these low-molecular-
mass nitroso compounds, as NO must be in the gas state
to react with the O, in the reaction chamber.

Compared with the same amount of NO gas, V(III),
Mo(VI) + Fe(ll), Nal, Ti(Ill}, and Cr(IIl) are similarly
efficient reducing agents for the conversion of NO,™ to
NO at 20 °C. V(III) and Mo(VI) + Fe(Il) can also com-
pletely reduce NO;™ to NO at high temperatures. How-
ever, Cr(IlI) and Nal were unable to convert NO;~ to NO.
Cr(Ill) and Nal can specifically reduce NO,~ to NO. We
recommend the use of Nal or Cr(IIl) at room temperature
to selectively and completely reduce NO,™ and the use of
V(III) or Mo(VI) + Fe(II) at 80-90 °C to reduce NO,™ +
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D,” to NO. Recovery of both NO,” and NO;” in
perimental animal plasma was reproducible and near
\antitative, albeit to a lesser degree in the case of the dog
asma. These results also highlight the need for a rela-
rely large-scale study with human subjects to establish
oper baseline measurements for clinical assays of
asma nitrite and nitrate concentrations.

We estimate that a properly organized clinical labora-
ry could process ~30 samples/h for NO, measurements
d ~15 samples/h for the measurement of NO; concen-
ations.

'e are grateful to Julie Paré for her technical assistance
\d Olivier Niquette from ATS Scientific Inc. for the NO,
walyzer support. This work was funded by the Medical
asearch Council of Canada, and the Nitric Oxide Re-
rarch Foundation of Quebec.
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Chapitre 3

DISCUSSION



4.0 Mise a jour.

Par rapport & linformation présentée dans les articles précédents, il est opportun de

signaler quelques modifications, de les discuter et de tirer de nouvelles conclusions.

4.1  Aspects légaux.

Le 22 novembre 1996, la FDA Américaine a proposé que les systemes d’administra-
tion de NO et les moniteurs & NO et/ou NO, soient classés comme matériel de Classe II
pour des raisons de régulations (référence #14 dans l'article de revue). En méme temps, un
certain nombre de risques et de contr8les spécifiques ont été proposés (Tableau I). En ce
qui concerne la proposition d’homologation par la FDA (article de revue, page 9), la com-
pagnie Ohmeda Inc. qui soutenait le projet auprés de l'organisation administrative a retiré
sa demande. La raison est liée aux résultats moins enthousiastes que prévus obtenus par
Putilisation néonatale du NO inhalé®" 2 et surtout a I'absence d’études spécifiques prou-
vant hors de tout doute l'innocuité du NO inhalé. Ce manque d’information aurait entrai-
né un refus d’accréditation par la FDA et la compagnie Ohmeda Inc. a préféré repousser
sa demande plutdt que de se retrouver dans une situation délicate (Ashley PALMER, Di-
recteur Recherche & Développement, Ohmeda Inc., communication personnelle, mai
1998). Toutefois, 4 ce jour, le systéme d’administration I-NOvent” de la compagnie Oh-
meda Inc. est le seul 3 &tre approuvé par la FDA 3 titre d’achat par les hépitaux possédant
un numéro valide d’Investigation pour un Nouveau Médicament pour le NO inhalé, les

autres injecteurs étant, pour Iinstant, limités au sol Européen et reconnus dans divers pays.

Au Canada, des commissions sont sur pied pour évaluer la position officielle de
Santé Canada sur la question de Vutilisation thérapeutique du NO inhalé. En France, Au-
torisation Temporaire d'Utilisation médicale est sur la sellette au gré des résultats obtenus
lors des études multicentriques. Au Royaume-Uni le développement de la thérapie par NO
inhalé a poussé 4 I'émission de recommandations pour son utilisation dans les unités de

soins intensifs adultes.™
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Tableau I : Recommandations de la Food and Drug Administration (FDA)

Américaine en date du 22 novembre 1996.
Risques Perte de 'administration de NO et fausse concentration de NO
Effets secondaires sur la fonction respiratoire
Administration excessive de NO,
Libération catastrophique de NO
Adultération du NO ou du gaz respiratoire
Défaut électrique

Effet néfaste sur tout autre appareil électronique par émission électromagnétique

-dles spécifiques | Analyse possible de la concentration de NO, NO, et O, (avec alarmes potentielles)

Monitoring de la pression du cylindre de NO ; limiter la quantité totale de NO sujette a
une libération catastrophique

Systéme de réserve (hack-#p) d’administration du NO
Autonomie électrique de fonctionnement (battery back-up)

Spécifications et tests pour le profil de concentration en NO et NO, lors d'un cycle respi-
ratoire ; pour la précision, la reproductibilité et la fiabilité de 'administration de NO

Spécifications et tests pour la production de NO,; instructions pour la purge (fshing) de
NO, hors du systéeme

Connecteurs spécifiques pour le gazNO / N,

Standards : documentation sur P'utilisation des logiciels et du matériel, sur la compatibilite
électromagnétique, sur la résistance du matériel 4 environnement et a l'usage

Sécurité électrique

Identification des respirateurs et autres systémes respiratoires gazeux compatibles
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42 Systémes d'administration du monoxyde d’azote inhalé.

4.2.1 Résume.

Lors de ventilation artificielle, le NO gazeux peut ére administré en aval du ventila-
teur dans la branche inspiratoire du circuit ventilatoire, ou bien étre mélangé avec 'oxyge-
ne (O,) et N, en amont du systéme ventilatoire. A cause de sa simplicité et de son faible
colt, Vinjection dans la branche inspiratoire est la plus utilisée au Canada et en Europe du
Sud, alors quaux Etats-Unis d’Amérique et en Europe du Nord, le systéme d’administra-
tion en amont a été le plus populaire.” Chaque systeme a ses propres avantages et inconvé-
nients mais 'évolution technique fait que l'on se rapproche maintenant d’un systéme idéal
permettant une administration constante et sure de NO ainsi qu'une production minimale
de NO,. Pour y parvenir, une injection proportionnelle de NO dans le débit gazeux inspi-
ratoire, un mélange adéquat de NO et O, / N, et un temps de contact minimum entre NO
et O, pour limiter la formation naturelle de NO,, toxique puissant, sont nécessaires. Deux
phénoménes de turbulence peuvent empécher d’atteindre ce résultat, & savoir la non ho-
mogénéité de NO radiale et longitudinale."® La premitre est liée 4 la position axiale de I'in-
jection de NO par rapport au circuit inspiratoire et 4 emploi de tubes non appropriés." 7
La seconde apparait quand le rythme d’injection de NO n’est pas proportionnel au débit
inspiratoire du circuit principal et est maximale avec une injection continue de NO dans la
branche inspiratoire lors de débit ventilatoire phasique (effet bolus ; ¢f article de revue, pa-

ge 12). Trois solutions sont envisageables :**

¢ Mélanger une proportion constante de NO, O, et N, en amont du respirateur et con-
necter ce mélange 4 'entrée d’air du respirateur (Figure 1, page 11 de l'article de revue).
Avec ce systéme, le débit dans la branche inspiratoire peut étre continu ou phasique,
constant ou variable et il n'est pas supposé affecter la concentration de NO.! .2
Toutefois, les inconvénients sont Iincapacité a ajuster précisément le mélange pré-res-
pirateur, des cotits d'utilisation et de main d’ceuvre élevés, la possibilité d’un temps de
contact augmenté entre NO et O, pour la formation de NO, toxique et la déteriora-

tion possible des composantes internes du respirateur par des gaz corrosifs en relation
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avec Phumidité® 2 et Putilisation de matériel non congu initialement pour 'adminis-

tration de NO.t>2

Le NO est injecté dans la branche inspiratoire 2 un débit constant avec quelques limi-
tations : avec une injection continue pour les respirateurs pédiatriques ou les respira-
teurs oscillatoires 3 haute fréquence fonctionnant a débit constant et continu (Figure 2-
A, page 12 de larticle de revue) ; avec une injection phasique, séquentielle (uniquement
durant Dinspiration) pour les respirateurs adultes fonctionnant a débit constant et pha-
sique avec une ventilation & volume-contrdlé (VC), un débit d’onde carrée et un patient
profondément endormi ou endormi / paralysé (Figure 2-B et 2-C, page 12 de l'article
de revue). Bien que simple et non cofiteuse, cette technique présente le défaut majeur
d’engendrer beaucoup de turbulences. L'effet bolus peut ainsi conduire a I'inhalation
de gaz hypoxique et une production accrue de NO,. La variabilité des concentrations ga-
zeuses impose un monitoring constant des concentrations de NO, NO, et Q,. 0122
Le NO est injecté dans la branche inspiratoire a un débit adapté, proportionnel au de-
bit principal pour les respirateurs adultes fonctionnant a débit variable (forme d’onde
décélérante, crescendo ou sinusale) ou constant lors de ventilation a pression-controlée
(PC) ou VC ou lors de variation dans I'effort inspiratoire du patient. L'injection de NO
dans la branche inspiratoire est titrée & laide d’un systéme de réponse ultra rapide qui
maintient un ratio constant entre le débit de NO et les gaz ventilatoires.* 11 est com-
posé d'un pneumotachometre (Pulmonox”) ou un thermoanémometre (I-NOvent)
connecté sur la ligne inspiratoire et mesurant le débit du circuit principal (ou recevant
directement cette information du respirateur partenaire pour le NOdomo’) qui envoie
un signal électrique vers un débitmétre de masse controlant linjection de NO sur une
base de quelques millisecondes car le débit inspiratoire varie pendant et entre les cycles
respiratoires. C'est le systéme le plus performant a ce jour.® 2% %) Les inconvénients
sont liés au cofit d’achat élevé et i Putilisation restreinte & certains respirateurs (pour le

NOdomo® et le Servo 300°).
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11 faut indiquer que linjecteur Servo 300" peut également étre classé dans le systeme
pré-respirateur.®® 2 1l réalise en fait un mélange interne de NO, O, et air pour donner la
concentration désirée de NO et d’O, 4 I'aide de la technologie de microprocesseurs utilisée
par les respirateurs actuels pour fixer la fraction inspirée d'O, (FiO,). Son évaluation dans

les conditions # vt et sur modéle animal® fut trés bonne.

Le site d’injection de NO sur la branche inspiratoire doit étre situé suffisamment
loin du patient (au moins 3 60 cm de la piéce en Y) afin de faciliter une bonne homogénéité
du mélange® alors que linjection au niveau de la piéce en Y ou directement dans la tra-
chée a été proscrite en raison de la variabilité des concentrations gazeuses obtenues,"” %
des difficultés de monitoring, des turbulences et de la formation de produits toxiques.® il
a été recommandé de le situer juste aprés I'humidificateur, s’il y en a un, afin d’eviter la for-

mation de gaz corrosifs."¥

4.2.2 Lettre a l'éditensr.

Imanaka et collaborateurs®

ont comparé cinq différents systémes d’injection du
NO (mélange en amont du ventilateur ou sur la branche inspiratoire, soit a 90 cm, soit au
niveau de la pitce en Y, avec une administration constante, continue ou phasique) & laide
d’appareils développés par leurs soins, dans diverses conditions de ventilation (pression,
volume, mode ventilatoire) sur la fiabilité des concentrations obtenues. Estimant leurs con-
ditions constantes, ils se sont contentés d’une comparaison sur une seule respiration. Com-

me attendue, seule la technique de mélange pré-ventilateur a maintenu une administration

de NO constante quelque soit le pattern ventilatoire.

Par Pécriture de cette lettre & I'éditeur, nous tenions 4 souligner la qualité du travail
d’Imanaka et coll.?® mais surtout 4 modérer les conclusions apportées par les auteurs en
rapport 4 la méthodologie et 4 la technologie utilisées. Baser I'étude sur un seul releve de
valeurs sous prétexte d’une reproductibilité extréme (et non prouvée) des résultats consti-
tue un biais & notre sens et reste fortement 1ié & Pobjectivité des auteurs (de par leur choix
dans la présentation des dits « résultats »). Par ailleurs, 'utilisation d’appareils « maison » ne

permet pas de porter ensuite un jugement definitif sur tel ou tel systéme. Ainsi, les proble-
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mes rapportés dans notre étude précédente™ avec l'injection pré-respirateur restent for-
tement dépendants de I'appareil utilisé. Nous étions conscients que d’autres utilisateurs tels
que ceux du Massachusetts General Hospital pouvaient tres bien employer un systéme pre-res-
pirateur bien plus performant que le nétre et pour lequel nos conclusions ne correspon-
daient pas. Les conclusions d’Tmanaka et coll.*” auraient donc dues étre plus prudentes
avant de sacrifier le systéme dinjection séquentielle dans la branche inspiratoire au profit
du systéme pré-respirateur (qu’ils ont toujours favorisé),"”* surtout en tenant compte de
P’évolution des appareils d’injection commerciaux majoritairement voués a une injection sé-

quentielle et adapteée.

Finalement, le méme groupe a récemment fini par rejoindre pleinement notre opi-
nion® aprés évaluation de linjecteur I-NOvent,*” ce que nous (et d’autres®™) avions déja
réalisée lors de la conception de notre propre systéme basé sur le méme principe et nom-

mé INOJECTEUR".
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In Reply:— We agree completely with Dr. Woehlck that the small
amount of carbon monoxide formation observed after Baralyme rehy-
dration was probably a result of incomplete mixing of the added
water with the absorbent granules. In the technical range of pouring,
dribbling, sprinkling, and misting, we dribbied the water. Presumably
sprinkling or misting, with better mixing, would have more com-
pletely rehydrated the absorbent. Similarly, usc of excess water
would likely provide greater rehydration.

Before ‘“‘taking the plunge,” however, we suggest evaluating the
effect of such measures on the scavenging characteristics of carbon
dioxide absorbents.
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Inhaled Nitric Oxide Delivery Systems

To the Editor: —Imanaka et al.' informed us about the inaccura-
cies of nitric oxide (NO) delivery systems during adult mechanical
ventilation. Although we found the study informative, we have
some concerns regarding the methodology and the manner in
which the authors inferpret their resutts.

Although the authors argue for the analysis of only '“a single
breath . . .,”’ we have major concerns with such results. In the
cited conditions, no statistical analysis is possible, hence no infer-
ence can be made. Moreover, explanations of the changes (table
2) in fractions of inspired NO (NO concentration) observed by
varying tidal volume (Vy) or inspiratory time (T)) would have
been appreciated. The authors claim that during pressure support
ventilation into inspiratory phase, injection into inspiratory limb
(fig. 5, panel ii) is not acceptable. However no obvious difference
is observed between this and NO concentration - premixing sys-
tems with synchronized intermittent mandatory ventilation, and
it is unclear how the authors explain the sudden appearance of
a high peak of NO concentration in the 7 mode with a mandatory
breath?

Continuous and premixed administrations of NO were used at
the very early stages of inhaled NO therapy. Continuous injection
is simple, but it results in high peak NO concentration,®? often
not recorded by slow-response analysers,” high production of
nitrogen dioxide (NO,), and reduction in Fig,. It is characterized
by a bolus effect’ and would require an appropriate mixing cham-
ber or continuous bypass flow to avoid it. This method is cur-
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rently not recommended, except with continuous-flow time-cy-
cled pressure-limited or high-frequency mechanical ventilators.

Premixing NO with nitrogen (N;) or air (supplemental diluting
cylinder) also presents major drawbacks. Blenders, valves, and
other ventilator components were not specifically designed to
withstand NO. Even if this method has been used over 2 period
of 20 months without apparent corrosive effects,® long-term
safety has not been verified.” Most blenders also have a bleed
flow delivered in the room, and the NO concentration changes
when the Fig, setting on the ventilator is changed. The validity
of the used nomograms to adjust NO dilution is suspect,’ and we
observed difficulty achieving a precise NO concentration. At high
Flo:, high levels of NO; can be produced.®

Using their cyclic NO delivery system, the authors have shown
a high variability in NO concentrations. This was particularly
evident in the pressurc-controlled (PCV) mode where peak inspi-
ratory flow rate is high and decelerating, This may be a problem
of the efficacy of their system, and the authors should be prudent
before ruling out cyclic NO injection in the inspiratory limb. It
appears that this method also is the choice of many companies
developing NO delivery systems (Servo 300® with NO option,
Driger Nodomo®, Messer-Griesheim Pulmonox®, L’Air Liquide
Opti-NO®, Ohmeda I-NOvent®). No study has evaluated whether
physiologically significant effects occur if NO concentration fluc-
tuates around a mean therapeutic value during inspiration. We
think that the latter method can be used to deliver inhaled NO
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 and efficiently and that such systems must meet the needs
Tferent ventilatory modes and peak inspiratory flow rates.
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Reply: —We wish to thank Troncy et al. for their interest in
rork and welcome the opportunity to make the following
cations.

we stated in our published paper,' our lung model produced
rible breath-to-breath variation. With no variability, inferen-
atistical analysis becomes meaningless. In our opinion, such
sis would be misleading and add nothing to our results.

le 2 of our paper shows that, with the exception of the
ixing system, the inspired nitric oxide concentration was
ed by changes in tidal volume, inspiratory time, and inspira-
low partern. The methods that injected NO only during the
atory phase performed well with constant flow ventilation,
rere not acceptable with pressure-controlled ventilation.
s explained by the fact that the NO injection was at a con-
flow, whereas the flow from the ventilator was decelerating.
the delivered NO concentration increased as the flow from
ntilator decreased. With the continuous injection methods,
iikes in NO concentration were greater with a shorter inspi-
* time, which allowed more NO to flow into the inspiratory
t during the expiratory phase, which can be best appreci-
rom figure 2 in our article. The spikes in NO concentration
also greater with a higher tidal volume resulting from the
r inspiratory flow and thus l¢ss time for mixing.

do not agree with the interpretation of Troncy ef al. of
5 of our paper. We believe that it is obvious that the deliv-
NO patterns are different berween the premixing system
ie inspiratory injection system during pressure support ven-
n. When tidal volume varies breath-by-breath such as can
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occur with synchronized intermittent mandatory ventilation, NO
accumulates in the inspiratory limb of the circuit with the inspira-
tory injection system. The smaller the tidal volume and the longer
the inspiratory time, the more NO accumulates in the inspiratory
circuit. Thus, when a mandatory breath follows a spontaneous
breath, a large spike of NO can be delivered.

Troncy et al. suggest that premixing systems were only used
in the early stages of inhaled NO therapy. We believe that these
systems are still commonly used. We use this system regularly in
our practice, and it is the system used in the phase 2 and phase
3 clinical trials of inhaled NO for the acute respiratory distress
syndrome in the United States. We have used the premixing sys-
tem on about 150 patients and for thousands of hours over the
past 5 yr without incident. We have noted no deterioration of
ventilator or blender components. Although the NO concentra-
tion changes when the ventilator F1IO, setting is changed with
the premixing system, the desired NO concentration can be main-
tained by adjusting the external blender setting. With the inspira-
tory injection system favored by Troncy et al., the NO concentra-
tion is affected by changes in the inspiratory flow setting of the
ventilator and changes in the inspiratory flow pattern. We have
successfully used nomograms to adjust the NO dilution with our
premixing system for years.” Regardless of the system used or
the validity of nomograms, the delivered NO dose should be mea-
sured. As our data show, the analyzed dose can be deceptive
when the NO concentration varies during the inspiratory phase
and when a slow response analyzer is used. It should be noted
that most commercially available electrochemical and chemilumi-
nescence analyzers have a response time too slow to detect
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changes in NO concentration that may occur during the inspira-
tory phase.

The F1O; is limited by all NO delivery systems. With the premixing
system, the F1IO, setting on the ventilator cannot be set at 1.0 because
NO enters the system through the high pressure air inlet. With the
inspiratory injection system, the ventilator can be set at an FIO, of
1.0, but the oxygen concentration delivered to the patient will be
less than 100%. For example, an inspiratory injection system that
delivers a NO concentration of 20 ppm from a 400 ppm source gas
cylinder must reduce the FIO; by 5%. Thus, even though the ventilator
is set at an FIO, of 1.0, the patient only receives an F10, of 0.95. It
should also be noted that the inspiratory injection system will in-
crease the tidal volume delivered from the ventilator by 5% under
these conditions.

Like Troncy et al, we have been concerned by the generation
of NO, in premixing systems. However, published data from our
laboratory show that this is not problematic at the NO doses currently
used (usually = 20 ppm).®> This is consistent with data by Dubé et
al.,* who have shown similar and acceptable NO, concentrations
(= 1 ppm) for either the premixing system or inspiratory injection
system.

It is important to note that the inspiratory injection system favored
by Troncy et al differs from systems that are being developed by
industry. One of the systems, the Ohmeda INOvent Delivery System
(Ohmeda, Madison, WI) is now available in the United States. This
is an inspiratory injection system that is much more sophisticated
than that described by us' or Dubé et al® The INOvent Delivery
System measures the inspiratory flow from the ventilator and pre-
cisely injects NO into the inspiratory limb proportional to the ventila-
tor flow to achieve the desired NO concentration. In that way, the
delivered NO concentration is constant, regardless of changes in the
flow pattern from the ventilator. Preliminary testing in our laboratory
shows this system to be precise regardless of ventilatory pattern. It
bears emphasis, however, that this system differs from previously
described inspiratory injection systems because those systems (unlike
the INOvent Delivery System) do no vary the injection of NO with
changes in ventilatory pattern.

It is important that NO delivery systems provide 2 precise and
predictable NO concentration to avoid complications resulting from
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inaccurate dosing. The delivered NO dose should not change with
changes in ventilatory pattern. Dose - response studies of inhaled NO
can only be compared if they deliver a constant NO concentration.
The only system that we evaluated that met these criteria was the
premixing system. Inspiratory injection systems that vary the NO
injection with changes in ventilatory pattern may be desirable, pend-
ing laboratory and clinical evaluation of such systems as they become
commercially available.
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An Algorithm for Quantifying Blood Pressure Lability

To the Editor:—Reich et al' have developed and preliminarily
validated an algorithm for quantifying blood pressure lability. The
problem is clinically significant, and the authors’ use of receiver-
operating characteristic curves to finetune their system for optimal
results seems meritorious.

However, the authors’ system does not appear to be an expert
system by the conventional use of the term. Consequently, the key-
word classification of the article appears incorrect. Further, the first
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sentence of the conclusion from the abstract, which reads, “One
potential application of expert systems to anesthesia practice is a
smart alarm to detect blood pressure lability,” is a nonsequitur be-
cause of this.

An expert system is a computer-based system, typically having
certain characteristics: (1) the system performs a difficult task
typically done by humans, where experts are provably better
than amateurs, (2) the style of programming emphasizes symbolic
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4.3 Moniteurs de NO / NO,.

Le NO est un gaz potentiellement toxique. Chez 'Homme, le plateau de concentra-
tion pour obtenir un effet maximal sur la circulation pulmonaire et loxygénation artériclle
dépasse rarement les 10 parties-par-million (ppm).** *** Dans 90% des patients adultes,
P’effet maximum est observé avec des concentrations inspirées variant entre 3 et 5 ppm.
Des concentrations de NO supérieures 4 10 ppm avec 100% d’O, peuvent aboutir a des
niveaux toxiques de NO,.*! Puisque des pics de concentration en NO bien supérieurs a 10
ppm peuvent apparaltre avec certains systemes d’injection tels que 'administration conti-
nue et constante dans la voie inspiratoire, il est conseillé d'utiliser les systémes favorisant
une concentration de NO stable comme I'administration séquentielle et adaptée ou le sys-
téme pré-respirateur (avec les réserves précédemment mentionnées). Malgré le faible risque
d'overdose possible avec ces systémes, une augmentation brutale et accidentelle des con-
centrations inspirées de NO et NO, doit étre détectée, justifiant 'emploi de moniteurs de

facon judicieuse et adaptée.

4.3.1 Systomes & réponse lente

Les systémes avec un temps de réponse élevé (> 10 secondes) ne décelent pas les
fluctuations ventilatoires de la concentration de NO.# #* Les moniteurs électrochimi-
ques et chimiluminescents de premiére génération tel que le Tecan AG modéle CLD 700
AL® (Eco Physics, Diirten, Suisse) sont des exemples de moniteurs a réponse lente. Is
peuvent btre wrilisés lorsque la concentration de NO inspiratoire est stable. Lors d’adminis-
tration continue, ils ne permettent pas de suivre les fluctuations de concentration aussi
bien dans la branche inspiratoire que dans la trachée et donc ne doivent pas étre utilisés
avec cette visée. Les moniteurs électrochimiques sont moins chers que les appareils a chi-

miluminescence et avec une calibration réguliére sont de bonne précision (de l'ordre du

ppm).*?

4.3.2 Systémes a véponse rapide.
Une estimation précise du mélange de NO dans les différentes parties du circuit
ventilatoire requiert un appareil 4 chimiluminescence & temps de réponse court."* % Seule

la seconde génération des moniteurs chimiluminescents, spécifiquement congue pour l'usa-
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ge médical, ont un temps de réponse suffisamment rapide pour mesurer les concentrations

inspirées et expirées trachéales de NO.*" 1l est nécessaire de différencier le temps de ré-
ponse de l'appareil du temps de transit du gaz du site de prélévement jusqu’a la chambre
de mesure. Ainsi, les analyseurs NO, 4 000" (Sérés, Aix-en-Provence, France), 280 NO-A"
(Sievers Instrument, Boulder, Colorado - E—U—A), et 7 020° (ANTEK instruments, Houston,
Texas — E-U-A) ont des temps de réponse respectifs de 735, 275 et 250 millisecondes mais
selon le débit de prélévement, le temps de transit va varier entre 1 et 3 secondes. Un suivi
des concentrations trachéales de NO est possible sur I'écran des moniteurs a chimilumi-
nescence les plus récents (NO, 4 000 MEDICAL EVA®, Sérés) permettant une mesure
continue des variations de la concentration trachéale de NO comme index de la « fonction
pulmonaire » lors de I'évolution du SDRA.®” En effet, la différence entre les concentra-
tions inspirée et expirée de NO divisée par la concentration inspirée est inversement pro-
portionnelle & Pespace mort alvéolaire et directement proportionnelle au volume de paren-
chyme pulmonaire normalement ventilé lors de SDRA. Ceci est di au fait que seules les ré-
gions perfusées du parenchyme pulmonaire ventilé participent a la capture pulmonaire de
NO.® 1l s’en suit que les variations de concentration trachéale de NO peuvent servir d'in-
dex 4 Iétendue des dommages alvéolaires aussi bien qu’a la sévérité de ’hypoperfusion pul-

monaire.

44 TrappeursaNO / NO, et sécurité de environnement.

4.4.1 Production de NO, dans un systéme d adrministration de NO.
I.’oxydation de NO en présence d’O, (Equation [1], page 9 de Darticle de revue) a
été analysée dans des chambres fermées et a été trouvée dépendante des concentrations de

NO (de son carré plus exactement), d'O, et du temps de contact entre NO et O, selon I’é-

quation :
-d[NO]/ dt = b, x [NOF x[O;]

Récemment,® il a éé démontré que ces conditions n’était pas équivalentes a celles

rencontrées avec un systéme d’administration pré-respirateur et que cette équation ne pou-



vait décrire exactement le processus d’oxydation de NO en NO, dans un tel systeme d’ad-
ministration. Les mesures ont indiqué que trois phases pouvaient étre distinguées dans le

processus d’oxydation de NO :*

*

< Une petite contamination en NO, au niveau de la source de NO gazeux est seulement

dépendante de la concentration en NO et peut donc étre décrite de la fagon suivante.

k,x [NO]avec k, = 5,12 x 10°

)

¢ Une hausse initiale et temporaire de production de NO, a été décelée, directement pro-
portionnelle 4 la concentration en O, et au carré de la concentration en NO, et sous

ces conditions, indépendante du temps.
k, x [NOT x [O,] avec k; = 1,41 x 10°

< Enfin, une hausse linéaire et dépendante du temps de la concentration de NO, est en

accord avec ’équation précédemment décrite décrivant Poxydation de NO en présence
o]
d Ozl

ko x tx [NOF x [O,] avec k. = 0,86 x 10°

Dés lors I'équation décrivant la concentration de NO, dans le systéme d’administra-

tion est formulée de la fagon sutvante :

[NO,] = &, x [NOJ + k; [NOP x [O;] + k¢ xt x[NOT x[O,]

Les recommandations de sécurité sur Putilisation du NO étaient basées sur Iévalua-
tion précédente de la cinétique de réaction gazeuse dans un systéme fermé qui avait uni-
quement relevé la formation temps-dépendante de NO,. Or il apparait maintenant qu’il
faut surveiller la contamination possible de la source de NO et surtout cette production
initiale de NO, qui semble se former immediatement apres le mélange de NO et O,. Con-
sidérant par la suite la fiabilité des nouveaux systemes d’administration et la possibilite de

filtrer le NO, produit, il semble convenable de proposer initialement une surveillance de la

51



production de NO, au niveau de la source de NO puis lors de la mise en place du systeme
d’administration. Par la suite, un suivi régulier (mais pas forcément continu) des concentra-
tions de NO et NO, pourrait étre suffisant afin d’assurer au patient I'administration la plus
stire possible dans les limites de nos connaissances actuelles. Ces conclusions supportent

Pécriture de la lettre & I'éditeur présentée par la suite.

4.4.2 Lettre a l'diten.

Weimann et coll.®® ont testé trois préparations commerciales de chaux sodées pour
leur efficacité 4 absorber NO, et NO lors d'inhalation simulée de NO. Pour explorer si les
différences obtenues entre les trois préparations sur I'absorption de NO, (respectivement
égale 4 15, 24 et 34%) pouvaient étre dues a un contenu différent en hydroxyde de potas-
sium (KOH), les auteurs ont répété leurs expériences avec des chaux sodées contenant

plus de KOH (respectivement 3,0 et 7,3%) et ont obtenu des absorptions de 47 et 46%.

La présentation de cette lettre 4 Iéditeur vise a souligner les différences d’interpréta-
tion possibles sur un point précis de 'administration du NO, a savoir les trappeurs 3 NO /
NO,. Outre les raisons énoncées plus haut nous tenions aussi & proposer quelques rectifi-
catifs quant 2 leur hypothese de travail et leur présentation et analyse des résultats précé-

demment obtenus par d’autres chercheurs.
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Nitric oxide (NO)/nitrogen dioxide (N 0,)
scavengers

Editor,—After reading with interest the study by Weimann and
cplleagues‘ on a subject that we have recently reviewed,’ we would
like to make the following comments.

We were surprised by the hypothesis of improved NO,
absorption through increasing the potassium hydroxide (KOH)
content of soda lime, because Pickett and colleagues’® found a
marked reduction in NO, concentration (80.6% or 100%,
depending on the electrochemical monitor used) and to a lesser
extent in NO concentration (13.3% or 8.2%) using ethyl violet
Intersorb™ soda lime without KOH. Moreover, Ishibe and
colleagues’ found similar absorption properties for two types of
soda lime (100% for NO,, from 11.9% to 97.1 % for NO with
Soda Sorb™, and from 20.6% to 90.1 % for NO with Wako lime-
A™, depending on the respective concentrations of NO and NO,
passing through the absorber). The absorbers had the same indi-
cator agent (ethy! violet) but with one major variation in chemical
composition—the presence of 5% KOH in Soda Sorb™. It was
stated that NO, is mainly absorbed by chemical neutralization with
ethyl violet soda lime, but NO is absorbed with equimolecular
amounts of NO, only where they coexist.’ ** For this reason, it
would have been interesting if the authors had presented the
different rates of NO, production for the three concentrations of
NO (20, 40, and 80 ppm) and fractions of inspired oxygen (0.25,
0.75, and 0.99) used, as well as the different levels of NO and NO,
absorptions under these such conditions. This would explain the
levels of NO absorption observed for Driigersorb 800™ (2%) and
Sofnolime™ (3%): 2 ppm of NO_/80 ppm of NO = 2.5% absorp-
tion for NO.

Moreover, the authors mentioned the concentration of NO
(1000 ppm) in the gas cylinder but not that of NO,. This is im-
portant because it was previously indicated® that a cylinder of
993 ppm NO contained as much as 17 ppm of NO, (in our case,
900 ppm NO cylinders contain less than 5 ppm of NO,).
Weimann and colleagues reported a maximum concentration of
2 ppm NO, measured in the extreme conditions of testing.'

Until now only two abstracts® * have reported partial absorption
of NO, using ethyl violet soda lime, while other reports (reviewed
in Francceur et a*) indicated almost full absorption. The apparent
discrepancy may be explained by technical reasons, as suggested
by Weimann.' In particular, we noted a difference in the chemical
composition of the soda lime preparations with a higher content of
calcium (around 75%) and sodium (around 3%) hydroxides.™*
Weimann and colleagues suggest a ceiling effect in NO, absorption
with increased KOH content: there was no difference between
Special-1 (3.0% KOH) and Special-2 (7.3% KOH) in NO,
absorption (respectively, 47% and 46%). We think that this ceiling
effect would reveal a lack of correlation between the content of
KOH and the level of NO, absorption. From all these results, it
would appear that the primary determinant of NO, absorption is
the content of calcium hydroxide, and that KOH has only a limired
role.

We also noted major mistakes in the references cited in the
discussion.' First, Stenqvist and colleagues® did not report a NO,
absorption “by almost 80%”,' but between 87.5% and 100%.
Second, we have reported above the exact levels of NO absorption
found in the study by Ishibe and colleagues.’ Third, the paper by
Pickett and colleagues,’ presented in Weimann’s discussion, is not
a good reference. The ome cited refers to a first series of
experiment by Pickett and colleagues," which was subsequently
corrected with technical medifications.’

As outlined by the authors,' other materials such as molecular
sieve 5A™,” ABEK HgCONO-P3™.,” or charcoal" have been
found efficient for NO and NO, adsorption and useful for
environmental protection. Moreover, Vazhs and colleagues"
showed that the noXon™ polymeric filter completely and
selectively removes all NO, from the inspiratory gas. The advent of
new, efficient and selective filters such as noXon™, added to the
reliability in delivering precise and constant concentrations of the
new NO delivery devices—such as I-NOvent™ (Ohmeda, Liberty
Corner, New Jersey, USA), NOdomo™ (Driger, Liibeck,
Germany), NAMU™ (Messer-Griesheim/Nellcor Puritan Bennett
Canada, Kirkland, Canada), Servo Ventlator 300™ with NO
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option (Siemens-Elema, Solna, Sweden), etc—raises questions
over the need for continuous monirtoring of inspired NO, concen-
trations. A regular check might be sufficient.

E Troncy
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Department of Anaesthesia
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Queébec, Canada
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Editor,—Thank you for giving us the opportunity to comment. In
their letter, Drs Troncy, Francceur, and Blaise question the need
for continuous monitoring of inspired NO, concentrations during
inhaled NO trearment and state that instead “a regular check” may
be sufficient. We strongly disagree with this statement.

Nitric oxide inhalation treatment is not yet approved for clinical
use and has still to be treated as an investigational drug. Therefore
all possible measures should be undertaken to minimize harm to
patients treated with this drug—as stated in the Declaration of
Helsinki. This requirement has led to the development of safety



oYd

guidelines for the clinical use of inthaled NO that include the
continuous measurement of NO and NO,.' ? This capability is also
included in the standards proposed by the American Food and
Drug Administration (FDA) for NO and NO, monitoring
devices.” Several studies'® showed that current NO delivery
devices are not as accurate as suggested by Troncy and colleagues.
This is important since the conversion rate of NO to NO, is deter-
mined by the square of the NO concentration, the O,
concentration, and the residence time of NO with 0,,* where the
latter is a result of the chosen mechanical ventilator setting. The
frequent changing of settings of these variables—essential during
treatment of the critically ill patients who require NO treatment—
and the possible inaccuracy of NO delivery may lead to rapid and
unpredictable changes in NO, concentration, which should
therefore be monitored continuously. Accordingly, all the
NO delivery devices mentioned by Troncy are capable of continu-
ous NO and NO, monitoring. Nevertheless, not all of these
devices are available in or meet the medical safety regulations of all
countries,

There is clear evidence that NO, inhalation may be toxic to the
lung, even in the concentrations that may occur during clinical NO
administration’ (for review see our original report®). Furthermore,
Troncy and colleagues point out that NO cylinders may be
contaminated by large amounts of NO,—thar is, 17 ppm NO,
(Tibbals and colleagues”) or 12 ppm NO, (Stengvist and
colleagues®). Such contamination may be harmful if not
recognized by inspired NO, monitoring."

Besides our report® and the two abstracts cited by Dr Troncy,
two other publications showed only partial absorption of NO, by
soda lime"': Stengvist and colleagues™ used Q-Sorb™ which
contains ethyl violet and stated that “the NO, concentration was
reduced by about 75%”—which we referred to as “almost 80%”,*
Westfelt and colleagues' also reported NO, absorption of only
65-70% using the same soda lime preparation (Q-Sorb™), Only
partal NO, absorption by soda lime and the possibility of new
NO, formation in the inspiratory limb berween the soda lime
ibsorber and the Y-piece emphasize the need to monitor NO, at
he inspiratory side of the Y-piece. Our data did not reveal any
correlation between the NO, concentration and the NO extraction
:ate, as proposed by Ishibe and colleagues.”

The study by Stengvist and colleagues' has been cited correctly
'see above). We would like to thank Dr Troncy for clarifying the
ictual values for NO absorption found by Ishibe and colleagues.”
[he values cited from Pickett and colleagues are, in fact, derived
rom their later study," which we did not state in our paper.

QOur data suggest that NO, absorption by soda lime may be cor-
elated with the potassium hydroxide (KOH) content of the soda
ime preparation: the higher the KOH content the more NO, is
bsorbed. The effect of KOH content on NO, absorption may
Iready be maximal at 3.0%, which would explain the fact that
ipecial-2 soda lime was not shown to absorb more than Special-1.
Ve showed clear differences between the five studied soda lime
reparations but there was no significant difference in their
alcium hydroxide content. Therefore, our data do not support the
onclusion by Dr Troncy that the content of calcium hydroxide is
ae primary determinant for NO, absorption by soda lime.

We note that Dr Troncy and colleagues agree with us that
ifferent technical approaches for examining a certain scientific

uestion may lead to different results. In our original report® we
iscussed in detail the technical differences that may be responsi-
le for the different results of the studies of Pickett and
olleagues,” Ishibe and colleagues,” Stenqvist and colleagues,"
nd our own." In contrast to the studies by Pickett and colleagues™
ad Ishibe and colleagues,'* our set up was specifically designed to
umic the clinical situation as closely as possible. Further investi-
ations may be required to elucidate the exact mechanisms by
hich NO and NO, absorption by soda lime occurs and how it
1ay be improved. However, current published reports agree that
:rtain soda lime preparations can absorb NO, and therefore may
= useful in reducing the risk of potentially harmful side effects
1d in increasing the safety of NO inhalation treatment.

Meanwhile, the use of inhaled nitric oxide therapy should care-
lly follow the recent recommendations of an expert panel, which
clude that “NO and NO, should be monitored continucusly at
e inspiratory side of the Y-piece ...”.!
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Transposition of rotameter tubes

Editor,—Walmsley and Holloway are right to highlight the need
for comprehensive checking.' Considering the Association of
Anaesthetists’ 1990 checklist’ unsuitable for daily pre-use checks,
COVERS’ was introduced in this hospital as a pre-use checklist
broadly equivalent to the subsequently introduced 1997 Associa-
tion revision.* Also recognising the need for a formal schedule of
comprehensive checking, COVERS is backed up by the perform-
ance of an extended checklist based on the 1990 recommenda-
tons which is carried out by anaesthetist and operating
department assistant together before use, whenever a machine is
returned from service or breakdown, and also midway between
scheduled services.

Our audit’ confirmed the benefits of this routine. The combina-
tion is appropriate for the delivery of safe anaesthesia and the
management of risk within the directorate.
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4.4.3 Séarité de lenvivormenent.

Telle que présentée dans l'article de revue (pages 18-19), il persiste toujours une po-
lémique vis-a-vis de la nécessité d’un systéme d’élimination du NO et autres NO, pouvant
étre relichés dans l'environnement et auxquels le personnel soignant serait éventuellement
exposé. Il avait déja été rapporté®™ que les concentrations maximales de NO et NO, mesu-
rées dans les chambres de 20 patients recevant du NO étaient respectivement de 100 et 30
parties-par-billion (ppb) alors que les mémes mesures dans les rues de Londres étaient de
989 et 228 ppb. Les concentrations ambiantes (moyenne + écart type) de NO dans les uni-
tés de soins intensifs d’un hépital parisien étaient de 237 + 147 ppb lors des périodes d’ad-
ministration de NO inhalé et de 289 + 147 ppb en absence d’utilisation du NO inhalé.*”
Les concentrations de NO et NO, a l'intérieur des bitiments étaient dépendantes des con-
centrations 2 |'extérieur et principalement influencées par les conditions climatiques telles
que la pression atmosphérique, le degré d’humidité et la vitesse du vent. L’administration
thérapeutique de concentrations de NO inhalé inférieures 4 5 ppm n’a pas modifié les con-
centrations ambiantes de NO et NO, qui furent encore une fois dépendantes des condi-
tions extérieures.”” Il apparait ainsi que I’élimination du NO au sortir du systeme de venti-
lation n’est pas indispensable dans les unités de soins intensifs localisees dans des centres
urbains avec un seuil de pollution atmosphérique significatif lorsque la concentration admi-
nistrée ne dépasse pas 5 ppm. Toutefois, telles que signalées dans l'article de revue, d’autres
conditions d'utilisation (ieux plus restreints, administration plus importante, etc.) vont fai-

re en sorte qu’un systéme d’élimination sera nécessaire.

Finalement, d’autres données en provenance d’hépitaux de Pittsburgh ont prouve
que Pair comprimé utilisé par les respirateurs était contaminé de fagon occulte par du NO
dont la concentration (0 & 1,4 ppm) varie avec les niveaux ambiants de NO.* Lors d’une
contamination accidentelle, ce niveau de NO a atteint 6,5 ppm. Le méme groupe a par la
suite trouvé que les faibles concentrations de NO dans I'air comprimé utilisé dans ’hépital
améliorent Poxygénation de patients ventilés et présentant des poumons sains.®” Cette dé-
couverte inattendue peut avoir plusieurs conséquences. En premier lieu, vu que tous les
hépitaux n’utilisent pas Dair comprimé fabriqué & partir des gaz environnementaux mais

aussi & partir de gaz artificiels non contaminés en NO, cela pourrait expliquer la variabilite
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des résultats obtenus avec le NO inhalé selon les centres. En second lieu, cette contamina-

tion pourrait apporter un élément de réponse quant au phénoméne des « non-répondeurs »
au NO inhalé rencontré dans le SDRA, ie. des patients atteints de SDRA et dépendants du
respirateur qui présentent une faible (< 20%) amélioration de leur oxygénation lors d’ad-
ministration de NO inhalé. Ces patients pourraient déja bénéficier d’effets bénéfiques sub-
maximaux résultant de Pinhalation occulte de NO 4 partir dair comprimé contaminé.®”

4,5 Modifications mineures.

Pour finir, nous présentons une liste de points intéressants et non présentés dans les
articles précédents pour une raison de place limitée ou de parution ultérieure 4 leur rédac-
tion. Ainsi, les niveaux minimum de NO, détectables a I'odeur ont été rapportés de 1 a 3
ppm selon les personnes.*? L'équation [2] présentée dans l'article de revue (page 10) était

simplifide et la réaction compléte doit &tre vue comme présentée ci-dessous 0
3H,50, + 6 NaNO, — 4 NO + 2HNO, + 2H,0 + 3NaSO,

Par ailleurs, nous mentionnons dans l’article de revue (page 18) les difficultés de mo-
nitoring concomitant du NO et des anesthésiques volatils. De plus, le NO interagit forte-
ment avec les dérivés halogénés pour former d’autres espéces radicalaires et moléculai-

res.?) Les mécanismes de réaction peuvent étre généralisés de la fagon suivante :
NO + X, »X,NO
NO + X;NO — 2 XNO
NO+X,—»XNO+ X
NO + X — XNO'
XNO" — XNO + hv

Des réactions similaires ont aussi été décrites entre NO, et les composeés halogénés.

Comme NO et NO, sont tous deux des espéces radicalaires réactives, il n’est pas surpre-



nant de trouver une telle variété de réactions entre ces deux espéces et les halogénes, con-
nus eux-mémes pour étre passablement réactifs. Des lors, toutes les spéculations sont ou-
vertes quant aux produits formés si le NO est administré avec des composés halogénés tels
que les anesthésiques volatils et leur utilisation ne doit pas étre conseillée avant que des tra-

vaux subséquents n’aient prouvé leur innocuite.

Enfin, il a récemment été proposé un systéme Pipeline d’administration du NO in-
halé prenant en compte P'aspect corrosif des gaz manipulés {le NO et le NO,, ce dernier
particuli¢rement en présence d’humidité (F,O) avec la formation d’acides nitreux (FHINO,)
@

et nitrique 0,), sont fortement corrosifs pour les métaux et les plastiques Y ainsi que
q 3 P plasuq q

la spécificité nécessaire des connexions.*” Par ailleurs, ces considérations ont été retenues
et présentées dans la liste de recommandations anglaises d’utilisation du NO inhalé.®

4.6 Conclusions.

En 1998, le NO inhalé peut (et doit) étre administré de telle fagon qu’une concentra-
tion stable et prévisible se retrouve dans la branche inspiratoire.*” Ceci peut étre obtenu
par une administration de NO en amont du respirateur ou directement au niveau de la par-
tie proximale de la branche inspiratoire avec une injection séquentielle et adaptée. Toute-
fois, dans la premiére hypothese, les effets indésirables de formation de produits toxiques
et/ou corrosifs sont & surveiller et limitent les conditions d'utilisation. Bien que des con-
centrations de NO constantes soient obtenues avec les deux systémes précédemment cités,
des fluctuations de la concentration de NO sont observées au niveau de la trachée. Cette
variation est liée 4 la capture pulmonaire du NO, est directement corrélée au volume pul-
monaire normalement ventilé et est inversement proportionnelle A 'espace mort alvéolaire.
Cette fluctuation peut donc étre considérée comme un index du ratio d’incoordination
ventilation / perfusion et peut &tre mesurée continuellement afin de suivre ’évolution du
SDRA. Au contraire, U'injection continue de NO dans la branche inspiratoire conduit a des
variations imprévisibles de la concentration de NO et doit ére limitée a des conditions
d'utilisation bien précises et de préférence sous contrdle par un appareil a chimilumines-

cence au temps de réponse court.®”
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Utilisation expérimentale animale et clinique
humaine du monoxyde d’azote inhalé
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5.0 Applications cliniques, indications et toxicologie du monoxyde d’azote
inhalé.

Ce deuxiéme article de revue propose un large tour d’horizon de l'utilisation expéri-
mentale animale et clinique du NO inhalé. Il débute par une présentation sommaire des
particularités biochimiques de ce radical libre pour ensuite détailler les mécanismes d’action
du NO inhalé dans I'hypertension pulmonaire, 'hypoxémie, I'inflammation et I'cedéme
pulmonaire ainsi que ses effets extra pulmonaires. Ces points d’applications cliniques pro-
viennent essentiellement d’un pool mirifique (auquel nous avons modestement contribue)
d’études expérimentales réalisées 2 vip sur animal et chez 'Homme. Par la suite, l'article
analyse les indications diagnostiques et thérapeutiques du NO inhalé, principalement en
rapport avec le SDRA, et les connaissances actuelles limitées sur la toxicité potentielle du
NO inhalé.
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Review Article *
Inhaled nitric oxide:

Eric Troncy DVM MSC, clinical applications,

Martin Francceur RRT, . . . .

Gilbert Blaise \p indications, and toxicology

Purpose: Although the analogy of nitric oxide (NO) to Endothelium-derived Relaxing Factor remains controversial,
medical use of exogenous NO gas by inhalation has grown exponentially. This review presents the mechanisms of
action of inhaled NO in pulmonary hypertension, hypoxaemia, inflammation and cedemna, as well as its therapeutic
and diagnostic indications with emphasis on acute respiratory distress syndrome (ARDS) and toxicology.

Source: Two medical databases (Current Contents, Medline) were searched for citations containing the above-
mentionned key words to December 1996. Moreover, many presentations in congresses such as 4th Internatio-
nal Meeting of Biology of Nitric Oxide, 52nd and 53rd Annual Meeting of Canadian Anaesthetists’ Society or | Oth
Annual Meeting of European Association of Cardiothoracic Anzesthesiologists were used. ' ;

Principal findings: Inhaled NO is now recognized as an invaluable tool in neonatal and paediatric critical care,
and for heart/lung surgery. Other dlinical applications in adults, such as chronic obstructive pulmonary disease and
ARDS, require a cautious approach. The inhaled NO therapy is fairly inexpensive, but it would seem that it is not
indicated for everybody with regards to the paradigm of its efficiency and potential toxicity. The recent discovery
of its anti-inflammatory and extrapulmonary effects open new horizons for future applications.

Conclusion: Clinical use of inhaled NO was mostly reported in case series, property designed dinical trials must
now be performed to establish its real therapeutic role. These trials- would permit adequate selection of the car-
diopulmonary disorders, and subsequently the patients that would maximally benefit from inhaled NO therapy.

Objectif : Méme si la relation entre le monoxyde d'azote (NO) et 'EDRF (endothelium-derived relaxing factor)
n'est pas établie de fagon absolue, |'utilisation médicale du NO exogéne 4 I'état gazeux a cru de fagon exponentielle.
Ce survol de la littérature rappelle les mécanismes d'action du NO inhalé dans lhypertension pulmonaire, I'hy-
poxémie, l'inflammation et I'oedéme et jette un regard sur ses indications diagnostiques et thérapeutiques princi-
palement en rapport avec le syndrome de détresse respiratoire de I'adulte (SDRA) et la toxicologie du NO.
Sources : Deux bases de données (Current Contents, Medline) incluant décembre 1996, ont été consultées en
faisant appel aux mots-clés mentionnés plus haut. En outre, on a révisé les travaux présentés a des congrés comme
le 4th Intemational Meeting of Biology of Nitrous Oxide, les 52¢ et 53¢ congres annuels de La Société canadienne des
anesthésistes et le 10% congres annuel de I'Association européenne des anesthésiologistes cardiothoraciques.
Principales constatations : Linhalation de NO est maintenant reconnue comme faisant partie de ['arsenal
thérapeutique néonatalogique, pédiatrique et chirurgical cardiopulmonaire. Chez les adultes, les autres indications
comme la maladie pulmonaire obstructive chronique et le SDRA sont moins évidentes. Linhalation thérapeutique
de NO ne coltte pas cher mais ne constitue pas une panacée, compte tenu de son efficacité et de sa toxicité
potentielle. La découverte récente de ses effets anti-inflammatoires et extrapulmonaires ouvre toutefois la porte
A de nouvelles applications. b s

Conclusion : En dinique, I'inhalation de NO a surtout fait I'objet d'observations anecdotiques mais des essais
cliniques validés doivent étre menés pour établir sa valeur thérapeutique réelle. Ces essais devraient permettre
d'établir ses indications cardiopulmonaires et ainsi procurer aux patients les avantages maximaux de la thérapie
par inhalation au NO.

From the Laboratory of Anasthesia, Department of Anzsthesia, Centre Hospitalier de I'Université de Montréal - Pavillon Notre-Dame,
1560 East Sherbrooke Street, Montréal, Québec, Canada H2L 4M1.
Address correspondence to: Gilbert Blaisc MD; Phone: 514-281-6000 ext 5397; Fax: 514-896-4754; E-mail: blaiseg@ere.umontreal.ca
Accepred for publication May 9, 1997.
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EVENTEEN vyears ago, Furchgott and

Zawadzki ! demonstrated that the relaxation
) induced by acetyicholine requires the presence

of endothelial cells, and that this effect was
diated by a humoral factor later known as endotheli-
-derived relaxing factor (EDRF). The subsequent
-overy that the formation of nitric oxide (NO), or a
sely related molecule synthesized from the guanido
up of L-arginine, by endothelium accounts for the
logical activity of EDRF, and has stimulated intensive
:arch about NO biology. The gaseous physical state
NO, its role in the evolution of living systems, its
quitous distribution,? the new concept of its
ocrine signal transduction by the L-arginine-NO
hway, and its participation in fundamental biological
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functions, led to a revision of scientists’ understanding
of biochemistry, physiology, neuroscience and immuno-
logy. Because of this, Science magazine awarded NO
with the title of molecule of the year in 1992,

The potent vasodilators sodium nitroprusside and
organic nitrate esters, such as nitroglycerin, are metabo-
lized to NO, their active moiety. Nitric oxide gas can be
administered as inhaled NO (inhNO) via the gas mix-
ture of the patient’s breath. Inhaled NO reaches pulmo-
nary vascular smooth muscle by diffusion from
ventilated alveoli, hence causing vascular relaxadon of
the adjacent vessels.? As inhNO in blood stream is rapid-
ly and very specifically inactivated by hamoglobin, its
vasodilatory effect seems to be restricted to the pul-
monary vasculature and no clear systemic vasodilatation
can be seen.3* This relative selectivity generated the
enthusiastic concept of a safe and effective therapy.

We will present the clinical applications of inhNO
in various pulmonary pathologies with emphasis on
inflammation, followed by the therapeutic and diag-
nostic indications of inhNO with emphasis on ARDS.
Finally, we will discuss the potential dangers associat-
ed with the use of inhNO.

Biochemistry
The mediator EDRF/NO is formed from L-arginine
by the actvity of NO synthase (NOS):
L-argininc + O, + NADPH — NO + L-citrullinc + NADP (1).
At least three NOS isoforms have been identfied.
Constitutive forms of NOS (cNOS) include endothelial
(eNOS; NOS III), which mediates endothelium-
dependent vasodilator responses, and neuronal (nNOS;
NOS I) form. There is also an inducible form (iNOS;
NOS II) stimulated by cytokines and bacterial endotox-
ins, which expression is inhibited by corticosteroids.
After its endothelial production, EDRF/NO relaxes
adjacent smooth muscle cells by binding to iron (Fe) in
the h®m of soluble guanylate cyclase, thereby activating
the enzyme to generate cyclic guanosine 3',5'-
monophosphate (cGMP). This intracellular messenger
elicits smooth muscle relaxation through numerous
actions, particularly by stimulating the phosphorylaton
of poorly defined substrates by cGMP-dependent protein
kinase(s) or as a consequence of cGMP-mediated activa-
tion or inhibition of phosphodiesterase(s) (PDE) which
usually inactivate(s) cGMP and /or cyclic adenosine 3',5'-
monophosphate (cAMP).5 These in turn lead to a
decrease in the intracellular free Ca?* (sarcoplasmic retic-
ulum uptake, complexation with phosphorylated trans-
porters, interference with receptor-operated Ca?*
channels, inhibitory effects on phosphatidylinositol 4,5-
diphosphate - PiP, - hydrolysis), and in the sensitivity of
myosin light chain kinase for Ca?*.6
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Troncy et al.: CLINICAL ASPECTS OF INHALED NO

In water, ultrafiltrate, and plasma, NO is oxidized to
NO,- which is stable for several hours. In whole blood,
however, NO, is rapidly converted to NO;.
Intermediates produced during the formation of these
anions could indeed nitrosylate thiols, although the yield
would be very low. Nitric oxide reaching the blood
stream can be metabolised »ia three pathways:” 1) inter-
action with dissolved O, in blood to form NO," 2) reac-
tion with oxyhzmoglobin to form methzmoglobin,
which is in turn reduced back to hemoglobin and NO,
mainly by the NADPH-methzmoglobin reductase and
OONO" pathways, and 3) combination with deoxyhz-
moglobin to form rather stable nitrosohzmoglobin or
with carrier molecules to form S-nitrosothiols or other
packaged forms. (see Extrapulmonary effects of inhaled
nitric oxide section).

Clinical applications of inhaled nitric oxide

The three NOS isoforms have been identified in human
airways.? Established sources of endogenous NO in the
lung include the arterial and venous endothelial cells,
epithelial cells, inflammatory cells (macrophage, neu-
trophil, mast cell), fibroblasts, smooth muscle cells, and
nonadrenergic-noncholinergic (nitrergic) nerves. High
levels of NO are continuously produced in the human
upper airways and inhaled at each inspiration.® Pulmo-
nary-produced EDRF/NO maintains the low pul-
monary artery pressure (PAP) at rest and during
exercise, controls the pulmonary blood flow dis-
tribution, opposes hypoxic pulmonary vasoconstriction
(HPV)? and the pulmonary response to endogenous or
exogenous vasoconstrictors. Nitric oxide released by
nitrergic nerves might control the bronchomotor tone’
and NO released by the bronchial epithelium might
decrease the submucosal cedema formation, an effect
mediated by cGMP. Nitric oxide plays a major role in in-
flammatory processes, infectious pneumonia, and non-
specific defense of the respiratory tract.

Pulmonary bypertension

Pulmonary hypertension is generally characterized by
increased pulmonary vascular resistance (PVR),
increased thickening of pulmonary artery walls, and
right-sided heart failure. The primary goal in pulmonary
hypertension is to improve right ventricular output with-
out increasing its work, impairing tissue oxygenation
delivery, compromising the hzmodynamic function or
integrity of the systemic circulation. Therefore, the pul-
monary persus systemic selectivity of vasodilators is of cri-
tical importance.

The decrease in the expression of eNOS observed in
pulmonary hypertension contributes to the pulmonary
vasoconstriction and the excessive growth of the tunica
media.!® In many respects, inhNO can be considered as a
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replacement therapy for the loss of endogenousg¥D pro-
duction in patients with pulmonary hypertension.
Inhaled NO has been used to reverse the pulmonary
hypertension induced by hypoxia,® chronic obstructive
pulmonary disease (COPD),!! interstitial pulmonary fi-
brosis, 2 acute respiratory distress syndrome (ARDS),!315
persistent pulmonary hypertension of the newborn
(PPHN), ¢ primary pulmonary hypertension (PPH)* and
cardiac surgery.'’

The vascular reactivity to inhNO in clinical pul-
monary hypertension varies widely, possibly because
chronic pulmonary hypertension leads to various
degrees of vascular remodeling and medial hypertrophy
in the musculature of small pulmonary arteries. It was
observed that the degree of acute pulmonary hyperten-
sion predicts the degree of responsiveness to inhNO. 78

It has been shown that zaprinast!? and dipyridamole?
(PDE-V inhibitors) potentiate and prolong the pul-
monary vasodilating action of inhNO, without changing
its pulmonary vascular selectivity. Phosphodiesterase-V is
a specific cGMP binding PDE found in highest levels in
the lung, smooth muscle and platelet. By decreasing the
catabolism of ¢cGMP these drugs increase the level of
cGMRP after its synthesis has been increased by inhNO.
The same authors proposed that PDE inhibition in-
creases the response rate to inhNO or allows the usc of
much lower concentrations of inhNO (Fiy,).1*?
Hyﬁmmifi - o
The pulmonary circulation is normally tightly con-
trolled such that there is a matching of perfusion to
ventilation through regulation of HPV. Attenuation of
HPV results in areas of low ventilation/perfusion ratio
(V/Q mismatching) and right-to-left shunting of blood
through pulmonary routes. This is the major cause of
impaired gas exchange and hypoxzmia in ARDS. Other
atiologies of hypoxzmia involve V/Q imbalance (high
and low V/Q) with weak intrapulmonary shunt, such as
in COPD, or right-to-left shunting through extrapul-
monary routes, such as in some cardiac congcnital
disorders.

Inhaled NO is qualified as “microselective” in that it
dilates only the vessels directly adjacent to the alveolar
units being ventilated. Therefore, in patients with intra-
pulmonary shunt, inhNO can increase oxygenation by
improving V/Q matching with redistribution of blood
flow from unventilated shunted areas to ventilated but
underperfused areas, the so-called “steal phenome-
non.” This is a major advantage compared to intra-
venous vasodilators which tend to worsen V/Q
mistmatching by nonselectively dilating the pulmonary
vasculature. Also, alveolar dead space?! has been shown
to decrease with inhNO. Some authors explained the
improved oxygenation by the fact that inhNO produces



zal bronchodilation,?* decreases vascular permeability
d the pressure-driven cedema formation, and exerts a
itelet anti-aggregating effect. Paradoxically, inhNO
orsened the gas exchanges in some patients with
OPD,M! where hypoxzmia is due to broad V/Q
terogeneity, and may reverse HPV.

In patients suffering from ARDS, PAP might be
gh enough to increase right atrial pressure and
duce a right-to-left shunt through a patent foramen
ale present in approximately 27% of the population.
haled NO, by reducing puimonary and right atrial
essures while reducing or suppressing the anatomi-
| shunt, may have a major effect on oxygenation,!?
1ere partial pressure of arterial O, (PaO,) may be
creased twenty six-fold.2?

The effect of inhNO on oxygenation can be en-
nced by vasoconstrictors, such as almitrine,?® PGF, ,
iich are thought to enhance HPV, or by a PDE-V
1bitor.2® The effect of inhNO can also be improved
nore alveoli are recruited and if an optimal lung vol-
1¢ is achieved such as with positive end-expiratory
zssure (PEEP)?! and high frequency oscillating venti-
ion. Finally a combination of gravitational (prone
sition) and inhNOQO therapy resulted in an enhance-
:nt of the beneficial effects of both therapies.24

flammation and pulbmonary edema .

ast forms of protective inflammation are exaggerated
t of proportion to stimulus, because humoral homeo-
tc amplification systems (complement and kinin
tems, coagulation cascade) recruit additionnal com-
nents of immune system (polymorphonuclear neu-
phils - PMNs -, lymphocytes, and monocytes/
crophages) and platelets, initiating the production of
»-inflammatory mediators including cytokines (tumor
zrosis factor - TNF- a- and interfeukins - ILs -), lipid
diators (prostaglandins - PGs -, TxA,, platelet-acti-
ing factor - PAF -, leukotrienes, etc), reactive O, spe-
s (ROS: supcroxide anion - O, -, hydrogen peroxide
[,0, -, hydroxyl radical - OH: -, etc), and NO/cGMP
hway. Moreover, the expression of cells (leucocyte,
telet, endothelium) adhesion molecules (integrins,
xctins, etc) and proteolytic enzymes (proteases, colla-
1ase, clastase, gelatinase) contributes to epithelial and
lothelial injury (Figure 1). Nitric oxide owes its ambi-
sus place in inflimmation to the various active
zymes of NOS.

Anti-inflammatory activity of NO: The ¢<NOS pro-
e picomolar NO concentrations. Their dysfunction
ing inflammation might induce vascular (hyperten-
1) and respiratory (hypoxamia) disorders. It is well
»wn that EDRF/NO exerts a tonic suppressive action
platelet and leucocyte activation, leucocyte adhesion,
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FIGURE 1 Inflaimmation process in the blood vessel.

The injury of the vessel wall stimulates macrophages, leucocytes
and plarelets, resulting in their activation, endothelial adhesion,
aggregation, and diapedesis. Two main mechanisms are implicated
in the inflammation process: the complement and coaguladon
cascades. Circled numbers indicate the potential sites of action of
inhaled nitric oxide on:

L. the rehabilitation of tonic inhibitory influences; 2. cytokines;

3. inflammatory cells; 4. biogenic amines; 5. lipid mediators;

6. reactive O, spedies; 7. hypertension and ventilation /perfusion
mismatchings.

PGI,: prostacyclin, EDRF /NO: endothelium-derived relaxing
factor/nitric oxide, PAF: platelet activating factor, CAM:

cell adhesion molecules, PDGF: platelet-derived growth factor,
TxA,: thromboxane-A,, PGs: prostaglandins, LTs: leukotrienes,
HETEs: hydroxyeicosatetraenoics, C5a: C5a anaphylatoxin.

platelet aggregation and adhesion to endothelium, and

mast cell degranulation. It inhibits expression of 8,-inte-
grin CD11b/CD18, and recent #n vitre data suggest a

predominant role of EDRF/NO in the reduction of

endothelial cells adhesiveness to inflammatory cells.?’ The

action of NO on ## vitro pro-inflammatory cytokines pro-

duction is controversial. Increased TNF-a production by

monocytes and PMNs has been described by some inves-
tigators,”® whereas others have reported decreased pro-

duction of IL-1, IL-6, IFN-y and TNF-a by monocytes
and lymphocytes.2647 Racke et #/?® have shown that

EDREF/NO suppresses the phospholipase A,-lipoxygena-

se pathway in rat alveolar macrophages. It attenuates the
PiP, hydrolysis and consequent action of biogenic amines

such as histamine, or eicosanoids such as TxA,, and it pre-

sents a blocking and inactivating effect on protein kinase
C activity. Through all these ways, EDRF/NO attenuates
the expression of the acute phase response caracterised by
cell adhesion molecules, cytokines, C-reactive protein,

complement, and metal binding proteins.
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Experimental evidences support that NO diminish-
es formation or reactivity of ROS through many
potential mechanisms, e.g., by direct interaction with
ROS such as O, producing peroxynitrite (ONOO").
Thus, it was concluded by Maulik ez 4/?° that NO is
far more anti-oxidant than pro-oxidant.

Superoxide dismutase (SOD) is the classical endoge-
nous mechanism of O, catabolism, and in physiological
conditions, the enzyme’s concentration is approxima-
tively 108-fold greater than those of O,” and NO, mak-
ing ONOO" formation unlikely.3* During inflammaton,
ONOO- formation may be favored owing to the rela-
tively slow enzymatic dismutation of O, by SOD, as
well as the relatively longer half-life (up to seconds) of
NO. The reactivity and decomposition pathways of
ONOO- are influenced by the chemical environment,
the type of target molecules, and are strongly pH-depen-
dent with regard to its cis (very stable diffusion form)
and trans isomeric configurations (Figure 2).*° Simply
removing ROS from cells and tissues during inflamma-
tion is an important detoxification mechanism. Moreover,
NO may compete with SOD for O,", thereby removing
O, and preserving SOD, further supporting its anti-
oxidant role.

Inhibition of EDRF/NO synthesis with N¥-nitro-L-
arginine methyl ester (L- NAME) facilitates the contribu-
tion of H,0, to the leucocyte-endothelial cell adhesion
and consequent microvascular permeability in rat mesen-
teric postcapillary venules.*! Cyclic GMP and PDE-II
inhibitor reduce the porcine pulmonary artery endothe-
lial hyperpermeability.® In previous studies, the same
authors determined the endothelial PDE isozyme spec-
trum and found in swine that these cells lack PDE-V, the
“classical” cGMP-degrading PDE in human. However,
PDE-II was identified in swine as the major endothelial
¢GMP-degrading pathway. These studies outline the
importance of NO and the second messenger system,
cytosolic guanylate cyclase-cGMP, as a primary homeo-
static regulator of microvascular permeability.

Pro-inflammatory activity of NO: Nitric oxide is
released in high nanomolar concentrations by activa-
ted macrophages and PMNs for its cytostatic and
cytotoxic effect mainly by alterating Fe intracellular
homeostasis.? It has also been shown that iNOS is pre-
sent in airway epithelium of asthmatic subjects and
that lung tissue contains significant amount of Ca®" -
independent NOS activity in inflammatory diseases
such as cystic fibrosis and obliterative bronchiolitis.??
Estrada et #l3* showed that cytokines-induced NO
production might injure endothelial cells. The delete-
rious effect of excessive NO production in sepsis pa-
tients may not be limited to uncontrolled vasodilation
and/or vasoplegia. Elusive “myocardial depressant
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Adapted from Beckman.*

FIGURE 2 Summary of the peroxynitrite reactivity and
decomposition pathways.

In the cis form and at high physiological pH, peroxynitrite (ONOO')
is very stable (diffusion form), and should preferentially react (2) with
sulfhydsil (-SH) group and ascorbate, which are present in most
biological systems. Oxidation of critical SH groups is responsible for
the inhibition of mitochondrial and cytosolic aconitase (necessary for
the Krebs cycle) and other critical enzymes in the mitochondrial
respiratory chain and disruption of the zinc-thiolate center at the
active site of enzymes. In the #rans form, a slight acidic pH will favor
reaction (3) supported mainly by i vitre experiments, whereas at
neutral pH, nitration reaction (4) need to be catalyzed by superoxide
dismutase (SOD) or transitional metals {Fe, Cu). For instance,
tyrosine nitration may lead to dysfunction of nitrated proteins such as
SOD, actin, and neuronal tyrosine hydroxylase. At slight
alcaline pH (8), ONOO" will isomerise directly (5) in nitrate (NOy).
Moreovever, in the presence of plasma, proteins, glucose, or
gluthatione, ONOO" can form intermediates that act as NO donors.

factor(s)” of sepsis may be cytokines (particularly IL-
1, TNF-a) which act to depress myocardial perfor-
mance via NO/cGMP-dependent mechanisms.*®
Moreover, ONOO" mediated tissue injury has been
implicated as being important in the pathogenesis of
ARDS. Peroxynitrite is able to inhibit mitochondrial
respiration, or a,-antiprotease which protects the lung
from PMNs-dependent proteases, to damage surfac-
tant components, and to alter amiloride sensitive-Na’
channels which play an important role in the control
of pulmonary cedema.®® It might also induce lipid
peroxidation as well as protein and DNA dysfunction
with tyrosine nitration.® Nitric oxide could also react
with H,0, generating a highly ROS, the singlet O,.%7
Sites of inhNO action on inflammation: The 7th site of
action noted in Figure 1 indicates the anti-hypertensive
and oxygenative properties of inhNO. Morcover, inhNO
might have a predominant effect on postcapillary sphinc-



rs reducing the resistance more on the venous than on
¢ arterial side of the pulmonary circulation,® and the
essure-driven cedema. Inhaled NO attenuates the
crease in pulmonary vascular permeability resulting
xm infusion of xanthine/xanthine oxidase, and glu-
se/glucose oxidase, respectively O,, and H,O, gener-
ng systems (#6 action). After 4 days of NO inhalation
8 parts-per-million - ppm -), PMNs from bron-
oalveolar lavage in ARDS patients showed a reduction
spontaneous H,0, production® (possibly explained
NO scavenging of O,": #6 action). Indeed, Garat ¢t
40 observed that 10 ppm inhNO during prolonged
posure to 100% O, decreased pulmonary cedema,
creased lung endothelium permeability, and increased
eolar liquid clearance. Inhaled NO reverses the car-
vascular and respiratory disorders of eicosanoid (#5
ion)* or amine (#4 action) infusion. It reduces the
Imonary platelet and PMNs sequestration,*? probably
inhibition of aggregation*® and /or adhesion of these
Is (#3 action). Chollet-Martin et 4/,% also showed
1tinhNO decreases £,-integrin CD11b/CD18 expres-
n (#3 acdon) and the high levels of cytokines (IL-6
1 IL-8) decreased in bronchoalveolar lavage fluid
sernatants after NO inhalation (#2 action). Finally, the
tential beneficial interrelations of these different
ions, and the critical timing of inhNO initiation in a
model of acute lung injury** outline the importance
re-establish as soon as possible the tonic inhibition of
)RF/NO suppressed by inflammation (#1 action).

TRAPULMONARY EFFECTS OF INHALED NITRIC OXIDE
e fundamental question of how EDRF/NO exerts its
logical activity, particularly its transport to molecular
zets, remains unknown.” Metal nitrosylation with he-
ind nonhzm proteins as well as the reactions of NO
h nucleophil groups (e.g., sulthydryl, amine) of amino
1s, peptides, and proteins lead to the potential interac-
15 and formation of many nitrosyl-hem adducts,
onprotein-nitrosothiols, S-nitrosylated proteins,? ni-
sylated Fe-sulfur clusters, nitrosamines, and others.
ols present the greater prevalence and reactivity over
er biological nucleophils, and sulthydryl radicals are
nd abundantly in proteins. Particularly, the S-nitroso
1mins*® and S-nitrosohzmoglobins’ might constitute
eservoir which could protect EDRF/NO from its
-tivation in the blood stream, and have EDRF-like
perties distant (spacially and temporally) from its site
roduction.*

\DIOVASCULAR EFFECTS OF INHALED NITRIC OXIDE
1 previous study,*® we have already suggested that
NO has a direct cardiac effect identical to that of
othelium-independent nitrovasodilators, such as
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depressed myocardial contractility,improved ventricular
relaxation and diastolic distensibility.*” Frostell ez al3
observed a slow decaying effect on PAP from previous
NO inhalation for which they proposed a mechanism of
storage or binding of NO to proteins or the formation
of thiols in lung tissue. Shah et /.48 reported a small but
significant drop in systemic arterial pressure only at the
highest Fiy, (80 ppm).

PLATELET EFFECTS OF INHALED NITRIC OXIDE

It is well known that platelets flowing through the
lungs treated with inhNO will show increased cGMP
level,** and this may prolong the bleeding time.
Recent data have shown that inhNO decreased
platelet aggregation in patients suffering from
ARDS,*? but had no effect on platelet aggregability
nor bleeding time in healthy subjects.*

RENAL EFFECTS OF INHALED NITRIC OXIDE

We have also established that 40 ppm inhNO increases
renal blood flow, glomerular filtration rate and diuresis
in pigs, independenty of its effect on pulmonary and
systemic hzmodynamics.5° In view of the rapid renal
response to application and discontinuation of inhNO,
we postulate that inhNO may be accompanied by non-
selective, extrapulmonary effects due to local delivery of
NO on peripheral territories including the renal bed.

Therapeutic indications of inhaled nitric oxide
Pediatric patients

PERSISTENT PULMONARY

HYPERTENSION OF THE NEWBORN

In neonates with PPHN, inhNO is very efficient to
reduce PAP and PVR, improve the oxygenation, and
avoid the treatment with extracorporeal membrane oxy-
genation (ECMO).}¢ The increase in flow through the
lung can in turn increase EDRF/NO production by the
pulmonary endothelial cells, through stimuli such as
Pa0, (O, is a cosubstrate of NOS) and shear stress. The
persistent feetal circulation is probably due to immature
EDRF/NO response or impaired endogenous EDRF/
NO activity.%! Several prospective clinical trials are under-
way to determine if inhNO is really the ideal therapeutic
agent for this pathology, without any toxicity and adverse
reactions.

CONGENITAL DIAPHRAGMATIC HERNIA

Similar to PPHN, congenital diaphragmatic hernia is a
disease in which potendally reversible pulmonary
hypertension may produce hypoxzmia. Various
reports mention the usefulness of inhNO improving
oxygenation before proceeding with repair of the
diaphragmatic hernia.5?
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CONGENITAL HEART DISEASE

Of the various congenital heart diseases, many are asso-
ciated with progressive pulmonary hypertension,
reversing the left-to-right shunt (due to a defect at the
atrial, ventricular, or aortopulmonary level) to a right-
to-left or bidirectional shunt (Eisenmenger’s syndrome)
leading to clinical cyanosis and the secondary manifes-
tations of chronic hypoxzmia. In these conditions, re-
ports indicate that inhNO is efficient in reducing PAP
and improving oxygenation.>® Other applications of
inhNO involve perioperative pediatric surgery, and are
adressed in the Heart/lung surgery section.

Heart/lung surgery

The pathogenesis of organ injury following extracor-
poreal circulation involves many inflammatory cas-
cades and cellular components of the immune system.
Pulmonary hypertension is a common feature follow-
ing congenital heart defect repair in children, valvular
or coronary artery bypass surgery in adults,'” or heart
and/or lung transplantation.

One therapeutic approach is to target the PMNs
with mechanical removal of circulating PMNs or mod-
ulation of the adherence of PMNs to endothelium.
Another approach is to recreate the inhibitory influ-
ences which were attenuated during the inflammatory
process (sce Inflammation section).

Several publications!”** have shown that inhNO is
efficient in reducing pulmonary hypertension in these
situations and most of the pediatric cardiac surgery
teams, which have the opportunity, are using inhNO
as first medication. Inhaled NO is the medication of
choice for treatment of pulmonary hypertension and
hypoxzmia following cardiopulmonary bypass or the
use of a ventricular assist device,’® for mitral valve re-
placement,!” coronary artery bypass graft,!” heart or
lung transplantation, and pulmonary embolism.¢

Primary pulmonary hypertension

Primary pulmonary hypertension was the first pul-
monary hypertensive syndrome reported to respond
to inhNO. Sitbon ez 4157 concluded that inhNO could
thus now be regarded as the gold standard screening
agent in patients with PPH evaluated for vasodilator
therapy, although its long-term use and safety in these
patients remains to be evaluated. Other issues such as
dose-response data, its effects on oxygenation and its
role as a bridge to lung transplantation also need to be
adequately assessed.

Chyonic obstructive pulmonary disease and pulmonary
fibrosis

The efficacy of inhNO to decrease the pulmonary
hypertension observed in COPD!! and pulmonary
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fibrosis!? is well recognized. However, the sffect of
inhNO on gas exchange in such patients some-
times been disappointing despite concomitant and
consistent reduction in pulmonary hypertension.!! As
mentionned in the Oxygenation section, this defect is
due to the reversion of HPV by inhNO. Other authors
reported an improvement in arterial oxygenaton.®®
Once again appropriate studies are necessary to deter-
mine the real adequacy of inhNO with such patients as
a long-term therapeutic strategy.

Bronchospastic disease

Inhaled NO is a powerful bronchodilator comparable,
and additive, to B,-agonists in animal models of
induced bronchospasm.®® In healthy men, inhNO (80
ppm) had a modest bronchodilatory effect compared
to f3-sympathomimetic drugs, where it only slightly
increased conductance.5® The same dose had no effect
on airway tone of healthy volunteers and COPD
patients, and only weak bronchodilatory effect in asth-
matic patients.’! There is a relatve dosc/effect rela-
donship with increased doses showing successively
stronger effects on oxygenation, pulmonary hyperten-
sion, and bronchomotor tone.

Acute respiratory distress syndrome

Initially viewed solely as a surfactant abnormality,
identical to that seen in neonatal respiratory distress
syndrome,®? ARDS is now considered as an inflamma-
tory process, the magnitude of which transcends the
pulmonary lesion and includes involvement of the
microvasculature in multiple organ systems.%® There-
fore, in patients suffering from ARDS, the pattern of
inflammation, as previously described, is prominent,
and the endothelial dysfunction seems most often to
preceed the epithelial injury.

Almost three decades after the first description of
ARDS by Ashbaugh et al,? the survival rate is not
markedly improved despite complex and expensive
curative technologies.®* The intrinsic heterogeneity of
study populations, the potential confounding influence
of variables other than primary damage, and the highly
variable time-course to complete resolution or death, all
hamper the ongoing evaluation of new therapies and
underline the need for larger sample size. Ventilatory
support remains the cornerstone of ARDS clinical man-
agement. The benefits of PEEP were first noted by
Ashbaugh et 2152 Several other ventilatory approaches
have been tested including inverse-ratio, pressure-con-
trolled and high-frequency jet ventilation, permissive
hypercapnia, ventilation in prone position, ECMO, or
intravascular oxygenators. The main goal of these stra-
tegies is to increase systemic oxygenation and at the



ae time reduce the potential O, toxicity, barotrauma
1/or volotrauma. However, no randomized con-
lled trials have found clear benefit of these therapies.
e other experimental approaches to ARDS aim at
itng the pulmonary damage and the inflammatory
wess. Using exogenous surfactant, perfluorocarbon,
iitrine, pentoxifylline, PGE,, antagonists of PAF, IL-
INF-a or leukotriene B, receptors have shown some
:ouraging results. But are they efficacious on human
DS, without side effects and complications, and are
y affordable?
As previously demonstrated, inhNO’s local effects on
monary hypertension and consequently on right ven-
ular dysfunction, oxygenation, inflammation or pul-
mary cedema, argue for its use in ARDS. Moreover,
extrapulmonary effects of nhNO (i.c., against platelet
vation,** cardiac positive lusitropic,*% and renal
itective® effects) could also be helpful on the systemic
orders observed with ARDS.
However, at this time, it is impossible to corroborate
prognosis of the disease and the efficiency of the
NO treatment on the pulmonary function. Wenstone
1 Wilkes®” mentionned that it seems unlikely that new
rapies directed solely at treatment of the lung will
uce the mortality significantly from what is essental-
an inflammatory systemic discase. Owing to the
ence of appropriate studies, several unresolved ques-
1s persist: 1) Incidence of inhNO on ARDS mortali-
2) Methodological criteria for NO inhalation on the
vice of time and patients to treat, NO dose-response,
icomitant treatments? 3) Potental toxicity of inhNO?
: Toxicology section).
We undertook an analysis, to our knowledge, of all
ilable data pertaining to the treatment of ARDS with
NO in order to obtain a larger sample size and a bet-
idea of the heterogeneity between studies (Table).
1) McIntyre ez al.%® noted that “In the studies done
Rossaint!® and Gerlach,!* the majority of patients
[ ARDS as the result of direct lung injury. Two-
ds of the patients also had ECMO. Thus, it is
lear if these results may be extended to patients with
DS due to systemic ztiologies not treated with
MO.” If the noteworthy work of Murray ez #..%°
sed establish a universal definition of ARDS, the
ical remark of McIntyre ef 4l.%® questions the het-
geneity of populations and treatments between the
1al studies on ARDS treated with inhNO. With our
lysis, the global survival rate of ARDS patients with
NO (n=256) is 54.7%, which is not different from
vious studies not using inhNO.5? Moreover, when
distinguish the pulmonary from systemic ztiology
ARDS, we find respective survival rates of 69.4%
98) and 40.2% (n=97).
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Since the first enthusiastic report of Rossaint et al,!?
and despite the recommendations of the American-
European ARDS consensus,®® no study has been appro-
priately designed to address the clinical outcome of
ARDS patients treated with inhNO. Small sample sizes,
heterogeneous populations and treatments, as well as se-
lection bias (only 5/28 studies'357%72 were clearly
randomized), plagued previous studies on the effect of
inhNO in ARDS patients. Moreover, none of them used
a control group without inhNO monitored in parallel
except Chollet-Martin ¢t 423 whose main objective was
not the survival rate, Blaise ez 4172 who realized a pilot
randomized controlled clinical trial, and Rossaint ez al73
whose study was retrospective. Several of these studies
carried out a cross-over design with PGL,'357! or almi-
trine’*75 to study the efficiency of inhNO on hypoxzmia.
This design, however, cannot address important clinical
outcomes such as survival or weaning and is very limited
by the fact that ARDS condition is not stable in time.
The lack of consistency in previous studies could result
from the high variety of ARDS ztiologies, the large Fi,,
(10 parts-per-billion - ppb -!* to 128 ppm7’%) and age (17
to 817%77 years) ranges. Most of the authors used a uni-
que Fiy, dose, which does not optimize treatment.
Finally, several studies used concomitant treatments such
as ECMO,13.146573.78 nermissive hypercapnia,”®”” 798¢ or
vasoactive drugs, 8667476798182 which make it difficult to
compare outcomes. Two other multicenter randomized
prospective clinical trials are under way to determine the
exact role of inhNO in ARDS morbidity and mortality.

2) Despite the improvement in PAP and oxygena-
tion, it was not possible to find an improvement in the
survival rate induced with inhNO in patients sufferring
from moderate to severe lung injury. It is possible that
inhNO has been used at a late stage of the disease,!® and
that early treatment could be more efficient on mortal-
ity, as suggested by experimental report.* The effects of
inhNO appear within 10 seconds after initiating treat-
ment,” and reverse as rapidly after stopping treatment.
Tachyphylaxis has not been demonstrated, but depen-
dence on inhNO for maintaining arterial oxygenation
and pulmonary hzmodynamic stability occurs. In our
own experience’” of sepsis-induced ARDS, we have ob-
served that inhNO initially improved PAP and oxy-
genation. This effect was sustained in dme but no
secondary improvement in pulmonary function
occured after the inital effects, and the mortality rate
was the same in the group of patients treated with
inhNO (n=15) and in the control group (n=15).

A first predictive indication seems to come from the
ARDS etiology (direct versus indirect lung injury).
During the past two years, it became evident that sev-
eral authors tried to define a subgroup of patients to
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TABLE Available data on treatment of ARDS with inhNO.

981

69—
Reference n=  Age- LIS- iPAP,, fPAP,, iPaQ/FiO,  fPaQ/FO, Fiy, % NR Swrvival rate
mrge w
(Years) (mmHg) (mmHg)  (mmHg) (mmHg) (ppm) (%)
Rossaint!? 10 1746 320-400 37:3 302 15215 199 + 23 18and 36 - 80
Gerlach™ 12t 9-53 3.00-400 417:42 289:14 753282 - 0.001-100 - -
Gerlach?® 3 13-35 3.00-375 - - 58 +13.1 75.411 006023 0 100
i80 4 = 29+02% 3412 287 82+ 37 126 = 79 10-20 0 50
Ricou?? 5 N >2.50 35+35 31.8:34 - = 2545 80 =
Bigatello® 13 22-71 300400 34:19 30:19 126 : 9.6 149 + 10.1 040 54 3l
Germann® 6 - >250 333:21 269=+25 1172:11.8 1481:138 10 - -
Puybassct™ 6 20-81 250-350 3323 - - = 0.1-5 0 83
Wysocki” 17 1971 275-366 30:12 2612 88+7.3 98+9 5-10 59 -
Young”® 14 2075 - 376+53 359259 94:112 = 8-128 39 -
11 2081 250-375 31:6 28+ 4 184 + 67 270 + 87 2 - -
Mira® 6 - 3.00-350 43 36 79 118 15 100 17
Monchi® 19 - - - - - — 15 47 =
Roupie® 17 - >2.50 - - - = 10 65 -
Steltzer® 2% - > 250 = - - = - 64 43
Samama*? 6 25-64 2.00-3.70 268 218 151 £ 70 244 + 83 3 - 100
Rossaint®s 108 11-30 250400 3312 2821 135+ 18 195 + 27 18and 36 - 70
Fierobe®® 13 1845 250400 361:12 313:17 103:13 142£175 5 23 69
Mclntyres® 14 18-80 - 411218 343:13 695+39 100895  20and40 29 50
Blaise™ 151 20-72 280-375 302x12 269:13% 11941136 1898:134% 85:26% 333 40
Rossaint’? 28 1-62 250400 3512 3122 98 + 8 132 £ 12 0.01-25 46 69
Lu™ 6** 25-69 2.30-3.00 3182 - 99+ 8.7 158.411 0.1545 - 67
Lew™ 20 2080 360:02% 31:3 30+2 78 + 10 130 = 25 5-10 5 70
Levy® ET) S 3.45% 2943 28+2 818 - 5 7 =
Lowson*® 1/2% 10 3667 275400 38:35 - 136 168 17147 5-20 10 50
Lowson* 2/215 8 22-72 275400 364:25 - 938173 114,411 0.1-10 13 38
Chollet-Martin® 91" 16-60  2.00-4.00 - - 114292 182+ 115 18 11 -
Walmrath™ 16  22-72 2.60-330 348:22 33:18 115117 144+ 145 240 = 56
Krafft®” 25 19-74 250400 - - 93+7.6 = 18and 36 60 44
TOTAL (28) 379 1-81  2.004.00  26-43 21-36 58-184 75.4-270 0.01-128  115/301 140,256
34309 294:08 10667 155 = 9.9 38.2%  54.7%
Abbreviadons:

n=sample size; LIS-range: lung injury score of Murray et al%%; iPAP,: initial mean pulmonary arterial pressure; fPAP),: final mean pulmonary
artcrial pressure after inhNO treatment; iPaO,/FiO,: initial hypoxia score; fPa0,/FiO,: final hypoxia score after inhNO treatment; Fiyo:

inspired fraction of NO; %NR: percentage of nonresponders to inhNO.

Footnotes:
The study of Lowson et a/'® was divided in 2 parts;
The 2 paticnts of Gerlach et al.7® were included in this study;

Five of these patients were previously presented'?;

1
t The authors have excluded 7 ARDS patients of sepsis origin, 3 of which were nonresponders to inhNO treatment;
§
1

The authors used a control group treated with usual care comprising of 15 patients;

| The ARDS patients were matched with 57 control patients;
** Five nonresponders to inhNO treatment were excluded;

1t The authors used a control group comprising of 5 pauents;
# Only mean values were available;

$§ These results were obtained after determination of the initial optimal Fiy, during the inclusion-day;

1 The values were calculated from indicated percentage increases.

treat. The consequence was the appearance of nonre-
sponders to inhNO. First described by Ricou and
Suter,®® several authors proposed different criteria to
define ‘nonresponders.!5.6871-74768187 A Jevel of
improvement of 20% in hypoxia score (Pa0O,/FiO,) is
found in the majority of the literature, but we also agree

with Lowson ez 2.1 that all patients presenting an in-
crease in Pa0,/FiO, due solely o inhNO must be con-
sidered as a responder. By using each author’s criteria,
we found that the survival rate in responders was 59.2%
(n=71), significantly higher than that of nonresponders
(23.2%; n=43).
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Possible reasons about nonresponsiveness to inhNO
lude the patient’s age,s ®tiology (sepsis is mainly
riminated),”> pathophysiology and severity of the
ult,7*82 particularly the V/Q mismatching (as in
JPD)%73 or an impaired cardiac reserve.®” Other
>otheses include a failure in the target enzyme (i.e.,
: soluble guanylate cyclase of pulmonary vascular
ooth muscle)®82 and an inappropriate concentration
exogenous NO.”3
To avoid this latter situation, we recommend the
ablishment of an optimal dose against oxygenation
d/or pulmonary hypertension. In our clinical
1,72 the minimum Fiy, which had a maximal effect
PaO, was determined daily for every patient. This
tmal Fiy varied from 500 ppb to 40 ppm, accor-
1g to the protocol, and the mean dose used for the
al inhNO treatment duration (8.1 + 1.3 days) was
5 + 1.8 ppm (mean = SE). '
Inhaled NO could reversibly inhibit the NOS present
the airways and pulmonary circulation and decrease
: endogenous pulmonary NO produced.’87® This
wn-regulation of pulmonary NOS could explain the
ound pulmonary hypertension often seen when
INO treatment is suddenly interrupted.®® Daily opti-
il Fiy, determination, through regular reverse dose-
ponse assessments allowed patients to be gradually
aned from inhNO and limits this risk.
It is interesting to note that Levy ez a7 found a
srtality rate of 30% (n=20) when using therapeutic
timization (inhNO, vasoactive drugs, permissive
percapnia, PEEP, pressure-controlled with inverse
io ventlation, tracheal gas insufflation, prone posi-
n, pleural drainage, continuous hzmofiltration,
nsfusion, treatment of infection and corticosteroids)
ARDS patients. The use of concomitant treatment to
1NO scems to be one other way of the future.

agnostic indications of nitric oxide

agnosis of pulmonary hypertension reversibility

FORE CARDIAC TRANSPLANTATION

naled NO (80 ppm) was used in 11 patients to test
: reversibility of pulmonary hypertension, and estab-
1 the indications for heart or heart/lung transplanta-
n.% Inhaling low levels of NO may provide an
portant and safe means for evaluating the pulmonary
sodilatory capacity of patients with congenital heart
ease without producing systemic vasodilation. In
dition, studies have suggested that inhNO can be
scessfully used for graft dysfunction following lung
nsplantion, even in life-threatening situation.
However, several cases of pulmonary cedema have
en observed in patient candidates for heart trans-
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plantation in whom inhNO was used as a screening for
the reversibility of pulmonary hypertension.®® This
adverse cffect will be discussed in the Toxicology,
Potential toxicity pertaining specifically to inbaled
nitric oxide section.

AFTER NEONATAL CARDIAC OPERATION

The use of a short challenge with inhNO was reported
after operation in the neonate with congenital heart dis-
ease and proximal pulmonary artery hypertension or
excessive cyanosis. The results of such a challenge may
be used advantageously to direct therapy in the padent
with pulmonary vasoconstriction who shows response
to inhNO or in the patient who is nonresponder to
inhNO with indication of further investigation of surgi-
cally remediable obstruction to pulmonary blood flow.

Determination of the diffusion capacity at the
alveolocapillary membrane

Carbon monoxide (CO) is used to measure the pul-
monary diffusing capacity (D, ) because of its very high
affinity for hzmoglobin, and because of its uptake
almost independent of capillary blood flow. Various fac-
tors favor the replacement of CO by NO. The velocity
constant of combination of NO with hzmoglobin is
almost 280 times faster than that of CO and about 5
times faster than that of O,. Nitric oxide is close to
twice as soluble in water than CO (at 37.5°C). Nitric o-
xide has 1 500 times more affinity for hemoglobin than
CO, and a D, value four-fold greater.”® Nitric oxide is
therefore more independent of capillary blood flow
than CO, and better suited to measure D .

Exhaled nitric oxide

Breathholding from 5 to 60 seconds increased peak
exhaled NO from 6.1 + 2.2 ppb to 143 + 48 ppb respec-
tively, but end-expiratory NO levels only increased from
3.9 £ 0.7 ppb to 11 + 2.9 ppb.92 Smokers are known to
have lower levels of exhaled NO, while intubated pa-
tients showed no exhaled NO, or extremely low levels in
their exhaled air.? It is now known that asthmatic and
bronchiectatic patients exhale greater peak levels of NO
when not treated with inhaled corticosteroids, as
opposed to those under treatment and normal subjects.
Furthermore, symptoms of upper respiratory tract infec-
tions markedly increased the concentration of exhaled
NO (315 + 57 ppb).?? These studies emphasize the fact
that chronic inflammation in the respiratory tract may be
cytokine-mediated, and that exhaled NO could be used
to assess disease severity and thereafter to judge the effi-
cacy of approprate treatment. Exhaled NO in septic
shock might be used as a marker of endogenous NO
production and correlated to the plasma level of NO, .
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Gerlach ez al.° found that exhaled NO was mostly
produced in the upper airways, and Lundberg ez 2/
confirmed that NO originates mainly from the epithe-
lium of the paranasal sinuses in concentrations ranging
from 890 ppb to 23 300 ppb. Inhaled endogenous
NO may enhance the pulmonary O, uptake or contri-
bute to the successful circulatory adaptation necessary
at birth by controlling pulmonary and airway blood
flow and airway diameter. Localized responses, includ-
ing secretory immunoglobulin A, mucus, and the
rapid flow in the respiratory tract are important first-
line host-defense mechanisms that protect our internal
and external environments. Inhaled endogenous NO
was shown to be implicated in all these phenomena,
particularly controlling the epithelial ciliar motility or
killing bacteria.

Toxicology

Acute toxicity of nitric oxide and nitrogen dioxide

The inhalation toxicology of NO and NO, are diffi-
cult to ascertain separately because of the oxidation of
NO to NO, (and other NO,) in the presence of O,.
Nitric oxide and NO, have been responsible for a
death which occured in 1967 during anasthesia. A
nitrous oxide (N,O) cylinder had been contaminated
by a large amount of NO and NO,. Nitric oxide and
NO, are also responsible for the death occurring as a
result of silo filler’s disease, when farmers go inside
poorly ventilated silos and inhale large amounts of NO
and NO,. In these situations, a pulmonary cedema
with increased permeability was induced by the oxida-
tive stress due to NO, NO,, resulting in an acid pneu-
monitis. It is expected that human exposure to 25
ppm NO, for 60 minutes can lead to respiratory irri-
tation and chest pain, whereas 50 ppm can cause pul-
monary cedema.?®

Health and safety standards

Threshold limit values have been set by the USA.
Occupational Safety and Health Administration (OSHA)
for permissible exposure limit for workers. The OSHA
has set permissible exposure limits for NO not to exceed
25 ppm for an 8-hour time-weighted average period, and
for NO, not to exceed 5 ppm during any part of the
working day. On the other hand, the U.S.A. National
Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH)
has set the recommended exposure limit for NO, not to
exceed 1 ppm for a 15 minutes exposure, and a maxi-
mum inhaled NO, level of 5 ppm. The U.K. standard set
by the Health and Safety Executive is 3 ppm NO,, and in
France 2 ppm for NOs. Although there is consensus for
NO exposure limits, NO, is still controversial.
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Toxicity pertaining specifically to nitrogen didpide
Nitrogen dioxide is an oxidant gas that contaminates
ambiant air in many urban and industrial sites, and
indoor air in homes with combustion appliances. The
primary site of damage after NO, inhalation is the ter-
minal bronchioles and the proximal alveoli. Like ozone
(0;), NO, causes oxidative damage that results in the
generation of free radicals that may oxidize amino acids
and initiate lipid peroxidation in pulmonary cell mem-
brane. The lung injury is characterized by increased
extravascular lung water, extravasated erythrocytes, type
II pneumocytes hyperplasia and accumulation of fibrin,
polymorphonuclear cells and alveolar macrophages in
the alveoli. Nitrogen dioxide may adversely affect the
efficiency of lung defense such as the mucocilliary cle-
arance, the alveolar macrophage, and the immune sys-
tem. However, the combined effect of pulmonary
inflammation, high FiO,, high ventilatory pressure and
NO, on long term pulmonary function is not known.

Potential toxicity pertaining specifically to inhaled
nitric oxtde

Nitric oxide is 5 times less oxidant than NO, and 25 to
50 times less oxidant than O,. Concentrations of inhNO
as high as tens of ppm have been given to patients for
weeks without apparent toxic pulmonary effects, and 80
ppm inhNO in healthy volunteers or in patients with
COPD did not affect airway conductance.®!

The safety levels of the above mentionned adminis-
trative authorities are based on earlier studies on NO and
NO, toxicity. Interpretation of those studies in the con-
text of long-term administration of inhNO is compli-
cated by several factors. In our opinion, standards must
be revised and adapted, taking into account that patients
may inhale the gas 24 hours a day for long periods of
time, and our better knowledge of inhNO dose-effi-
ciency and indications (dose-response relationship for
bronchodilaton, vasodilation, and oxygenation).

It was suggested that the potential toxicity of
inhNO comes not from NO itself but from its reac-
tion product with O,", i.e., OONO- (Figure 2).% D-
irect intratracheal administration of inhNO could be
noxious since it might induce local mucosal lesions
on the epithelial lining of airways, and decrease the
surface activity of alveolar surfactant dependently
of the relative concentrations of individual species
(0,”, NO, ONOO") responsible of its pro-oxidant
activity. Inhaled NO may exert a negative feed-back
on the endogenous pulmonary vasodilation which
creates dependency of treated patients to the inhNO
therapy.

The other potential dangers of inhNO come from its
extrapulmonary effects. The platelet effects of inhNO
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:rease the bleeding time only in presence of coagu-
sathy.#? Cardiac activity may have adverse effects (pul-
onary cedema) in patients with severe heart failure.?
1e cause of pulmonary cedema development was
iclear and a mechanical origin (increased pulmonary
:dge and left ventricular filling pressure), associated
th a poor left ventricular function, and/or an altera-
»n of the permeability induced by inhNO was propo-
d. However, a theoretic analysis®” has established that,
this situation, an increase in pulmonary venous pres-
re was compatible with a drop in PVR. We have
icountered the same problem with two young women
ith PPH who developed pulmonary cedema (Blaise G,
ancceur M, Troncy E, unpublished data, 1996). Also,
hNO caused a severe systemic hypotension in a cardiac
:onate defect by reversing the left-to-right shunt.??

In most clinical situations, methzmoglobin levels
main low during inhNO therapy and no bleeding com-
ications occured. The disease and the conditions of use
"inhNO therapy®® (high concentrations, long duration
 treatment, concomitant intravenous nitrovasodilators,
c) may influence the rate of formation of methzmoglo-
n. Indeed, Dyar et 4l observed a linear increase of
ethzmoglobin with 512 ppm inhNO (in shecp), and
und that it increased to 11% after only 20 minutes of
halation, confirming that increase in methzmoglobine-
ia is both time and dose-dependent. Moreover, some
itients may have a partial (such as native Americans) or
ymplete (immature system in neonates) deficiency in
ethzmoglobin reductase. With careful monitoring and
)propriate management, it appears that inhNO is safe
r these patients. An increased methzmoglobinemia is
wally easily treated by reducing the Fiy; only rarely
ses a treatment with methylene blue or N-acetyl-L-cys-
ine have to be used. In one case,”® methzmoglobinemia
creased up to 14% (with 80 ppm) and was treated with
)0 mg vitamin C and a blood transfusion where it re-
rned to 8%. The dose-dependent methzmoglobinemia
»uld be increased with a deficiency in glucose 6-phos-
1ate dehydrogenase (G6-PD). Individuals with this defi-
ency, most frequently of African or Mediterranean
Araction, are asymptomatic until oxidative stress such as
,0, depletes the glutathione reductive pathway in the
ythrocytes, inducing methzmoglobinemia formation.

onclusion

1 1994, Frostell 1% wrote “It is a sincere hope that
ic promising development of inhaled nitric oxide as
\erapy ... is not jeopardized by our own over enthu-
astic and ill-advised use outside randomized trials.”
1 1997, the question of the real therapeutic role of
hNO remains. With the discovery of extrapulmonary
Yects of inhNO, its useful range of action will tran-
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scend the pulmonary area and the classical view of
inhNO as a selective pulmonary vasodilator. The impor-
tance of indicating inhNO in neonatal and pediatric
critical care is becoming more evident every day. With
regards to its potential deleterious effects, the parame-
ters of inhNO use need to be assessed, particularly in
adults. Inhaled NO should be used in a selective and
controlled manner in intensive care units if we wish to
avoid situations where disappointments surpass expecta-
tions. During and after cardiac and/or pulmonary
surgery, inhNO is a powerful therapeutic tool as a sclec-
tive pulmonary anti-hypertensive and oxygenative
agent. Its diagnostic indications of the pulmonary va-
scular reactivity and/or gas diffusion capacity status of
the patient provide a new path which should be
enthusiastically explored. Moreover, exhaled NO may
be useful as marker for asthma or inflammation evolu-
tion. In other pathologies such as acute lung injury, it
seems more appropriate to classify inhNO as an adju-
vant therapy than as a miracle drug, and its potential
preventive role in development of acute lung injury is
really promising but also needs to be fully elucidated.
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Chapitre 5

ETUDES EXPERIMENTALES



6.0 Etudes expérimentales animales.

6.1 Comparaison des effets du monoxyde d’azote inhalé et de la nitroglycérine
intraveineuse dans un modele d’hypertension pulmonaire induite par I’hypoxie
chez le Porc.

Le but de cette étude était de reproduire un modele d’hypertension pulmonaire hy-
poxique et son traitement par le NO inhalé chez une espéce, le Porc, qui n’avait pas encore
fait I'objet de travaux dans ces conditions au contraire de Agneau,** du Mouton,*”* du
Chien,*** du Porcelet nouveau-né,**) du Cochon miniature,”? du Veau®™ ou de 'Hom-
me.®” Le choix du Porc adulte était motivé par son analogie marquée avec ’Homme sur le
plan de la physiologie et de la pharmacologie cardio-respiratoire.”

Notre hypothése était de confirmer les résultats obtenus avec les autres especes du
caractére vasodilatateur pulmonaire sélectif du NO inhalé et de montrer ses avantages par
rapport & linjection intraveineuse d’un vasodilatateur nitré, la nitroglycérine, et ce en les
comparant systématiquement sur différents parameétres hémodynamiques (pulmonaire et
systémique) et respiratoires (ventilation et échanges gazeux) a partir d'un point de départ
commun, 4 savoir un effet anti-hypertenseur pulmonaire similaire pour les deux thérapies.
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Summary

Pulmonary hypertension is usually treated with intra-
venous (i.v.) vasodilators, but their use is limited by
systemic effects. In the current study, we compared
the effects of inhaled nitric oxide and intravenous
nitroglycerine on pulmonary and systemic haemo-
dynamic responses as well as on gas exchange meas-
urements in anaesthetized pigs whose pulmonary
pressure was increased by hypoxia (FiO,=15%). Both
treatments reduced pulmonary pressure to the control
level. Inhaled nitric oxide did not affect systemic ar-
terial pressure but intravenous nitroglycerine de-
creased it from 126.2 to 108.8 mmHg (P=0.04}. Unlike

intravenous nitroglycerine, -inhaled nitric oxide in-
creased arterial PaO; from 5.3 to 5.9kPa (P=0.02).
Both treatments diminished central venous pressure
and left atrial pressure, suggesting a possible cardiac
effect. Inhaled nitric oxide was shown to be a potent
pulmonary vasodilator which attenuated pulmonary
hypertension and improved arterial oxygenation with-
out important direct effects on systemic pressure in
porcine hypoxia-induced pulmonary hypertension.

Keywords: nitric oxide, nitroglycerine, pulmonary hy-
pertension, systemic arterial pressure, cardiac effect,
pig.

Introduction

Pulmonary hypertension is a serious clinical problem
following cardiac surgery [1]. It may induce right vent-
ricular dilatation and cardiac failure with subsequent
problems when withdrawing from extracorporeal cir-
culation. Pulmonary hypertension, a disease which
can not be easily controlied pharmacologically, is still
an important cause of morbidity and mortality in
man [2,3]. intravenous vasodilators are very efficient
in reducing pulmonary pressure but their use is limited
by their side effects: systemic hypotension, hy-
poxaemia (because of the reversal of hypoxic pul-
monary vasoconstriction), decrease in coronary
perfusion and possibly heart failure (4,5].
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Nitric oxide (NO) is an endogenous vasodilator
which is produced in vivo by several different cells in
the body [6,7]. In the pulmonary circulation, NO is one
of the mediators responsible for a low pulmonary
vascular resistance. NO inhibits the pulmonary vas-
cular response to vasoconstrictors and hypoxia [8].
Moreover, during exercise, the increase in shear stress
from increased flow enhances NO production in the
pulmonary circulation and maintains pulmonary re-
sistance at low levels {9].

NO is a free radical with a very short half life that
binds with a very high affinity to the haem moiety
of haemoglobin which is therefore a NO scavenger.
Therefore, unlike the iv. nitrovasodilators, the
vasodilatory effect of inhaled NO is limited to the
lung [10,11].

In animals, inhaled NO (5-80 parts per million —
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p.p.m.) reversed pulmonary hypertension induced
by hypoxial12-14], thromboxane-mimetic infu-
sion [14,15], heparin—-protamine interactions[11], or
endotoxaemia[16,17]. In humans, NO is also a pui-
monary vasodilator in pulmonary hypertension in-
duced by hypoxia [18], chronic obstructive pulmonary
diseases (COPD)[19], adult respiratory distress syn-
drome (ARDS)[20], persistent pulmonary hy-
pertension of the newborn (PPHN)[21], and after
cardiac surgery [22,23].

Pig is often chosen as a model for the study of the
cardiopulmonary function in vitro[24,25] or in vivo[17,
26]. The magnitude of the hypoxic pulmonary vaso-
constriction varies greatly between and within
species [27]. Inhaled NO and hypoxic pulmonary hy-
pertension has not been studied in pigs. So, it is of
interest to evaluate in this model the same nitrergic
(molecule of NQ) treatment administered in two ways,
i.v., and inhaled. The use of a swine valid hypoxia
model will confirm the results found in other species
and will allow more detailed study of the mechanisms
of action of nitrergic treatments for pulmonary dis-
eases such as hypertension or inflammatory processes
(ARDS).

The purpose of this project was to compare the
respective effects of inhaled NO and i.v. nitroglycerine
(NTG) on pulmonary and systemic haemodynamic
parameters as well as on gas exchange in a hypoxia-
induced pulmonary hypertension anaesthetized pigs
model. The hypothesis was that in pigs as in other
animals inhaled NO, in relation to its pulmonary se-
lectivity, produces less side effects than i.v. NTG in
the treatment of hypoxic pulmonary hypertension.

Methods

Animals

This research project was approved by the Institutional
Research and Animal Welfare committee. All animals
were treated according to the Canadian Council on
Animal Care guidelines. Fourteen female pigs, weigh-
ing from 20 to 25kg, were used in this randomized
study and the nature of treatment distinguished two
groups: inhaled NO or i.v. NTG.

Instrumentation

The pigs were premedicated with i.m. ketamine (15 mg

kg~'). After a bolus of fentanyl (5pg kg~' i.v.) and
pentobarbital (6.5 mg kg~' i.v.}, a tracheostomy was
performed and volume-controlled ventilation was ini-
tiated (Ventilator 7200ae™, Puritan-Bennett, Carlsbad,
Ca, USA). Tidal volume was set at 15mL kg~ and
frequency was adjusted to maintain PaCO, between
5.0 and 6.5 kPa (Blood gases analyser IL 1620™, Coulter
Electronique du Canada Ltée., Ville St Laurent, Ca-
nada). Initial FiO, was fixed at 30% and monitored
with an oxygen analyser (Oxygen monitor 55680™,
Hudson RCl, Temecula, Ca, USA). Anaesthesia was
maintained with a continuous infusion of fentanyl
(3.8 ug kg~* h™") and pentobarbital {9.8 mg kg™' h™").
Muscle relaxation was achieved by a mixture of
d-tubocurarine (0.22mg kg~' h~'} and pancuronium
(0.15mg kg~' h~'). Lactated Ringer's solution was
infused at 15mL kg~ h~' as a standard for main-
tenance needs during open-chest surgery [28].

After instrumentation with the electrocardiographic
leads, an arterial pressure line (carotid artery), venous
infusion lines (external jugular vein, auricular vein), a
pulmonary artery thermodilution catheter (6 French
Swan Ganz catheter in the internal jugular vein) for
cardiac output (5 mL of cold normal saline in triplicate)
and central venous pressure monitoring, were in-
serted. Then, a median sternotomy was performed,
the pericardium was opened and two catheters (12-
gauge) inserted into the main pulmonary artery and
into the left atrium appendage. These were piaced for
respective pressure monitoring and for arterial and
venous blood sampling. The pericardium and the chest
wall were carefully closed with suture and metallic
wires. An urinary catheter was installed and rectal
temperature was monitored.

Experimental design

After the initial preparation, the study was delayed
until a stable physiological status was obtained. The
several pressures and blood gas values were main-
tained within the physiological ranges by adjusting
the saline infusion or the ventilator parameters. The
experimental protocol was divided into four stages of
20 min each: (a) base-line measurement, (b) induction
of pulmonary hypertension by hypoxia (FiO,=15%),
{c) intervention to treat pulmonary hypertension by
inhalation of NO 40 p.p.m. (from our preliminary data,
this concentration had the maximal effect on hypoxic
pulmonary vasoconstriction in this model, i.e. return

© 1996 European Academy of Anaesthesiology, European Journal of Anaesthesiology, 13, 521-529
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of the pulmonary pressure to its initial value) or a
perfusion of NTG, and (d) recovery (both the hy-
pertensive stimulus and the treatment were dis-
continued).

A mixture of 972 p.p.m. NO-N, (Air Liquide Canada,
Montreal, Canada) was directly injected into the in-
spiratory line of the ventilator circuit with a system
developed in this institution [29]. In this system, NO
injection is cyclic, occurring only during the inspiratory
phase of the mechanical ventilator with opening of a
solenoid valve triggered by an electronic circuit. The
flow was manually adjusted using a precision flow-
meter (Cole-Parmer, Niles, Il, USA). The concentrations
of NO and nitrogen oxides (NO,) were continuously
monitored using a chemiluminescence analyser (CLD
700 AL NO/NO, analyser™ Ecophysics Tecan AG,
Dirten, Switzerland). In pigs treated with i.v. NTG, the
dose was started at 1 pg kg~' min~' and progressively
increased until return of pulmonary pressure to base-
line level.

The following measurements were recorded every
5 min in each period: systolic pulmonary arterial pres-
sure (SPAP), heart rate (HR), cardiac output (CO), sys-
tolic systemic arterial pressure (SAP), left atrial
pressure (LAP), and central venous pressure (CVP).
Arterial and mixed venous blood gas variables were
measured once at the end of each 20 min period.

Statistical analysis

Seven animals were treated with inhaled NO and
seven with i.v. NTG. The statistical analyses were
performed with the SAS statistical analysis program.
All data and figures are presented as median (and
range) for each variable in each stage (1-4) for both
groups (inhaled NO or i.v. NTG).

Because of the small sample size, the non-Gaussian
distribution of the data, and the hypothesis to be
tested (i.e. the comparison of inhaled NO and i.v.
NTG treatments of hypoxic pulmonary hypertension
in pigs), a univariate non-parametric procedure was
used.

The Wilcoxon Rank Sum test for Independent
Samples compared the values of each variable during
one stage between the two groups of pigs (i.e. com-
parison of the variation between groups; o« =0.05), and
the difference between stages 3 (treatment) and 2
{hypoxia) between the two groups of pigs (i.e. com-

parison of the difference (3-2) between grog&s;
P1<0.05, Tables 1 and 2).

The Sign Rank Sum test compared the value of
two successive stages in the same group of pigs
undergoing the same treatment (i.e. comparison of
the difference within groups, and particularly the dif-
ference (3-2) within groups; P2<0.05; Tables 1 and 2).

Resuits

The stage by stage within groups comparison showed
that hypoxia significantly increased SPAP from 24 to
35.5 mmHg in the inhaled NO group (P=0.001) and
from 2310 36.2 mmHg in the i.v. NTG group (P=0.003)
(Fig. 1). Hypoxia had no or minimal effects on HR and
CO while, with the pooled group (n= 14}, the difference
was not statistically significant (P=0.34 and P=0.43,
respectively). The other haemodynamic variables did
not change.

Hypoxia induced a significant reduction in arterial
partial pressure of oxygen (PaO,; pooled group: P=
0.0001) (Fig. 2), mixed venous oxygenation (PvO,;
pooled group: P=0.001) and arterial and venous
haemoglobin saturations, but did not affect arterial
pH (pooled group: P=0.52) or arterial partial pressure
of carbon dioxide (PaCQ,; pooled group: P=0.73).

Figure 1 shows also the effects of inhaled NO and i.v.
NTG on pulmonary hypertension induced by hypoxia.
Both interventions reduced puimonary hypertension
to the same extent: by 31.3% (from 35.5 to 23 mmHg)
in the inhaled NO group; and by 27.2% (from 36.2
to 24.7 mmHg) in the i.v. NTG group (Table 1). The
difference (3-2) within group was statistically sig-
nificant in the inhaled NO group {P2=0.01), and in the
i.v. NTG group (P2=0.04). The comparison of the
difference (3-2) between groups was not significant
{P1=0.3). Neither inhaled NO nor i.v. NTG had a sig-
nificant effect on HR and CO (Table 1).

Figure 3 shows the effects of inhaled NO and i.v.
NTG on SAP. While the two interventions had a similar
effect on SPAP, they differed considerably with regard
to their effect on SAP (Table 1). Inhaled NO did not
change SAF, from 119.3 (stage 2) to 117 mmHg (stage
3) (—2.1%; P2=0.11), while i.v. NTG decreased SAP
from 126.2 to 108.8 mmHg (—12.8%; P2=0.04). The
comparison of the difference (3-2) between groups
was found to be significant for SAP (P7=0.01).

© 1996 European Academy of Anaesthesiology, European Journal of Anaesthesiology, 13, 521-529
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Table 1. Hypoxia and its treatment by inhaled NO or i.v. NTG on pulmonary and systemic haemodynamic varéa;les

{median and range values} in anaesthetized pigs

Hypoxia Treatment {3-2} (%) P2

SPAP {(mmHg) NO 35.5 {(12.5) 23 (10) —-31.3 (24.2) 0.01*
NTG 36.2 {15) 24.7 (19) —-27.2 (38.6} 0.04*
P1 0.3

HR (b.p.m.) NO 151 (24) 145.5 (23.5) +0.99 (22} 0.58
NTG 141.3 (49) 152.1 (24.3) +4.9 (27) 0.08
P1 0.1

CO (L.p.m.) NO 2.8 (2.05) 2.5(1.6) +3.2 (27.3) 1
NTG 2.8 (0.6) 271 +0.9 (32.3) 0.7
P1 0.45

SAP (mmHg} NO 119.3 (54.2) 117 (58} —-2.1 {12.3) on
NTG 126.2 (36) 108.8 {59.5} —12.8 (28.5) 0.04*
P1 0.01*

LAP (mmHg) NO 7.5 (6.75) 6.75 {(5.75) —8.9 (289) 0.03*
NTG 7.1 {5) 5.75 (10} —12.3(29.3) 0.049*
P1 0.53

CVP (mmHg) NO 5 {4.75) 4.75 {6.25) —~7.7 (35} 0.03*
NTG 5.5 {4.25) 455 (5.8) —13.6 (38.2) 0.04*
P1 0.756

(3-2): median {and range) value of the variation in percentage between stages 3 {treatment) and 2 {hypoxia).
P1: Pvalue of the Wilcoxon Rank Sum test for Independent Samples for comparison of the difference {3-2) between groups.
P2 Pvalue of the Sign Rank Sum test for comparison of the difference {3-2) within groups.

* P-value <0.05.

Inhaled NO decreased LAP from 7.5 to 6.75 mmHg
(—8.9%: P2=0.03) and CVP from 5 to 4.75mmHg
(—7.7%; P2=0.03). Intravenous NTG showed similar
effects on these variables: decreases of LAP from 7.1
to 5.75 mmHg {—12.3%; P2=0.05), and of CVP from
5.5 to 4.55 mmHg (—13.6%; P2=0.04).

The comparison of the difference (3-2) between
groups on the gas exchange variables was never sig-
nificant (P7>0.05; Table 2). However, in the within
groups comparison, if NTG i.v. did not affect oxy-
genation, inhaled NO improved PaO, from 5.25 to
5.9 kPa (+15.6%; P2=0.02; Table 2, Fig. 2).

Discussion

NO produced by the endothelial cells controls vascular
tone, arterial blood pressure, blood flow distribution,
platelet and leukocyte activation and smooth muscle
cell growth[30,31). NO, or a molecule containing
NO[32], corresponds with the Endothelium-Derived
Relaxing Factor (EDRF) discovered in 1980 by Fur-

chgott and Zawadzki[33]. lts binding to the haem
moiety of the soluble guanylyl cyclase stimulates the
enzyme, leading to an increase in intracellular cyclic
guanosine 3', 5 monophosphate (cGMP) levels. Cyclic
GMP activates cGMP dependent protein kinase which
phosphorylates myosin light chain kinase and Ca?*
transporters, causing stabilization of the inactive form
of myosin and complexation of intracellular Ca®*, sup-
porting smooth muscle relaxation [34,35]. Intravenous
nitrovasodilators such as sodium nitroprusside and
NTG also activate guanylyl cyclase, as NO is the active
moiety in their molecule. They release their NO into
both the pulmonary and systemic circulations, so that
systemic side effects accompany the pulmonary
vasodilation [5,36-38].

In anaesthetized pigs, hypoxia induced pulmonary
hypertension, which is mainly because of hypoxic
pulmonary vasoconstriction [13,14,37), and affected
the gas exchange variables. The other haemodynamic
variables did not change with hypoxia in this pig-
model. In other species, it has been shown that hy-
poxia had systemic effects (on SAP or systemic vas-

© 1996 European Academy of Anaesthesiology, Europesn Journal of Anaesthesiology, 13, 521-529
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Table 2. Hypoxia and its treatment by inhaled NO and i.v. NTG on gas exchange variables (median and range values) i§3
anaesthetized pigs

Hypoxia Treatment (3-2) (%} P2

Pa0, (kPa} NO 5.3 (3.0) 5.9 (3.2} +15.6 (32) 0.02*
NTG 5.8 (1.3) 5.8 (2.0) +0.2 (27) 0.87
P1 0.09

Arterial Hb sat (%) NO 75.8 (45.5) 78.5 (34.5) +35 (24) 0.36*
NTG 76.2 (19.4) 74.2 {29.6) —-3.2 (23) 0.73
P1 0.35

PvO, (kPa) NO 2.8 (2.6) 2.8 (1.5) +5.9 (42) 0.3
NTG 2.7 {1.5) 2.6 (1.3} —15 (41) 0.1
P1 0.22

Venous Hb sat (%) NO 35.8 (48.6) 36.7 (34.9) +7.8 (561) 0.3
NTG 30.1 (40.8) 28.2 (38.8) —1.2 (43) 0.72
P1 0.43

Aterial pH NO 7.43 {0.15) 7.45 (0.19) +0.01 (2.2} 0.58
NTG 7.41 {0.19) 7.4 (0.28) —0.1 (0.5) 0.26
P1 0.2

PaCO, (kPa) NO 5.6 (4.2) 5.1 (2.9} +5.6 (49) 1
NTG 5.0 {1.8) 4.8 (3.9) -4 (37.9) 0.7
P1 0.7

(3-2): median (and range) value of the variation in percentage between stages 3 (treatment) and 2 (hypoxia).

PT: P-value of the Wilcoxon Rank Sum test for Independent Samplies for comparison of the difference (3-2) between groups.
P2 P-value of the Sign Rank Sum test for comparison of the difference {3-2) within groups.

* P-value <0.05.
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Fig. 1. Variation in systolic pulmonary artery pressure {(SPAP) median values.The median values of SPAP for each period
{(base-line, hypoxic pulmonary hypertension, nitrergic treatment, recovery) for both groups {inhaled NO, n=17, thick ling; i.v.
NTG, n=7, thin line) are shown. Hypoxia-induced pulmonary hypertension (P=0.001 in the inhaled NO group; P=0.003 in
the i.v. NTG group, with comparison of the hypoxia values with the base-line values) was reversed with inhaled NO (P2=
0.01) and with i.v. NTG (P2=0.04).

cular resistance [12,13], HR[12,18] and CO[12,13,18]) thesia-related attenuation of the hypoxia-induced ca-
and influenced pulmonary circulation {(on SPAP and techolamines release may have minimized the cardiac
pulmonary vascular resistance[12,13]) and func- response to hypoxia [38].

tion [12,13,18]. In the model reported here, anaes- Pigs and dogs are two species known to present with
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Pa0: (kPa)
84
12
9- 3 P =0.0001
Lol =
6.7
=0.02
4
Baseline Hypoxia Treatment Recovery
Stage

[minhaled NO” Clintravenous NTG |

Fig. 2. Variation in arterial partial pressure of oxygen {Pa0Q,) median values. The median values of PaO, for each period
{(base-line, hypoxic pulmonary hypertension, nitrergic treatment, recovery) for both groups (inhaled NO, n=7, thick line; i.v.
NTG, n=17, thin line) are shown. A 15% FiO, induced hypoxaemia (P=0.0001 in the pooled group with comparison of the
hypoxia values to the base-line values). Intravenous NTG had no effect on Pa0, (6.3 vs. 6.27 kPa, P2=1). Inhaled NO

increased Pa0, by 15.6% (P2=0.02).

SAP (mmHg)
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[minhaled NO Dintravenous NTG |

Fig. 3. Variation in systolic systemic arterial pressure {SAP) median values. The median values of SAP for each period
{base-line, hypoxic pulmonary hypertension, nitrergic treatment, recovery) for both groups (inhaled NO, n=7, thick line; i.v.
NTG, n=7, thin line} are shown. Inhaled NO had no significant effect on SAP {—1.9%, P2=0.11). Intravenous NTG
decreased SAP by 12.8% (P2=0.04). The comparison of the treatment between groups was significant (P7=0.01).

strong and weak hypoxic pulmonary vasoconstriction,
respectively, [27]. Species differences in the levels of
soluble guanylyl cyclase in the pulmonary circulation,

in its activation by acute hypoxia [40], or in the nature .

and localization of this activation [39] may also be
important factors in creating the apparent differences
in response to hypoxia among sheep[12], dog(13l,
human [18] and swine.

Inhaled or i.v. nitrergic treatment completely re-
versed the pulmonary hypertension induced by hy-
poxia. These results agreed with previous data which
have shown that both endogenous{41] and exo-
genous NO[12-14,18,42] inhibit hypoxic pulmonary
vasoconstriction.

The main finding of this study was that, in the swine
model, for a similar degree of pulmonary vasodilation,
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i.v. NTG decreased SAP whereas inhaled NO did not.
Inhaled NO also improved oxygenation, while NTG
did not. These results suggested that most of the
inhaled NO which crosses the alveolo-capillary mem-
brane is inactivated in the blood stream by
haemoglobin [10,11].

We also observed a reduction in CVP and LAP in
pigs treated with inhaled NO. This observation has
not been reported previously and could be explained
by two mechanisms.

(1)  ‘Mechanical’ hypothesis: Pulmonary hy-
pertension increased the right ventricular afterload,
might shift the interventricular septum, reduce left
ventricle compliance and increase left atrial pressure.
All of these effects should be corrected by inhaled
NO which normalizes the pulmonary circulation, i.e.
reduces the pulmonary vascular resistance and the
right ventricular afterload. The effect of inhaled NO on
pulmonary circulation could then explain the observed
cardiac effects.

(2) ‘Chemical’ hypothesis: Recent data have sug-
gested that NO binds to SH groups to form S-
nitrosothiols {43]. Such SH radicals are found in pro-
teins. The S-nitrosoalbumins might be a NO reservoir
which could protect NO from its inactivation in the
blood stream [44]. This form of NO adducts with serum
albumin could have EDRF-like properties and have an
effect away from the site of NO production [45,46].
Other candidates for in vivo NO transport are the
S-nitroso-haemoglobins [47] and the dinitrosyl-iron-
complexes [48-50]. It has been found that inhaled NO
may have extrapulmon‘ary effects on the peripheral
circulation such as the renovascular bed [51]). A sys-
temic effect of S-nitroso-compounds formed in the
pulmonary circulation by the interaction of circulating
carrier substances and inhaled NO was another pos-
sible explanation.

The mechanism may incorporate a combination of
the two hypotheses. Whatever the mechanism of sys-
temic action of inhaled NO, this effect was very weak
compared with its focal effect on pulmonary cir-
culation.

NTG is metabolized to NO through an intracellular
pathway and is a NO donor [5,36-38]. Beside its effect
on pulmonary and systemic circulations, we have
found that i.v. NTG also maodified the cardiac filling
pressures.

Can nitrergic treatments affect the myocardial g
tractility? Neither inhaled NO nor i.v. NTG changed
CO. However, this variable alone is not an accurate
index of contractility because it is influenced by pre-
load and afterload. NTG is metabolized to NO by
several cells including cardiac myocytes. NO released
in the myocardium activates myocardial guanylyl cy-
clase and increases myocardial cGMP [52-54]. Cyclic
GMP depresses myocardial contractility by activating
several cGMP dependent kinases which interfere with
Ca’* entry and Ca®* uptake in the sarcoplasmic
reticulum [35,55], and improved ventricular relaxation
and diastolic distensibility [56]. Cyclic GMP is then an
important messenger with an effect opposite to that
of cAMP in myocardial cells [57].

Hypoxaemia in this pig-model was mainly a result
of a low FiO,. However, without changing FiQ,, inhaled
NO increased Pa0, by 15.6% and i.v. NTG had no effect
on this variable. It could be supposed that inhaled NO
improved the ventilation-perfusion matching and gas
exchange as previously shown[12,17,20].Inhaled NO
and i.v. NTG reduced pulmonary hypertension to the
same extent. Unlike i.v. NTG, inhaled NO attenuated
the arterial hypoxaemia, and did not decrease SAP.
Inhaled NO was shown to be a potent pulmonary
vasodilator with minor systemic effects.
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6.2  Effets extra pulmonaires du monoxyde d’azote inhalé chez le Porc témoin
ou traité par la phényléphrine.

Dans I'étude précédente® I'inhalation d’un gaz hypoxique, ze. la Fio, est inférieure a
0,21, entraine une vasoconstriction pulmonaire réactionnelle afin de limiter le débit san-
guin des artérioles perfusant les alvéoles hypo- ou non-ventilées. Appelé vasoconstriction
pulmonaire hypoxique (VPH), ce phénoméne aboutit 4 une hausse de la pression pulmo-
naire. L'infusion de phényléphrine, elle, vasoconstricte les artérioles de résistance systémi-
que mais peu ou prou les artérioles pulmonaires. Il s’en suit que I'hypertension pulmonaire
développée est dite passive, post-capillaire, secondaire a 'augmentation de la pression de
remplissage atriale gauche due elle-méme 3 la hausse marquée de post-charge du ventricule
gauche. Par l'utilisation de ce nouveau modele, nous tenions  quantifier les facultés d’hy-
potenseur pulmonaire du NO inhalé en présence d’'un tonus vasomoteur pulmonaire nor-
mal. Si présent, leffet anti-hypertenseur du NO inhalé pourrait s’expliquer par un effet
myocardique, traduisant de ce fait la possibilité d’activité extra pulmonaire de la thérapeut:-

que.

Comme dans l'étude précédente, nous avons comparé les effets du NO inhaleé a Ia
dose unique de 40 ppm A ceux d'une infusion de nitroglycérine sur les paramétres hémody-
namiques pulmonaires et systémiques, ventilatoires et les échanges gazeux. De plus, nous
avons réalisé une étude pharmacocinétique par un suivi des taux plasmatique et urinaire
des nitrites ,(NOZ') et nitrates (NOy), métabolites terminaux des NO, dans I'organisme. Fi-
nalement, afin d’évaluer la présence deffets extra pulmonaires du NO inhalé, nous avons
aussi comparé les effets du NO inhalé et de la nitroglycérine intraveineuse sur la durese et

I’hémodynamique renale.
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ixtra-pulmonary effects of inhaled nitric oxide in swine with and

vithout phenylephrine
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ummary

Ve have compared the effects of inhaled nitric
xide (iNO) and iv. nitroglycerin (ivGTN) on
e haemodynamic response to phenylephrine-
duced hypertension (PEHT) in anaesthetized
igs. PEHT did not change either pulmonary
ascular resistance or gas exchange throughout all
xperiments. Both treatments lowered pulmonary
rterial pressure to the same extent (—12.4% iNO;
-13.7% ivGTN) and passively via an effect on left
trial pressure (—26.3% iNO; —31.4% ivGTN). Both
‘eatments failed to reverse the decrease in renal
lood flow (RBFc) induced by PEHT, but both
wcreased urinary flow (UF) (+128% iNO; +148%
/GTN). IvGTN significantly increased plasma con-
entrations of nitrite and nitrate during (+22.7%
rterial blood; +26.2% venous blood) and beyond
1e period of infusion (iNO: +6.4% and +4.9%,
aspectively). In four control pigs (no PEHT), iNO
sarkedly increased RBFc (+109%), glomerular
ltration rate (+72.5%) and UF ({+68.7%). We
onclude that iNO may have direct cardiac and
snal effects, probably via intervention of NO
arrier forms such as S-nitroso compounds. (Br. J.
inaesth. 1997; 79: 631-640).

ey words

ases non-anaesthetic, nitric oxide. Pharmacology, nitric
xide. Pharmacology, nitroglycerin. Sympathetic nervous
/stem, phenylephrine. Pig. Kidney, function. Kidney,
iuresis.

v. endothelium-independent nitrovasodilators such
s sodium nitroprusside and nitroglycerin (ivGTN)
roduce their vasodilator effects by providing nitric
xide.! In contrast with i.v. medication, inhaled
itric oxide (iNO) is used commonly as a selective
ulmonary vasodilator in experimental® and clinical®
onditions. Inhaled NO is “microselective” in that it
ilates only vessels directly adjacent to the alveolar
nits being ventilated. Therefore, in a hypoxaemic
atient, iNO may improve oxygenation by
nproving ventilation/perfusion matching with
>distribution of blood flow from unventilated
junted areas to ventilated but underperfused
reas.* Some authors also explain the improved
xvgenation with iNO by the fact that it produces

local bronchodilation,?¢  decreases  vascular
permeability and the appearance of pressure-driven
pulmonary oedema,* and exerts a platelet anti-
aggregating effect.?

A swine model has been used in the past to
study the treatment of experimental pulmonary
hypertension induced by hypoxia,® a thromboxane
analogue,® oleic acid-induced ARDS’ or sepsis.?4
Phenylephrine is a sympathomimetic amine
commonly used in i wiro studies of the
L-arginine:NO pathway® or to counteract clinical
hypotension.” We have developed a phenylephrine-
induced hypertension (PEHT) model in anaes-
thetized pigs. We wished to test the hypothesis that
iNO does not affect the systemic circulation.
Accordingly, we compared the effects of iNO and
ivGTN on pulmonary and systemic haemodynamics
and gas exchange, in addition to plasma and urinary
concentrrations of nitrite (NO, ™) and nitrate (INO57),
stable metabolites of nitrogen oxides and related
species (NO,s), that is pNO,~ and uNO, ", respec-
tively. In order to evaluate potential extra-
pulmonary effects of iNO, we have compared the
effects of iNO and ivGTN on diuresis and renal
haemodynamics in pigs in the presence or absence of
PEHT.

Materials and methods

This study was approved. by the Institutional
Research and Animal Welfare Committee. The
animals were treated according to the Canadian
Council on Animal Care guidelines. We studied 28
female pigs, mean weight 22.84 (SEM 0.27) kg.

The pigs were premedicated with azaperone 2 mg
kg™! i.m., ketamine 15 mg kg™! i.m. and atropine
4 pg kg™! i.m. After induction of anaesthesia with
fentanyl 5 ug kg~! i.v. and pentobarbitone 6.5 mg
kg~! i.v., the trachea was intubated and the lungs
ventilated using a volume-controlled ventilator
(Ventilator 7200 AE, Puritan Bennett, Carlsbad,
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CA, USA). Tidal volume was set at 15 ml kg~1, Fio,
at 0.30 (Oxygen Monitor 5590, Hudson RCI,
Temecula, CA, USA) and ventlatory frequency
adjusted to maintain the partial pressure of arterial
carbon dioxide (Pacg,) at 4.6-6.0 kPa (Blood gases
analyser IL 1620, Coulter Electronics Ltd, Ville
Saint-Laurent, Qc, Canada). Anaesthesia was main-
tained with continuous infusion of fentanyl 3.8 pg
kg~! h~! and pentobarbitone 9.8 mg kg~! h™.
Neuromuscular block was produced with a mixture
of rubocurarine 0.2 mg kg™! h~! and pancuronium
0.15 mg kg~! h~!. Lactated Ringer’s solution
was infused at a rate of 15 ml kg™! h™! to meet
maintenance needs during open-chest surgery.

After placing the electrocardiographic leads, we
inserted an arterial pressure catheter (carotid artery),
two venous infusion cannulae (external jugular vein,
auricular vein), a pulmonary artery thermodilution
catheter (for cardiac output), a core temperature
probe and central venous catheter. Median
sternotomy was performed, the pericardium opened
and two catheters (12-gauge) inserted, one into the
main pulmonary artery and the other into the left
atrial appendage for pressure monitoring in addition
to arterial and venous blood sampling for blood-gas
analysis. The pericardium and chest wall were closed
with sutures and metallic wires. Via a laparotomy, the
left renal vein (renal venous blood sampling site) and
both ureters were catheterized, and the left ovarian
vein was ligated because of drainage into the renal
vein. After instrumentation, 45 min were allowed to
elapse to obtain a stable physiological state.

Each experiment was divided into four stages
(I-IV) of 20 min (table 1). Animals were enrolled in
the experiments in random order.

Control arm. In control studies we evaluated the
effect of time (experiment A), PEHT alone (experi-
ment B) and iNO alone (experiment C).

Experimental arm. The four stages in the experi-
ments were: (I) baseline measurements, (II)
induction of PEHT by continuous infusion of
phenylephrine diluted in saline (mean 14.68 (SEM
1.36) pg kg~! min~!), (III) intervention to treat
PEHT with an infusion of ivGTN (experiment D) or
40 ppm of iNO (experiment E), and (IV) a recovery
period where both the hypertensive stimulus and
treatment were discontinued.

ADMINISTRATION OF IVGTN
The dose of ivGTN (Nitroject, Omega Laboratories
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Ltd, Montréal, Qc, Canada) was started at 10 pg
kg™' min~! and increased progressively (3-min
interval) to reduce mean pulmonary arterial press

to the level observed after iNO. The period'gt;%
measurement (stage I1I) was then started. The mean
final dose of ivGTN used in experiment D was 92.43
(sEM 13.45) pg kg™! min~L.

ADMINISTRATION OF INO

A mixture of NO-N, 972 ppm (Cylinder NO 972
ppm, <5 ppm of NO,, Vitalaire Canada, Montréal,
Qc, Canada) was injected cyclically into the
inspiratory limb of the ventilator system using a
method  developed in our institution.!?
Concentrations of gaseous NO and NO,s were
monitored continuously using a chemiluminescence
analyser (CLD700AL NO/NO,  analyser,
Ecophysics Tecan AG, Diirten, Switzerland). Based
on our previous work,? ¢ we chose to study the effects
of iNO 40 ppm. This dose was shown in several
studies®7 to have a significant pulmonary vasodilator
effect while ensuring an inspired fraction of NO,
below 1 ppm with our system.'?

RENAL MONITORING

Thirty minutes before the beginning of baseline
measurements (stage I), a bolus of inulin 2 g and
para-amino-hippuric acid (PAH) 2 g dissolved in 50
ml of glucose were administered, immediately
followed by an infusion of inulin 2 g and PAH 4 g
dissolved in 1000 ml of glucose at a constant rate of
1 ml min~!. Blood samples (4 ml) were obtained
simultaneously from the left renal vein and carotid
artery in order to measure packed cell volume
(PCV), PAH and inulin concentrations, in addition
to arterial and venous pNO,~ concentrations. Blood
samples were collected at the beginning of stage I
and at the end of each 20-min period. Urine was
collected separately in graduated cylinders from both
ureters at 5-min interval during the whole procedure
to measure urinary flow (UF), PAH and inulin con-
centrations, and uNO, ~. The concentration of PAH
in both urine and blood was measured using the
technique described by Bratton and Marshall.!!
Renal plasma flow (RPF) was taken as PAH clear-
ance (Clpay-C,X(UF/C,), where C,_PAH concen-
tration in urine and C,=PAH concentration in
arterial blood plasma). Renal plasma flow was
corrected (RPFc) for PAH extraction coefficient

Table I Study design. *No intervention. tPE=Phenylephrine infusion at mean 15.75 (sEm 0.85) pg kg™ ! min~!;

+PE=phenylephrine infusion at 14.68 (1.36) pg kg~! min

nitroglycerine infusion at 92.43 (13.45) ug kg™ ! min~!

-1, iNO=inhaled nitric oxide 40 ppm;ivGTN=

Stage and time

I I m v Sample
Arm Protocol 30-50' 50-70' 70-90" 90-110" size
Control A Nil* Nil Nil Nil n=4
B Nil PEt PEt Nil n=4
c Nil iNO INO Nl] n=4
Experimental D Nil PEt PE}-ivGTN Nil n=8
E Nil PE} PE}-iNO Nil n=8
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(Epan-(C,—C,)/C,, where C,=PAH concentration
in renal vein blood plasma), and renal blood flow
corrected for PAH extraction (RBFc) was taken as
RPFc/(1—PCV). Because PAH acetylation was
observed with some pigs, RBFc was calculated for
each 5-min interval using PAH and inulin clearances
and extractions. Inulin concentration was measured
by an anthrone colorometric technique,’? and
whole kidney glomerular filtration rate (GFR) was
calculated for each 5-min interval by the standard
clearance formula.

MEASUREMENTS OF PNO,~ AND UNO,™

Plasma samples obtained by centrifugation were
diluted 10-fold with distilled water and deprotein-
ized by adding 5% volume of zinc sulphate to a final
concentration of 15 g litre™1.1? After centrifugation
at 1000Xg for 15 min at room temperature, 100 pl
of supernatant were applied to a microreaction purge
vessel chamber (270B NO analyser, Sievers
Research Inc, Boulder, CO, USA) equipped with a
temperature regulator and a condenser, which
allowed direct introduction of prepared plasma and
urine samples into the reducing solution. pNO,~ and
uNO, ~ concentrations were measured by conversion
to NO using hot acidic vanadium (III) chloride. NO
was eluted in a stream of nitrogen and detected by an
ozone-induced chemiluminescence reaction. The
NO/NO, analyser was connected directly to a data
acquisition system (Mac Lab, Lamont Scientific
Ltd., Downsview, Ont, Canada). Each sample was
analysed in duplicate and measured once at the end
of each 20-min period, as described previously.!?

CARDIORESPIRATORY VARIABLES

Systolic (SAP), mean (MAP) and diastolic (DAP)
systemic arterial pressures, mean pulmonary arterial
pressure (PAP), left atrial pressure (LAP), central
venous pressure (CVP), heart rate (HR) and cardiac
output (CO; 5 ml of cold normal saline were injected
in triplicate for each measurement) were recorded
every 5 min in each period. Arterial and mixed
venous blood-gas tensions were measured once at
the end of each 20-min period.

DATA ANALYSIS

In the control arm, the sample size was n=4 for each
experiment (table 1). In the experimental arm, the
sample size was n=8 for each experiment. Half of the
pigs in experiments D and E were used to evaluate
renal effects and the other half to measure pNO,~
and uNO,~ concentrations.

Data distribution of each variable was Gaussian.
For each stage, mean values of four measurements
(obtained every 5 min) or a single measurement
(obtained only once during each stage) were chosen
as the values for the period. Pulmonary (PVR) and
systemic (SVR) vascular resistances were calculated
using standard formulae. All values are reported as
mean (SEM) for each variable in each stage (I-IV) of
the experiments.

Data were analysed using SupetANOVA (V 1.11,
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Abacus Concepts Inc. 1989/1991, Berkeley, CA,
USA) and SAS (Statistical Analysis System V6.11
for Windows 95, SAS Institute Inc. 1995, Caryglirc,
USA) software.

For each experiment, the effect of stage was
evaluated with the one-factor repeated measures
analysis of variance (F-ANOVA) and, when necessary,
multiple comparisons were made using Fisher’s
protected least significant difference (LSDp) test.

Berween the five experiments, for the difference

between two stages (e.g. stages-difference
A Control arm
Stage | | Stage |l | Stage Il | Stage IV |
o Experiment A
o Experiment B
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i
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Figure 1 Variation in renal blood flow corrected for PAH
extraction (RBFc). A. Control arm: mean (SEM) values for RBFc
for each sampling time in each stage (I-IV) for experiment A (no
intervention during the four stages), experiment B (infusion of
phenylephrine 15.75 (0.85) ug kg~! min~! during stages I and
III), and experiment C (iNO 40 ppm during stages II and III).
RBFc decreased with time in experiment A. Infusion of
phenylephrine significantly reduced RBFc while iNO
considerably increased RBFc. *Significant difference for
F-ANOVA (P<0.05) and for the LSDr test of the stage
compared with stage I (P<0.008). B: Experimental arm: mean
(SEM) values for RBFc for each sampling time in each stage
(A-IV) for experiment D (PEHT+ivGTN trearment) and
experiment E (PEHT+iNO treatment). Infusion of
phenylephrine significantly reduced RBFc and nitrergic
treatments failed to reverse the decrease.*Significant difference
for F-ANOVA (P<0.05) and for the LSDx. test of the stage
compared with stage I (P<0.008). (See text for further details.)
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Figure 2 Variation in glomerular filtration rate (GFR). a:
Control arm: mean (SEM) values for GFR for each sampling time
in each stage (I-IV) for experiment A (no intervention during the
four stages), experiment B (infusion of phenylephrine 15.75
(0.85) pg kg~! min~! during stages II and I), and experiment
C (iNO 40 ppm during stages II and IIT). GFR decreased with
time in experiment A. Infusion of phenylephrine had no effect on
GFR while iNO considerably increased GFR. *Significant
difference for F-ANOVA (P<0.05) and for the LSDg test of the
stage compared with stage I (P<0.008). B: Experimental arm:
mean (SEM) values for GFR for each sampling time in each stage
(I-1V) for experiment D (PEHT +ivGTN treatment) and
experiment E (PEHT +iNO treatment). Infusion of
phenylephrine and nitrergic treatments did not modify GFR.
(See text for further details.j

(III-T)=between stages III and I), one-way analysis
of variance (W-ANOVA) was used and multiple
comparisons were made using Fisher’s protected
least significant difference (LSDy) test.

P<0.05 was considered significant, except for

multiple comparisons where the global significance
level of 0.05 was adjusted for the number of null

hypotheses tested (P<0.008 for multiple compar-
isons within group LSDg and P<0.005 for multiple
comparisons between the five groups LSDyy).

Results
For each experiment, the cardiovascular, renal and
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A Control arm
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Figure 3 Variation in urinary flow (UF). A: Control arm: mean
(sEM) values for UF for each sampling time in each stage (I-IV)
for experiment A (no intervention during the four stages),
experiment B (infusion of phenylephrine 15.75 (0.85) pg kg™
min~} during stages II and III), and experiment C (iNO 40 ppm
during stages II and IIT), UF decreased with time in experiment
A. Infusion of phenylephrine had no effect on UF while INO
considerably increased UF. *Significant difference for F-
ANOVA (P<0.05) and for the LSDy, test of the stage compared
with stage I (P<0.008). B: Experimental arm: mean (SEM) values
for UF for each sampling time in each stage (I-IV) for
experiment D (PEHT+ivGTN treatment) and experiment E
(PEHT+iNO treatment). Infusion of phenylephrine did not
modify UF and both nitrergic treaunents significantly increased
UF, ivGTN more than iNO, *Significant difference for F-
ANOVA (P<0.05) and for the LSDg test of the stage compared
with stage I (P<0.008). 1Significant difference between groups
for W-ANOVA (P< 0.05) and for the LSDy test (P<0.005) on
the difference (ITI-II) and (IV-IID). (See text for further details.)

metabolic (pNO,~, uNO, ") effects observed during
each stage are presented.

CONTROL ARM

In experiment A on the effect of time, there was no
change in the measured variables, except for a
decrease in renal haemodynamics and diuresis: stage
TV was different from the three preceding periods for
RBFc (—22.9%; fig. 1a), GFR (—20.8%; fig. 2a)
and UF (—19.5%, fig. 34).
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Table 2 Effects of phenylephrine (PEHT) and its treatment by inhaled NO (iNO) or i.v. nitroglycerin (ivGTN) on pulmonary and
systemic haemodynamic variables (mean (SEM) in anaesthetized pigs. [III-1I]=Mean (SEM) values of the percentage variation between
stages I (treatment) and I (PEHT). *P value <a; 1P value of the one-factor repeated measures analysis of variance for the within-
group analysis on the four periods was not significant. P, =P value of Fisher’s protected LSD test for comparison of stages IT and B3

within group («=0.008); P,=P value of Fisher’s protected LSDy, test for comparison of the difference [III-II] between groups

(a=0.005)
Baseline (I) PEHT (II) Treatment ()  [HI-I1] (%) Recovery IV) P,
PAP (mm Hg) iNO 22 (0.97) 29.1 (1.17) 25.5 (1.06) —12.4 (0.81) 23.06 (1.1)  0.0001*
ivGTN 21.5 (1.23) 29.1 (1.52) 25.1 (0.64) —13.7 (1.34) 23.8(0.83) 0.001*
P,=0.51
PVR (dynscm~% iNO 382.9 (16) 341.8 (23.37)  357.3 (18.27) +4.5 (3.63) 416.3 (20) nst
ivGTN 309.4 (17.3) 313.7 (23) 309.3 (20.7) —1.4 (2.82) 3365 (29.5) ns
P,=0.92 .
MAP (mm Hg) iNO 104.9 (7.8) 172.5 (4.56) 161.5 (4.35) -6.3 (3.07) 100.4 (5.32)  0.004*
ivGTN 89.8 (3.4) 160.1 (1.52) 97.1 (4.84) —39.4 (4.52) 84.5(2.8)  0.0001*
P,=0.00001*
SVR (dynscm™% iNO 3020.8 (149.1) 4924.3 (217.2)  4494.3 (159.2) -8.7(1.7) 3133.5(123)  0.068
ivGTN 23189 (85.7)  4480.3 (253) 2263.9 (146.8) —49.3(9.96)  2292.6 (136)  0.00001*
P,=0.001*
SAP (mm Hg) iNO 116.2 (6.96) 199.7 (4.7) 178.2 (4.63) -10.8 (2.22) 111.6 (3.4)  0.0001*
ivGTN 109.4 (3.64) 196.9 (2.54) 122.2 (5.5) ~-37.9 (4.77) 104.6 (3.2)  0.0001*
P;=0.000001*
DAP (mm Hg) iNO 91.31 (5.3) 147.6 (4.87) 140.5 (4.56) -4.8 (1.8) 84.55 (4) 0.04
vGTN 75.82 (4.92) 1385 (5.4) 79.6 (3.92) —42.5 (5.55) 67.96 (3.2)  0.0001*
P,=0.000001*
LAP (mm Hg) iNO 9.06 (0.9) 17.1 (1.1) 12.6 (1.27) —26.3 (3.78) 10.06 (1.07) 0.0001*
ivGTN 10.5 (1.13) 18.8 (1.52) 12.9 (0.46) -31.4 (6.1) 12.43 (0.72) 0.0001*
P=0.1
CVP (mm Hp) iNO 5.72 (0.4) 9.9 (0.92) 8 (0.64) —19.1 (2.76) 6.14 (0.5)  0.0001*
ivGTN 7.7 (0.37) 10.5 (0.46) 7.8 (0.39) —25.7 (3.43) 7.86 (0.31) 0.0001*
P,=0.09
HR (beatmin™!)  iNO 122.6 (7.51) 120.6 (7.1) 132.2 (9.36) +9.06 (2.6) 120.4(5.6) ns
ivGTN 132.43 (9) 141.3 (10.3) 158.1 (9.75) +11.9 (3.85) 144.6 (8) ns
P;=0.1
CO (litre min~!)  iNO 2.73 (0.18) 2.76 (0.18) 2.81 (0.14) +1.8 (2.05) 2.47 (0.16) ns
vGTN 2.87 (0.15) 2.95 (0.35) 3.1 (0.28) +5.1 (2.76) 2.86 (0.26) ns
P,=0.37

Table 3 Plasma nitrite and nitrate (pNO, ™) concentrations (mean (SEM)) during phenylephrine-induced hypertension (PEHT), and its
treatment with superimposed inhaled NO (iNO) or i.v. nitroglycerin (ivGTN) in anaesthetized pigs. There was no difference between
arterial and venous pNO,~ values. *Pvalue <a. P,=P value of the one-factor repeated measures analysis of variance for the within-

group analysis on the four periods (@=0.05); P,=P value of Fisher’s protected LSDy. test for multiple comparison of stages within group
(@=0.008). P;=P value of Fisher’s protected ILSDy test for comparison of the stages-difference between experiments D and E
(x=0.005)

Baseline @ [H-I] PEHT (I) [IO-I] Treatment () [IV-IO] Recovery (IV) av-; P,

Arterial pNO,~ iNO 86.4 (2.1) 90.6 (1.3) 96.4 (2.7) 82.7 (2.6) 0.002*
(pmol litre™!) P, 0.16 0.057 0.0001*% 0.21
ivGTN  98.7 (8.3) 102 (11) 124.6 (12) 122 (9.5) 0.004*
P, 0.9 0.003* 0.9 0.001*
P, 0.71 0.002* 0.0048* 0.001*
Venous pNO,~ iNO 93 (6.29) 101 (7.1) 105.9 (4.1) 90.1 (3.5) 0.04*
(wmol litre™!) P, 0.39 0.63 0.004% 0.76
ivGTN  85.5 (6.9) 92.5 (10) 117 (11.2) 113 (10) 0.02*
P, 0.78 0.004* 0.89 0.001*
P, 0.17 0.002% 0.004* 0.003*

During experiment B, phenylephrine significantly
increased PAP by 40% (LSDg comparison of stage
O with stage I: P=0.0001), but PVR remained
unchanged (F-ANOVA: P=0.42). PEHT signifi-
cantly increased MAP and SVR: +65.9% and
+64.5%, respectively. LAP and CVP exhibited
similar changes: +67.9% and +49%, respectively.
Phenylephrine had no effect on HR or CO - (F-
ANOVA, P=0.17 and P=0.33, respectively). The
haemodynamic changes were stable during stage II1.
Compared with stage I, phenylephrine induced a
similar decrease in RBFc for stage II (—34%, LSDg:
P=0.001) (fig. 1a) and I (—37%, LSDg: P=0.001)
(fig. 1a) but other renal variables remained

unchanged (figs 24 and 34). The vasoconstrictor did
not significantly modify arterial (92.6 (4) to 96 (5.1)
pmol litre™!) or venous (89.8 (5.5) to 94.1 (8.3)
pmol litre™!) pNO,~ or uNO,” (988.2 (73.4) to
1132.4 (102.6) wmol litre™!) concentrations.

In experiment C, iNO alone did not significantly
alter cardiorespiratory variables. However, renal
function was affected: RBFc increased by +94%
(LSDg: P=0.0046) (fig. 1a), GFR by +63% (LSDg:
P=0.0001) (fig. 2a) and UF by +34% (LSDg:
P=0.006) (fig. 3a) during stage IT; the changes in the
three variables remained constant during stage III
(+109%, +72.5% and +68.7%, respectively) (figs
1a-34). UF remained high during stage IV (LSDg:
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P=0.001 compared with stage I) (fig. 3A)- The con-
centration of pNO, ~ was slightly modified by iNO in
arterial (109.2 (3.1) to 119.8 (3.3) pmol litre™!) and
venous (116.4 (4.7) to 124.3 (4.8) wmol litre™7)
blood, and uNO, " increased from 691.2 (113.8) to
1011.3 (157.3) umol litre™! during stage IL
ApNO, " increased continually during stage III com-
pared with stage I (+22.1 and +21.4 pmol litre™! in
arterial and venous blood), and decreased on cessa-
tion of iNO. The value of uNO,~ remained at the
same high level during stages III and IV.

EXPERIMENTAL ARM

Infusion of phenylephrine in experiments D and E
produced the same cardiovascular (table 2), renal
(fig. 18-3B) and metabolic (table 3) effects as in
experiment B (W-ANOVA: P>0.1 on difference
(I1-T) between experiments B, D and E).

Both nitrergic treatments decreased LAP
(—31.4% ivGTN group=experiment D; —26.3%
iNO group=experiment E) and CVP (—25.7% and
—19.1%, respectively), achieving the same stages-
difference (III-II) between experiments D and E
(LSDy,: P=0.1 for LAP and P=0.09 for CVP) (table
2). The effect on pulmonary hypertension was the
same in both groups (table 2): PAP decreased by
13.7% and 12.4%, respectively. I'GTN decreased
MAP (—39.4%) and SVR (—49.3%), and INO
induced a much smaller decrease in systemic haemo-
dynamic variables (table 2). HR, CO and blood-
gas values remained unchanged throughout the
experiment.

The two nitrergic treatments did not reverse the
decrease in RBFc induced by phenylephrine (fig.
1B), but they both increased UF (+148%, LSDg:
P=0.0005 for experiment D; +128%, LSDg:
P=0.0004 for experiment E) (fig. 38). Comparison
between experiments D and E on stages-difference
(III-1II) showed that ivGTN exerted more effect on
UF than iNO (LSDy: P=0.003). Infusion of ivGTN
increased pNO,~ concentrations compared with
stage II (table 3): +22.8% for arterial blood and
+26.2% for venous blood. The values in experiment
E were +6.4% and +4.9% for arterial and venous
blood, respectively (table 3). Both nitrergic treat-
ments markedly increased uNO,~ concentrations
(+65.4% for experiment D and +46.3% for
experiment E).

At the end of the experiment, cardiovascular,
respiratory and renal (except for UF in experiments
D and E (LSDg: P=0.001 for comparison of stages
IV to equivalent stages I; fig. 3B) variables essentially
returned to their initial values. In experiment D, the
increases in arterial and venous pNO,~ (table 3) and
uNO,~ concentrations observed during stage III
were still present during stage IV. Twenty minutes
after cessation of INO, pNO,~ concentration signifi-
cantly decreased (compared with stage III) in experi-
ment E (table 3), whereas uNO,~ remained high
(1206.4 (108.9) pmol litre™!). Comparison between
experiments D and E on stages-differences (IV-III)
and (IV-I) confirmed that pNO,” returned to
baseline values in the iNO group but not in the
ivGTN group.
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Discussion

To our knowledge, this is the first report of PEHT9g
swine treated with nitrergic therapies and the first
study of the haemodynamic extra-pulmonary effects
of iINO.

The model used in these studies is well estab-
lished. There was no mortality during the surgical
preparations and we demonstrated with experiment
A that cardiorespiratory variables remained stable
during the period of the study and there were only
minimal changes in renal function.

EXPERIMENT B

Cardiovascular effects

Phenylephrine acts on both a;- and oy
adrenoceptors'* and induces hypertension (major
a,-effect) by constricting resistance and, to a lesser
degree, capacitance vessels.” We observed no signs
of tachyphylaxis with phenylephrine during the
experiments. The observed passive post-capillary
pulmonary hypertension with increased central
filling pressures was secondary to the left ventricular
haemodynamic effects of the acute increase in
afterload induced by systemic hypertension. During
the experiment, PVR did not change, in agree-
ment with heterogenous!® a-adrenergic innerva-
tion of large (5-7 mm in diameter) and small
(2-3 mm in diameter) porcine pulmonary arteries
and sparse or non-existant!® a-adrenergic
innervation of swine pulmonary resistance
vessels.

Renal effects

The kidney reacted to phenylephrine-induced
increase in SVR by a decrease in RBFc,® while GFR
and UF remained unchanged. This suggests that
phenylephrine constricted mainly the efferent
arteriole and that GFR was maintained, despite a
decrease in RBFc, by an increase in glomerular
filtration fraction.!’

Maetabolic effects

The baseline values of pNO,~ were higher than
those measured in a porcine model of ARDS (30
pmol litre™!).” However, the measurement tech-
niques were different (chemiluminescence vs high-
pressure liquid chromatography based on the Griess
reaction’) and the surgical stress of our procedure
may have stimulated release of endogenous NO.
Furthermore, reported values for basal concentra-
tions of pNO,~ (mainly NO;7) in humans vary
greatly.!8-20 QOur basal values for uNO,~ were in
accordance with those published previously in
humans. 1820

EXPERIMENT C

Inhaled NO alone induced no cardiorespiratory
modifications, but considerably altered renal
function.

ey
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Transport of EDRF-NO

Several authors have suggested that EDRF-NO
interacts with circulating molecules to regulate its
activity, allowing its transport (NO carriers)?122 or
promoting its degradation (NO scavengers).> Metal
nitrosylation with haem and non-haem proteins and
the NO reaction with nucleophil groups (e.g.
sulfhydryl, amine)?* of amino acids, peptides and
proteins lead to the potential interaction and
formation of many nitrosyl-haem adducts,
S-non-protein-nitrosothiols  (S-nitroso-L-cysteine),
S-nitrosylated proteins (S-nitrosoalbumins,?! S-
nitrosochaemoglobins?223), nitrosylated iron—sulphur
clusters, dinitrosyl-iron complexes,?> nitrosoamines
and others.

Renal effects

Renal haemodynamics and diuresis were altered
by iNO (experiment C), strongly supporting the
presence of extra-pulmonary effects. It is now widely
accepted that EDRF-NO is an important modulator
of RBF and that regional microcirculation?® may be
mediated by endogenously produced EDRF-NO.
Pharmacological block of EDRF-NO results in an
increase in MAP and renal vascular resistance, and
decrements in RBF, GFR, UF and sodium excre-
tion.2” There is some controversy regarding a selec-
tive effect of EDRF-NO block on either afferent or
efferent arteriolar tone.?® It would seem that
EDRF-NO primarily alters afferent vascular tone,?3
thereby modifying the ability of the preglomerular
vasculature to autoregulate glomerular capillary
pressure. Several studies have emphasized an effect
of EDRF-NO not only on glomerular but also on
tubular function and the medullary circulation.?®?°
McKee, Scavone and Nathanson®® showed that
EDRF-NO, through generation of ¢cGMP and
stimulation of cGMP-dependent protein kinase(s),
mediates the actions of several intercellular
messengers to regulate renal tubular Na-K-ATPase.
Inhibition of this sodium pump (e.g. by acetyl-
choline, bradykinin) would decrease transcellular
water and sodium reabsorption from the tubular
lumen, resulting in diuresis and natriuresis.
Moreover, low doses of NO synthase inhibitors, that
have no effect on either RBF or GFR, induce anti-
diuretic and antinatriuretic effects.?! Here is the first
report of exogenous iNO modulating renal function.
Renal haemodynamic state may be influenced
during iNO administration by circulating NO
metabolites (e.g. NO,™),?? renal NO delivery through
release from carrier S-nitroso compounds (e.g. S-
nitrosothiols)®? after nitrosylation in the pulmonary
circulation, or a local renal effect owing to an
unknown paracrine influence stimulated by iNO. In
vitro studies have shown that NaNO, did not
influence renovascular tone in concentrations up to
0.1 mmol litre”1.3* The diuretic effect of NaNO,
was observed with a plasma NO,~ concentration of
38 mmol litre ! in dogs.?? In view of the rapid renal
response to application and discontinuation of iNO,
we postulate that iNO may be accompanied by non-
selective, extra-pulmonary effects caused by local
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delivery of NO on peripheral territories that include
the renal bed.
95

Metabolic effects

Nitric oxide reaching the circulation can be meta-
bolized via three pathways:?® (i) interaction with
dissolved oxygen in blood to form NO,~, (ii)
reaction with oxyhaemoglobin to form methaemo-
globin which in turn is reduced back to haemoglobin
and NO,~ mainly by the NADPH-methaemoglobin
reductase and peroxynitrite pathways, and (iii) com-
bination with deoxyhaemoglobin to form the stable
nitroschaemoglobin (HbNO) or with carrier
molecules to form S-nitrosothiols among others (see
above). However, to date, the mechanisms by which
NO is inactivated and eliminated are not fully
known.

The concentration of pNO,~ increased almost
linearly throughout inhalation, and decreased on
cessation of iNO. This result is in agreement with
those of previous reports’®?® which have shown a
linear temporal increase in pNO,~. Approximately
40 pmol of uNO,~ were excreted in urine during the
40-min inhalation period, a result similar to that of
Wennmalm and colleagues,'® and the rate of elimi-
nation was maintained over the following 20 min.
This implies that 23.6% of the retained NO was
excreted in urine as uNQO,~ within 1 h after the start
of inhalation. This early and fast elimination of iNO
corroborates a previous study?® that showed 69% of
inhaled SNO was excreted in urine as '"NO,~
within 24 h and another 4% from 24 to 48 h after the
start of inhalation. Moreover, the decrease in pNO,~
and maintenance of diuresis and high uNO,~ con-
centrations after cessation of iNO suggest that NO,
is stored in packaged forms before its release without
vasoactive but with diuretic effects, transformation
and elimination as NO, . :

EXPERIMENTAL ARM

Cardiovascular effects

Inhaled and iv. nitrergic treatments partially
reversed the passive pulmonary hypertension
induced by phenylephrine. With the PEHT swine
model, iNO 40 ppm was less effective in reducing
PAP (50% reversal of the increase) than during
hypoxia (108.7% at 40 ppm),”® thromboxane-
mimetic infusion (61% at 40 ppm),® experimental
ARDS (57.1% at 40 ppm)’ or sepsis (84% at 10
ppm;? 64.8% at 40 ppm?*). PVR remained
unchanged throughout the experiment suggesting
that the pulmonary resistance vasculature was not
constricted and that both treatments did not act at
this level in the PEHT swine model. Because the
pulmonary vascular tone was unchanged by nitrergic
treatments superimposed on PEHT, baseline gas
exchange variables also remained unchanged.

The increase in PAP induced by phenylephrine
was adjusted to comparable levels in both groups.
Both treatments induced similar decreases in LAP,
and consequently PAP and CVP. The decrease in
LAP may be explained by a decrease in left atrial
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filling, increase in left compliance, decrease in left
ventricular afterload or a combination of these
effects. The first hypothesis is unlikely because CO
did not change and there was no clinical sign of an
increase in lung water as gas exchange variables
remained constant. The second assumption implies,
from the formed cGMP,! block of o, effects on
cardiac contraction and relaxation,** and a positive
lusitropic effect increasing relaxation and diastolic
distensibility of the heart.?> A direct cardiac effect of
endothelium-independent nitrovasodilators, such as
depressed myocardial contractility,?® improved
ventricular relaxation and diastolic distensibility®’ is
accepted. The decrease in systemic afterload (third
postulate) was manifest with ivGTN infusion which
induced a substantial decrease in SVR. An endo-
genous EDRF-NO signalling pathway has been
found to regulate cardiac myocyte function.?® The
paracrine actions of EDRF-NO stimulated by
substance P or bradykinin, particularly on left
ventricular relaxation, are also well established.?®
The second and third hypotheses imply extra-
pulmonary effects with iNO. In a previous study,’ we
suggested that iNO had a direct cardiac effect. There
was a slight modification of left ventricular afterload
with iNO, as the observed decreases in SAP and
MAP were statistically significant (LSDg: P=0.0001
and P=0.004, respectively) (table 2). We propose
that iNO had a direct cardiac effect to explain the
similar action of ivGTN and iNO on PAP, LAP and
CVP. Our data indicate a larger decrease in SAP and
MAP than that for DAP, suggesting that factors
other than aortic compliance or SVR are modified by
iNO. These other factors are usually related to
changes in the mechanical performance of the heart
as a pump.?® A wrend for iINO to decrease SVR or
MAP was observed in several publications.?37 .

Renal effects

In experiments D and E, nitrergic treatments super-
imposed on phenylephrine infusion resulted in
increases in UF without reversing the phenyle-
phrine-induced decrease in RBFc. The primary
phenylephrine site of action in the kidney seems to
be the efferent arteriole in contrast with the afferent
arteriole for EDRF-NO. This could explain the lack
of reversibility for the decrease in RBFc induced
by phenylephrine for both nitrergic treatments.
Our findings also support a direct diuretic (and
natriuretic?) effect of exogenous NO. Another
hypothesis is the involvement of regulatory systems,
either intrarenal such as the kallikrein—kinin system
or prostaglandins (PGE,), or extrarenal such as
atrial natriuretic factor (ANF) or the oubain-like
endogenous factor that increase diuresis.*’ However,
EDRF-NO released from the endocardium or from
the endothelial cells of the coronary vasculature,
directly or through a decrease in LAP, or both,
inhibits the release of ANF.*? The results of
experiment C and those from another study®® give
greater credence to intervention of exogenous NO in
packaged forms.

Inhaled NO had a major effect on the kidney and a
slight (on SAP and MAP) or no statistically apparent

British Journal of Anaesthesia

(on DAP and SVR) systemic effect. The kidney
could be more sensitive to exogenous NO than the
systemic circulation as demonstrated by the h#l
sensitivity of RBF to NO synthase inhibition.*?
Indeed, the renovasculature showed significant
modifications with low quantities of NO. Another
hypothesis is that the kidney could more easily con-
centrate NO carriers or recuperate NO from its
transport forms (local catabolism of S-nitroso com-
pounds such as S-nitrosoglutathione, etc). The
persistent diuresis after discontinuing PEHT and
nitrergic treatments (stage IV) was in agreement
with previous data.??3? It correlated with the
persistent high pNO,~ and uNO,~ concentrations in
experiment D or previous hypotheses such as inter-
vention of other regulatory systems or a particular
renal sensitivity to NO carriers for experiments C
and E. It would imply that NO transported via GTN
and that transported when NO is inhaled have
similar (on the heart and kidney) and different (on
the systemic circulation) effects. These could be
explained by the nature of the implied packaged
forms and their respective metabolism, particularly
biotransformation of GTN to NO.

Metabolic effects

Because we deproteinized the plasma samples, NO
(from iNO or released by GTN)-derived metabolites
(NO,~ and NO;™) and GTN-derived metabolites
(1,3- and 1,2-glyceryl dinitrate, and glyceryl mono-
nitrate) were potentially measured as pNO, ™. At the
end of stage III, infusion of ivGTN significantly
increased arterial and venous pNO,~ concentrations
(table 3), and we observed only a statistical trend for
iNO to increase pNO,~ concentrations. This differ-
ence could be explained by a greater NO, intake for
ivGTN than for iNO and the larger number of
metabolites of GTN. Other studies found significant
differences in pNO,~ concentrations between base-
line and iNO treatment’ 920 with a longer period of
inhalation and larger sample size.

During stage IV, pNO, ™~ concentrations remained
high in experiment D (ivGTN), but decreased in
experiment E (iNO), whereas uNO, ™ concentrations
remained high in all experiments. NO might be
released during stage IV from its carrier proteins
with diuretic and without vasoactive effect, and
metabolized in NO,~. Moreover, GTN-derived
metabolites could be present at the end of stage IV
and measured as NO,”. The absence of haemo-
dynamic effects of these compounds during stage IV
could be explained by their low potency or the
nitrate tolerance phenomenon. The explanation for
the pNO, ™~ decrease in experiment E is disruption of
iNO administration.

In summary, previous studies have shown clearly a
marked effect of iINO on pulmonary hypertension in
pulmonary vasoconstriction models. Furthermore,
in the passive PEHT model without pulmonary
vasoconstriction, iNO maintained its pulmonary
anthypertensive property. These results suggest that
iNO may have direct cardiac effects. This study also
demonstrated a marked effect of iINO on renal
function, similar to that of ivGTN. We conclude that



Extra-pulmonary effects of inhaled NO

iNO had extra-pulmonary effects in_an in vivo
swine model and consequently that iNO cannot
be considered as a pure selective agent on the
pulmonary vasculature.
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7.0 Etude clinique humaine sur Pefficacité du monoxyde d’azote inhalé sur la
fonction pulmonaire, la morbidité et la mortalité des patients atteints du syn-

drome de détresse respiratoire aigué.

Larticle de revue précédent (pages 63 a 68) détaille les raisons pour lesquelles le NO
inhalé fut considéré comme un potentiel atout majeur du traitement du SDRA, particulie-
rement aprés la publication de premiers rapports enthousiastes. Il souligne toutefois les
nombreux biais méthodologiques auxquels furent sujettes ces mémes études. Pour cette
raison, nous avons conduit un essai clinique préliminaire, randomisé avec groupe contrdle,
sur des patients souffrant de SDRA afin d’évaluer (1) Pefficacité du NO inhalé sur la fonc-
tion pulmonaire ; (2) limpact du NO inhalé sur la morbidité et la mortalité du SDRA, et (3)

la faisabilité de réaliser une large étude multicentrique sur ces mémes parametres.

7.1 Lettre de recherche : Doit-on traiter le syndrome de détresse respiratoire aigué

avec le monoxyde d’azote inhalé ?

Ce type de publication propose sous un format et dans un laps de temps réduits les
résultats fondamentaux de Péude. Considérant la notoriété de la revue, il permet une visi-
bilité maximale de nos travaux dans le milieu médical. Il n’empéche pas non plus, dépen-
dant de la politique de la revue concernée, la publication des résultats complets sous la for-
me d’un article original de recherche.
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Since the first enthusiastic reports of Rossaint et al' and
Gerlach et al* (respecrive survival rate of 80 and 100%), and
despite the recommendatons of the American-European
acute respiratory distress syndrome (ARDS) consensus,’ no
study has been appropriately designed to address the clinical
outcome of ARDS patients treated with inhaled nitric oxide
(INO). This pilot randomised controlled clinical trial of ARDS
patients was implemented to study the efficacy of inhaled NO
on lung function; the impact of inhaled NO on morbidity and
mortality; and the feasibilicy of conducting a large multicentre
trial.

30 established ARDS (with lung injury score® =2-5)
padents were randomly allocated to usual care or usual care
plus inhaled NO. All therapeutic interventons were
standardised. Lung function was assessed by hypoxia score
(PaO,/Fi0,), dead space ventlation, lung compliance, and
venous admixture. The optimal dose of NO (ie, the lowest
dose that produced the greatest improvement in hypoxia
score) was determined daily berween 0'5 and 40 parts-per-
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million (ppm). Non-responders to NO were defined as
patients with at least 20% increase in hypoxia score after
inital optimal NO administration.

ARDS resulted mainly from sepsis (25/30). Observed
baseline characteristics were similar between groups except for
the mean hypoxia score that was lower in the NO than in the
control group: 119:-4 (SE 13-6) and 152-1 (18-5) mm Hg,
respectvely. During the first day, the hypoxia score increased
in patents treated with a mean dose of 85 (2-6) ppm NO
(+70-4 mm Hg [+59%] vs +14-2 mm Hg [+9-3%] for control
group [p=0-02]), and venous admixture decreased from 25-7
to 15:2% in the NO group (19-4 to 14-9% in the control
group [p=0-05]). Five of 15 patients were non-responders
with no difference in initial mean hypoxia score between
responders and non-responders. After the first day of therapy,
no further beneficial effect of NO, at a mean dose of 5-6 (1-8)
ppm for a mean treaunent duration of 8:1 (1-3) days, could be

detected whereas studied indices were never affected by usual
care in the control group (figure).

40% of patients teated with NO were alive and weaned
from mechanical ventilaton 30 days after randomisation
compared with 33-3% in the control group (p=0-83).
Although the subgroup of survivors treated with NO showed a
20% reducton in the duraton of mechanical ventilation
compared with conmrols (10-8 [1-2] »s 128 [42] days,
respectively), the difference was not stadstcally significant
(p=0-44). The 30-day mortality rate was similar in the two
groups: 60% in patients teated with NO versus 53-3%
without NO (p=0-71); most deaths (11/17) were due to
multiple organ dysfunction syndrome. Of the five direct lung
injury-induced ARDS, one of three died in the contol group
compared with none of two in the NO group. The 30-day
mortality rate of non-responders and responders to NO was
80% and 50%, respectively.

Qur trial shows that inhaled NO in this population may
improve initial gas exchange but does not affect mortality, and
questions whether the aetiology of ARDS is important for
prognosis. After the initdal improvement, the maintenance of
lung indices to the same level suggests that NO was not more
efficient, nor delererious. However, the potental toxicity of
inhaled NO at therapeutic concentrations should be the focus
of furure studies. Although our sample was representative of a
population with sepsis-induced established ARDS resulting in
multple organ dysfunction syndrome, this pilot study suggests
that an effect of inhaled NO on ARDS-mortality in this
population would be difficult to achieve even with a large
multicentre trial. In these conditions, further studies should
concentrate on preventive or early treatment (when the
condition is more likely to be reversible) and on the use of
inhaled NO in selected populations such as padents with
ARDS induced by direct lung injury (in the studies done by
Rossaint et al' and Gerlach et aF the survival rate of these
patients with NO was high: 10/13) or those responsive to the
therapy whatever the aetiology. These populatons should
benefit the most from the use of NO with a possibie effect not

only on gas exchange but also on mortality.
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7.2 Artidle original : Monoxyde d’azote inhalé dans le syndrome de détresse

respiratoire aigué - une étude pilote randomisée avec groupe controle.

La publication de cet article couronne prés de cinq années d’efforts consentis par le
laboratoire d’Anesthésie dans le but de réaliser la premiere étude randomisée avec groupe
contrdle portant sur le SDRA et les effets, initiaux et suivis dans le temps jusqu’a trente
jours post randomisation, du NO inhalé sur la fonction pulmonaire (oxygénation, parame-
tres ventilatoires et hémodynamiques pulmonaires), la morbidité et la mortalité de la mala-

die.

“... Toattempt to leam by lectsres andy is idle and unprofitable; take them as guides to direct your obser-
wattion, your veading, your meditation; but to suppose that the mere listening to lectures should conger excel-
lersce would ot be less futile thar for a traveller to bestride a guide-post anduainky expect that it should,

without effort on bis part, comvey him to the destination to which it points.” — The Lancaet, Nov. 5, 1825:
p. 213,
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This pilot randomized controlled clinical trial of patients with ARDS was implemented to study the
impact of inhaled nitric oxide (inhNO) on lung function, morbidity, and mortality. Thirty patients
with ARDS were randomly allocated to usual care or usual care plus inhNO. The optimal dose of
inhNO was determined to be between 0.5 and 40 parts-per-million daily. All therapeutic interven-
tions were standardized. ARDS resulted mainly from sepsis (25 of the 30). During the first 24 h, the
hyponxia score increased greatly in patients treated with inhNO +70.4 mm Hg (+59%) versus +14.2
mm Hg (+9.3%) for the control group (p = 0.02), venous admixture decreased from 25.7 to 15.2%
in the inhNO group, and from only 19.4 to 14.9% in the control group (p = 0.05). After the first day
of therapy no further beneficial effect of inhNO was detected. Forty percent of the patients treated
with inhNO were alive and weaned from mechanical ventilation within 30 d after randomization
compared with 33.3% in the control group (p = 0.83). The 30-d mortality rate was similar in the two
groups; most deaths (11 of 17) were due to multiple organ dysfunction syndrome. This study shows
that inhNO, in this population, may improve gas exchange but does not affect mortality. Troney E,
Collet )-P, Shapiro S, Guimond J-G, Blair L, Ducruet T, Francceur M, Charbonneau M, Blaise G.
Inhaled nitric oxide in acute respiratory distress syndrome: a pilot randomized controlled

study.

AM | RESPIR CRIT CARE MED 1998;157:1483-1488.

Initially viewed solely as a surfactant abnormality, identical to
that seen in neonatal respiratory distress syndrome (1), acute
respiratory distress syndrome (ARDS) in adults is now con-
sidered as an inflammatory disorder that transcends pulmo-
nary lesions and includes involvement of the microvasculature
in multiple organ systems (2). It is characterized by diffuse ra-
diographic pulmonary infiltrates because of an increased alve-
olocapillary permeability (3).

The pulmonary lesion is mainly due to an inflammatory in-
teraction between platelets, leukocytes, mononuclear cells,
macrophages, and endothelial cells, where oxidative stress is
prominent (4). The clinical signs include refractory hypox-
emia, mainly because of ventilation/perfusion mismatching,
and important right-to-left shunting, high pulmonary arterial
pressure often associated with right ventricular dysfunction,
noncardiogenic pulmonary edema, and decreased lung com-
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pliance with few recruitable lung units (3). If the landmark
work of Murray and colleagues (3) helped establish a univer-
sal definition of ARDS, the report of the American-European
consensus conferences on ARDS (2) outlined the heterogene-
ity of populations and nonuniformity of therapy, therefore
making it difficult to identify outcome predictors.

Nitric oxide (NQ) is a vasodilator whose main mechanism
of action is the stimulation of soluble guanylate cyclase and
the production of cyclic guanosine monophosphate. It also in-
hibits platelet (5) and leukocyte (6) activation and adhesion
and their production of active intermediates (7). As previously
demonstrated, local effects of inhaled NO (inhNO) on pulmo-
nary hypertension and consequently right ventricular dysfunc-
tion, oxygenation (8), inflammation (9), or pulmonary edema
(10) argue for its use in ARDS. Moreover, the extrapulmo-
nary effects of inhNO, i.e., platelet activation (11) and cardiac
(12) and renal (13) protective effects could also be helpful for
the treatment of patients with ARDS. All these effects are
likely to decrease ARDS mortality.

Since the first enthusiastic reports of Rossaint and col-
leagues (8), and Gerlach and coworkers (14) (respective sur-
vival rate of 80 and 100%), and despite the recommendations
of the American-European ARDS consensus (2), no study has
been appropriately designed to address the clinical outcome
of patients with ARDS treated with inhNO. Most of the previ-
ous reports on the use of inhNO in ARDS were small case se-
ries or crossover designs comparing different therapeutics (8,
12, 14-17). Results from both types of studies were very lim-
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ited because of selection bias and the absence of a control
group followed in parallel. Crossover design also has some
major limitations when the condition is not stable in time, and
death is frequent. To our knowledge, this is the first report of
a randomized controlled trial of patients with ARDS treated
with inhNO that addresses its efficacy, not only on gas ex-
change but also on mortality. The objectives of the trial were
to determine: (1) the efficacy of inhNO on lung function; (2
the impact of inhNO on morbidity and mortality; (3) the
chances of success and necessary conditions for implementing
a larger multicenter trial.

METHODS

Protocol

This study was approved by the Human Research and Ethics Commit-
tee of the Centre Hospitalier de I'Université de Montréal, and was in
accordance with the 1975 Helsinki Declaration. From October 1994 to
August 1995, all patients 18 to 75 yr of age suffering from ARDS (the
lung injury score [LIS] = 2.5 of Murray and colleagues) hospitalized
in the medical or surgical intensive care units (ICU) were included in
the study. Pregnant women, patients with cardiogenic pulmonary
edema (pulmonary capillary wedge pressure > 18 mm Hg), or with se-
vere immunodepression from end-stage neoplasia were excluded.
Written informed consent was obtained from a close relative. Patients
were then randomized to receive either usual care (control group) or
usual care plus inhNO (experimental group).

Severity scoring systems (APACHE II [18] and LIS) were calcu-
lated for each patient at randomization (Day 0). Patients in both
groups were mechanically ventilated following a standardized proto-
col applied for the fraction of inspired oxygen (Flp,), tidal volume (VT),
ventilatory mode, and paositive end-expiratory pressure (PEEP). Seda-
tion, curarization, intravenous perfusion, blood transfusion, parenteral
or enteral feeding were also standardized (clinical protocols are avail-
able upon request from us). All patients had arterial lines and pulmo-
nary arterial catheters in place for continnous monitoring and blood
sampling purposes. Pulse oximetry, end-tidal carbon dioxide tension
(PETCo,) Were also continuously monitored. Arterial blood gases and
pH and pulmonary and systemic hemodynamic parameters were mea-
sured at least once every 8 h, whereas venous blood gases, methemo-
globinemia, cardiac output, and cardiopulmonary profiles were ob-
tained at least daily.

Therapeutic success was defined as successful weaning from me-
chanical ventilation with extubation within 30 d after inclusion in the
study. Briefly, all patients, whether ventilated with pressure-con-
trolled or conventional ventilatory volumetric SIMV (synchronized
intermittent mandatory ventilation) mode were weaned with progres-
sive decrease in SIMV rate supplemented with pressure support. Af-
terwards, if patients maintained the usual clinical parameters with
pressure support < 10 cm H,O, PEEP =< 5 cm H,0, and Fig, < 0.5
they were extubated. This protocol was applied in a similar manner to
all patients in the study. Therapeutic failure was defined as death be-
fore 30 d or pursuit of mechanical ventilation (patient always intu-
bated) from Day 31 onwards. Lung function status was assessed by the
hypoxia score (HS = Pag,/Flg,), alveolar dead space (Voa/VT =1 —
[PETco,/Paco,]). lung compliance (CL = V1/[Ppeak — totalPEEP]),
and venous admixture [Qva/Qr = 100 X (Ccq, — Cag)/(Ccg, —
Cvg,)1 (Pag,, Paco,: partial pressures of arterial oxygen and carbon di-
oxide; Ppeak: peak airway pressure; Ccgp,, Cag,, and Cvp,: capillary,
arterial, and venous oxygen contents). Nonresponders to inhNO were
defined as patients presenting a =< 20% increase in HS after initial op-
timal inhNO administration. All patients, responders and nonresponders,
were included in the statistical analysis.

Inhaled NO Administration

Cylinders contained 900 ppm of NO in N, gas (Air Liquide Ltée.,
Montréal, PQ, Canada) with NO, < 5 ppm. The NO/N, mixture was
cyclically injected into the inspiratory line of the mechanical ventilator
(7200; Puritan-Bennett Inc., Carlsbad, CA) using an inhNO adminis-
tration system developed at our institution (19). The fractions of in-
spired NO (Fiyp) and NO, (Fiyg,) delivered to the patients were mea-

AMERICAN JOURNAL OF RESPIRATORY AND CRITICAL CARE MEDICINE VOL 157 1998

sured electrachemically (Polytron NO, NO,; Drager AG,ﬂb ck,
Germany). The calibration of the electrochemical device {er-
formed at least weekly, and validated with chemiluminescence (CLD
700 AL NO/NOx analyzer; Ecophysics Tecan AG, Diirten, Switzer-
land).

Optimal Fiyg Determination

In the experimental group, the lowest Fiyp that produced the greatest
improvement in Pag, was determined every day (optimal Fiyg = min-
imal dose with maximal efficacy on Pag,). During the determination
of optimal Fiyg, no treatment or procedure susceptible of changing
the arterial oxygenation or the hemodynamic status (defined as inhNO
evaluative parameters) was allowed.

Initial Optimal Fiyo Determination

The initial Fiyg was 2.5 ppm. The parameters were collected immedi-
ately before (baseline values) and 10 min after introduction of inhNO.
The value of Fiyg was then increased stepwise according to the fol-
lowing pattern of concentrations: 5, 10, 20, 30, and up to a maximum
of 40 ppm. The decision to increase Fiyg was directed by the observed
changes in Pag, assessed 10 min after the modification of Fiyp. Basi-
cally, Fino was increased until the increase in Pag, was smaller than
3% from the previous assessment. Theoretically, if there was no bene-
ficial effect with all doses tested (2.5 to 40 ppm), Fiyo was kept at
5 ppm, but this situation never occurred. Once determined, initial op-
timal Fiyo was kept unchanged for 24 h.

Daily Optimal Fiyo Determination

Every morning Fiyg was decreased stepwise following the same pat-
tern; below 2.5 ppm the two stages were 1 and 0.5 ppm, down to 0 ppm
if possible. Similarly, Pag, was collected 10 min after each modifica-
tion, and the decrease in Fiyg was stopped when it induced a larger
than 5% decrease in Pag,. In that case the previous Fiyg was kept for
24 h. If the first decrease in Fiyg induced a fall in Pag, by more than
5%, effects of higher Fiyg were determined stepwise, as previously
described.

Inhaled NO Weaning

In the eventuality that no beneficial effects with inhNO was observed
for the first 2 d, we had anticipated to withdraw the therapy. Daily op-
timal Fiyo determination, through regular reverse dose-response as-
sessments, allowed patients to be gradually weaned from inhNO. The
patients had the criteria to be weaned from inhNO treatment if they
maintained a Pag, = 70 mm Hg with Fip, < 0.4 and PEEP < 8 cm
H,0O during the daily optimal Fiyo determination at 0 ppm Fiyg for
two consecutive days.

Inhaled NO Reintroduction

After successful weaning, treatment was resumed if the pulmonary
status deteriorated. Criteria for reintroduction were: Fig, > 0.4,
PEEP > 10 cm H,0, and Pag, < 60 mm Hg. Initial optimal Fiyo was
determined as previously described.

Statistical Analysis

For the comparison between groups, we distinguished two phases to
separate the initial effect of inhNO (8, 20) from its remaining effect
during prolonged administration. The initial response to inhNO was
defined as the difference between the baseline value and the value
measured under initial optimal Fiyg. The follow-up effect was as-
sessed by the rate of change from Day 1 to the last day of follow-up.
Differences in lung function were determined first by examining the
appropriateness of fitting linear regression slope for each individual
patient, second by estimating the linear slope for each individual pa-
tient, third by weighting the individual slopes according to the preci-
sion with which they were estimated, and finally by comparing the dif-
ference between the inhNO and control group mean slopes using
Student's t test (SAS for Windows™, release 6.11; SAS Institute Inc.,
Cary, NC). The appropriateness of the linear approximation was de-
termined by adding a quadratic term to the model for an individual
patient’s lung function and examining whether the addition provided
a statistically significant improvement in fit. Because patients could
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TABLE 1

CLINICAL CHARACTERISTICS OF RANDOMIZED PATIENTS IN THE
CONTROL AND EXPERIMENTAL (INHALED NO) GROUPS*

Control Group Inhaled NO Group

(n =15 (n=19

Age, yr 548+ 3.7 557+ 3.6
Sex, % male 60.0 66.7
Smoker, % 46.6 53.3
Alcoholism, % 20.0 26.6
APACHE Il score! 232+ 1.4 274+26
Hypoxia score, mm Hg' 152.1 = 18.5 119.4 = 13.6
s 2.86= 0.1 2.92*0.1

* Variables reported as mean * SE.

' Acute Physiology And Chronic Health Evaluation Il score according to Knaus et al.
(18).

! Hypaxia score = Pag,/Fig,.

§ Murray’s Lung Injury Score (3).

contribute different numbers of observations to the estimation of their
respective slopes, not all individual slopes were estimated with the
same precision. In order to account for this, individual slopes were
weighted inversely proportional to the square of standard error (1/
SE? when they were combined to obtain an average slope. The thera-
peutic success rates in each group were compared using a log-rank
test. For the primary analysis, an intention to treat approach was used.
Those patients who died were assigned the maximum possible length
of ventilation, 30 d. Subsequent analysis examined outcomes in the
subgroups of patients who remained alive for the duration of the fol-
low-up. Data are expressed as mean + SE.

RESULTS
Patients

Thirty patients with ARDS were randomized, 15 to each of
the experimental and control groups. Established ARDS was
present in 13 medical and 17 surgical ICU patients. No
trauma-induced ARDS was noted during the study period.
Twelve patients in the control group, and 13 in the experimen-
tal group were septic, and all others recruited resulted from di-
rect lung injury (infectious pneumonia, aspiration, or toxic in-

TABLE 2

INITIAL HEMODYNAMIC AND RESPIRATORY
EFFECTS OF INHALED NO*

Baseline! With Initial Optimal Fiyg

(n =15 (n=18 p Value!
Ppa. mm Hg' 302+ 1.2 269*13 0.0054
Psa, mm Hg 75.1 = 3.1 76.5 = 3.2 0.2067
HR, beats/min 979+ 4.4 96.4 = 4.7 0.2851
Pag,. mm Hg 78.7 = 3.8 130.7 = 15.7 0.0025
Sap,. % 93.9+ 0.7 97.2=05 0.0001
pHa 7.36 + 0.02 7.38 * 0.02 0.0025
Paco, mm Hg 43314 40114 0.0001
Hcos ™, mmol/L 249*1.2 242=12 0.0217
PeTco, mm Hg 31114 30.6=1.4 0.7683
Voa/VT, % 29 =2 24+3 0.0206
saPo,, mm Hg 354.4 =314 305.8 > 309 0.0037
Initial Fiyg, ppm 0 8.5*26

Definition of abbreviations. Ppa = mean pulmonary arterial pressure; Psa = mean sys-
temnic arterial pressure; HR = heart rate; Sag, = arterial hemoglobin saturation in oxy-
gen; pHa = arterial pH; Heoy™ = actual bicarbonate rate; Pergo, = end-tidal carbon
dioxide tension; Voa/VT = afveolar dead space; aaPo, = aiveolar-arterial oxygen differ-
ence; initial Fiyo = mean value of the fraction of inspired nitric oxide that produced the
maximum effect on Pag, (all other variables, including Fio, and PEEP, were maintained
constant during evaluation of the effects of the initial optimal Fiyo).

* Variables reported as mean * SE.

! Basefine values collected just before (Fiyo = O ppm) starting the administration of
inhNO.

¥p Value of the difference between initial optimal Fiyo and baseline values.

1485
halation). The two groups were similar with regard ost
baseline demographic and prognostic variables (Table 1] ~pa-

tients treated with inhNO, however, were on average slightly
more sick, with a HS that was lower, and an APACHE I1
score that was higher, than patients in the control group.

Initial Effects of inhNO

The initial optimal Fiyg decreased pulmonary arterial pres-
sure without changing systemic arterial pressure and heart
rate (Table 2). Inhaled NO significantly improved the gas ex-
change parameters: increases in Pag, by 66.2% (p = 0.0025)
and H* concentration by 4.5% (p = 0.0025); decreases in
Pacg, by 7% (p = 0.0001) and Hcos™ by 2.8% (p = 0.02). Al-
though PETc, remained unchanged, Vpa/VT and aaPo, de-
creased signif%canﬂy. The mean initial optimal Fiyo estab-
lished for the first day was 8.5 = 2.6 ppm. five of 15 patients
were nonresponders to inhNO (increase in HS < 209%). There
was no difference in the initial mean HS between responders
and nonresponders (127.7 = 25.6 versus 118 = 19.6 mm Hg,
respectively). Comparison between groups showed that the
initial changes of Pag, HS and Qva/Qr were significantly
larger in the experimental group than in the control group
(Table 3).

Follow-up Effects

Excluding the initial effect, we did not observe any difference
between groups. There was not sufficient evidence to support
the use of a quadratic model for any of the measures of lung
function considered (the proportion of patients with signifi-
cant quadratic terms never exceeded 209). Accordingly, for
each patient we characterized the change in lung function over
the follow-up period by the slope of the corresponding linear
regression of lung function on time. As shown in Table 3, the
mean weighted linear slopes from Day 1 onward for PEEP,
CL, and Qva/Qt were not different between groups; there was
some evidence (p = 0.06) of a difference in the change of HS,
with a tendency of greater decline in the inhNO-treated group
than in the control group. It should be noted that the esti-
mated mean weighted linear slopes were sometimes highly
variable between individual patients, e.g., for HS in the inhNO
group, comprising essentially an equal number of positive and
negative individual slopes. The mean Flyo used during the
study, based on optimal dosage determination, was 5.6 = 1.8
ppm. The mean duration of inhNO treatment was 8.1 = 1.3 d
(range: 28 to 453 h), Fiyp, was always < 1 ppm, and excessive
methemoglobinemia was never detected.

Survival Rate, Duration of Mechanical Ventilation,
and Therapeutic Success Rate

The 30-d mortality and the duration of mechanical ventilation
were almost identical in the two groups: nine of 15 deaths and
22.3 = 2.5 d of ventilation in the inhNO group versus eight of
15 deaths and 24.1 = 2.5 d in the control group. A majority of
the deaths (11 of 17) occurred from multiple organ dysfunc-
tion syndrome (MODS). Although the subgroup of survivors
treated with inhNO showed a 20% reduction in the duration
of mechanical ventilation when compared with the control
group (10.8 = 1.2 versus 12.8 = 4.2 d, respectively), the differ-
ence was not statistically significant (p = 0.44). The global
evolution of therapeutic success was not different between the
two groups (p = 0.83) (Figure 1). In the experimental group,
the final therapeutic success rate was slightly higher (40%)
and reached earlier (at Day 15) than in the control group
(33.3% at Day 30). Of the five patients of both groups with
direct ling-injury-induced ARDS only one died, in the con-
trol group. Consequently, the therapeutic success rate of the
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TABLE 3

COMPARISON OF LUNG FUNCTION EVOLUTION BETWEEN CONTROL
AND EXPERIMENTAL (INHALED NO) GROUPS*

106

Difference between Day 1

Average Daily Change (linear Siope)

Baseline! and Baseline from Day 1

Pag,, mm Hg

Control group 99.1 =83 -6.2=x107 —-1.01 =03

Inhaled NO group 80.5 =48 +233+6.9 -1.2=04

p Value! 0.03 0.72
HS, mm Hg

Contro! group 152.1 =185 +14.2 = 18.1 +1.2=x15

Inhaled NO group 1194 = 13.6 +70.4 =134 —28=1.5

p Value 0.02 0.06
PEEP, cm H;O

Control group 106 = 1.7 +1=*05 -0.1= 0.1

Inhaled NO group 102 0.7 +0.6 0.7 -0.2+ 0.1

p Value 0.68 0.36
CL, ml/cm H,O

Control group 299 * 36 -09=x16 -0.5+0.1

Inhaled NO group 31829 +02=x27 -0.2+0.1

p Value 0.73 0.25
Qua/QrT, %

Control group 19.4 = 2.1 —45=*22 +0.05 + 0.2

Inhaled NO group 257 3.2 =105+ 2.1 +0.07 £ 0.2

p Value 0.05 0.83

Definition of abbreviations: HS = hypoxia score {Pao,/Fio,); PEEP = positive end-expiratory pressure; CL = lung compliance [Vi/Ppeak —
totalPEEP)]; V1 = tidal volume; Ppeak = peak airway pressure; Qua/Qr = venous admixture [100 X (Cco, — Cap,)/{Cca, — Cvp,)], Ceg,,

Cap,, and Cvp, = capillary, arterial, and venous oxygen contents.
* Variables reported as mean = SE.

7 Baseline values collected immediately after the inclusion of the patient in the study.
* p Value of the comparison between experimental and control groups.

remaining patients with sepsis-induced ARDS was 28%
(30.8% in the inhNQ, and 25% in the control group). Four of
five inhNO nonresponders died, and the therapeutic success
rate in inhNO responders was 50%.

DISCUSSION

This is the first report of a randomized controlled trial of pa-
tients with ARDS treated with inhNO that addresses these is-
sues. Small sample size, heterogeneous populations and treat-
ments, as well as selection bias, plagued previous studies on
the effect of inhNO in patiénts with ARDS. Moreover, none
of them used a control group without inhNO followed in par-
allel except Chollet-Martin and colleagues (9) whose main ob-
jective was not the survival rate. Several of these studies car-
ried out a crossover design with prostacyclin (8, 12, 15) or
almitrine (16, 17) to study the effect of inhNO on hypoxemia.
This design, however, fails to address important clinical out-
comes such as survival or weaning and is very limited because
of the ARDS instability in time. The lack of consistency in
previous studies could result from the high variety of ARDS
etiologies, the large Fiyg (10 ppb [20] to 128 {21] ppm) and age
(1 [15] to 81 [22] yr) ranges. Most of the investigators used a
unique Fiyo dose, which, in our opinion, does not optimize
treatment. Finally, several studies used concomitant treat-
ments such as ECMO (8, 12, 14, 20, 23), permissive hypercap-
nia (22, 24, 25), or vasoactive drugs (16, 21, 25, 26), which
makes it difficult to compare the outcome. In our trial, the
population was selected on strict criteria and received uniform
standardized care for their conditions. Random allocation of
the intervention as well as strict objective assessment of the
parameters ensured absence of bias.

Our results confirm those of previous studies (15, 20-22,
26, 27) in so far as showing that inhNO initially exerts a mod-
erate pulmonary vasodilatory effect that is accompanied by an
improvement in alveolocapillary gas exchange and an absence

of clinical systemic hemodynamic effects (Tables 2 and 3). The
beneficial effect resulting in improved oxygenation is likely re-
lated to the redistribution of blood flow from unventilated
shunted areas to ventilated but under perfused areas, the so-
called “steal phenomena” (16, 26-28). Unlike that in a study
of patients with chronic obstructive pulmonary disease (29),
no negative response to introduction of inhNO was observed
in our study. By dilating some constricted pulmonary vessels
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Figure 1. Therapeutic success rate evolution of control and experi-
mental (inhaled NO) groups. Therapeutic success was defined as
successful weaning from mechanical ventilation with extubation
within 30 d after inclusion in the study. There was no evidence of
difference between the two groups (p = 0.83).
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in ventilated lung areas, inhNQO improved the high ratio venti-
lation/perfusion inequality, thereby reducing aaPo,, and Vpa/
VT. As a consequence, Pacp, was slightly but significantly re-
duced. In our study, PETco, was unchanged; other investiga-
tors have similarly found either no increase (23, 27) or only a
slight (1 to 3 mm Hg) increase (21, 23) in this parameter. The
effect of inhNO over time in comparison with a control group
has never been published. The initial effects on HS and Qva/
Ot (Table 3) were significantly greater in the experimental
group than in the control group. However, after the initial pe-
riod, there was no evidence of continued improvement in the
experimental group or in the control group. There was no sig-
nificant difference in duration of mechanical ventilation and
mortality, and, consequently, the therapeutic success rate was
similar in both groups. The slight trend of inhNO improve-
ment through the duration of mechanical ventilation observed
with the subgroup of survivors is difficult to interpret. It could
represent a real effect or be a product of selection bias.

The contrast between a strong positive initial effect on lung
function and the absence of effect on global mortality is strik-
ing and may yield different explanations. As noted above, a
slight disadvantage on baseline severity scoring systems and
lung status was observed in the experimental group. This dif-
ference, however, is not likely to explain the absence of sur-
vival difference because there was no correlation between the
severity of initial scoring systems and the 30-d mortality. A
multivariate model, adjusted for the initial severity score, did
not change the results. Our results show that after the first day
the two groups presented similar evolutions, suggesting that
both groups reached the same maximal level of possible im-
provement, but that patients treated with inhNO did it more
quickly. Therefore, inhNO did not change the general health
status, which was already profoundly altered (mean APACHE
Il score = 27.4) when patients were included (established
ARDS). Our results are compatible with the fact that the
death during the acute phase of ARDS is usually attributable
to the underlying illness or injury (30), whereas later deaths
are mainly due to MODS (31), and they corroborate the com-
ments of Wenstone and Wilkes (32) that new therapies di-
rected solely at treating the lung will be unlikely to significantly
reduce the mortality from what is essentially an inflammatory
systemic disease. ’

In this context one may see the evolution of HS over time
as the effect of optimal standard ventilation whose effective-
ness is limited by the impaired lung condition; inhNO might
help reach this maximum attainable level, without transform-
ing the respiratory function or the final prognosis. It is possi-
ble that earlier treatment with inhNO could be more effec-
tive on mortality, and ARDS may be easier to reverse (33), or
that inhNO administered to patients with direct lung-injury-
induced ARDS (without MODS) may also have a positive ef-
fect on mortality as well. In the studies done by Rossaint and
colleagues (8) and Gerlach and coworkers (14), the majority
of patients had ARDS resulting from direct lung injury, and
the survival rate with inhNO was high (11 of 13). In our study,
the number of patients so affected was small (n = 5) and the
prognosis was good in both groups: two of two, and two of
three, respectively, in the inhNO and control groups. We also
found that nonresponders to inhNO (initial increase in HS <
20%) had a very poor prognosis (four of five deaths). All
these patients, however, were treated because their HS im-
proved by more than 5% with the therapy. The lack of a de-
monstrable effect on mortality does not imply that administra-
tion of inhNO is worthless (34). The rapid improvement in
lung function in comparison with the control group is a posi-
tive element that may facilitate ventilatory support; hence, de-
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crease fatrogenic pulmonary pathology. This aspect s rts
the observation made by Petros and colleagues (34) thﬁor—
tality is not a good criterion to assess the role of a new thera-
peutic modality in the ICU, and that reducing morbidity is a
more adequate achievable end point. Eventually, the additive
effects of a number of therapies decreasing morbidity in pa-
tients with ARDS may lead to a decrease in mortality (25). It
has been shown that the overall mortality has lessened in
ARDS, although no single therapeutic approach improved it
(35).

Qur study confirms the initial efficacy of inhNO on lung
function but does not show any significant difference between
groups after the first day of follow-up. We observed a more
rapid resolution of pulmonary changes in blood gas criteria in
ARDS, which was not followed by beneficial effects on lung
function, duration of mechanical ventilation, and mortality.
Although our sample was representative of a population with
sepsis-induced established ARDS resulting in MODS, this pi-
lot study suggests that demonstrating an effect of inhNO on
ARDS mortality in this population would be difficult to
achieve even with a large multicenter trial. In these condi-
tions, we suggest that further studies should focus on early
treatment (when the condition is more likely to be reversible)
and on the use of inhNO on selected populations such as pa-
tients with ARDS induced by direct lung injury or those re-
sponsive to the therapy whatever the etiology. These popula-
tions should benefit the most from the use of inhNO with a
putative effect not only on gas exchange but also on mortality.
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Chapitre 6

DISCUSSION



8.0 Mise 3 jour des données expérimentales.

8.1 Résumé.

8.1.1 NO inhalé, un vasodilatatenr pubmonaire sélectf.

8.1.1.a  Effet anti-hypertenseur pulmonaire du NO inhalé.

Historiquement les patients non-intubés furent les premiers a recevoir la thérapie du
NO en inhalation. En 1988, le groupe d’Higenbottam® compara les effets vasodilatateurs
du NO inhalé 4 ceux de la prostacycline (PGL) sur des patients respirant spontanément un
mélange de 40 ppm de NO et d’air administré & I'aide d’un sac de Douglas. A cette occa-
sion, le NO inhalé se révéla capable de diminuer la pression artérielle pulmonaire (PAP)
chez sept patients atteints d’hypertension pulmonaire primaire sévere, et ce sans entrainer
aucun effet systémique visible. Ce caractére « vasodilatateur pulmonaire sélectif » du NO
inhalé fut par la suite confirmé sur de nombreux modeles expérimentaux d’hypertension

pulmonaire développés sur animal anesthésié ou poumon isole par :

& Vasoconstriction chimique induite par l'injection d’analogue du thromboxane A,,™ **

27) J’héparine-protamine,® de monocrotaline,”””® d’endothéline,”) de plateler-actus:
P P P

ting factor,™" de sérotonine,* de 8-épiprostaglandine (PG) Fq, de phényléphrine,*

) ou d’un inhibiteur de la synthése de NO.®

& Atteinte de lintégrité respiratoire induite par le phénoméne de vasoconstriction pul-
monaire hypoxique,*** *V par hyperinflation,* par micro-embolisation pulmonaire ai-
gué,®* par reproduction de la maladie des membranes hyalines,” ou de I'hyperten-
sion pulmonaire persistante du nouveau-né,*” ou de ’hypertension pulmonaire due a

une hernie diaphragmatique congénitale®™ ou un défaut congeénital cardiaque.®
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¢ Induction d’un processus inflammatoire lors d’infusion intraveineuse endotoxinique

de lipopolysaccharide (LPS) d’Escherichia coli,*”***® de Streptocoques,” par développe-

(100)

ment d’un syndrome d’ischémie-reperfusion pulmonaire®® ou de lésion pulmonaire ai-

gué (LPA) / SDRA induite par stress oxydatif,'”” inhalation de fumée,*> ' instilla-

tion endotrachéale de méconium,"® * lavages pulmonaires répétés® 7> %19 oy injec-

111-114)

tion atriale droite' fisi M5 116) e

ou intraveineuse acide oléique.

Le NO inhalé atteint le muscle lisse vasculaire pulmonaire par diffusion & partir des
alvéoles ventilées, causant ainsi la relaxation des vaisseaux adjacents a ces derniéres.® *
Comme le NO présent dans le lit sanguin pulmonaire est rapidement et trés specifique-
ment absorbé par les érythrocytes et inactivé par une fixation trés solide sur le fer hémique
de 'hémoglobine,"” son effet vasodilatateur semble limité a la sphere pulmonaire. Le
complexe formé avec I’hémoglobine est par la suite métabolisé en methémoglobine. 1l a
dailleurs été trouvé une relation dose-réponse dans la formation de methémoglobine san-
guine lors d’inhalation de NO.* Cette relative sélectivité a conféré au NO inhalé le con-
cept enthousiaste d’une thérapeutique vasodilatatrice pulmonaire efficace et sans effet se-

condaire (surtout en comparaison aux vasodilatateurs systémiques, nitrates organiques, an-

tagonistes du calcium ou dérivés d’eicosanoides).

Deux études animales ont toutefois démontré I'absence d’effet anti-hypertenseur du
NO inhalé dans des conditions bien précises de PAP élevée. L’hypertension pulmonaire
passive, post-capillaire induite par dénervation sino-aortique chez le Chien dans la premie-
re étude™® se rapproche du modéle développé par nos soins avec la phényléphrine.*®
Leurs résultats concordent avec les ndtres, dans le sens ot le NO inhalé n’a pas d’effet di-
rect sur les vaisseaux pulmonaires non contractés. Ils corroborent également Iimplication
d'un effet extra pulmonaire du NO inhalé tel que suggéré dans notre étude,® ou Ieffet lu-
sitropique positif du NO inhalé sur le myocarde expliquait la baisse de PAP ; cet effet, Ga-
linier et coll™™® n’ont pu le reproduire en raison probablement de la dose plus faible de
NO utilisée (25 ppm) ou des particularités hémodynamiques de leur modele. La deuxieme

étude™ concerne un modéle de pneumonie bactérienne induite par inoculation intratra-

chéale de colonies &’ Escheridiia coli sur des Chiens en respiration spontanée. Le NO inhalé,
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3 la dose de 80 ppm, augmenta légérement l'oxygénation et se révéla incapable de diminu-

er I’hypertension pulmonaire, un résultat que Ion a également observé avec le SDRA chez
"Homme™ et dans le modele de SDRA induit par injection d’acide oléique chez le
Chien.™" ™ A la décharge du NO inhalé, il faut signaler que dans I’étude de Quezado et
coll,."" aucune technique ventilatoire n’a été mise en ceuvre pour faciliter le recrutement
alvéolaire et donc leffet de la thérapie par inhalation. Or, Putensen et coll. ont montré que
le NO inhalé était plus efficace dans un modéle de SDRA induit par injection d’acide oléi-
que chez le Chien en présence d’une pression positive continue des voies respiratoires™?
que sans."™” Le SDRA étant une atteinte inflammatoire sévére du poumon avec des dom-
mages non uniformes du parenchyme et de I'interface alvéolo-capillaire, il advient que le
NO inhalé présente des résultats discordants sur Ihypertension pulmonaire selon les étu-

419 obte-

des, humaines mais aussi animales. Ainsi, Shah et coll. ont dans un premier temps
nu des résultats trés encourageants avec le NO inhalé sur un SDRA induit chez le Porc par
injection d’acide oléique. Par la suite,""® sur le méme modéle, le NO inhalé diminuait tou-
jours Ihypertension pulmonaire mais était incapable d’améliorer I'oxygénation. Des résul-
tats similaires ont été obtenus avec d’autres modéles.®” ™ ® De plus, le NO inhalé a été
administré de fagon tardive, soit 4 24, 48 et 524 heures apres Iinoculation bactérienne. 91
est important de signaler qu’au contraire de ce modele, les effets du NO inhalé dans les au-
tres modles cités ont été majoritairement évalués immédiatement ou peu de temps apres
Pagression. Il se peut 14 encore que les remaniements tissulaires affectent Pefficacité du trai-
tement. A ce sujet, les résultats obtenus sur un modéle d’hypertension pulmonaire chroni-
que par injection de monocrotaline sont discordants. Le NO inhalé s’est ainsi avéré un bon
anti-hypertenseur dans la période immédiate post-agression,”” ou trois® et six”” semai-
nes aprés l'injection de monocrotaline. Mais il fut inefficace dans d’autres conditions sur la
PAP et le remaniement de la paroi vasculaire aprés trois semaines d’évolution.”*

En résumé, leffet du NO inhalé sur la circulation pulmonaire est quelque peu varia-
ble mais cette variabilité s’explique fort bien en connaissance des principes fondamentaux
de fonctionnement de cette thérapie : (1) alors que les cellules endothéliales régulent le to-

nus vasculaire basal par une production continue de NO endogeéne sous la gouverne pré-

pondérante des forces de friction rhéologiques sanguines, des variations de la pression par-
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tielle artérielle en O, (Pa0y) et de la stimulation de récepteurs endothéliaux (a I'acétylcholi-

ne, la bradykinine, la substance P, ’histamine, divers agents dérivés des plaquettes, etc.) par-
ticuliérement au niveau de la circulation systémique, il semble que le NO ne joue pas un r6-
le majeur dans le maintien d’un tonus vasculaire pulmonaire bas avec des varations toute-
fois selon les espéces et les conditions physiologiques. Le NO inhalé ne dilatant que les
vaisseaux pulmonaires constrictés, il est sans effet sur la circulation pulmonaire normale ;
(2) Ie NO inhalé exerce une vasodilatation doublement sélective, vasodilatation restreinte
aux vaisseaux pulmonaires et limitée majoritairement aux territoires alvéolaires ventilés. Il
se peut toutefois, qu'administré 3 forte dose, le NO inhalé atteint par diffusion et jusqu’a

un certain point des territoires alvéolaires non ventilés.

Cela se traduit par le fait que la baisse des résistances vasculaires pulmonaires conseé-
cutive 4 Pinhalation de NO est d’autant plus importante que celles-ci sont élevées au depart.
Au cours du SDRA, pathologie respiratoire 4 laquelle nous nous sommes particulierement
intéressés, Ihypertension artérielle pulmonaire a une composante « fonctionnelle », réver-
sible, en rapport avec les médiateurs circulants de I'inflamma-tion tels que les dérivés eico-
sanoides (thromboxane A,, prostancides, etc.), le platelet-actuatzg factor, 'endothéline ou les
radicaux libres dérivés de ’O,. 1l existe aussi une part de Ihypertension artérielle pulmonai-
re qui est « fixée », non réversible, en rapport avec un épaississement pariétal des vaisseaux
pulmonaires et avec la présence de microthromboses dans le lit vasculaire pulmonaire. Ce-
ci apporte un autre élément d’analyse du phénoméne des non-répondeurs au NO inhalé.
Les patients répondeurs au NO sont des patients ayant des résistances vasculaires pulmo-
naires élevées (> 200 dynes.sec.cm®.m’), tandis que les non-répondeurs sont ceux ayant
des résistances vasculaires pulmonaires basses ou normales, ou ceux chez qui 'augmenta-
tion des résistances vasculaires pulmonaires est entiérement fixée, en rapport avec des re-
maniements anatomiques des vaisseaux pulmonaires ou des thromboses vasculaires. Ceci
est vrai aussi bien pour les hypertensions artérielles pulmonaires compliquant la chirurgie

cardiaque que pour celles observées au cours du SDRA.*

$’il existe une corrélation entre le niveau initial des résistances vasculaires pulmonai-

res et Leffet anti-hypertenseur du NO inhalé, elle est beaucoup moins évidente avec la
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PAP. En effet, une hypertension artérielle pulmonaire peut étre essentiellement débit-de-

pendante sans que les résistances vasculaires pulmonaires soient élevées. Le NO sera alors
inefficace malgré l'existence d’une PAP élevée, car les vaisseaux pulmonaires ne sont pas
vasoconstrictés. Une autre situation est celle ou le NO inhalé augmente le débit cardiaque
en améliorant la fonction ventriculaire droite. La baisse de PAP est alors « masquée » par

Iélévation du débit cardiaque.

8.1.1.b  Effet sur Poxygénation du NO inhalé.

Basé sur son activité oxygénatrice, le NO inhalé est qualifié de « microsélectif » parce
quil dilate uniquement les vaisseaux perfusant les unités alvéolaires ventilées et quiil res-
pecte la VPH des territoires non-ventilés. Dés lors chez un patient souffrant d’hypoxémie
due 2 la présence d’un shunt intrapulmonaire important, le NO inhalé peut augmenter l'o-
xXygénation artérielle en améliorant les inégalités ventilation / perfusion par une redistribu-
tion du débit sanguin des zones sous-ventilées, mais sources de shunt, vers les territoires
ventilés, mais jusqu’a alors sous-perfusés.” C’est ce qu'on appelle le phénoméne de « vol
sanguin ». Ceci représente un avantage majeur par rapport aux vasodilatateurs systémiques
qui tendent & aggraver l'incoordination ventilation / perfusion en dilatant non sélective-
ment les vaisseaux pulmonaires et systémiques, d’ott une hausse du débit cardiaque et une
aggravation du shunt intrapulmonaire. D’autres facteurs expliquent 'amélioration de I'oxy-
génation observée avec le NO inhalé, 3 savoir une diminution de la ventilation de I'espace

(122)

mort associée 4 de la bronchodilatation locale,*” une baisse de la perméabilité vasculaire,

de la pression hydrostatique capillaire (par une action autant sur les veinules que sur les ar-

059 des effets

térioles) et conséquemment des risques de formation d’cedéme pulmonaire,
anti-leucocytaire et anti-vasotrophique limitant les remaniements vasculaires importants
dans des pathologies comme le SDRA et un effet anti-agrégant plaquettaire améliorant la
rhéologie pulmonaire.®* >

Le seul facteur prédictif de l'efficacité du NO inhalé en termes de réduction du shunt
intrapulmonaire est 1 encore le niveau des résistances vasculaires pulmonaires initiales.
I’augmentation de la Pa0, et la baisse de shunt induites par I'inhalation de NO sont d’au-

tant plus marquées que les résistances vasculaires pulmonaires de base sont élevees. Ceci
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explique que les critéres d’analyse de la non-réponse au NO inhalé présentés précédem-

ment sur la PAP sont valables aussi pour 'oxygénation avec une nuance importante toute-
fois qui est que la Pa0, est un facteur complexe et multifactoriel résultant d’'un panel de rap-
ports ventilation / perfusion au niveau alvéolaire et du degré de perfusion pulmonaire. Mal-
gré Ihétérogénéité des lésions pulmonaires, le nombre de territoires ventilés traversés par
les vaisseaux pulmonaires est toujours suffisant pour que le NO puisse atteindre la muscu-
lature lisse de ces vaisseaux. En effet, ceux-ci ont un long trajet intraparenchymateux dans
le lobule pulmonaire secondaire : dans I'axe bronchovasculaire pour les artéres et dans les
septae interlobulaires pour les veines. Aprés vasodilatation d’une artériole d’un lobule pul-
monaire secondaire par le NO, les effets gazométriques au niveau de ce lobule vont dépen-
dre des rapports ventilation / perfusion au niveau capillaire pulmonaire. 51, a ce niveau, ly
a une prédominance d’alvéoles ventilées ou s'il y a autant d’alvéoles ventilées que non-ven-
tilées, Deffet gazométrique sera favorable ou légérement favorable par l'effet du vol san-
guin. Sl existe plutét une prédominance d’alvéoles non-ventilées, l'effet gazometrique sera
défavorable car augmentation du flux sanguin pulmonaire va tendre 4 augmenter la pro-
portion de zones pulmonaires a bas rapport ventilation / perfusion. L’effet global sur I'o-
xygénation artérielle va donc dépendre de la somme des effets locaux. On congoit ainsi
qu'une dégradation de Poxygénation artérielle sous NO inhalé sort théoriquement possible.
En pratique, on observe plutét une absence deffet telle que rapportée pour les non-répon-
deurs au NO dans le SDRA ou lors de maladie pulmonaire obstructive chronique (¢f. art-
cle de revue, pages 63, 64, 67).

8.1.2 Métabolisme du NO inbalé.

La question fondamentale de savoir comment I'Endothelium-derwed Relaxing Factor
(EDRF / NO) exerce ses fonctions biologiques, particuliérement son transport jusqu’a ses
cibles moléculaires, reste d’actualité en 1998. La découverte que Rbaduius prolixus, un insec-
te suceur de sang, synthétise son propre NO et le « conserve » au sein d’'une protéine hémi-
que, transporteur adapté pour son injection dans la victime (ce qui entraine une vasodilata-
tion locale au site de piqfire et une inhibition de I'agrégation plaquettaire, facilitant ainst la
prise de sang), a confirmé la possibilité d'un transport biologique de NO."® Dans I'ean,

Pultra filtrat et le plasma, NO est oxydé en NO; qui est stable pour plusieurs heures. Dans
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le sang complet toutefois, NO; est converti rapidement en NO; . 1l apparait que le NO at-

teignant le lit sanguin peut étre métabolisé par trois voes distinctes :** (1) interaction avec
1O, dissous sanguin pour former NO, ; (2) réaction avec le fer hémique de 'hémoglobine
pour former de la nitrosylhémoglobine {Hb(Fey)NO}, qui en présence d’O, est oxydée en
methémoglobine {Hb(Fer;)} (puis réduite de nouveau en hémoglobine grice a la NADPH
-methémoglobine réductase) avec libération de NO;’; (3) combinaison avec le résidu cyste-
ine 793 sur la chaine globine 7 de I’hémoglobine pour former la relativement stable S-nitro-
sohémoglobine (SNO-Hb) qui n’empéche pas une fixation concomitante de I'O, sur The-
me, ou avec toute autre molécule pour former d’autres S-nitrosothiols (ou thionitrites,

SNO-R) ou autre forme de transport.

Ce métabolisme potentiel et simplifié du NO inhalé ne refléte pas la chimie comple-
xe du NO qui fait intervenir un panel d’espéces lies au niveau du degré d’oxydoréduction
mais avec des propriétés et une réactivité distinctes : NO" (ation nitrosonium ou nitrosyl),
NO" (monoxyde d’azote) et NO (anion nitroxyl). Le radical libre NO' réagit avec 'O,
pour former du dioxyde d’azote (NO,), avec I'anion superoxyde (O,") pour former le toxi-
que peroxynitrite (ONOO), avec les métaux oxydoréducteurs (fer, cuivre) hémiques (tels
que dans ’hémoglobine) ou pas, par un processus appelé nitrosylation.®* Le cation NO*,
formé par réduction de NO;, réagit avec plusieurs nucléophiles (on parle de nitrosation)
tels que les groupements sulphydryl (ou thiol, -SH), amide (-NH) ou les bases aromati-
ques, ou avec des radicaux libres dérivés de I'O,, comme le peroxyde d’hydrogene (H,O,),
pour former ONOO"** La réaction de NO* avec les composés thiols produit une classe
unique de composés impliqués dans le métabolisme de NO et appelés les S-nitrosothiols.
L’anion NO' peut lui aussi interagir avec les métalloprotéines (formation de methémoglo-
bine et libération de NO") ou les thiols (formation d’hydroxylamines, R-NHOH).®* Il pro-
duit du protoxyde d’azote (N,O) par protonation, dimérization et déshydratation (ce qui
pourrait correspondre 4 une voie de détoxification puisque le potentiel toxique de N,O est
moins élevé que celui de NO),™» ONOO en présence d'O, et des nitroxyls (HHINO) par ra-
diation chimique.®*
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La nitrosylation métallique sur des protéines hémiques, ou pas, aussi bien que l'at-

trait de NO pour les groupements nucléophiles d’acides aminés, peptides et protéines ou
les bases aromatiques, conduit aux interactions potentielles et 4 la formation de nombreux
composés nitrosyl-fer, hémiques (HIBNO), ou pas®? {clusters nitrosyl fer-sulfure, comple-
xes nitrosyl fer couplés a des groupements thiols et appelés les « complexes 2,03 »% tels
les complexes dinitrosyl fer (DNIC) couplés a des thiols pariés dans une meéme protéine

(129

ou de faible poids moléculaire telles la L-cystéine™ ou le glutathion pour former des com-

130, 131) _

posés Fe(NO),-(RS),}, de S-nitrosothiols non-proteiques (S-nitroso-L—cystéine,’ glu-
tathion,®? —N-acétyl-L-cystéine, etc.), de protéines S-nitrosées™ (SNO-albumine,** **
SNO-Hb,™ etc.), de N-nitrosamines (RNH-NO), R-NHOH ou oximes (R=NOH),"* ou

(137)

encore des composés générant des HNO,™ etc.

Linterconversion des formes liées par leur potentiel d’oxydoréduction conduit aux
nombreuses possibilités de transporteurs de NO cités précédemment. Par exemple, les
complexes métal-nitrosyl, principalement impliqués dans des réactions de style NO, peu-
vent agir comme agents électrophiles « nitrosants », Ze. ils transférent NO* vers des subs-
trats nucléophiles.®® Dans le méme ordre, la versatilité d’oxydoréduction de NO est a I'o-
rigine de son interconversion d’espéce neuroprotectrice (S-nitrosation de NO™ sur un
groupement thiol du récepteur NMDA pour bloquer la transmission nerveuse) en espece
neurotoxique (réaction de NO' avec O;) selon lenvironnement oxydoréducteur du mi-
lieu ;® les thiols présentent la plus grande prévalence et réactivité sur les autres nucléophi-
les biologiques,™” et la source la plus abondante de groupements sulphydryls dans les tis-
sus mammaliens est la cystéine (soit libre, soit sous forme peptidique) ;*” particuliérement,
les SNO-albumine®™ et SNO-Hb™* peuvent constituer un réservoir qui protégerait EDRF
/ NO de son inactivation dans le lit vasculaire et présenterait des propriétés style EDRF /

NO &loignées dans l'espace et le temps de son site de production.®* *

La S-nitrosation de I’hémoglobine (SNO-Hb) se réalise dans le poumon, ot le NO
peut provenir d’une production endogeéne (endothéliale, épithéliale, auto-inhalée, etc.), d’u-
ne contribution environnementale, ou encore d’un transfert intramoléculaire de la forme

nitrosylée de ’hémoglobine (FIbNO) ou par S-transnitrosation d’une autre forme de trans-
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port (SNO-R) de faible poids moléculaire.**? Le processus de S-nitrosation est gouverné

par le changement de conformation de 'hémoglobine régulé allostériquement par la fixa-
tion de 'O, et le degré d'oxydation de Ihéme.( 142 ) ] %tude de Scharfstein et coll"*!
avance de facon convaincante hypothése qu'un processus de S-transnitrosation entre la
SNO-albumine et des thiols de faible poids moléculaire (L-cystéine, N-acétyl-L-cystéine
testées), et donc de diffusion moins limitée, permet une libération plus rapide et efficace de
NO 4 la cellule musculaire lisse. La méme approche a également été utilisée avec succes
pour Ialbumine et le DNIC,**** ainsi que 'hémoglobine et le glutathion."* * Stamler"?)
a proposé que les SNO-R sont impliqués dans la stabilisation de la bioactivité du NO, de
son transport et de sa libération vers des sites effecteurs cibles et specifiques (« thiorégula-
teurs »). Boese et coll.™* ont aussi suggéré que les ligands attachés aux DNIC (L-cystéine

et glutathion) peuvent servir de cibles spécifiques de reconnaissance. De tels mécanismes

de formation de SNO-R et de libération de NO i partir de ces composés SNO-R%?

supportent la possibilité de réactions de S-transnitrosation invro"™™

et un role pour ces re-
actions dans le transport et le métabolisme ’EDRF / NO et du NO gazeux. Supportant
cette hypothése,’* les thiols de faible poids moléculaire facilitent la libération de NO a

138, 142.14) ot de réservoirs nitrosylfer si-

partir de protéines SNO-R plus stables dans le sang'
tués dans le cytosol endothélial. 2 En exemple, il a été récemment observé que les for-
mes SNO-Hb libres ou érythrocytaires inhibent 'agrégation plaquettaire humaine (action
induite parNO) suggérant un potentiel réle anti-plaquettaire des globules rouges.”® D’au-
tres voies de synthése des SNO-R et de libération de NO a partir de ces composés ont
également éé proposées,™*? faisant intervenir des intermédiaires métaboliques comme
HNO,, 'anhydride nitreux (N,O;)®* ou ONOO, ou bien une action de NO tout en étant

fixé sur le thiol,®® ou une décomposition / formation des SNO-R faisant intervenir le cou-

ple cuivre Cu* / Cu™ 4 la place du fer (Fe** / Fe*).t51)

Le mécanisme d’action des seconds messagers responsables des effets du NO est
partiellement connu.®* *” Outre la formation de 3’,5™guanosine monophosphate cyclique
(GMPc) induisant une activation de protéines kinases GMPc-dépendantes (PKG) et une
modulation de lactivité des phosphodiestérases (PDE) aboutissant 4 une baisse de la con-

centration de Ca?* intracellulaire et de la sensibilité du myofilament au Ca** (¢f article de re-
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vue, page 62), on peut mentionner"** ' une intervention directe du GMPc au niveau de

I’échangeur Na*/Ca® et de divers canaux ioniques tels que les canaux chlorures (Ch)"Y et
potassiques Ca**-dépendants (K*)." Ces derniers pourraient aussi étre directement sti-
mulés par NO,%> ) provoquant une hyperpolarisation membranaire qui amplifie l'inhibi-
tion causée par les PKG (Figure 2). Les autres actions potentielles du NO non régies par le
GMPc incluent la formation de ONOO), la modification d’enzymes et de facteurs régula-
teurs nucléaires viz la fixation sur des métaux transitionnels ou des groupements thiols, et
la formation de nitrotyrosines influengant les sites régulateurs et catalytiques."” ** Par ail-
leurs, soit la S-nitrosation de protéines régulatrices du Ca** au niveau du réticulum sarco-
plasmique® ou contrélant la probabilité d’ouverture de canaux tels que les K* e soit la
suppression directe de la respiration mitochondriale par le NO®" pourrait aussi expliquer

(68 5t

Pactivité inhibitrice du NO sur la vasomotricité. De plus récemment, Gross et coll.
montré que NO peut réguler la réserve contractile (baisse du taux d’ATP), possiblement
par une atténuation réversible de Pactivité de la créatinine-kinase a 'aide de nitrosothiol em-

péchant le transfert phosphoryl entre la phospho-créatinine et !ATP.

8.1.3 Effets extra pulmonatres du NO inbalé.

8.13.a  Effets sur les cellules circulantes sanguines.

L'interaction du NO avec les érythrocytes a été décrite dans le paragraphe précédent.
L'inhibition de la fonction plaquettaire a constitué la premiére démonstration objective
deffets systémiques du NO inhalé."®) Leffet inhibiteur du NO sur Iagrégation et 'adhe-
sion des plaquettes et des polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs) a été bien documen-
t i vitro.® 772 11 est maintenant reconnu que les plaquettes traversant le lit vasculaire de
poumons traités avec du NO inhalé vont montrer une activation de la GCs du cytosol pla-
quettaire qui augmente les niveaux de GMPc."”” Quand ces niveaux sont augmentés dans
les plaquettes, la concentration intracellulaire de calcium libre diminue par intervention de
PKG et de réactions de phosphorylation complexes. Cette baisse régule négativement l'ex-
pression en surface du complexe de glycoprotéine GPIIb-I11a®"> 7% ou récepteur a fibri-
nogéne nécessaire & l'agrégation plaquettaire.” Ceci peut prolonger le temps de saigne-
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ment comme prouvé chez différentes especes.!® " Chez des patients souffrant de

SDRA, le NO inhalé a atténué agrégation plaquettaire ex vro mais n’a pas modifié le
temps de saignement."™ Par ailleurs, le NO inhalé a causé une faible,"”? voire inexistan-

73 De fagon identique a la

te,"®? atténuation de la fonction plaquettaire sur des sujets sains.
cellule musculaire lisse, le mécanisme d’action du NO au niveau des plaquettes ne fait pas
intervenir uniquement le GMPc. Notamment, des effets anti-plaquettaires de nitrosothiols
ont ainsi été révélés par des mécanismes n’impliquant pas la GCs."*** Des lors la diffé-
rence d’activité anti-plaquettaire du NO inhalé observée sur individus sains ou souffrant
d'une atteinte inflammatoire pourrait s’expliquer par une modification de 'environnement

oxydoréducteur 3 méme d'influencer les différentes voies métaboliques du NO inhalé et

ainsi ses répercussions sur l'agrégation plaquettaire.

Un risque deffet délétére du NO inhalé sur la fonction plaquettaire existe donc (plus
grande possibilité de saignement, particulicrement chez des patients présentant un desor-
dre préexistant de la coagulation ou requérant lutilisation d’autres composés inhibiteurs de
la fonction plaquettaire) mais il demeure peu évident. D’un autre c6té, cette inhibition pla-
quettaire du NO inhalé pourrait étre bénéfique puisqu'elle participe a diminuer l’activation,
Pagrégation des plaquettes et leur reldche d’agents vasoconstricteurs et/ ou vasotrophiques
aussi bien que la formation de #hrombi. Comme proposée précédemment,® ™ cette inhibi-
tion pourrait expliquer partiellement les propriétés pulmonaires du NO inhalé sur l'oxygeé-
nation, Phypertension et Iinflammation. Mais elle est aussi efficace sur des localisations ex-
tra pulmonaires puisque 80 ppm de NO inhalé inhibent la resténose post-angioplastie ca-
rotidienne chez le Rat®™ et que 20 ou 80 ppm augmentent Fouverture des artéres coronai-
res dans un modéle de ré-occlusion coronarienne induite par les plaquettes chez le Chien
apreés thrombose et thrombolyse."

Sur un modéle de circulation extracorporelle (CEC) chez le Porc"® révélant les effets
hémodynamiques classiques du NO inhalé, une analyse scintigraphique a indiqué un effet
+n vico inhibiteur du NO inhalé sur la séquestration pulmonaire des plaquettes et des PMNs
probablement 1ié & inhibition de Iagrégation et/ou I’adhésion de ces cellules. Avec un

modtle de maladie des membranes hyalines sur des Agneaux prématurés, Kinsella et
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coll.® ont trouvé que de faibles doses (5 ppm) de NO inhalé diminuent le recrutement

neutrophilique précoce dans les poumons (baisse de 79% de lactivité de la myéloperoxi-
dase). Si Bloomfield et coll.*” n’ont pas retrouvé cet effet sur leur modele de sepsis por-
cin, leur étude a par contre révélé une atténuation du métabolisme oxydatif des PMNs et
de leur migration transendothéliale (mais pas de leur adhésion). Ces résultats corroborent
ceux observés par Kubes et coll,®® Clancy et coll.**” ainsi que Gessler et coll.™ chez des
nouveau-nés atteints d’hypertension pulmonaire ot activation neutrophilique, évaluée par
la production 'Oy, a été significativement réduite pendant et méme apres (jusqu’a quatre
jours) Iinhalation de NO. Finalement, le groupe de Paul Kubes Calgary,"™ a observé que
Pinhalation de 80 ppm de NO va palier le déficit endogéne en NO au niveau d’'une micro-
circulation extra pulmonaire en réduisant la baisse de perfusion, le recrutement leucocytaire
et le dysfonctionnement microvasculaire induits par I'inhibition exogene de la synthese de
NO (perfusion locale de L-NAME) ou lors de syndrome d'ischémie-reperfusion mésenté-
rique chez le Chat. Toutefos, ces effets du NO inhalé ne se retrouvent pas dans les condi-
tions contrdles ou lorsque la pathologie induite au niveau mésentérique est septique, donc

dans des situations ot la production de NO est respectivement normale et tres augmentee.

Chez des patients atteints de SDRA,* le NO inhalé a atténué le métabolisme oxy-
datif et Padhésion des PMNG aussi bien que la reliche de cytokines (interleukines, IL-6 et
IL-8) dans l'espace alvéolaire. Toutefois, Peffet inhibiteur du NO inhalé sur les PMNs et
les plaquettes est une arme 4 double tranchant : d'un c6té, le NO inhalé pourrait inhiber ou
prévenir le processus inflammatoire qui se développe dans des pathologies telles que le
SDRA, le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS) ou le syndrome de de-
faillance multi-organique (SDMO). Aussi, sur un modele de sepsis sévére par infusion con-
tinue de LPS chez le Lapin," le NO inhalé administré conjointement a-t'il ameliore le
taux de survie sans modification des échanges gazeux ; de Pautre c6té, il pourrait étre dele-
tére aux mécanismes de défense de I’hSte en contribuant ou en aggravant le syndrome de
réponse anti-inflammatoire compensatrice (SRAC ou syndrome d’immuno-dépression

post-agression) présent dans la pathologie établie (¢f paragraphe 9.4.2.b.6).
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8.1.3b  Effets cardio-vasculaires.

Dans nos études animales précédentes,*” ® nous avons suggéré la présence d’effets
cardiaques directs du NO inhalé identiques 4 ceux observés avec les vasodilatateurs nitrés
indépendants de 'endothélium, tels que dépression de la contractilité myocardique et amé-
lioration de la relaxation ventriculaire et de la distensibilit¢ myocardique,"* pour expliquer
la nature des résultats obtenus. Toutefois, des études récentes,"” " arguent contre un effet
négatif direct du NO inhalé sur la contractilité myocardique et, lors de fonction ventriculai-
re gauche normale chez 'Homme,"” le NO inhalé ne modifie pas les états inotropique et
lusitropique myocardiques ni la compliance diastolique. Les auteurs®” soulignent cepen-
dant les limites de leur étude dans la discussion, particuliérement en ce qui a trait aux con-

ditions expérimentales et au statut sain de leurs patients.

Frostell et coll.® ont observé un effet lent retardé sur la PAP apres I'inhalation de
NO pour lequel ils avaient proposé un mécanisme de stockage et de fixation du NO sur
les protéines ou la formation de S-nitrosothiols dans le tissu pulmonaire. Hogman et
ol et Shah et coll. ™ ont rapporté une petite mais significative baisse de la pression ar-
térielle systémique (PAS) seulement aux concentrations les plus élevées de NO utilisées
(respectivement 300 et 80 ppm). Dans de nombreuses publications,*” * %9 une tendance
du NO inhalé 4 diminuer la PAS et la résistance vasculaire systémique fut observee.

8.1.3.c  Effets rénaux.

Nous avons montré un effet important du NO inhalé sur la fonction rénale.®” Dans
des conditions contrdles, le NO inhalé seul, 3 la dose de 40 ppm, a augmenté le débit san-
guin rénal (+119%), le taux de filtration glomérulaire (+92%) et la diurese (+70%) chez le
Porc, indépendamment de ses effets sur I'hémodynamie pulmonaire et systémique. Lors
dhypertension pulmonaire induite par Ihypoxie®™ ou la phényléphrine,* le NO inhalé a
montré des effets similaires sur les paramétres précédemment mentionnés a l'infusion in-
traveineuse de nitroglycérine (donnée 3 une dose induisant les mémes effets que le NO in-
halé sur la PAP). En rapport 4 la réponse rénale rapide lors d’application ou d’arrét duNO
inhalé, nous avons émis Ihypothése que le NO inhalé peut étre accompagné deffets non
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sélectifs, extra pulmonaires dus a la libération locale de NO & partir de formes de

transport sur les territoires périphériques dont le lit rénal.

8.1.4 NO inhalé et inflammation pubmonaire.

Larticle de revue (pages 64-66) présente les activités anti- et pro-inflammatoires du
NO avant de proposer les sites potentiels d’action du NO inhalé lors d'inflammation. Le
Tableau II reprend de facon détaillée les principaux effets anti-inflammatoires potentiels de
NO dus 4 son pouvoir anti-oxydant mais aussi & son action directe sur les cellules inflam-

matoires et son influence sur Pexpression génique pro- et anti-inflammatoire.

Principalement liée 4 son action vis-a-vis des PMN, le NO inhalé a montré une du-
alité d’action sur un modéle d'ischémie-reperfusion pulmonaire chez le Rat.*”” Administré
trente minutes apres le début de la reperfusion, soit en plein coeur du métabolisme oxydatif,
le NO inhalé a accentué la lésion par interaction avec O,". Mais lorsquinhalé quatre heures
apres la reperfusion, le NO s’est révélé protecteur en contrant I’hypoperfusion pulmonaire
post-ischémique et en réduisant le taux de séquestration pulmonaire des PMNs. Le NO in-
halé a présenté une activité anti-radicalaire pulmonaire lorsqu’administré durant les 150 mi-
nutes de reperfusion,’ probablement par une interaction avec O, méme si d’autres me-
canismes sont possibles.?®*"!

Lors-de transplantation pulmonaire expérimentale avec conservation du transplant
pendant 24 heures 3 4° C, Iinhalation de NO lors des quatre premieres heures de reperfu-
sion chez le Porc,®™ ou débutant dix minutes apres l'initiation de la reperfusion chez le
Rat,® s'est avérée bénéfique au niveau des échanges gazeux, de ’hémodynamie pulmonai-
re® ) et de la séquestration neutrophilique® jusqu’a méme 24 heures apres la reperfu-
sion. Le NO inhalé s’est montré tout aussi efficace dans d’autres conditions de transplanta-
tion pulmonaire chez le Rat,” le Chien,® le Porc® et 'Homme,?*) et il peut aussi ser-
vir de révélateur du dysfonctionnement endothélial dans ces conditions.*™ ) Lorsqu’admi-
nistré chez le donneur (avant et pendant le recueil du transplant) et le receveur (avant, pen-
dant et aprés la transplantation) le NO inhalé a également montré ces mémes proprié-

tbs 210210
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Tableau II : Effets anti-inflammatoires potentiels du monoxyde d’azote.

Effets anti-inflammatoires du NO

1. Altération de la disponibilité du fer pour inhiber les réactions chimiques de Haber-Weiss et
Fenton ainsi que I'oxydation lipidique induite par les enzymes membranaires cyclo- et lipo-oxy-

génases.

2. Réduction de la production de peroxyde d’hydrogene (H,O,) et des oxydants (e.g radical hy-
droxyle, OH) produits en aval, par interaction directe (production de peroxynitrite, ONOO)

et indirecte (rétroaction négative sur sa synthése enzymatique) avec I'anion superoxyde (O;).

3. Auementation de voies anti-inflammatoires induites par le 3’,5-guanosine monophosphate
g P gu phosp
cyclique (GMPc) aboutissant 4 une action tonique suppressive sur Iactivation plaquettaire et
leucocytaire, 'adhésion leucocytaire, Pagrégation et 'adhésion plaquettaire, la dégranulation des

mastocytes.
4. Arrét de la peroxydation lipidique autocatalytique.

5. Induction de expression génique anti-inflammatoire (eg héme-oxygénase endothéliale, cy-
tokines) et inhibition de I'expression génique pro-inflammatoire (eg cytokines, molécules d’ad-

hésion cellulaire).
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Cette efficacité préventive du NO inhalé a été retrouvée dans des modeles d’ische-

mie-reperfusion® et de LPA induite par injection d’TL-1%" sur poumons isolés de Rats,

Q14 (15)

de LPA induite par injection d’endotoxine chez le Rat ) et le Porc® ainsi que lors de
choc induit par injection de platelet-activating factor chez le Porc.?® Par contre, le NO inhale
fut inefficace en prévention de lhypertension pulmonaire induite par injection de monocro-
taline chez le Rat,?® et de LPA induite par injection d’endotoxine chez le Lapin.?” Il a mé-
me accentué les dommages lors de pré-traitement de poumons isolés de Lapin sur les-
quels une LPA était induite par injection d’acide oléique.*"® 1l perdure donc toujours une
inconnue importante sur l'innocuité du NO inhalé en prévention. Cette donnée essentielle
avant d’envisager (ou pas) une utilisation prophylactique exhaustive devra tenir compte de
Peffet pro-inflammatoire du NO causé par une activité directe du NO mais surtout par sa
réactivité avec les autres radicaux libres et la production de ONOO * et 'O, singulet.®”
I ’administration concomitante de NO inhalé et d’un agent pharmacologique destiné a aug-
menter les défenses pulmonaires anti-oxydantes (enzymes anti-oxydantes, piégeurs de radi-

caux libres) pourrait étre envisagée dans cette situation.

8.2 Futures directions.

Au vue des résultats obtenus dans les derniéres études tant animales que cliniques, il
apparait qu'une des avenues potentielles d'utilisation du NO inhalé est la prévention du
processus inflammatoire induit par certaines manceuvres thérapeutiques telles que celles .
mises en jeu lors de chirurgie cardio-pulmonaire. L'inhibition des dommages induits par
I'ischémie-reperfusion imposée aux organes represente également un champ d’action tres
intéressant pour le NO inhalé.?> * Dans le cas précis de la transplantation d’organe, il
serait méme judicieux d’intervenir sur la voie métabolique NO / GMPc tout au long du

(210, 211, 223, 224)

processus, & savoir un pré-traitement du donneur avec du NO inhale, une con-

servation du transplant avec une source de NO exogene® ™ et une transplantation au re-
ceveur sous influence continue (pré-, per- et postopératoire) du NO inhalé @210

Une autre possibilité, actuellement sous évaluation expérimentale, est la combinaison
du NO inhalé avec d’autres moyens thérapeutiques. La manipulation de Ia voie métaboli-

que NO / GMPc a été testée par utilisation concomitante de NO exogene (qui stimule la
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production de GMPc) et d’un inhibiteur de PDE-GMPc dépendante (lenzyme spécifique

3 la dégradation du GMPc dans les cellules musculaires lisses vasculaires de Mammiferes,
connue sous le nom de PDE-V chez 'Homme et PDE-II chez le Porc) nommé zaprinast
(Ziprinist”) qui va donc prolonger I'action du GMPc. D’abord testée sur la vasorelaxation
d’anneaux artériels pulmonaires induite par Iinfusion de nitroprussiate de sodium,” puis
en association avec le NO inhalé,® * Padministration concomitante de zaprinast a, a cha-
que fois, montré un effet synergique avec le NO exogene. Il a ainsi potentialisé et prolongé
Veffet vasodilatateur pulmonaire du NO inhalé sans altérer sa sélectivité pulmonaire.*” Des
résultats tout aussi encourageants ont été obtenus lors d’administration du zaprinast en aé-
rosolisation,” et ce dernier, utilisé seul, a méme montré une durée d’action plus longue que
le NO inhalé seul. Un autre inhibiteur de PDE a montré un effet synergique avec le NO
inhalé sur des patients présentant une hypertension pulmonaire réfractaire apres chirurgie
cardiaque.” 1l sagit du dipyridamole (Persantin’) qui présente chez 'Homme la particula-
rité de ne pas étre un inhibiteur spécifique 4 la PDE-V mais aussi de la PDE-III, 3’,5%-adé-
nosine monophosphate cyclique (AMPc) dépendante, en plus de diminuer la capture de

I’adénosine.

Dés le début de son utilisation,™® le NO inhalé a été comparé 4 la PGI, sans doute a
cause de leur similitude physiologique comme vasodilatateur d’origine endothéliale. De par
sa sélectivité pulmonaire, le NO inhalé s’est avéré plus intéressant que linjection intravei-
neuse de PG, qui, elle, avait tendance 3 détériorer loxygénation."®*? Par la suite, il a été
établi soit que le NO était supérieur a la PGL, en inhalation,* * ® soit qu'ils présentatent
tous deux des actions similaires en conditions expérimentales® ou cliniques.***” 1l a
alors été proposé que la PGI, inhalée, moins contraignante d'utilisation que le NO, pouvait
supplanter ce dernier comme vasodilatateur pulmonaire sélectif.#'#9 Toutefois, cette pos-
sibilité reste aléatoire car peu de données ont été compilées & date sur la PGL, inhalée. Com-
me pour le NO, de par leur nature endogeéne, on peut craindre des effets secondaires po-
tentiels (et encore inconnus) de la PGI, inhalée.*”” Par ailleurs, si le cotit d’installation de la
PGL, inhalée en aérosolisation (150 $ pour un simple ajout a du matériel déja disponible)
est moindre que le NO (au moins 15 000 $), son coft variable (3 000 $ pour laPGI, ws. 75

$ pour le NO par jour de traitement pour un Homme de 70 kg) limite énormément les



128
possibilités de traitement a long terme.””) Toutefois, on peut aussi concevoir des appli-

cations d’utilisation de la PGL, inhalée plus étendues (eg soins & domicile) que le NO en
raison de sa facilité d’administration.” 1l a également été envisagé avec succes d’associer
le NO inhalé et la PG, en administration intraveineuse® ** ou orale.** Etant donné que
les deux composés agissent par des voies métaboliques différentes, NO / GMPc et PGI, /
AMPc, leur association semble judicieuse pour obtenir une synergie d’action sur Phyper-
tension pulmonaire et/ou 'oxygénation. Il reste a vérifier ces effets additifs lors d’adminis-

tration des deux composés par inhalation.

Une autre approche thérapeutique en présence d’une hypoxémie due 4 de I'incoord-
nation ventilation / perfusion est lutilisation de vasoconstricteurs estimés suffisamment sé-
lectifs sur la circulation pulmonaire pour pouvoir accroitre le phénomene de VPH et con-
séquemment l'oxygénation. De tels résultats ont été obtenus avec la PGF,q lors d’évalua-
tions expérimentales®"** et pour un cas clinique®? et de fagon encore plus probante avec
le bysmésylate d’almitrine.** Combinée avec le NO inhalé, la PGF,q fut inefficace dans un
modéle de SDRA chez le Mouton induit par lavages pulmonaires répétées."” Au contraire
le bysmésylate d’almitrine, soit seul, 2% soit en association avec le NO inhalé a amélioré

grandement I'oxygénation de patients souffrant de SDRA 829,240

Les techniques ventilatoires sont également importantes pour une utilisation optima-
Je du NO inhalé.®™*) De nombreuses études animales ont montré que de hautes Fi0,”
(des Rats exposés 2 100% d'O, meurent généralement en 3 3 4 jours®") et une ventilation
en pression positive avec insufflation cydlique de larges volumes courants (VT) sont poten-
tiellement néfastes,®?" particuliérement lors d'utilisation sur de longues périodes,” en
présence de dommages préexistants® ou d’autres agents nocifs.#® Parmi les techniques
utilisables pour limiter le volotraumatisme®? induit par la respiration artificielle, on trouve
P'approche dite de « protection du poumon » consistant en une réduction du VT insufflé (et
conséquemment des pressions ventilatoires), ce qui peut perturber les échanges gazeux et
aboutir 4 de 'hypercapnie et de I'acidose respiratoire : on parle « d’hypercapnie permissi-
ve ». 2022 T e NO inhalé® a permis de réduire certains des effets secondaires dus a laccu-

mulation de dioxyde de carbone (CO,) (Tableau III) @4 permettant une amélioration de
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Tableau I1I : Effets secondaires possibles de ’hypercapnie permissive.

Effets secondaires

Mécanisme d’apparition

Détérioration de I'oxygénation

Hémodynamiques (augmentation de la fré-
quence cardiaque ", des résistances vasculaires
et des pressions pulmonaires et systémiques,

du débit cardiaque )

Pression cérébrale augmenteée

Besoins accrus en sédation / paralysie
Sevrage retardé

Distribution diminuée de 'O,

Défaillance lrénale

Réponse diminuée aux médicaments inotro-

pes cardiaques, 4 la défibrillation " et aux anti-

biotiques
Diminution du seuil des convulsions

* Effets plus ou moins marqués ;

Diminution des pressions ventilatoires
Effet sur '’équation des gaz alvéolaires
Déplacement de la courbe de dissociation de 'O,

Libération de catécholamines

Vasodilatation directe

Modes de ventilation inconfortables
Faiblesse des muscles squelettiques
Dépression myocardique

Débit sanguin rénal et filtration glomérulaire di-

minués

Acidose intracellulaire

Acaidose intracellulaire

+L’acidose stimule la libération surrénalienne mais inhibe les actions périphériques des catécholamines.
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® on peut

I’hémodynamie et de I'oxygénation. Quoique non évalués dans cette étude,

également supputer un certain bienfait du NO de par ses effets extra pulmonaires.

Une autre approche consiste & maximiser le recrutement des alvéoles collabées per-
mettant ainsi une meilleure adéquation ventilation / perfusion, d’oli une oxygénation aug-

mentée et une diminution possible de la Fi0,. Pour ce faire, on peut avoir recours a des

(265, 266)

moyens utilisés en clinique comme la pression positive de fin d’expiration (PEEP), la

(267-269) (270-272)

ventilation a haute fréquence oscillatoire, la mise du patient en décubitus ventral

ou encore expérimentaux comme la ventilation liquidienne partielle.#*#”® Dans tous les cas,

Je NO inhalé a montré une activité synergique sur les échanges gazeux, que ce soit avec la

(@78)

PEEP,® la ventilation & haute fréquence oscillatoire,”**”) le décubitus ventral,””” ou la

0152119 O peut aussi combiner plusieurs des facteurs preé-

(281,

ventilation liquidienne partielle.

cédemment cités,”*?* et on aborde des lors la notion « d’optimisation thérapeutique ».
p peutiqu

2 Nous présenterons dans la partie suivante (paragraphe 9.4) les possibilités qui s’offrent

dans ce contexte d’association pour le cas précis des patients atteints de SDRA.

Pour notre part, nous avons axé nos efforts de recherche sur I'exploration approfon-
die des effets extra pulmonaires du NO inhalé. Dans le cadre du programme de cotutelle
de doctorat, un projet est en cours au sein du Laboratoire de Pharmacologie et de Physio-
pathologie Cellulaires de 'Université Louis Pasteur — Strasbourg I. Il consiste a (1) repro-
duire sur des Rats, anesthésiés et sous respiration artificielle, les effets extra pulmonaires du
NO inhalé que nous avons observé chez le Porc ;® (2) suivre les voies métaboliques du
NO inhalé (fude pharmacocinétique) et (3) proposer un mécanisme d’action (mode de
transport, mode de libération locale) pour les effets extra pulmonaires du NO inhalé (étude
pharmacodynamique).

Nos hypothéses sont que (7) le NO inhalé va augmenter la diurése des Rats et affec-
ter leur fonction plaquettaire, et ce de fagon dose-dépendante ; (2) la production de NO,
& NO;, métabolites terminaux du NO inhalé, dans P'urine et le plasma et celle de NO dé-
rivé des transporteurs plasmatiques (SNO-Hb, -albumine) dans les tissus vasculaires et cer-

tains organes spécifiques vont augmenter de fagon dose-dépendante durant (et apres) l'in-
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halation de NO ; (3) I'sjout de thiols exogenes de faible poids moléculaire, tels que la N-

acétyl-L-cystéine, > va favoriser la disponibilité périphérique du NO, et de ce fait méme

proposer un mécanisme d’action pour les effets extra pulmonaires du NO inhalé.

Pour prouver ces hypothéses, des Rats anesthésiés, sous ventilation artificielle avec
intubation oro-trachéale et suivis au point de vue cardio-vasculaire et température rece-
vront du NO inhalé 3 la dose de 40 et 200 ppm, en présence ou en absence de N-acétyl-L-
cystéine. Nous nous proposons de mesurer : le temps de saignement, Iagrégation plaquet-
taire et le niveau de GMPc plaquettaire®™ ainsi que le débit urinaire afin de mettre en évi-
dence les effets extra pulmonaires du NO inhalé ; les taux de NO, & NOj sanguins et
urinaires par chimiluminescence® pour la réalisation de 'étude pharmacocinétique ; les
taux de HBNO et de DNIC fixé 3 'albumine ou intracellulaire par spectroscopie de reso-
nance para-électromagnétique (RPE)™ ainsi que la formation de NO dérivee des trans-
porteurs de NO aprés capture de ce NO néoformé dans les tissus (aorte thoracique et ab-
dominale, artéres fémorales, veine cave, lit mésentérique, cceur, poumon, foie, rein, rate et
muscle quadriceps) sous la forme stable paramagnétique du complexe mononitrosyl-fer-
diéchyl-dithiocarbamate [NO-Fe-(DETC),] et mesure du compose formé par spectrosco-
pie RPE cryogénique® pour la réalisation de I’étude pharmacodynamique.



9.0 Syndrome de détresse respiratoire aigué.

Les atteintes respiratoires peuvent étre classées en asthme, bronchite chronique, em-
physéme et SDRA® qui représentent respectivement une atteinte inflammatoire aigué des
voies respiratoires, une inflammation chronique des voies respiratoires et des poumons
avec pour la bronchite chronique une propension accrue a Iinfection bactérienne et pour
Pemphyséme a la destruction tissulaire, et la manifestation d’'un processus inflammatoire,
d’origine pulmonaire directe ou d’origine extra pulmonaire, associée le plus souvent 4 'ap-
parition de défaillances multiviscérales.** Les efforts de recherche fondamentale comme
les travaux épidémiologiques et cliniques ont révélé Iextréme complexité du SDRA. Telle
que soulignée dans nos articles,®”*" étude du SDRA a péti pendant vingt ans®? du flou
entourant sa description, de I’hétérogénéité des populations et des traitements étudies. De
nombreux efforts ont été entrepris dans une voie d’uniformisation et de coordination lors
des dix dernitres années®® 279 §j entre 1967 et 1993, seules 14 / 79 études sur le SDRA
rapportent |'utilisation d’un score de lésion pulmonaire tel que décrit par Murray et coll.,
55% des études publiées en 1994 l'ont utilisé.*” A ce jour, le SDRA décrit un syndrome
clinique associé 4 une lésion morphologique de dommages alvéolaires diffus® (DAD) re-
groupant un cedéme alvéolaire et interstitiel, riche en cellules sanguines rouges et blanches
(PMNs, monocytes et lymphocytes), en cellules épithéliales nécrotiques et en membranes
hyalines (albumine, immunoglobuline, fibrine, fibrinoggne, etc.) ainsi que, parfois, une déf-
cience en surfactant,” et correspondant radiographiquement & des infiltrars bilatéraux qui
peuvent devenir confluants et réaliser en quelques heures l'aspect classique de « poumons

blancs ».%?

9.1 Signes cliniques.

A la présentation du patient, le SDRA (phase précoce) se manifeste comme une lé-
sion aigué et diffuse de I'endothélium et de 'épithélium des unités respiratoires terminales
causant un cedéme exsudatif riche en protéines par perte de perméabilité alvéolo-capillaire.
Chez les victimes du SDRA, les DAD passent rapidement 3 travers trois phases histologi-

ques (exsudative, fibro-proliférative et fibrotique) caractérisées par différents signes clinico-
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physiologiques regroupant hypoxémie sévére, hypertension pulmonaire et défaillance ven-

triculaire droite, et compliance pulmonaire amoindrie.”***¥ La perte d'intégrité de la mem-
brane alvéolo-capillaire entraine une oblitération des alvéoles et microvaisseaux a I'origine
des désordres observés : baisse de compliance, shunt intrapulmonaire engendrant Ihypo-
xémie, microthromboses, remaniement vasculaire et médiateurs vaso-actifs causant Ihy-
pertension pulmonaire et consécutivement la défaillance ventriculaire droite. La plupart
des patients atteints de SDRA (85 4 90%) survivent 4 la lésion initiale, directe ou indirecte,
qui a précipité la défaillance respiratoire aigué et évoluent dans la phase réparatrice ot leur
devenir varie (Tableau IV) entre une récupération compléte (groupe 2) et une mort rapide
due 3 une fibrose pulmonaire massive (groupe 5).”” Chez les patients qui récupérent (grou-
pes 2 et 3), la perte de perméabilité et la déficience des échanges gazeux s'améliorent (ré-
ponse adaptative). A linverse, la poursuite de la pathologie se manifeste par une progres-
sion de la fibro-prolifération,*® une incapacité & améliorer la fonction pulmonaire (grou-
pes 4 et 5) et une issue néfaste (réponse inadaptée). La plupart des victimes meurent apres
une période prolongée de support respiratoire (groupe 4), pouvant développer de la fievre,
un SRIS, des manifestations cliniques de sepsis®*** et un SDMO are-matem.®>***

9.2 Données épidémiologiques.

" 9.2.1 Devenir des patients atteints de SDRA.

L'intérét porté au SDRA vient sans doute de la persistance d’un taux de mortalité
élevé pour cette pathologie (en général au dessus de 50%%* ") malgré les progres de la ré-
animation. Une analyse portant sur 101 études (3264 patients SDRA) realisées entre 1967
et 1994 n’a montré aucun changement de la mortalité au fil des ans (53 + 22% avant 1990 ;
52 4+ 22% entre 1990 et 1993 ; 51 + 27% en 1994).%” Toutefois, les auteurs soulignent les
limites & apporter 3 leur analyse concernant particuliérement la distribution hétérogene des
études retenues selon leurs critéres de sélection, au cours du temps (seulement 10 entre
1967 et 1980) et le manque de pondération 4 attribuer selon les études. Ainsi, parmi les étu-
des avec la taille d’échantillon la plus devée (207,%% 215,% et 583%” patients), seule celle
de Suchyta et coll.? a été sélectionnée dans leur analyse.*” Toutefois, leurs résultats™”
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Tableau IV : Classification clinique du syndrome de détresse respiratoire aigué.

Groupe climque il 2 3 4 5
Lésion initiale controlee non oui oui out out
Pourcentage de patients 5-15% 10% 20-40% 40-60% 5-10%
Durée moyenne du SDRA < 3 jours < 7 jours 7-28jours 7-28jours <7 jours
Evolution mortrapide  récupération amélioration ~ détérioration mort rapide
rapide lente lente
Survie non oui oui non non
Cause de la mort lésion - - 10%9-40%9% pulmonaire®™”
sous-jacente pulmonaire
SDMO®? 60-90%*)%
SDMO
Découvertes histologiques ~ phase — fibro- 55% fibrose massive
exsudative de prolifération  fibrose
laLPA extensive
69%
pneumonie

SDRA= syndrome de détresse respiratoire aigu€ ; SDMO= syndrome de défaillance multi-organique ; IPA=
lésion pulmonaire aigué. Adapté d’aprés Meduri. @
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semblent en accord avec ceux précédemment obtenus : mortalité de 68,9 53%9 et 59¢719%

qui monte autour de 70%**? voire 90%9% en présence de sepsis.

Des données récentes d’études imposantes (423,69 7250 et 918%™ patients) sugge-
rent une baisse significative de la mortalité du SDRA (68% en 1987 vs 36% en 1993,6%)
3709 e 406%9%), mais pour laquelle les explications restent floues.®™ 1 faut souligner que
Pétude de Knauss et coll.® a inclus des patients atteints au sens large de la LPA (i.e score
d’hypoxie Pa0, / Fi0, £ 300 mmHg) et lorsquon restreint la définiion de SDRA aux
LPA sévéres (i.e. PaO, / FiO, < 150 mmHg), la mortalité atteint 52%. Si la mortalité des
patients souffrant de SDRA 4gés de moins de 60 ans et ceux dont le SDRA complique Ié-
volution d’un sepsis® a diminué de 27% en une décennie, cette baisse n’est plus significa-
tive aprés ajustement pour 'dge et le score d’atteinte systémique ISS des patients. Par ail-
Jeurs, les investigateurs de Iétude® ont été incapables de déterminer 'impact de toute thé-
rapie expérimentale ou changement de traitement susceptible d’expliquer la baisse de mor-
calité. L’étude d’Anzueto et coll,® qui est & ce jour le plus gros essai clinique prospectif ré-
alisé sur le SDRA, a confirmé les résultats de Milberg et coll.* et la possibilité d’une baisse
de la mortalité due 3 une amélioration des traitements de support (¢f paragraphe 9.4), mé-
me si les patients en défaillance rénale ou hépatique ont été exclus de leur étude.

Si la mortalité globale est élevée, il faut noter que la plupart des survivants aux LPA
et SDRA récupérent une fonction pulmonaire quasi normale dans les six mois suivant la
sortie des soins intensifs.®®*” Lorsqu'une altération persiste, il s’agit le plus souvent d'une
discréte diminution des capacités de diffusion ou d’un syndrome restrictif de sévérité mo-
dérée (augmentation de la ventilation de I'espace mort a Pexercice).®®*™ L’ampleur des se-

%) ou la vitesse

quelles résiduelles semble corrélée 4 la sévérité initiale des LPA et SDRA
d’évolution, particuliérement la durée de ventilation mécanique.®®*® Parce que la LPA et
le SDRA font partie du méme spectre clinique, les patients atteints des formes les moins
séveres de ces conditions peuvent donc espérer une meilleure fonction pulmonaire résidu-
elle.? Les séquelles générales et psychosociales étant le plus souvent limitées, les survi-
vants aux LPA et SDRA peuvent vivre de fagon normale ou presque, avec une baisse lirmi-

tée de leur qualité de vie par rapport i la population générale.t™>*2
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9.2.2 Incidence, étiologie et factenrs de risques du SDRA.

L’incidence du SDRA aux Etats-Unis ’Amérique a été initialement évaluée par le
National Heart, Lung and Blood Institute 3 150 000 cas par année.®™ Cette estimation Améri-
caine revue légérement 2 la hausse,®* ou prise telle quelle ®*+*** ) confére une inciden-
ce annuelle de 70 cas pour 100 000 habitants au SDRA, qui contrastait fortement avec les
résultats obtenus au cours d’une étude Anglaise rétrospective (4,5 cas pour 100 000 habi-
tants)®™® et d’une étude prospective réalisée sur une population homogene a Las Palmas
aux fles Canaries (1,5 4 3,5 cas pour 100 000 habitants).*'? Des études plus récentes effec-
tuées dans I’état du Utah (5 3 8 cas par 100 000 habitants)*™ et 4 Berlin (3 cas par 100 000
habitants de la capitale Allemande)®® ont confirmé que la valeur initiale rapportée pour le

(311, 321)

SDRA®® correspondait plus volontiers a I'incidence de la LPA et ont donc conduit a

la remise en cause d’une telle incidence. @

De nombreuses études ont porté sur Pétiologie et les facteurs de risques cliniques du
SDRA qui ont été passés en revue et standardisés au cours de la premiere Conférence
Américo-Européenne de consensus sur le SDRA.®9 Pepe et coll. & Seattle ont suivi 136
patients 4 risque de développer un SDRA et trouveé que le syndrome apparaissait plus fre-
quemment chez les patients présentant, dans cet ordre : 1) un syndrome septique (défini
comme Pexpression clinique d’une infection bactérienne sévere présentant des manifesta-
tions systémiques déléteres telles que I’hypotension ou I'acidose métabolique) ; (2) une in-
halation de contenu gastrique ; (3) des contusions pulmonaires multiples ; (4) des transfu-
sions sanguines massives ; (5) des polytraumatismes séveres et (6) une noyade.®® Il a par la
suite été établi que prés de 80% des SDRA compliquent Pévolution des trois premiers états
décrits précédemment.® Ces facteurs de risques sont actuellement classés en facteurs di-
rects et indirects, selon que le processus inflammatoire résulte d’une atteinte pulmonaire ou
extra pulmonaire.#® Le SDRA survient généralement dans les 48 2 72 heures suivant I'ap-
parition du facteur prédisposant, mais ce délai peut étre de seulement une douzaine d’heu-
res, notamment en cas de sepsis.””” Les principales étiologies reconnues sont regroupées

dans le Tableau V.



Tableau V : Principales étiologies du syndrome de détresse respiratoire aigué.
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Agressions pulmonaires directes

Agressions pulmonaires indirectes

1. Infections pulmonaires :
¢ bactériennes

¢ virales

¢ mycosiques

¢ parasitaires

2. Inhalation :

¢ contenu gastrique

¢ toxiques

¢ gaz, fumée, etc.

3. Contusions pulmonaires multiples
4. Noyades

5. Briilures respiratoires

1. Infections extra pulmonaires

2. Transfusions sanguines massives
3. Polytraumatismes séveres

4. Pancreatites aigués

5. Embolies pulmonaires

6. Etats de choc sévéres

7. Ischémie-reperfusion

8. Brilures étendues

9. Autres causes :
¢ circulation extracorporelle

¢ éclampsie

¢ causes toxiques / médicamenteuses, etc.
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Récemment, Hudson et coll.*® de la méme institution 3 Seartle® ont prospective-

ment évalué lincidence du SDRA chez 695 patients présentant un ou plusieurs facteurs

6% Sur les 695 patients a risques

prédisposants classiquement identifiés dans la littérature.
admis dans les unités de soins intensifs, 25,7% ont développé un SDRA, contre 6,8% pour
une étude ultérieure réalisée au Colorado.®® Tls ont trouvé que les mémes facteurs de ris-
ques étaient les plus communs, mais dans un ordre de fréquence différent : sepsis (42,6%) ;
transfusions sanguines massives (40%) ; noyade (37,5%) ; contusions pulmonaires multi-
ples (29,7%) ; une combinaison d’overdose de médicament et d’inhalation de contenu gas-
trique (33%) ; une population de patients polytraumatisés (23%) et I'association d’un trau-
ma avec deux des facteurs de risques sélectionnés (40%).°” Cette étude a également souli-
ené les prédispositions des patients alcooliques, un résultat confirmé par la suite,™® et des

(302)

femmes, un phénomene difficilement explicable, 4 développer un SDRA.

Tl demeure que les états infectieux constituent la principale étiologie du SDRA (au-

(296, 297, 323, 327

tour de 60%), quiils soient d’origine pulmonaire ou extra pulmonaire, ) et que le

risque de développer un SDRA augmente quand plus d'un des facteurs prédisposants pré-
cédemment cités sont présents,#2¥35:320)

9.2.3 Facteurs pronostiques du SDRA.
Dans le groupe 4, le plus important en nombre, la majorité des patients (60 2 90%)

(325) ou trois(294)

meurent d'un SDMO associé au sepsis en deux semaines apres 1’apparition
du SDRA. Seuls Suchyta et coll.®™ ont rapporté la défaillance respiratoire comme une cau-
se majeure de décés. Ceci explique quaucune mesure symptomatique (et notamment au-
cun mode de ventilation) n’ait permis isolément d’abaisser la mortalité au cours d'une étu-

de prospective, randomisée avec groupe controle.

Différents travaux se sont attachés 3 définir les facteurs pronostiques de I'évolution

du SDRA. La mortalité augmente avec I4ge, 227333 ayec certaines étiologies®**?”

39 (sepsis vs. pneumopathie par inhalation), Pexistence et la gravité d'une pathologie sous-
jacente,??7>) I'existence ou le développement de SRR T R PR 25d, %)

SDMO, 286 294.295,297,298,315,328.33) et ayec [a sévérité du tablean clinique telle quelle est évaluee

oude
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par les scores de gravité®® 27 %% spécifiques 4 'atteinte pulmonaire (index d’oxygéna-

tion,®
APACHE 11 / T « Acute Physiology and Chronic Health Evaluation »™ 1SS « Injury Sexerity Sco-
12> MOF « Multiple Organ Failure »* et SAPS 1 / 11 « Simplified Acute Physiology Score »*®

). Finalement, on a aussi relevé linfluence sur la mortalité de la présence concomitante

2 score « Geneva »™ ou de Murray?) ou reflétant 'état général du patient (scores

d'une hépatopathie chronique,® du développement d'une acidémie persistante (pH <
7,4) associée 4 une consommation du taux de bicarbonates sanguins (HCO; <20 mg/dl)
traduisant probablement linstauration d’une acidose métabolique, d’une leucopénie détec-
table sur frottis sanguin et d’une hausse du taux d'urée sanguine (> 65 mg/dl) avec une

(338)

forte tendance vers une évolution similaire pour le taux de créatinine,”* autant de facteurs

qui démontrent le degré d’atteinte systémique des patients souffrant de SDRA.®®

En ce qui concerne les scores d’évaluation systémique, il a été rapporté une certaine
utilité du APACHE 11 et du ISS comme facteurs de risques & développer un SDRA,® et
aussi des APACHE T1%%* 2539 / [],6%39 [SS® et SAPS®”"*? 4 prédire le devenir du pa-

(297, 332, 339)

tient en SDRA. Les scores d’évaluation pulmonaire (index d’oxygénation et score

Geneva®’

) ont également montré une corrélation avec le devenir des patients, s’amelio-
rant pour les survivants et restant constants pour les victimes du SDRA. 1l en a été de me-
me avec le score Pa0, / Fi0,,* lequel initialement ne semble pas étre un facteur prédicuf
fiable mais son évolution dans les premiéres 48 heures serait mieux corrélée a la mortali-
16,28 Cependant, il s’avére que ces scores ne sont pas toujours fonctionnels, moins sou-
vent pour les scores d’évaluation systémique,®* > que les pulmonaires.®* #>*® Ces der-
niers, particuliérement le score Pa0, / FiO, mais aussi les scores de Murray®® 2% et Ge-
neva.® sont valides comme mesure d’une anomalie des échanges gazeux mais ils ne refle-

641,32) et ne sont pas corrélés au

tent pas nécessairement I'étendue de l'atteinte pulmonaire
devenir du patient atteint de SDRA.?*#?% Ces données expliquent pourquoi ces scores
sont considérés comme utiles pour mesurer le degré de sévérité de la LPA mais ils nécessi-
tent I'ajout de facteurs prenant en compte le pronostic. Une solution a ce probléme pour-
rait étre le systéme de stratification GOCA considérant les échanges gazeux (Gas exchange),
la défaillance viscérale (Organ faibure), Iétiologie (Cause) et les pathologies associées (Associa-

4 (290)

ted diseases), tel que récemment propose.
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Le Tableau VI résume tous les marqueurs potentiels prédictifs du développement

d’un LPA / SDRA trouvés dans le littérature et dont Pittet et coll.**? ont réalisé une excel-

lente revue.

9.3 Pathogénie.

Alors que la pathogénése exacte du SDRA demeure inconnue, expliquant les diffi-
cultés de pronostic sur I'évolution de la maladie, les médiateurs cellulaires et humoraux dé-
rivés 4 la fois des bactéries (eg endotoxine ou LPS) et de ’héte sont importants dans ’évo-
lution du processus. En fait, la réponse de défense de ’héte (RDH) a l'infection (ou la
blessure) peut étre un déterminant plus critique du devenir du patient que le stomzsus origi-
nal. Les nombreux effets du LPS sont largement indirects et orchestrés par sa capacité a
déclencher la libération d’une myriade de médiateurs de Iinflammation dérivés de I’h6te.”
De nombreux mécanismes potentiels du SDRA ont été proposés depuis plus de 20 ans. Ils
différent légérement selon lorigine directe ou indirecte du SDRA et la physiopathologie
fait intervenir des interactions cellulaires complexes entre les PMNS, les cellules endothélia-
les et les autres éléments cellulaires de la réaction inflammatoire (monocytes, macrophages,
lymphocytes, plaquettes) initiées par l'expression des molécules d’adhésion cellularres. Ces
interactions sont responsables de la synthése de médiateurs inflammatoires agissant en cas-
cade {composés vaso-actifs (kinines, lipides dérivés de I’acide arachidonique, peptides), ra-
dicaux libres derives de I'O, et de I'azote (0,7, H,O,, OH, O, singulet, acide hypochloreux
HOCL NO, ONOO, NO,, N,O,, etc.) et diverses cytokines} et de I'activation d’autres sys-
témes (complément, enzymes protéolytiques, coagulation, fibrinolyse, etc.).#:*

9.3.1 Homéostasie tissulaire et véponse de défense de I'hte.

L’état stable, ou homéostasie, est maintenu en coordonnant croissance, prolifération
et apoptose cellulaires avec production et renouvellement de la matrice extracellulaire.®™
Les cellules parviennent 3 une remarquable coordination a I'aide de signaux constants pour
elles-mémes (activité autocrine) et les autres (activité paracrine) au moyen de polypeptides
appelées cytokines (aussi connues comme facteurs de croissance). Les interactions cellule-

cellule et cellule-matrice, par l'intermédiaire d’un réseau complexe de cytokines, sont essen-
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Tableau VI : Marqueurs potentiels du développement d’un LPA / SDRA.

Marqueur biologique Site de prélevement Refeérences
Endothélial :

AgtvW Plasma e
Epithélial :

SP-A LBA 04)
Neutrophilique :

élastase Plasma ¢
sélectine-L Plasma 048)
CD,y, / CDy Plasma (349,350)
Inflammation :

Cytokines :

TI{THI:”'-& ° Plasma wal; )
IL-16 LBA B
IL-8 Plasma, LBA (56359
Complément :

C3a LBA (360)
Dérivés de l'acide arachidonique :

leucotrienes Plasma, LBA e
Platelet-activatmg factor LBA Ges)
Stress oxydatif :

H,O, Unne i
réserves antioxydantes Plasma Ges)

LPA= lésion pulmonaire aigué ; SDRA= syndrome de détresse respiratoire aigué; Ag-fvW= antigéne du fac-
teur de von Willebrand ; SP-A= surfacant-associated protein A ; LBA= lavage broncho-alvéolaire ; CDu /
CDis= récepteur de la sous famille intégrine B, ; TNF-o= tenor neovsis factora. ; IL= interleukine ; H,O,=

peroxyde d’hydrogene.
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tielles non seulement au maintien de I’'homéostasie mais aussi pour assurer une reponse

de défense (stress) rapide contre les agressions intrinséques et extrinséques (infectieuses ou

pas).mz)

LaRDH 4 l'agression est similaire quelque soit le tissu impliqué et consiste en un ré-
seau interactif de voies activées simultanément qui travaillent en synergie pour augmenter
les chances de survie de héte. Parmi cette cascade complexe de voies intégrées, cinq as-
pects de la RDH (Tableau VII) sont importants pour comprendre le développement clini-
que et Iévolution du SDRA : inflammation ;*” coagulation (caillot intravasculaire et dépot
extravasculaire de fibrine) ; modulation de la réponse immunitaire ; réparation tissulaire ; et
activation de Paxe hypothalamo-hypophyso-adrénalien avec production de glucocorticoi-
des. La libération de catécholamines par le systéme orthosympathique et la production he-

71

patique d’agents impliqués dans la « réponse de phase aigué » ) font partie intégrante de la

RDH. Le foie est par ailleurs un organe clef dans Pétablissement du SDRA.®

Les cytokines ont des effets biologiques concentration-dépendants.”” A faible con-
centration, elles régulent ’homéostasie et, 3 plus forte dose, elles entrainent des effets plus
importants, proportionnels & leur concentration, d’abord locaux puis systémiques. Parmi
ces médiateurs proximaux dans le processus, les cytokines tumor necrosis factor-a ('NF-a) et
IL-1 apparaissent comme les plus importantes pour initier les aspects clefs de la RDH.®*
=) Responéables de nombreux effets, TNFx et IL-1f auto- et inter-stimulent leur produc-
tion respective, ainsi que la production de cytokines plus distales telles qu'TL-6 et IL-8.¢%
%) T e terme « cytokines inflammatoires » est trop restrictif puisque leur action dépasse le
seuil de cette phase essentielle de la RDH pour intervenir aussi dans l'activation de la coa-
gulation, la fibro-prolifération, et la stimulation de axe hypothalamo-hypophyso-adrena-
lien.® La cellule la plus communément impliquée dans linitiation de la RDH est le pha-
gocyte mononucléaire (macrophage tissulaire et monocyte circulant).®™ Mais, une fois libé-
rés, TNFa et IL-1B agissent sur les cellules épithéliales, endothéliales et les fibroblastes, la
matrice extracellulaire, ainsi que des cellules circulantes recrutées (PMNSs,*” plaquettes,™®
Iymphocytes®™) pour causer une seconde vague de libération de cytokines, de médiateurs

vaso-actifs et vasotrophiques (dérivés de l'acide arachidonique et platelet-aiuating fator), de
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Tableau VII : Composantes de la réponse de défense de ’hote.

Inflammation
¢ vasodilatation et stase sanguime

# expression augmentée des molécules d’adhésion cellulaires ; induction des enzymes
« inductibles », cyclo-oxygénase (COX-2) et NO synthase (NOS2)**

¢ augmentation de la perméabilité alvéolo-capillaire avec cedeme exsudatif
¢ extravasation leucocytaire

o reliche leucocytaire de produits potentiellement nocifs pour les tissus a I'origine des ré-
ponses de phase aigug, de stress oxydatif et de choc thermique.

Coagulation

¢ activation de la coagulation (par les endotoxines, le traumatisme, la cascade du complé-
ment, le facteur tissulaire, etc.)

¢ inhibition de la fibrinolyse
¢ caillot intravasculaire

¢ déposition extravasculaire de fibrine

Modulation de la réponse immunitaire

¢ fievre

¢ induction des protéines de choc thermique'

o synthése et libération de PMNs au niveau de la moelle osseuse
¢ amorgage des phagocytes

¢ prolifération des cellules-T

¢ production d’anticorps
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Réparation tissulaire

¢ angiogénese

¢ croissance épithéliale, migration/apoptose

¢ migration et prolifération des fibroblastes

¢ dépdt et remaniement de la matrice extracellulaire

Activation de I’axe hypothalamo-hypophyso-adrénalien

¢ libération ACTH avec production de cortisol
¢ modulation par PACTH et le cortisol du systéme nerveux orthosympathique

¢ modulation par le cortisol de la production protéique hépatique * dans la réponse de
phase aigué

¢ modulation par les glucocorticoides des enzymes inductibles

*Initialement les cellules polymorphonucléaires puis plus tard les monocytes;

tLa réponse cellulaire 3 la chaleur est associée 4 I'induction des Heat Shock Proteins dont la plus étudiée est la
famille FISP70.6¢% 369 La production accrue de HSP est stimulée par de nombreuses lésions cellulaires et elle
aiderait 3 établir une adaptation de la cellule lésée au stress en augmentant la fidélité de la syntheése protéique

et facilitant la réparation de protéines endommagées ou dénaturées. 70

tLes niveaux élevés de glucocorticoides circulants agissent en synergie avec 'TL-6 (et aussi IL-1 et TNF-)
pour induire la synthése hépatique et la sécrétion des agents de la réponse de phase aigué tels que le fibrinoge-
ne, les inhibiteurs de protéases, le complément C3, la céruloplasmine, les protéines trappeuses de métal (hap-
toglobine, ferritine) et la protéine réactive-C. La réponse de phase aigué des cellules endothéliales inchat 'ex-
pression augmentée des molécules d’adhésion qui facilitent 'adhésion endothéliale des leucocytes et la libéra-
tion de cytokines, de radicaux libres, de dérivés de Iacide arachidonique et de plalet-adivating factor. 67
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complément, 4 Porigine de la réponse de phase aigué (avec participation des hépatocytes)

associée A la « réponse de stress oxydatif » avec production de radicaux libres dérivés de
IO, et de P'azote,””””” qui stimule aussi la « réponse de choc thermique » avec amplification
de la RDH,® ce qui peut aboutir 4 des phénoménes d'ischémie-reperfusion et a I’établis-
sement d'un SRIS.®® La synthése des cytokines est normalement étroitement contrdlee
par un certain nombre de mécanismes régulateurs homeostatiques comprenant I'inhibition
de récepteurs spécifiques aux cytokines sur les cellules de I'héte, la synthése d’antagonistes
endogénes de cytokines, de cytokines anti-inflammatoires (IL-10, IL-13), une retroaction

négative sur leur synthése et la production de glucocorticoides.”*

9.3.2 Réponse de défense de 'hidte dans le SDRA.
Le SDRA est caractérisé par le déclenchement brutal d'une RDH diffuse et sévere
du parenchyme pulmonaire en réponse a une atteinte d’origine directe ou indirecte qui en-
dommage la membrane alvéolo-capillaire avec perte de compartimentalisation.”” L’éten-

due de la RDH initiale apparait étre un déterminant majeur de la progression et de I'issue

du SDRA.

Des mesures en série des niveaux de cytokines pro-inflammatoires dans le plasma ou
le fluide du lavage broncho-alvéolaire (LBA) lors de la phase initiale de la LPA et des pha-
ses suivantes peuvent aider & caractériser la séverité de l'atteinte inflammatoire pulmonaire.
Ainsi, Meduri et coll.®*"*® ont rapporté qu’une élévation persistante des cytokines TNF-x,
IL-1B, IL-2, IL4, IL-6 et IL-8 dans le plasma et le LBA de patients en SDRA est un indica-
teur efficace d’une issue défavorable & plus ou moins long terme. Ce résultat confirme le pa-
radigme qui veut que I'évolution du SDRA soit déterminée par I’étendue de la RDH pulmo-
naire initiale sous la forme de dénudation alvéolaire, de destruction de la membrane basale,
de perméabilité vasculaire et de quantité d’exsudat intra-alvéolaire.?” Fait intéressant, du-
rant la progression du SDRA, les futures victimes présentent une élévation marquée et per-
sistante des niveaux de cytokines pro-inflammatoires dans le plasma et le LBA, alors que
les survivants ont une réduction rapide de ces mémes niveaux.®* * D’autres études ont
aussi rapporté que les victimes de SDRA ou de sepsis montrent une hausse persistante

dans le temps de cytokines pro-inflammatoires (Tableau VIII) ou d’autres composantes de



Tableau VIII : Réponse de défense de I’hdte et issue du SDRA.
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Variables aux jours 3 4 7 du SDRA Survivants Victimes Reéférences
Signes cliniques d’inflammation

température corporelle 0 (383)
pression artérielle systemique moyenne -1 (627,383)
Signes biochimiques d’inflammation

niveaux sanguins de cytokines pro-inflammatores l 9 (381, 384, 385)
niveaux dans le LBA de cytokines pro-inflammatoires 1 1 (382, 386)
niveaux sanguins de phospholipase A, ! 1 (o84,387)
niveaux sanguins de sélectines E / P - 1 (348,389)
activation du complément ! ND 068539
niveaux sanguins d’endothéline-1 - 1 e
réserves anti-oxydantes —1 ! (364,391, 352)
Signes cliniques de perméabilité alvéolo-capillaire

balance positive de fluide l 1 (27, 360)
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Signes biochimiques de perméabilité alvéolo-capillaire
pourcentage de PMNs dans le LBA

concentration d’albumine et de protéines totales dans le LBA
niveaux dans le LBA de SP-A et CC16

niveaux sanguins de SP-A, SP-B et CC16

capture pulmonaire augmentée du gallium-67

Signes biochimiques de coagulation
comptage plaquettaire

niveaux sanguins de Ag-fv\W

activité antifibrinolytique dans le LBA

Signes patho-physiologiques et radiographiques de
fibro-prolifération

P20, / Fio,

niveau de PEEP

compliance pulmonaire statique

ventilation de 'espace mort

pression de l'artére pulmonaire

niveaux sanguins de lactates

infiltration alvéolaire

Signes de laboratoire de fibro-prolifération
niveaux dans le LBA de procollagene-III

niveaux sanguins de procollagene-III

— - > — —

(386, 389, 393-395)
(382,393, 394, 396)
(346, 395)

(398)

(399)

(325, 400)
(344)

(401, 402)

(327, 382-385, 394, 401)
(327,385)

(403)

(403, 404)

(327, 403)

(405, 406)

(385,407, 408)

(399, 409)

(409-411)

Variable des jours 3 4 7 comparée au jour 1 : — = inchangée ; 1 = augmentée ; | = augmentée ; SDRA= syn-
drome de détresse respiratoire aigué ; LBA= lavage broncho-alvéolaire ; ND = non disponible ; PMNs= po-
lymorphonudéaires neutrophiles ; SP-A= sfactant-associated protein A ; CC16= Clara cell protein 16kDa ; SP-B=
surfactant-associated protein B ; Ag-fvW= antigéne du facteur de von Willebrand ; PaO; / Fi0; = score d'hypoxie ;

PEEP= pression positive de fin d’expiration.



148
la RDH (.e. phospholipase A,, leucotriénes, complément, etc.).?***® Toutefois, d’autres

investigateurs n’ont pas retrouvé cette corrélation.**? Il est également possible de suivre I'é-
volution du SDRA par la mesure des cytokines anti-inflammatoires telles que ITL-10 ou
Iantagoniste du récepteur de ITL-1,"*9 mais ces paramétres nécessitent plus d’investiga-

tion pour s'assurer de leur fiabilité.**)

Quoi quil en soit, I'observation globale des changements observés permet de com-
prendre pourquoi des traitements de courte durée sont inefficaces dans le SDRA. 1 est
maintenant reconnu que la RDH n’est pas limitée au poumon dans le SDRA. 7 2%, 222, 2%,
%) Chez les patients avec un SDRA en évolution continue, la perte d'intégrité de la mem-
brane alvéolo-capillaire entraine la libération de cytokines dans la circulation systémique et
contribue au développement et/ou au maintien des SRIS et SDMO. Ces évidences sup-
portent également la notion qu'une RDH hyper-agressive et prolongée, plutét que la con-
dition étiologique précipitant la détresse respiratoire, est le facteur influengant le plus I'issue
du SDRA.® ) En Iabsence de mécanismes inhibiteurs, la poursuite d’une production
exagérée de médiateurs de ]a RDH empéche toute restauration correcte de I’anatomie et de
la fonction pulmonaire (réponse inadaptée) en maintenant le développement des lésions, la

coagulation et la fibro-prolifération (les trois agissant en synergie).

La coagulation intravasculaire diminue la disponibilité du lit vasculaire pulmonaire
alors que le dépdt de fibrine intra-alvéolaire facilite I'organisation cellule-matrice vers la fi-
bro-prolifération.”” Lors de SDRA, les activités fibrinolytique intra-alvéolaire normale et
anti-hémostatique endothéliale sont fortement compromises et aboutissent a un dépbt vas-
culaire et extravasculaire de fibrine accéléré.*"” Les patients souffrant de SDRA présentent
aussi une activité procoagulante systémique augmentée et un épuisement rapide des res-
sources fibrinolytiques,™ ainsi qu'une hausse des niveaux de produits de dégradation dela
fibrine circulants.®® Le syndrome de coagulation intravasculaire disséminée est fréquent
Jors de SDRA et responsable d’une mortalité élevée. ™

La fibro-prolifération est la réponse stéréotypée de réparation face a une lésion.
Dans le SDRA, la fibro-prolifération pulmonaire est manifeste avec une accumulation de



149
myofibroblastes et de leurs produits de connexion tissulaire dans les espaces aériens, I'in-

terstitium, les bronchioles respiratoires et les parois des microvaisseaux intra-acinaires. Ce
processus suit le mécanisme pathogénique commun de toutes les maladies fibro-prolifera-
tives, ol le degré et la durée de la RDH gouverne l'issue de la phase réparatrice ultime.**
Dans ce concept « linéaire » de réponse tissulaire 3 la lésion, les médiateurs de la RDH s’as-
surent de Iévolution vers le processus fibrotique. La sévérité de la LPA va déterminer I'in-
tensité de inflammation chronique et de la fibrose.””” Les patients en SDRA, decédes
aprés sept jours de défaillance respiratoire, présentent, a l'opposé des survivants, une éléva-
tion persistante des composantes de la matrice extracellulaire (procollagéne-III) dans le
LBA et le plasma (¢f Tableau VIII), signe de fibrogénése.?”™ **#1Y Les patients avec un ni-
veau de procollagéne-IIT dans le LBA supérieur 4 1,75 U/ml au jour sept ont un taux de
mortalité de 72% comparé & 20% pour ceux avec un niveau de procollagéne-IT inférieur a

1,75 U/ml.*”

9.4 'Tratement.

Devant Pabsence de mesures spécifiques face 4 la perméabilité alvéolo-capillaire et
au processus inflammatoire caractéristiques du SDRA, le traitement consiste en des mesu-
res de support destinées 4 maintenir une fonction cellulaire physiologique (eg échanges ga-
zeux et perfusion d’organe satisfaisants pour le métabolisme aérobique) en tentant de faire
régresser la LPA.*” La thérapie conventionnelle repose dés lors sur deux principes : (1)
dans la mesure du possible, identifier et traiter la (les) cause(s) sous-jacente(s) spécifique(s)
qui précipite(nt) ou perpétue(nt) un SRIS et/ou la LPA (élément indispensable a la gueri-
son du parenchyme pulmonaire) et (2) instaurer un traitement symptomatique incluant la
respiration artificielle, le support hémodynamique, nutritionnel et psychologique et les pro-
cédures pour prévenir les complications secondaires (pour permettre des échanges gazeux
et circulatoires compatibles avec la survie du malade).® %+

9.4.1 Stratégie verilatoire powr le SDRA.
Une ventilation mécanique 3 pression positive (afin de vaincre la baisse de complian-
ce pulmonaire) et 3 haute Fi0, (afin de maintenir P'oxygénation) constitue la pierre angulai-
re du traitement de la majorité des patients atteints de SDRA. Une ventilation en mode VC
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avec un débit inspiratoire élevé, un VT de 12 & 15 ml/kg, une fréquence respiratoire (FR)

adaptée en fonction de la pression partielle artérielle en CO, (Paco,) et/ou du pH et un ni-
veau de PEEP permettant la correction de I'hypoxémie avec une FiO, non toxique consti-
tuait donc le standard d’assistance respiratoire mécanique au cours du SDRA. Toutefois,
comme précédemment indiqué (¢f paragraphe 8.2), des doutes ont été émuis® ¥ au sujet
des lésions pulmonaires induites par la ventilation mécanique appliquée dans de telles condi-
tions. Dreyfuss et coll.*” ont montré que les pressions d'insufflation ne jouent pas un role
majeur dans la genése des lésions, mais que Ihyperinflation pulmonaire est responsable de
ce qu'il convient d’appeler un volotraumatisme plutét quun barotraumatisme. En effet, la
quantité de parenchyme ventilable au cours du SDRA est parfois réduite de deux-tiers.*®
L’application d’un VT physiologique 4 un nombre réduit d’alveoles qui conserve une com-
pliance et une fragilité¢ normales expose ces unités au risque de surdistension et d’hyperin-
flation régionale. Le réle respectif des différents volumes pulmonaires (V'T, volumes téléex-
piratoire et téléinspiratoire) est également mieux compris.*”” L’augmentation de la PEEP
chez des Rats ventilés avec un faible VT favorise la survenue d’un cedéme pulmonaire.**
Par ailleurs, Iapplication d’un VT physiologique avec une PEEP en deca du point d’infle-
xion de la courbe Pression — Volume, peut aggraver les lesions parenchymateuses.** Ces
données suggérent que le volume téléinspiratoire et les phénomenes cycliques de recrute-

ment - dérecrutement sont des déterminants majeurs des lésions de volotrauma-tisme.**

423)

9.4.1.a Bases de la stratégie venulatoire.

Lapproche initiale a fait place & une stratégie ot la normalisation des échanges ga-
zeux n'est plus la seule considération importante et ou les potentiels effets secondaires de
la ventilation sont mis en balance avec le bénéfice escompté. Quel que soit le mode de
ventilation utilisé, la stratégie ventilatoire est aujourd’hui guidée par des critéres qui font
Iobjet d’un consensus.® “* L'objectif principal de la ventilation mécanique au cours du
SDRA reste la réversion de I'hypoxémie qui nécessite souvent Iutilisation d'une FiO, éle-
vée. Les effets toxiques de Poxygénothérapie ont fait récemment I'objet d'une mise a jour
exhaustive et justifient les efforts visant 4 maintenir la FiO, en dessous de 0,65.4%) Afin de

prévenir les complications liées aux pressions d’insufflation élevées, il a été conseillé de ne
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pas dépasser 30 & 35 cm H,0 pour la pression de plateau™ ou 40 4 45 cm H,O pour la

pression de pointe.*?”

Kollef et Shuster®” recommandent une ventilation mécanique initiale VC en mode
assisté — controlé ou obligatoire - intermittent afin de diminuer le travail respiratoire du

patient et pour laquelle on peut apporter des changements subséquents.

@ Volume cowant. — Pendant des années, un VT de 12 3 15 ml/kg était conseillé pour les
patients sous respiration artificielle.*”” Due a I'hétérogénéité des altérations régionales
des poumons atteints de SDRA, il a été pensé qu'un VT plus petit serait plus efficace
au niveau de la performance hémodynamique et moins dommageable au niveau pulmo-
naire.®#9 1] est maintenant courant de choisir un VT autour de 6 a 10 mi/kg*” et de
le changer périodiquement afin de satisfaire aux exigences précitées. La FR peut étre
augmentée afin de conserver des valeurs de gaz sanguins dans les normes usuelles ; de
8 & 14 en conditions normales, la FR atteint souvent 25 & 35 respirations par minute
(rpm) chez les patients en SDRA. On peut aussi laisser la PaCO, monter et privilégier
P'approche de protection du poumon (¢ paragraphe 8.2) utilisant (7) une PEEP a 16
ou 17 cm H,O dont le niveau est ajusté selon le point d’inflexion sur la courbe Pres-
sion - Volume et pour lequel le poumon est supposé étre le plus compliant ; (2) un VT
inférieur 3 6 ml/kg ; (3) une ventilation en PC.%**? Face 3 cette technique récente, les
avis sont partagés. Certains la déconseillent 4 cause de ses potentiels effets secondaires
(Tableau III),¥ d’autres en I'absence de données plus approfondies la recommandent
uniquement pour les patients ayant une pression de pointe supérieure a 40 - 45 cm
H,O avec le traitement conventionnel,*"” voire la considérent nécessaire dans ces con-
ditions,®"” l'acidose respiratoire résultante pouvant étre traitée par injection de bicarbo-
nates,®™ ) épuration extracorporelle de CO, (ECCO,R),*” ou réduite significative-
ment par lutilisation conjointe de NO inhalé®™ ou d'insufflation intra-trachéale
d’0,.%2

s Pression positive de fin d'expiration. - La PEEP est utilisée pour augmenter le volume pul-

monaire et garder les alvéoles ouvertes. Depuis plus de vingt ans,**” la PEEP améliore
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les échanges gazeux des patients en SDRA. Sa mise en place prophylactique n’a toute-

fois pas eu les effets escomptés,*”? mais son utilisation de routine a des niveaux infé-
rieurs 4 5 cm H,O peut limiter le développement d’atélectasie et est probablement sans
danger.*” 1l est également rapporté que ces effets bénéfiques sont temporaires et
quelle n’a pas amélioré la survie i long terme des patients en SDRA par rapport au

groupe contrdle sans PEEP.#? Si son emploi est cautionné,®

) il demeure que pour
&tre efficace dans le SDRA, atteinte hétérogéne du poumon, la PEEP nécessite un
ajustement de son niveau balangant ses effets régionaux de recrutement et d’hyperin-

flation alvéolaires. L’étude de Gattinoni®*

a montré que le recrutement alvéolaire était
maximal pour des niveaux de PEEP de 15 a 20 cm H,O. Il n'y a donc aucune raison
pour utiliser des valeurs supérieures chez les patients SDRA.®"? Devant I'absence d’é-
tudes prospectives sur comment et quand utiliser la PEEP, la plupart des cliniciens
vont procéder par paliers successifs de 2 4 3 cm H,O (dans des limites de 5 a 15 cm
H,0) jusqu’ obtenir une saturation artérielle d’hémoglobine en O, supérieure a 0,9
avec des limites convenables de Fi0, et de pressions d’insufflation. Enfin, le choix de
la PEEP optimale doit tenir compte autant de ses effets sur l'oxygénation que sur Ihé-
modynamie évaluée soit cliniquement (pression artérielle systémique, débit urinaire)

soit directement (monitoring invasif).

En rapport avec les points mentionnés précédemment, plusieurs études importantes

9 est une analyse rétrospective des donnees de I'étu-

viennent d’étre publiées. La premiere
de d’Anzueto et coll.?® pour déterminer 'incidence des pressions d'insufflation sur le dé-
veloppement de barotraumatismes tels que le pneumothorax chez les patients en SDRA. II
ny eut aucune corrélation entre I'apparition de pneumothorax et l'utilisation de pressions
de pointe ou de PEEP élevées. De plus, la présence d'un pneumothorax n'interfere pas
avec la mortalité. Trois études prospectives randomisées portent sur I’hypercapnie permis-
sive. Brochard et coll®* (108 patients) ainsi que Stewart et coll.*” (120 patients) n’ont pas
décelé d’effets bénéfiques de l'approche de protection du poumon par rapport au traite-
ment conventionnel sur la mortalité du SDRA. Les conclusions de ces études Francaise et

Canadienne sont cependant limitées par le rapprochement des conditions entre les deux

groupes. Par exemple, la pression de plateau moyenne fut de 28,5 cm H,O dans le groupe
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contrdle zs. 22,3 dans le groupe expérimental.*”) Comme le VT moyen fut de 10,8 ml/kg

7 on peut en conclure que la pression de plateau développee

dans le groupe controle,
dans ces conditions est suffisamment basse pour limiter les lésions. Toutefois, ces deux
études ne permettent pas d’évaluer l'impact de I’hypercapnie permissive sur les patients les
plus 4 risques pour les 1ésions induites par le respirateur, 4 savoir ceux avec une faible com-

%% a comparé un groupe contrdle

pliance pulmonaire. L’étude Brésilienne d’Amato et coll.
de 24 patients atteints de SDRA (PEEP =7 cm H,O ; VT = 12 ml/kg ; pression de plateau
= 44 cm H,O) avec un groupe expérimental de 29 patients (PEEP = 16 cm H,O ; VT <6
ml/kg ; pression de plateau = 32 cm H,0). Il a été observé une baisse de la mortalité a 28
jours de 71% pour le groupe contrdle 4 38% pour le groupe expérimental, mais plusieurs
biais ont été relevés dans Iétude :*? en permier lieu, la mortalité du groupe contrdle était
élevée ce qui questionne la réalité de la différence observée sur ce paramétre entre les deux
groupes et le nombre élevé de déces qualifiés d’ « évitables » (méme si ceux-ci furent plus
nombreux dans le groupe expérimental que contréle) ; Iéchantillon est relativement petit ;
I’estimation de la valeur de PEEP nécessaire i partir de la courbe Pression - Volume n’est
pas chose aisée ; et finalement les bénéfices rapportés sur la mortalité concernent les trois
premiers jours de traitement, ce qui nest pas un résultat attendu en regard a la tactique
d’Hypercapnie permissive adoptée. Quoi qu'il en soit, cette étude confirme aussi les résul-
tats de Ianalyse rétrospective de Krafft et coll.® ot les patients SDRA ventilés en mode
PC ont présenté une mortalité significativement plus basse (35 + 20%) que les patients ven-
tilés en mode VC (54 + 22%) ou ceux dont le mode de ventilation n’était pas spécifié (59

+ 19%).

11 apparait donc 4 la lumiére de ces derniers résultats que (1) lutilisation de VT <10
ml/kg n'est pas une nécessité pour la majorité des patients souffrant de SDRA ; (2) lhy-
percapnie permissive reste une technique prometteuse pour laquelle la compilation de 800
patients dans une éude Américaine en cours®®” permettra probablement d’asseoir une po-
sition définitive quant-3 son utilisation optimale ; (3) la limite supérieure du niveau de

PEEP peut étre raisonnablement augmenter jusqu’a 20 cm H,O.
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Ratio temps inspiratoire / temps expiratoire. — La manipulation du temps inspiratoire (ou du

ratio 1 / E) peut aussi favoriser le mélange des gaz et la coordination ventilation / per-
fusion en permettant une meilleure diffusion du VT au sein d’alvéoles dont les constan-
tes temps différent et en maintenant ces alvéoles ouvertes pendant une partie plus lon-
gue du cydle respiratoire. Son effet secondaire majeur est la possibilité d’une trappe des
voies aériennes emprisonnant une portion des gaz dans les petites voies respiratoires a
la fin de l'expiration. C'est ce qu'on appelle la PEEP intrinseque ou auto-PEEP. Utlise
le plus souvent en mode PC, le ratio I / E inversé avait présenté des résultats encoura-
geants lors d’études sans contrble ou de séries de cas.***2 Toutefois, son évaluation
lors d’études contrdlées®™* n’a pas confirmé les résultats initiaux et comme elle en-
tralne certains effets secondaires sur 'hémodynamie et des contraintes de sédation pro-
fonde (voire curarisation) du patient, cette technique semble vouée a une utilisation li-
mitée, comme lors de phase aigué du SDRA ot il existe une quantité significative de

parenchyme atélectasié mais recrutable.*

94.1.b  Stratégies ventilatoires non conventionnelles.
La veuilation & haute fréquence oscillatoire utilise des FR jusqu’a 3 600 rpm et des VT qui ap-
prochent la valeur de Pespace mort anatomique (1 2 5 ml/kg). Si cette technique s’est
avérée trés efficace pour réduite les lésions induites par le respirateur avec les nouveau-
nés, ™ elle n’a montré aucun avantage réel par rapport aux approches conventionnel-
les chez I’adulte,®® % d’autant qu’elle pose un certain nombre de problemes pratiques
(réglage du ventilateur, humidification des gaz inspirés, mesure des pressions et volu-
mes intrathoraciques) et requiert une certaine expérience pour améliorer 'oxygénation
et éviter les complications iatrogénes (dessiccation des muqueuses, tracheite hémorra-

gique, volotraumatisme).

Linsufflation intra-trachéale 'O, consiste & envoyer un faible (2 & 14 L/min) débit 4'O,
par Pintermédiaire d’un cathéter dont I'extrémité distale est située au dessus de la care-
ne lors de lexpiration. Ceci permet de laver I'espace mort anatomique du CO, quil
contient et explique lintérét de son utilisation conjointe avec hypercapnie permussi-

ve.#? Les premiers résultats expérimentaux ne révélaient qu'une modeste variation des
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pressions d'insufflation (1 4 2 cm H,O pour la pression de pointe) associée a une dimi-

nution de P'acidose respiratoire ;*® l'utilisation clinique sur des patients en SDRA traités
par hypercapnie permissive a non seulement montré une baisse de 30% de la PacO,
(d’autant plus conséquente que le niveau initial est élevé), une hausse du pH (de 7,2 2
7,34) et de la Pa0, (+44%) mais aussi une augmentation significative de la pression de
plateau (de 26 3 32 cm H,0).*? Seul bémol, ceci semble exposer les patients a des ris-
ques supplémentaires de volotraumatisme & moins de s’assurer d'un niveau de PEEP

revu 2 la baisse.®?

Ciroulation extraconporelle. - Théoriquement la fagon la plus efficace de limiter les 1ésions
induites par la respiration artificielle est d’éviter cette derniére et dassurer les échanges
gazeux par CEC. Cette stratégie a été testée lors d’un essai clinique prospectif, rando-
misé, multicentrique de comparaison de la CEC avec oxygénateur a membrane
(ECMO) . la ventilation mécanique avec PEEP rapporté en 1979.4% LECMO amé-
liora I'oxygénation sans modifier une mortalité élevée dans les deux groupes (91%)

®9 Des essais subséquents avec

pour laquelle on a mis en cause une FiO, trop haute.
PECCO,R et des concentrations non toxiques d’O, ont montré une survie augmentée
par rapport 3 des contréles historiques.*****" Ces résultats ont fait que 'TECCO,R est
utilisé par plusieurs centres Européens pour traiter le SDRA de l'adulte, tout comme
PECMO est employée en Amérique du Nord pour le SDRA néonatal.** Cependant
une étude prospective randomisée avec groupe controle de 'ECCO,R sur des patients
pour lesquels la ventilation PC avec ratio I / E inversé s’était révélée inefficace®? a
montré une mortalité diminuée dans les deux groupes (62%) mais pas d’avantage pour
PECCO,R. Morris et coll.**? ne sont pas parvenus non plus a obtenir une amélioration
de l'oxygénation ou une diminution du risque barotraumatique rapportée par d’au-
tres,*®*Y et ont relevé un taux de complications hémorragiques particuliérement éle-
vé. Cette technique sophistiquée et cotiteuse tirerait peut-étre avantage a étre réevaluée
au sein d’équipes expérimentées mais pour instant, il semble difficile de cautionner
son utilisation.®? Les résultats obtenus avec 'oxygénation apnéique ou intravasculaire

3 travers une membrane artificielle (IVOX) sont encore moins probants car entrainant

(453) (454)

une amélioration soit limitée,** soit entachée de sérieux effets secondaires.
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<+ Les dhangements de position du patient souffrant de LPA / SDRA améliorent les échanges

gazeux en raison de I'hétérogénéité des DAD et d'une meilleure adéquation régionale
ventilation / perfusion selon le gradient de pesanteur. Un placement en décubitus laté-
ral peut étre particuliérement intéressant lors de distribution non uniforme des infil-
trats entre les deux poumons sur la radiographie, le poumon inférieur, le moins atteint,
étant mieux perfusé et ventilé. La position sternale a longtemps été perque comme de-
vant &tre limitée aux seuls centres spécialisés et expérimentés (cette technique impo-
sant une grande vigilance des équipes soignantes lors des manceuvres afin d’éviter les
extubations accidentelles, Parrachement ou la plicature des cathéters et le risque d’es-
carre du visage)®™ * #”) mais devant la qualité des résultats obtenus avec certains pa-

@)

tients,?*?? la meilleure connaissance de ses mécanismes d’action,”” la persistance de

ses effets dans le temps,?? cette technique semble vouée & une utilisation plus éten-

due®? particuliérement en association avec d’autres agents thérapeutiques.”**?

& Finalement, les derniéres possibilités de thérapeutique ventilatoire concernent l'utilisa-
tion du NO #nhalé que nous détaillerons par la suite (¢ paragraphe 9.5) et de la veuils-
tion liquidienne pantielle. Basée sur l'instillation de perfluorocarbones liquides, cette nou-
velle approche de support ventilatoire permettant une limitation des forces de tension
alvéolaires quoique toujours expérimentale” ™ "% #*¥9 est trés prometteuse (quoique
toujours spéculative) en utilisation clinique.**¥

9.4.2 Tritament phavmacologique du SDRA.
Outre la stratégie ventilatoire et le traitement étiologique, le traitement symptomati-
que des patients atteints de SDRA, élément déterminant du pronostic, repose sur des me-

sures thérapeutiques générales et sur une tentative de modulation de la RDH.

9.42.a Mesures thérapeutiques générales.

2 Optimisation. du transport de I'O,. — Une analyse détaillée des aberrations physiologiques
dans le SDRA avait noté d’une part des perturbations dans I'extraction tissulaire de
1’0, et d’autre part une dépendance pathologique entre la distribution de 'O, (DO,)
et sa consommation (VO,),** ** mais les rapports sur ce dernier sujet sont discor-

dants.# #Y 1 a littérature actuelle refléte des différences d’opinion significatives quant
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au niveau global de DO, 4 conserver chez les patients en SDRA.* *2 Des données
récentes** *¥ et une méta-analyse de plusieurs études*” suggérent qu'une augmenta-
tion non spécifique de DO, n’est pas garante d’'une hausse de VO, et surtout n'est pas
bénéfique au patient. Il n'existe donc pas suffisamment d’arguments pour considérer
I'augmentation de DO, 4 des valeurs supranormales comme un objectif thérapeuti-
que.”*") En pratique, en dehors des signes cliniques et paracliniques d’hypoperfusion
tissulaire, cette attitude semble injustifiée lorsque I'index cardiaque est significativement
élevé (> 3,5 L/min/m?). Un niveau de DO, global et adéquar pour les patients en
SDRA ne peut donc étre fixé & cause des relations complexes entre les débits sanguins
systémique et régional, I'oxygénation tissulaire et la demande métabolique locale. En
raison de ces interactions complexes et de la coexistence d’un SDMO, il n’est pas possi-
ble de définir un niveau optimal de remplissage ventriculaire, d’hématocrite, ou de fixer
un choix sur le type de fluide 4 perfuser (collcide ou cristalloide) de fagon universelle
pour le patient atteint de SDRA.*9

Support cardiovasculaire. - 11 existe aussi une controverse au sujet de l'instabilité hémody-
namique devant étre corrigée rapidement par un apport liquidien et/ou une thérapie
d’agents inotropes et vasopresseurs. Plusieurs éudes rapportent une amélioration de la
fonction pulmonaire et une survie augmentée lors de stratégie de restriction hydrique
visant & diminuer les risques d’cedéme pulmonaire.*” *? Cette approche, qui ne sem-
ble pas associée & une instabilité hémodynamique ou a une majoration de l'incidence
de linsuffisance rénale aigué, est évidemment contre-indiquée en cas d’hypovolémie,
ne peut se concevoir que si 'adéquation de la perfusion et de I'oxygénation tissulaire
est soigneusement monitorée,*”*” et ne devrait pas s’étendre au-dela des trois, quatre
premiers jours, période oli 'edéme pulmonaire est prévalent.®™ *") La question de la
nature du monitoring reste 3 débattre mais il est recommandé de limiter le monitorage
invasif seulement aux évaluations cardio-vasculaires nécessaires.”””

Prévention et traitement des infections. - En plus de altération des mécanismes de deéfense
immunitaire induite par Iagression systémique au cours du SDRA, les moyens mis en

ceuvre pour la surveillance et le traitement (cathéters, intubation trachéale, sonde ur-



158

naire, etc.) exposent ces patients au risque d’infection. Une hygiéne hospitaliere rigou-
reuse et l'usage standardisé de procédures aseptiques sont d'une importance capitale
dans la prévention des infections nosocomiales méme s'il n’extiste aucune donnée pour
prouver qu'une réduction du taux de pneumonie nosocomiale diminue la mortalité.
En dehors du cathéter de Swan-Ganz, le changement systématique des cathéters et des
sondes trachéales en Iabsence de signes infectieux locaux ou généraux n'est pas re-
commandé.#”® Y D’autre part, il nexiste 3 présent aucune donnée justifiant 'utilisa-
tion systématique d’une antibioprophylaxie ou d’une décontamination digestive ou tra-
chéale sélective au cours du SDRA.#>* Toutefois, la position en décubitus dorsal est
un facteur de risque pour une infection pulmonaire.””# En dehors de ses indications
plus générales (patients neutropéniques, immunodéprimés, etc.), I'antibiothérapie empi-
rique doit étre limitée aux états de choc et aux SDRA d’origine infectieuse.*” Des pré-
lévements bactériologiques exhaustifs doivent étre réalisés sans délai et lantibiothérapie
sera adaptée selon leurs résultats. En effet, 'administration d’antibiotiques a large spec-
tre en dehors d’une infection favorise ’émergence de mutants résistants responsables
d’infections dont le taux de mortalité est élevé.*”? Par contre, l'aspiration continue
sous-glottique est une excellente stratégie prophylactique pour réduire I'incidence des
pneumonies précoces induites par la respiration artificielle. "

L'apport nustritionnel pour tous Jes patients se trouvant depuis quelques jours dans un état
critique a montré un effet bénéfique sur le devenir de ces patients.*””> ¥ 1] est essentiel
de les nourrir en apportant les trois constituants principaux (hydrates de carbone, pro-
téines et lipides) mais aussi vitamines et oligo-éléments.”® Cette alimentation sera de-
butée précocement et adaptée au cours des différents stades évolutifs du SDRA méme
si les besoins sont difficilement quantifiables pour chaque patient.*”” Lorsque la possi-
bilité existe, Palimentation par voie entérale est préférable.”” Cette technique permet
déviter Iatrophie villositaire et serait associée & une réduction de l'incidence des com-
plications hémorragiques (ulcéres de stress) et infectieuses (infections sur cathéter). Le
maintien d’une nutrition entérale aurait également des effets bénéfiques sur la réponse

immunitaire du patient.“”
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4+ Les informations concernant le support & fournir aux orgaes autres que pulmonzires et

candiouasoulaires sont plus succinctes. 1l demeure important de conserver une perfusion
viscérale satisfaisante et par exemple de poursuivre l'alimentation entérale pour conser-
ver une bonne fonction digestive. Il est trés difficile d’évaluer de fagon précise et speci-
fique le degré d'atteinte du foie, cet organe si important au niveau métabolisme organi-
que et élimination. L'utilisation d’agents dopaminergiques a été proposée pour amélio-
rer le débit splanchnique et la fonction rénale.** Mais rien n’a été prouvé a cet effet et
on peut également voir ici un intérét de l'utilisation du NO inhalé de par ses effets ex-
tra pulmonaires (augmentation du débit sanguin rénal, de la filtration glomérulaire et
de la diurése).®? Lorsqu'une insuffisance rénale aigué survient malgré les mesures pré-
ventives (traitement d'un état de choc ou d’'une hypovolémie, monitorage des drogues
néphrotoxiques, etc.) le recours aux méthodes d’épuration extra-rénale peut étre justi-
fié. Les techniques d’hémofiltration sont généralement bien supportées par les patients
en SDRA et pourraient aussi contribuer 4 une élimination des médiateurs inflammatoi-
res,® mais cette possibilité demande plus d’investigation avant d’étre recomman-
dée.? Drautre part, la plupart des patients ventilés nécessitent une sédation et/ou une
analgésie afin d’améliorer leur confort, d’augmenter la tolérance de la ventilation et de
permettre le sommeil. Parfois, les patients peuvent avoir besoin d’une curarisation
pour contréler des modes ventilatoires contraignants (ratio I / E inversé, ventilation a
haute fréquence, etc.). Toutefois I'emploi systématique des curares n’est pas recom-
mandé car ils favorisent Patrophie des muscles respiratoires et sont associes a la surve-
nue de neuropathies acquises en réanimation.**” Finalement, les changements de posi-
tion facilitent le nettoyage bronchique, les échanges gazeux et minimisent les risques

d’escarres.

942b Modulation de la réponse de défense de I'hote.

Ce traitement pharmacologique vise 3 limiter I'action directe des nombreux média-
teurs impliqués dans le SDRA, leurs effets en cascade et leurs interactions. Cependant I’ab-
sence de spécificité de ces médiateurs pour le SDRA, leur abondance, rend utopique l'idée
d'un traitement pharmacologique spécifique et applicable précocement (st ce n’est d'un
agent & multiplicité d’action tel que le NO inhalé ou la pentoxifylline). De nombreux traite-
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ments ont été proposés, dirigés contre tel ou tel groupe de médiateurs, mais aucun n’a ap-

porté deffets clairement positifs malgré des résultats prometteurs chez P’animal, 6% 314 417:418)

9.4.2b.cc Thérapeutiques pharmacologiques « armentiormelles ».
Les facteurs confondants dans Iapplication clinique d’inhibiteurs de la réponse in-

flammatoire sont d’une part le développement potentiel d'un phénomene de tolérance ala
lésion induite par les médiateurs cellulaires et humoraux de I'inflammation et d’autre part
Pémergence d’un nombre croissant d'agents susceptibles de réduire I'inflammation qu
pourrait entrainer une interférence telle avec le systeme immunitaire qu'elle déboucherait
sur un SRAC particuliérement néfaste vis-a-vis du contréle du processus, de Iinfection par
exemple. Ceci complique donc I'estimation des effets des traitements appliques. Le Ta-
bleau IX résume toutes les thérapeutiques anti-inflammatoires qui ont été testées a ce jour

dans le SDRA.

9.4.2.6.8 Théapeutiques pharmacmlogiques d averr.

De trés nombreux efforts ont été consentis depuis trente ans dans la thérapie du
SDRA, particuliérement au niveau des stratégies ventilatoires et du traitement de support,
pour aboutir somme toute, 4 une mince diminution de la mortalité. Clest la raison pour
laquelle certains auteurs considérent que seule une intervention relevant du génie génétique
serait 3 méme d’apporter des bénéfices considérables.”™ Il y a déja eu des succes de mani-
pulation génétique sur les animaux qui sont cliniquement applicables a 'Homme. Des
exemples de thénpie gnique incluent Pamplification ou la répression transitoire de genes co-
dant pour des protéines de défense (superoxyde dismutase, catalase, antitrypsine-a,, etc.)
ou pour la synthése des médiateurs inflammatoires (prostaglandine G / H synthase, syn-
thése de cytokines, etc.).®” 9 La transfection de ces génes 3 'Homme en est d’ailleurs 2
ces premiers pas d’investigation.*™

Récemment il a été suggéré quen plus de la réponse pro-inflammatoire (caractérisée
cliniquement comme le SRIS), les patients en sepsis (ou en SDRA) pouvaient aussi évoluer
vers une phase anti-inflammatoire (le SRAC) ainsi que parfois vers une réponse mixte preé-
sentant 4 la fois des composantes pro- et anti-inflammatoires (le syndrome de réponse

mixte antagoniste).®? Le SRAC est associé au phénoméne « d immunoparalysie » caracté-



161

mﬁ.ﬁﬂﬁﬁﬁwaﬁ Sppow ms MmOy

aUEYIWOPUT
P UL i -
'SIN0D U2 159 3[3n2AE J[qnop U3 anbrn e sugjordngs
-IRIN[U SPTY AN (415 1) SIPIOUESOIR, p UoHONpoxd ey anuTani(] +ons'ng"ON aseusdAxo-op4d ap smaq
F 7 P — H
WIITeT
“uMOD U2 aNDLIUSOHMNUI 3PNI3 (74 SIPMSIUW SIBOIEUTIIE[FUT-03d (05605 26O Jiprel Juatuairer ],
SauT{O14D s3] $2IN03 3p 3ssTeq ¢ uoTIRIRN0Id-01qY | Sp UOHIGIYU]
(g rawn ssCoussig
¥ omuoumatd (¢ oy dsnasSTeL3 OGUID (4 yoq) VT ] 12 SUMIEI3 HoN] 900091d JuawRITe)
-oway [ ns sgnbrew anrydowsoatadAy sase YY(TS $9] sUEp MO (zos-0as “zof) SOpIOIISOONION)
? L .
o S, =
e %0 p $3a19p s21q] xneotpes 9p smaddexn
SUIPI[OZENJI10XO -
¢ M UOU L - it
“[11 @seyd uonen[eA3 us 153 SUIPTOZEMIOXO | () VT ¥ vl om BEU...Z buu.w.z )
9P 321p [ JUTWIP 19 (i) TEUOWI-OIPIED UONOUIOJ [ JIOTRUIE Y/ ersen™ON vonEInS np sKIEUIS
 SIuEpAXOmIY
.OEO“—.Iu.aﬁ Nﬂ—.mu uﬁwﬁuﬁme wW—._..—.mbw jaos 1= unn._..wem.ﬂa wO—W—UOE w&ﬂ Ins oIS ﬁu mhﬂgoomhlmu.:w
$390NS DA SIST[IN 319 WO sysTueNY Xneuopouous sdioonue sa(T 835\“ M&Q S7pEP eI]-T] -
) KB 7m saur{0140 xne smaidadi-nue
c ®dANL-
+zor 160 "ONL/ srsn™O soumy o1ho-nuE ‘sdioonue
(062 UOIMOTA] 3P woN SUTXOJOPUS-TIE x:«.domuomoﬁ sdioonue
xnevopAjod sdioonue sap ‘auusueq upqesunad e Jweiuswdne (8yss¥) § E aidessgioun
aur101d [ 9p X pIdi] NP NESATU NE SUTXOIOPUS, SP TONESTENN Jess i |
sa[qissod SINUIAE 29 $IIIUT SINNY  JIAINS B] INS LT JuaWRNEI],

V(S np saojeunuepjui-nue anbrdojoseuwreyd juswayel], : XI Ne[qEL



162

(319)(SOPAT $9] 3USUBRIE %G
m_‘_.ﬁwv (r0g)[OSOIE us uﬂmun‘mtﬂm 9] TWIUIADEIN]]2 uUE—wﬁ .m w“_muﬁnmﬂuﬂ.m

ﬁa.—ﬁﬂ._ﬂ.m v—mﬁOE ans mu“.dummm
(eo) TEUT ON] 2] 294 Swstdisuds op sed (7.4 HAA Bl A3UsWiEny

(v 22 1) STEYUT ON 2] 29AE SWSIAIDUAS (647447 HAA ¥ squswdny

TIT @seyd ua Jreus uTew
39N[eAT (qgidd G Sp ISOP ¥[ 99A% J1AIMS B[ JAIOTPWE ¥ 30UEPUI],

ez 'sen (T8
aydesBered p) sspewsuwadxs suonipuod us smayawoid s1apy

‘a[ewosod] 1D ¥ 3P 92AE SIN0D US 159 snbLjusonm 3prig aun)
‘uoten(ead,p IfI / 11 snbrutp aseyd us 183 supAydosy ey ¢ (912

‘sarenanbeyd jueSaide-nue ‘soursjoifo-ne ‘aare[edipes-HuE maje
-efiposea) uonoe,p uofdumur sun uasad F(d 2p MG 10

(erg'sisdas
m.__u =l mHMHm v_u m.HD~ UWbSD.ﬂ W“_..w e ﬂOﬁﬂuO%EdL m voqﬂﬁﬂvu Q—H.D.

(1 g WIS 9] s uasaid 19555

BIPAL UsU
BHRD LOU
(veszes ﬁ__ﬁuoz
PR Uou

AN&-.—OZ
(1zgUON s™d (MO

o

a_aﬁoz

4 a@:oz

agON

UOTIE[IISU US [9INJEU JUEIOBLINS
[osoage ud anbnauAs Jueepms
auzdoxa JueIdeyIng

sasegr01dnury

“I9d -
SULIIE -
SJNIIOLIISTODOSE A

3 YU ON

Q[eYW IO -
apewosodr] " -

(,rpasoad]y) 'gDd -
sonbrprdry smayerpau

oﬁ:&.ﬂoﬁ&
SINDIEIE[IPOSE A

wueqnpp
SuTUnApeaq €] 3p SImaNqIU]

SImal

-daoa1 sas ap seustuoSeiure 13 sopy/ Suwnzpr-ppwid DP SINGIYU]

Q—ON.wﬂOU_Duwv—




163
SDRA= syndrome de détresse respiratoire aigué ; TNF-a= nonor neoosis factor< ; IL-1ra= antagoniste du ré-

cepteur de l'interleukine-1; LBA= lavage broncho-alvéolaire ; SRIS= syndrome de réponse inflammatoire
systémique ; PGE1= prostaglandine E;; PGE;= prostaglandine E;; PGl = prostacycline ; NO= monoxyde
d’azote ; ppm= parties par million ; VPH= vasoconstriction pulmonaire hypoxique.

*1‘inhibition du TNF- est également possible 3 Iaide de protéines de fusion qui ont permis une baisse de
36% de la mortalité & 28 jours dans un essai clinique sur le sepsis sévere ;%) La disparité des résultats obtenus
vis--vis du TNF-u suggére que pour étre efficace, il faut choisir le bon inhibiteur, labonne dose, le bon sous-

groupe de patients  traiter et surtout, la bonne fenétre de temps ot 'administrer.>*%
11 efficacité a été évaluée sur des modéles de sepsis, pas de SDRA.

#L’analyse de sous-groupes de patients doit ére réalisée avant de conclure définitivement ; une analyse rétro-

spective des cas plus sévéres aurait montré une réduction significative de la mortalité.#18)

¥ On peut envisager I'apport d’enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase et/ou la catalase qui

se sont révélées trés efficaces dans des modeles animaux.¢18 531,52 Aucune érude clinique n’a été élaborée 2

date.
$Ce premier essai réussi n’a pas été suivi d’études similaires.

¢ Les résultats bénéfiques d'une éude randomisée récente des corticostéroides lors de choc septique®®) ont
conduit & une révision® des études antérieures.®7, 50059 Une activité excessive des cytokines conduit a une
résistance des organes cibles pour les corticostéroides par interaction avec les récepteurs au cortisol.5* Un
traitement prolongé aux corticostéroides est dés lors nécessaire pour compenser adéquatement cette défi-
cience des organes cibles, traitement prolongé qui induit une baisse des taux circulants de cytokines pro-in-
flammatoires®? et une augmentation des cytokines anti-inflammatoires (IL-4 et IL-10).5%) Le traitement aux
corticostéroides aurait donc été trop bref®) comme le prouve son arrét prématurét®. 5% qui entraine une
détérioration de l’état qui est compensée par une reprise du traitement. Des études ultérieures sont donc né-

cessaires prenant en compte la dose et la durée du traitement ainsi que le moment de son initiation.®*

£ Des inhibiteurs de la lipo-oxygénase®) ou des compétiteurs des récepteurs 2 leucotriénes®® ont été effica-

ces sur des modeles animaux mais n’ont pas fait 'objet 4 ce jour d’études cliniques.
TLa place du NO inhalé dans le SDRA sera détaillé dans le paragraphe 9.5

o Le surfactant naturel a seulement été testé en conditions expérimentales sur I'animal, le nouveau-né, ou une

cohorte de patients souffrant de SDRA. Aucune étude multicentrique randomisée n’a été élaborée a ce jour.
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risé, entre autre, par une réduction de Pexpression induite par les cytokines d'un marqueur

de surface cellulaire sur les monocytes, le complexe de classe II d’histocompatibilité majeu-
re (MHC) ou molécule humamn leukocyte antigen D-related (HLA-DR*).1l a été remarque une

association entre le dysfonctionnement des monocytes sur Iexpression du HLA-DR ™ etlis-

(542) (543-545)

sue clinique de patients receveurs de transplant,”* chirurgicaux ou récipiendaires d’u-
ne assistance bi-ventriculaire®® développant un sepsis. Dans cette derniére étude,™* sept
des neuf patients morts de SDMO septique présentaient des niveaux extrémement dimi-
nués I’HLA-DR* monocytaire (< 30%) alors que les survivants avaient des niveaux dex-
pression antigénique normaux (> 80%). Chez les patients septiques, il a été rapporté que la
persistance de I'inactivation monocytaire pour plus de deux jours conduisait 2 une morta-
lité de 58%, et pour plus de cinq jours 4 une mortalite de 88%.°7

Le SRAC, qui peut durer plusieurs jours, est aussi associé a une production réduite
de cytokines pro-inflammatoires (principalement TNF-o, IL-1, IL-6 et T1.-8) telle qu’obset-

&%) avec 1a en-

vée lors d'immunodépression induite par choc hémorragique®” ou septique
core une dissociation entre les morts et les survivants.**? On observe aussi une altération
profonde de la fonction lymphocytaire avec une régulation a la baisse des lymphocytes T-
belper de phénotype Th,****? associés 4 l'expression HLA-DR™ e 4 la production de ces
cytokines. On peut suspecter que cette perte d’expression HIA-DR* est le résultat d’'un
déséquilibre entre les facteurs stimulants {tels que l'interféron-y (INF-y)} et inhibants (pha-
gocytes, médiateurs de la RDH). Sur ce dernier point, les agents immunosuppresseurs en-
dogenes les plus visés sont les IL-10 et IL-4 et le srangorming growth Sactor-f (TGF-B). Par
exemple, les monocytes stimulés par le LPS produisent de I'TL-10 relativement tard dans la
cascade pro-inflammatoire ; Ia production excessive de TNF-x et de PGs induit une surex-
pression d’TL-10 au niveau de PARN messager et protéique.”® Les mécanismes d'inactiva-
tion monocytaire de ITL-10,? de ITL-4,%*" du TGF-8%9 seuls ou en synergie®™ com-
mencent 4 &tre explorer. Etrangement, le dysfonctionnement monocytaire observé lors de
SRAC correspond aux altérations fonctionnelles des macrophages chez les patients en
proie 4 une infection intracellulaire® avec une diminution de la transcription MHC, de la
présentation des antigénes, de la production de cytokines pro-inflammatoires (eg IL-1), de

Pexpression de facteurs régulateurs de transcription (eg c-fos), de Pactivité du métabolisme
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oxydatif, de la phagocytose et de lactivité microbicide, couplée 4 une augmentation de la

production de molécules immunosuppressives (eg PGE,, TGF-§, IL-10) qui auto-entre-
tiennent le phénoméne d'immunoparalysie. Etant donnée la demi-vie courte des cytokines
pro-inflammatoires, il a été proposé de suivre 'expression du HLA-DR" comme marqueur

du SRAC.5®

Considérant I’évolution biphasique de ces syndromes, il parait concevable que la the-
rapie anti-inflammatoire (eg anti-TNF-o, IL-1ra, IL-10) puisse étre efficace lors de la phase
initiale hyperinflammatoire, alors que la suppression de facteurs inhibiteurs (eg par plas-

maphérése ou hémofiltration)*™ ou I'administration de cytokines excitatrices de monocy-

tes {gramlocytemacrophage colony stimulating factor (GM-CSF), INF-y} serait 32 méme de con-

(560, 561

trer l'immunoparalysie lors des phases plus avancées de la maladie.***" En effet, les mo-

nocytes de patients septiques avec une faible expression de HLA-DR" ont une capacité di-

(544, 547, 549)

minuée 3 libérer des cytokines en réponse 3 une stimulation endotoxinique, il pa-
rait donc douteux qu'un anticorps monoclonal dirige contre TNF-a ou un antagoniste du
récepteur 4 IL-1 puisse améliorer la survie de patients avec une expression diminuée

dHLA-DR".

< La suppression de facteurs inhibiteurs a été utilisée avec succes sur des patients septi-
ues avec péritonite, pancréatite, etc., confirmés immunoparalysés par le suivi d’ex-

q P > P :
pression dHLA-DR*®** et dont la survie a été augmentée significativement (48% ws.

15%) par la plasmaphérése.**)

< Dans Lapproche pro-inflammatoire, on peut aussi chercher, en amplifiant la RDH, a préve-
nir le développement de la LPA / SDRA. Le mécanisme suggéré est qu'en réduisant
ou en contenant l'infection, on prévient le développement d’une réponse inflammatoi-
re plus généralisée qui serait 3 méme de léser le poumon. Des études de traitement par
le GM-CSF ont démontré des résultats favorables, diminuant la morbidité et la morta-
lité de toute une variété de modsles infectieux sur des hétes non neutropéniques.®®

Utilisé en clinique pour les cas de leucémies ou autres cancers neutropéniques,™ le

GM.-CSF a fait Iobjet de deux essais cliniques supportant une efficacité relative et sur-
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tout Pabsence deffets secondaires en présence d'infections sérieuses.®* *” Dans une

étude récente, sur une population trés ciblée de patients présentant une hémorragie ou
un accident cérébral traumatique aigu, le GM-CSF a encore fait la preuve de son inno-
cuité, il a diminué le risque de bactériémie primaire mais n’a eu aucune incidence sur la
mortalité, la durée de séjour ou les autres infections nosocomiales.** Comme des don-
nées précliniques et cliniques supportent qu'il existe a la fois des risques et des bénefi-

b ceci a eu pour effet

ces associés 4 la modulation de I'inflammation lors d’infection,
de renouveler les craintes de la communauté®® et d’exiger,  juste titre, une poursuite

des investigations cliniques contrdlées et randomisées dans ce domaine.

Une autre approche pro-inflammatoire est de re-stimuler les composants actifs de la
RDH sur des patients visiblement en phase de SRAC. L’INF-y est la cytokine identi-
fide & date avec Iactivité antimicrobienne la plus élevée. Elle est sécrétée par les lym-
phocytes T et est reconnue pour activer les macrophages mais aussi les autres phagocy-
tes (monocytes et PMNs circulants) et les cellules non professionnelles de défense de
I'héte (fibroblastes, cellules endothéliales et parenchymateuses) pour exercer une activi-
t antimicrobienne exacerbée. L'TNF-y déprime la production monocytaire d’IL-10°
et la libération de PGE,.* 1l induit aussi la production monocytaite de TNF*" et
dTL-1B.5 Particuliérement, Décke et coll” ont observé que la stimulation par
'INF-y entralne une hausse significative des niveaux de TNF-a produit par des mono-
cytes désactivés expérimentalement mais pas au niveau de celui produit par les cellules
saines. Par ailleurs, les mémes auteurs ont observé que I'INF-y restaure lexpression
HLA-DR" sur des patients septiques immunoparalysés et la sécrétion de TNF-u stimu-
Jée par le LPS i vitro des monocytes de ces mémes patients.”’? De plus, 'INF-y est ca-
pable de reconstituer Iimmunité cellulaire déprimée en inhibant Pactivité des lympho-
cytes T, surexprimée dans ces conditions par rapport celle des Th,."™ Finale-

679 Des lors,

ment, il stimule sa propre expression génique au niveau des lymphocytes.
PINF-y a été testé en clinique. Il peut engendrer de la fievre et un syndrome de type
grippal mais il est généralement bien toléré. Il peut étre administré par toute voie pa-
rentérale y compris en aérosol. Il a été utilisé avec succes en prophylaxie (maladie gra-

mulomateuse chronique,”® trauma®® #7), ol 'INF-y a prévenu l'apparition d’infec-
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tions secondaires séveres méme si de nombreux biais méthodologiques n’ont pas per-

mis d’asseoir de fagon plus évidente les bénéfices de cette thérapie,”™ et en traitement
additif aux antibiotiques conventionnels pour augmenter la réponse et/ou réduire la
durée du traitement (leishmaniose disséminée, infections mycobactériennes atypiques).
Par ailleurs, PINFy a restauré le niveau d’expression d’HLA-DR* sur les monocytes
sanguins de patients septiques :*** ¥ sur les dix patients immunoparalysés (HLA-DR”
< 30%), huit ont montré une hausse de I'expression HLA-DR" aprés une journée de
traitement 4 'TNF-y, les deux autres aprés deux & trois jours. L’administration sous-cu-
tanée d’'INF-y fut poursuivie jusqu’a ce que la proportion de monocytes HLA-DR™
soit stable a plus de 50% pour au moins trois jours. Six patients survécurent, deux sont
morts avec réapparition du sepsis aprés arrét du traitement a 'INF-y et les deux det-
niers sont morts de Pévolution cancéreuse de leur pathologie primaire sans présence

évidente de sepsis.

Cette approche thérapeutique demande confirmation. Des études cliniques randomi-
sées avec groupe contrdle sont en cours pour évaluer le rapport bénéfice / colit de la plas-
maphérése ou de I’hémofiltration chez les patients en sepsis et/ou SDRA. Ce méme genre
d’étude est nécessaire pour la thérapie pro-inflammatoire (GM-CSF, INF-y) car plusieurs
zones d’ombre persistent : la thérapie par INF-y est probablement inutile voire nefaste si
administrée lors de la réponse pro-inflammatoire (SRIS) ; il est également possible, comme
suggéré par Bone,™” que certains patients aient une réponse mixte avec des composantes
pro- et anti-inflammaoires. 1l est difficile de prédire quel effet un agent tel que I'TNF-y

pourrait produire dans ces conditions.

9.5 Monoxyde d’azote inhalé et syndrome de détresse respiratoire aigué.

En écho 3 la premitre publication des effets bénéfiques potentiels du NO inhalé
dans le traitement du SDRA,®” Sahebjami®® soulignait cing mois plus tard dans une lettre
3 Péditeur du New England Joumal of Medicine que les hypothéses des auteurs® sont que « in-
halation of nitric oxide causes selactive vasodilation of the pubmonary vasaular bed i the ventilated bung re-
water ». Comme la mortalité du SDRA restait désespérément élevée malgré I'introduction



de techniques ventilatoires de plus en plus sophistiquées, la simplicité de ce nouvel agem::u53
thérapeutique gazeux et 'enthousiasme généré par les premiers résultats(12012% 247,248, 263, 579, 381
%4 prouvant la vasodilatation sélective pulmonaire & I'origine d'une baisse de 'hypertension
pulmonaire (¢f paragraphe 8.1.1.3), d'une amélioration de l'oxygeénation (¢f paragraphe
8.1.1.b) et de la fonction myocardique droite®***9 et d'une réduction de I'cedéme alvéolai-
re®”% sont autant de raisons qui expliquent l'utilisation soudaine et universelle du NO in-
halé dans le traitement de la LPA / SDRA. Certes, la thérapie demeurait expérimentale,
'ayant pas souscrit aux exigences d'innocuité (Phase 1) et d'efficacité (Phases IT/TII) pour
&re reconnue par les autorités compétentes ; mais certains pays, comme la France, n’heési-
taient pas 4 considérer cette éventualité. D’autres découvertes allaient conforter cette prise
de position : le NO inhalé viendrait remplacer une source endogene de NO située au ni-
veau des voies aériennes supérieures et auto-inhalée & chaque inspiration (cf article de re-
vue, page 71) mais court-circuitée par l'intubation endotrachéale ou la trachéotomie ; le
NO inhalé présente des effets anti-vasotrophique™®™** et extra pulmonaires (¢f. paragraphe
qui expli-
quent son activité anti-inflammatoire propices 2 le rendre tres efficace dans le SDRA.

8.1.3) particuliérement sur les reins® '™ et les cellules circulantes sanguines™*® '

Toutefois Sahebjami soulignait déja en 1993 :* « the hemudynamic and oxygen-transport
of ARDS result fram pathophysiologic processes in the “trmokved” regions of the lbung. How could an agent
that “selectively” affects only the “unirmobuad” vegions be expected to have any substantial nfluence on. the.
outcorne of ARDS ?» Les études de séries de cas subséquentes,h =% 2% 2% 78283 5655, s
les analyses rétrospectives®” ©**® et surtout les études prospectives randomisées, avec
groupe contrdle (Phases I1 / IIT), multicentriques®*** ou pas,”* “” en aveugle®™ *** ou
pas,® % @) par une connaissance de plus en plus approfondie de la thérapie par NO en
inhalation, ont permis de répondre (parfois seulement de fagon partielle) aux questions
concernant ses éventuels effets secondaires, le choix de la dose optimale et du moment de
Pintervention, le phénoméne des non-répondeurs et surtout son impact sur la fonction
pulmonaire, la morbidité et la mortalité du SDRA, ou : Est-ce que les doutes de Sahebjami
allaient ére infirmés par la multiplicité d’action du NO inhalé ou confirmés par la comple-
xité de la pathologie ?



169
9.5.1 Effets secondaires potentiels du NO inhalé dans le SDRA.

Nous avons détaillé dans larticle de revue (pages 71, 72) la toxicité potentielle du
NO inhalé et, 4 la lumiére des nombreux résultats obtenus depuis, nous sommes a méme

d’apporter certaines précisions par rapport au texte précédemment présente.

a0 Toxicitd aigé du NO inbalé : Production de NO, et de methémoglobine. — Avec I'évolution tech-
nologique dans le domaine du NO inhalé, la fiabilité et la précision des nouveaux sys-
témes d’administration et de monitoring des concentrations de NO / NO,, la disponi-
bilité de piégeurs spécifiques au NO, et surtout I'utilisation de doses de NO efficaces
dans le SDRA relativement basses (en général < 10 ppm)® 3% 2% €% €8 fong que les
risques de toxicité aigué du NO inhalé sont mineurs. Le taux de NO, produit est le
plus souvent inférieur a 1 ppm,** “*” méme si les systémes d’administration diffe-
rent selon les études et on rapporte seulement des niveaux élevés lorsque la fraction
inspirée de NO (FiNO) est haute : Manktelow et coll.®¥ et Dellinger et coll.® ont ob-
servé, respectivement, 4 cas de FINO, comprise entre 2 et 3 ppm pour 92 traitements
apparaissant avec une FINO de 20 ppm et une FiO, de 0,95 ; et 3 cas de FiNO, supéri-
eure & 3 ppm pour 177 patients, tous les trois avec une FINO égale a 80 ppm. Les ni-
veaux normaux de methémoglobine sanguine sont inférieurs 4 2% et seuls des niveaux
supérieurs & 5% requiérent un traitement. Les milliers de journées de traitement au NO
inhalé rapportées au cours de ces études, 2 ©4) pindiquent aucune apparition de
signes toxiques de methémoglobinémie élevée lorsque la dose de NO est inférieure 2
40 ppm. Tel quindiqué dans P'article de revue (page 72), il faut simplement porter at-
tention aux éventuels patients présentant un systéme réducteur enzymatique immature

(nouveau-nés, enfants) ou déficient (Amérindiens, Méditerranéens).

@ Toxicité aigué : Effets pro- et anti-inflammatoires. — S'il est maintenant recommande d’éviter
I’administration intratrachéale de NO 4 cause des dommages inflammatoires engendres
sur la muqueuse (¢ article de revue, page 71), il est a I'heure actuelle impossible de
quantifier 'importance prise par le NO inhalé aux lésions dues 4 une RDH exacerbée.
En effet, le NO lui-méme a une certaine activité pro-inflammatoire et mutagéne, mais

surtout ONOO" dont la production est facilitée par les niveaux élevés de NO et de
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radicaux libres dérivés de 'O, libérés au cours du SDRA est reconnu comme un agent
délétére important du stress oxydatif. Toutefois, on peut aussi penser que les concen-
trations de NO inhalé infinitésimales par rapport a celles produites par les NO syntha-

ses inductibles (NOS2) lors d’inflammation®® et de sepsis®'”

ne contribueront que de
facon bien modeste 4 la cytotoxicité des dérivés nitrés. Par ailleurs, la manipulation de
la voie NO / GMPc*"? dans les états inflammatoires s’avere tres délicate. La controver-
se issue, d'un cdté, de lenthousiasme de certains résultats expérimentaux®**'¥ et, de
Pautre, de la déception des études subséquentes sur les inhibiteurs spécifiques®” ou pas
(Juan GUERRERO, Directeur médical section Amérique du Nord de I’étude interna-
tionale, randomisée, contrdlée, en double aveugle d'infusion intraveineuse de L-NMMA
dans le choc septique, Glaxo-Welloorme, lettre aux participants de I'étude, mars 1998) de
la NOS2 stimulée dans ces conditions, prouve que rien n'est établi face a I'utilité d'une
telle inhibition. Dans ce sens, l’association inhibiteur de NOS et NO inhalé peut s’avé-
rer intéressante et bénéfique.® A I'inverse, le NO inhalé pourrait trés bien aggraver le
SRAC présent dans le SDRA établi. Eichacker rappelait dans un récent éditorial®” que
des agents antagonistes des interactions leucocytes — endothélium pulmonaires pou-
vaient augmenter les taux de mortalité relevés dans certains modeles expérimentaux
d’infection pulmonaire.®” Cela peut également étre vrai pour le NO inhalé laissant
ainsi I'organisme, avec une fonction diminuée des phagocytes,"” plus sujet aux infec-

tions. -

Toxicité subaigué : Dysfonctionnement des systimes plaguettaire et vénal. - En raison des effets
extra pulmonaires sur les plaquettes, des troubles de la coagulation sur les patients at-
teints de SDRA et traités par NO inhalé ont été rencontrés, mais de maniére isolée

62 ou sur deux

seulement sur un patient recevant une dose élevée de 40 ppm de NO,
patients soumis & un traitement concomitant d’anticoagulant par voie intraveineuse
(héparine et urokinase) dont I'un développa une hémorragie cérébrale.*” Curieuse-
ment, de nombreux patients recevant de I’héparine par voie sous-cutanée et du NO en
inhalation n’ont montré aucun risque de saignement accru.*”” Tels que précisés précé-
demment (¢f paragraphe 8.1.3.2), les risques de troubles de la fonction plaquettaire et

d’hémorragie cérébrale semblent limités a des situations précises chez les personnes re-
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cevant des quantités importantes d’autres anticoagulants ou chez les nouveau-nés.

Pour ce qui est des effets rénaux, ceux que nous avions décelés lors de nos études ani-
males® ® laissaient présager d'un bénéfice substantiel pour les patients souffrant de
SDRA et traités au NO inhalé. Or, I'étude multicentrique Européenne de phase III,
subventionnée par la compagnie AGA A.B., signala une nécessité augmentée de dialyse
rénale chez le groupe traité au NO inhalé (38%) par rapport au groupe controle rece-
vant les traitements conventionnels (16%).5? 1l s’avéra par la suite que cette alarme
n’en était pas une et que cette différence observée s’effagait devant les manques et biais
de leur analyse statistique. D’ailleurs, aucune autre étude ne rapporta de troubles de la

fonction rénale engendrés par le NO inhale.

Toxicité donique : Dépendance an NO balé et difficulté de sevrage. - Une rétroaction negati-
ve du NO exogéne sur les NOS endogeénes (par stimulation de la production 'O, par
la xanthine oxydase endothéliale et conséquemment d'ONOO)**" ou une augmenta-
tion de Lactivité de la PDE-V®? serait a l'origine d’'un phénomene de dépendance de
certains patients souffrant de SDRA vis-3-vis du NO inhalé qui devient des lors néces-

(623

saire au maintien des échanges gazeux et de la stabilité hémodynamique.””” Une tra-

duction de ce phénomeéne est ’hypoxémie et hypertension pulmonaire « rebond » qui
apparaissent suite & Iarrét brutal du traitement par NO inhalé. 120 7% 563 607 €05 624 ) Les
conséquences sont un besoin absolu en un systeme de réserve en cas de bris du syste-
me principal d’administration sur un patient dépendant®” et la nécessité de suivre un

(288, 608

protocole graduel de sevrage du traitement par NO inhalé.®* ¥ La sévérité du rebond

peut étre minimisée en augmentant la FiO,, en administrant des agents vaso-actifs par
voie intraveineuse et surtout en évitant un arrét brutal du traitement au NO inhalé.*®
L’apparition de cette vasoconstriction pulmonaire aigué est imprévisible et ses méca-
nismes imparfaitement connus. La réintroduction du NO en inhalation renverse le
phénoméne rebond. Il faut aussi noter que Iincidence de ce phénomene est faible : un
cas pour 56 patients traités®” voire 6% des patients.®”” En ce qui concerne notre insti-
tution, le suivi des régles précédemment énoncées, notamment par la détermination

quotidienne d’une dose optimale de NO inhalé, nous permet un sevrage progressif et

évite totalement apparition d’un phénoméne rebond.®
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9.5.2 Dose optimale de NO inhalé et moment de ['irtervention.

Bien qu'il semble logique d’administrer la dose la plus basse qui induise le plus grand
effet désiré, 3 savoir une augmentation de la Pa0,, la vasodilatation pulmonaire, qui serait

120, 583, 597)

elle maximale 4 des FINO plus élevées (20 4 40 ppm),! pourrait aussi constituer un

but souhaitable et aussi important dans le temps afin de limiter 'cedéme alvéolaire, le rema-
niement vasculaire pulmonaire et la défaillance du coeur droit.#**® Lors de ces études,"™
83,597) {] qvait été établi que Peffet du NO sur la PaO, des patients en SDRA était significatif
40,1 ppm alors que son action sur la PAP se situait autour de 2 - 3 ppm. Il avait méme éte
noté un effet plateau sur la Pa0, 2 10 ppm et que des FINO supérieures pouvaient conduire

(120)

3 une baisse de I'oxygénation chez certains patients."*” Par contre, l'effet sur la PAP aug-

mentait avec la dose de NO et était maximum pour une FINO égale & 100 ppm. Toutefois,
d’autres auteurs®® 12 5% €2 ont trouvé exactement la relation inverse : effet plateau & 0,15
ou 4,5%? ppm pour la PAP et augmentation de la Pa0, avec la FiNO. Quoi qu’ll en soit,
ces études®h 120 12 58 5% 97, 602) onr routes relevé quaux hautes FINO, il y avait possibilité
pour le NO daller vasodilater les territoires non-ventilées, i.e un effet « spillover » par dif-
fusion gazeuse (¢f paragraphe 8.1.1.b) ou intervention des formes de transport sangui-
nes,*? d’ot une aggravation du shunt intrapulmonaire par inhibition de la VPH sur ces re-

glons.

La réalisation d’études de phase II est destinée 3 une évaluation de efficacité et du
dosage d’une nouvelle molécule thérapeutique. La seule étude mulricentrique réalisée a ce
jour pour répondre & ces critéres a montré qull n’y avait pas de différence entre les cinq
groupes réunis (n = 120) de traitement par NO inhalé (FINO =1,25; 5 ;20 ; 40 et 80 ppm)
et le groupe placebo (n = 57) recevant du N, concernant la mortalité, le succes thérapeuti-
que (patient vivant et sevré de ventilation mécanique) ou le nombre de jours vivants apres
avoir rencontré les critéres d’oxygénation pour Pextubation.®¥ Toutefois, les patients rece-
vant 5 ppm de NO inhalé (n = 34) ont montré une tendance a 'amélioration sur ces para-
métres. Dans ce groupe, le pourcentage de succés thérapeutique a 28 jours (une analyse pos
hod) fut plus élevé (62 vs. 44%) que dans le groupe placebo.® Lors de notre éwude pilote de
phase III, nous fimes les premiers, 4 notre connaissance, a réaliser une évaluation quoti-

(288

dienne de la dose optimale de NO sur 'oxygénation.*® Nous n’avons pas trouvé de diffe-
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rence sur la mortalité entre les groupes contrdle et traité au NO inhalé, mais la dose moy-

enne (+ erreur type) de NO fut de 5,6 + 1,8 ppm pour une durée de 8,1 + 1,3 jours de
traitement (n = 15). Dans les études rétrospectives,*™ “” il est rapporté une FINO moyen-
ne autour de 10 ppm. 1l ressort donc de ces résultats que la dose optimale de NO inhalé
dans le SDRA se situe autour de 5 ppm. L’étude de phase III en cours aux Etats-Unis d’A-
mérique est limitée & L'utilisation de cette seule dose de 5 ppm et elle nous renseignera

grandement sur la justesse de ce choix.

Une autre question fut posée par Swart et Smithies : © Quand doit-on débuter le
traitement ? Est-ce que le NO doit étre utilisé précocement afin de réduire le volotrauma-
tisme de la respiration artificielle ou doit-on attendre que le traitement conventionnel soit
sans effet ? La réponse A cette question est délicate étant donné le manque d’information a
ce sujet. Pourtant en connaissance du processus inflammatoire mis en jeu lors de SDRA et
des effets pro- et anti-inflammatoires du NO inhalé, il semble souhaitable d’éviter I'admi-
nistration de NO inhalé en plein coeur 1) du SRIS et 2) du SRAC tel que prouve par I'ab-
sence deffet marqué du NO inhalé seul dans le traitement du SDRA (¢f paragraphe 9.5.4).
Tl advient que l'utilité du NO inhalé (lors de SDRA, le NO inhalé, sl ne modifie pas la
mortalité, réduit les besoins en ECMO aussi bien chez lenfant ' que chez Padulte®* %)
dans ces situations doit étre amplifiée par une manipulation adéquate du processus inflam-
matoire et que le traitement par NO inhalé doit débuter le plus t6t possible. Une autre hy-
pothése séduisante serait d'utiliser le NO inhalé en prophylaxie du syndrome LPA /
SDRA.® Aucun essai clinique 3 ce jour n’a été réalisé en ce sens mais les résultats expér-
mentaux sont prometteurs (¢ paragraphe 8.1.4). La seule controverse sur la nature des ré-
sultats obtenus avec le NO inhalé en prévention pourrait bien étre liée & une variabilité in-

(215, 216)

ter-especes, particuliérement le NO inhalé étant efficace chez le Porc mais sans effet,

voire délétére, chez le Lapin.?”>?'® Etant données les similitudes physiologiques et pharma-
cologiques de 'Homme plus marquées avec le Porc® qu'avec le Lapin, ily a tout lieu de

croire en un effet prophylactique bénéfique du NO inhalé chez 'Homme.
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9.5.3 Non-répondeurs an NO inbalé.

9.53.a Résumé.

Décrite pour la premiére fois par Ricou et Suter,®® la non-réponse au NO inhalé
supporte diverses définitions. La plus commune est une hausse de Pa0, / FiO, inférieure a
200/0 (287, 288, 524, 584, 591-593, 595, 599, 601, 602, 608, 609, 628, 632) ou é 100/0 (605, 633) ou é 10 mmHg en Va].eur ab_

3 >
solue® 2% %9 par rapport 4 la valeur initiale. Certains auteurs ont préféré juger sur tout

changement de Pao, / Fio,,#*® D ou associent également la PAP dans leur évaluation.®”

595, 633)

Sur les vingt études recensant la non-réponse au NO inhalé dans le SDRA, le pour-
centage de non-répondeurs est varié, de 0% 3 100719, Toutefots, st on regroupe toutes
les études (n = 609) en considérant leurs propres critéres de sélection de non-réponse, on
Jboutit 3 un taux de 37,6% de non-répondeurs qui se situe dans la fourchette de valeurs
observées dans les études rétrospectives®™ @9 et prospective®™ avec la plus grande taille
d’échantillon. En groupant les quinze études pour lesquelles il est possible de le calculer, le
taux de mortalité des non-répondeurs (n = 146) est de 65,1%, nettement plus éleve que ce-
lui des répondeurs au NO inhalé (42,9% ; n = 207). Ceci semble conférer une valeur pré-
dictive au niveau de réponse initiale au NO inhalé. Manktelow et coll.®® et nous-mémes®”
9 avions déja relevé cette tendance et I'étude récente de Michael et coll.*” confirme la va-
leur prédic}:ive du score Pa0, / Fi0,:#4 > tous les patients (groupes controle et traité au
NO inhalé) qui montrent une amélioration du score Pa0, / Fi0, lors du premuer jour, ont
une plus grande tendance A renverser 'evolution du SDRA. Ce fut particuliérement vrai
pour les patients du groupe NO inhalé.® Dans ce sens, la réponse au NO inhale peut
donc Atre considérée comme un test de « réversibilité » utile pour une sélection future des
patients.®?

Les raisons de la non-réponse au NO inhalé ne sont pas parfaitement connues. Les
caractéristiques cliniques initiales des répondeurs et des non-répondeurs sont le plus sou-
vent identiques que ce soit au niveau des scores de gravité, des paramétres ventilatoires ou

hémodynamiques.®® > “® Toutefois, il se dégage que quatre facteurs pourraient avoir une
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certaine influence sur le degré de réponse des patients souffrant de SDRA au NO inhalé :

(1) le remaniement anatomique de la circulation pulmonaire ; (2) I'augmentation du flux
sanguin pulmonaire responsable de I’hypertension artérielle pulmonaire ; (3) la réduction
du volume pulmonaire accessible au gaz, et (4) la présence de choc septique. Les deux pre-
miers facteurs ont déja fait Tobjet d'une présentation sommaire dans les paragraphes

8.1.1.a et 8.1.1.b et nous nous contenterons ici de quelques précisions a leur sujet.

Si le degré initial de résistances vasculaires pulmonaires est corrélé positivement au
degré de vasoconstriction pulmonaire réversible par le NO inhalé, % 2% %4 &%) §| faut noter
que cette relation correspond bien aux extrémes de ’hypertension pulmonaire, alors que la
majorité des patients en SDRA ont une PAP modérément élevée.™ 1l s’en suit que certains
patients souffrant de SDRA avec de hautes résistances pulmonaires initiales vont se révéler
non-répondeurs au NO inhalé,*™ la réponse au NO inhalé étant plus liée au type et  la
concentration des agents vaso-actifs circulants et & Iimportance relative des composantes
fixées et fonctionnelles de Ihypertension pulmonaire. Les résultats obtenus par 'analyse
rétrospective de Manktelow et coll.“® vont dans ce sens avec une réponse au NO inhalé
plus faible pour les patients souffrant de LPA plus sévére et confirment les hypotheses pré-
cédemment énoncées que la pathophysiologie et la sévérité des lésions expliquent la non-
réponse au NO inhalé % ®) D’autres données récentes viennent corroborer ce prini-
pe : il a été montré que les répondeurs au NO inhalé présentaient un déficit de production
endoggne de NO qui engendrait une VPH prédominante (corrélée négativement avec la
pression partielle veineuse en O™ Y et par 1a méme des résistances vasculaires pulmo-
naires élevées.© De plus, il a également été prouvé que le NO inhalé était plus efficace
dans ses effets extra pulmonaires dans les situations de déficit en NO endogeéne,"™ alors

pourquoi pas pour ses effets pulmonaires ?

Bien que moins étudiée, il a aussi été démontrée qu'une dose élevée de NO inhalée
(40 ppm) induisait chez les patients en SDRA présentant un débit cardiaque éelevé avant
Pintroduction de la thérapie (> 10 L/min) une baisse de Poxygénation.”™ Le mécanisme
responsable n’a pas été déterminé mais on peut supposer quun débit cardiaque élevé dilate

passivement (augmentation des forces de friction endothéliales induisant une hausse de la
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production endogeéne de NO) les vaisseaux pulmonaires qui deviennent ainsi moins sensi-

bles au NO exogene.

Les travaux de Putensen et coll.""** ont établi que I'inhalation de NO était plus ef-
ficace lors de recrutement alvéolaire, permettant ainsi au NO une atteinte alvéolaire plus
aisée. Depuis, de nombreuses études ont retrouvé cet effet synergique du NO inhalé avec
diverses stratégies ventilatoires.”"** 1'% #¢2%) On pourrait aussi supposer lors de SDRA
que les lésions inflammatoires perturbent activement la coordination alvéole-vaisseau (in-
terface empéchant la diffusion gazeuse, inactivation de NO) ou que I'endothélium vasculai-
re ne soit plus réactionnel (remaniement de la paroi, insensibilité au NO).**> Nous verrons
dans la section suivante que l'atteinte de la voie NO / GMPc est une cible preférentielle

lors de sepsis susceptible d’expliquer la non-réponse au NO inhalé.

Le seul facteur prédictif de réponse positive au NO inhalé identifié a date lors de
deux études rétrospectives® ™ est 'absence de choc septique, le pourcentage de non-reé-
ponse étant de 67% en présence de choc septique . 35% sans. Cette observation confir-
me les résultats de Krafft et coll.®® d’'un pourcentage élevé (60%) de non-répondeurs au
sein d’un échantillon de 25 patients septiques. Dans son étude, les non-répondeurs se dis-
tinguaient des répondeurs par une défaillance au niveau de la réserve cardiaque et de la
DO,.* Par ailleurs les courbes concentration-réponses des effets du NO inhalé sur la cir-
culation pulmonaire et sur 'oxygénation artérielle sont modifiées lorsqu’un choc septique
s’associe 2 Pinsuffisance respiratoire aigué.®” Alors que les effets du NO inhalé sur la PAP
se réalisent & des doses légérement augmentées pour les patients atteints de SDRA avec
choc septique (10 ppm) par rapport aux non choqués (2 - 3 ppm), 'amélioration de la
P20, est d’une magnitude plus élevée chez le septique avec des doses également plus éle-
vées (30 4 150 ppm).®? L'association d’une hypertension pulmonaire artérielle et d’'un
choc septique implique une atteinte de la VPH due 3 la libération massive de médiateurs
vasodilatateurs par I'endothélium tels que les prostanoides et le NO endogene, engendrant
un haut degré de shunt intrapulmonaire et d’hypoxémie. De plus, les catécholamines exo-
génes administrés au patient pour maintenir la PAS et des médiateurs circulants comme

Pendothéline dont les taux sanguins ont été retrouvés trés élevés au cours du SDRA,™
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peuvent interférer avec la VPH. 1l faudrait alors des concentrations plus élevees de NO

inhalé pour relaxer les vaisseaux pulmonaires constrictés mais elles engendrent un vol san-
guin plus important en rapport avec une perfusion des zones non-ventilées accrue par le
choc septique.®” Une autre hypothése envisageable est Iatteinte de la voie NO / GMPc
secondaire au choc septique.®"**

Holzmann et coll®® ont montré que la réponse vasodilatatrice au NO inhalé était
défaillante dans un modéle de SDRA induit par LPS sur des poumons isolés de Rats et
associée 3 une libération moindre de GMPc dans le liquide de perfusion. Ils montrerent
aussi que activité de la GCs n’était pas modifiée mais que cette non-réponse s’expliquait
en partie par une activité augmentée (de 40%) de la PDE-GMPc dépendante. Par ailleurs,
I'ajout de 8-bromoguanosine GMPc, analogue sensible 4 la PDE, a montré une réponse
moindre avec les poumnons traités au LPS qu’avec les poumons normaux, mais Iajout de 8-
para-chlorophénylthioguanosine GMPc, insensible a la PDE, n’a pas révélé de différence
entre les deux groupes, confirmant ainsi cette possibilité d’hyperactivité de la PDE.® Si
Pactivité de la PDE-V est augmentée dans le poumon humain en présence de sepsis, alors
le NO inhalé serait moins efficace 4 augmenter les niveaux tissulaires de GMPc pour indui-
re une vasodilatation significative. Cette hypothése a été confirme par l'effet synergique
entre le NO inhalé et le zaprinast® 7> et étude de Fullerton et coll.™ ot des patients en
hypertension pulmonaire aprés un remplacement valvulaire mitral, qui étaient refractaires
au traitement par NO inhalé seul ou dipyridamole seul, se sont révélés répondeurs a I'asso-
ciation du stimulateur de production de GMPc et de l'inhibiteur de dégradation du GMPc.
Ces travaux n’éliminent pas non plus la possibilité¢ d’une inhibition par le choc septique de

Pexpression génétique de la GCs ou d'une interaction négative de Iactivité des PKG.

Finalement, nous nous devons aussi de rappeler que les patients non-répondeurs
auraient trés bien pu étre soumis 3 une exposition occulte au NO inhalé contaminant Pair
comprimé de 'hdpital qui les rend dés lors insensibles a une nouvelle exposition au NO in-

halé exogene (. paragraphe 4.3.3).°”
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9.53b Lettre a I'editeur.

Parmi les techniques possibles afin d’augmenter la réponse au NO inhalé, il est
possible de manipuler la voie NO / GMPc,® 7> #? d’augmenter le recrutement alvéolai-
re, 0192 110.249,276289) o, 1o VPH 4 l'aide de vasoconstricteurs comme I'almitrine.® 279 Sins-
crivant dans cette ligne de pensée, 'étude de Doering et coll.* concerne I'association du
NO inhalé avec la phényléphrine intraveineuse dans le SDRA. Observant un effet synergi-
que des deux traitements, les auteurs® et un éditorialiste®” concluent quiils agjssent par
des voies différentes et que, la phényléphrine particuliérement, augmente la VPH. Malheu-
reusement, cette interprétation ne coincide ni avec les données hémodynamiques présen-
tées,* ni surtout avec notre expérience personnelle d'utilisation concomitante du NO in-

halé et de la phényléphrine.®
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To the Editor:-Having read the study of Doering et al.! with a great interest, and because of our own
experience of using phenylephrine (PhE) and inhaled nitric oxide (NO) in experimental conditions,’
and inhaled NO in patients,’ we would like to moderate the conclusions of the authors' as well as
of the accompanying editorial,* and propose a different hypothesis.

In their introduction, Doering et al.! report that “Phenylephrine, an a-receptor agonist, has
pulmonary and systemic vasoconstrictor effects”, referring to the review of Dawson.” In this particu-
lar article,’ the pulmonary vasoconstriction in response to sympathetic stimulation concerns mainly
the use of norepinephrine, epinephrine, and electrical stimulation (not PhE) in precise species, i.e.
dog, cat, and rabbit. However, species differences have been reported in the noradrenergic innerva-
tion of the pulmonary artery and its branches.® The sheep, guinea-pig, rabbit, feline and canine
pulmonary arteries have a rich density of a-adrenergic receptors, whereas calf, rat and swine have
a sparse distribution.” As the pigs have a cardiopulmonary physiology, pharmacology and anatomy
comparable in many respects to that of humans,® we studied the mechanism of PhE-induced pulmo-
nary hypertension in swine. During the experiment,” the pulmonary vascular resistance (PVR) did
not change, in agreement with the heterogenous,” sparse or non-existant® a-adrenergic innervation
of the swine pulmonary resistance vessels. In humans, controversy exists concerning the effects of
a-adrenergic agonists on the pulmonary vascular bed.' In intact man, if the pressor response to acute
hypoxia arose from an increased PVR, the pressor response to norepinephrine infusion is translated
primarily into “back pressure” from the left heart (i.e. without an increase in PVR).!! Results were
almost identical in patients with pulmonary hypertension.'” Finally, it is interesting to note that hu-
mans and pigs present the same intermediate magnitude of vasoconstrictor response to acute hypo-

xia® by the so-called phenomenon of hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV).P
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PhE induced no change in heart rate, cardiac output (CO), PVR, and venous admixture
(Qy/Qq) in ARDS patients,' and experimental pigs.” We noted, particularly in the selected group
of PhE-responders, an increase in pulmonary artery pressure (nPAP from 30+2 to 32+2 mmHg) as
well as a statistically non-significant increase in pulmonary artery occlusion pressure by PhE (PAOP
from 1341 to 1642 mmHg).! These results correlate well with the increases in mPAP, PAOP, left
atrial (LAP) and central venous (CVP) pressures that we observed with PhE in normal pigs.” Here,'
measurements of CVP were recorded but not shown. Because of these results, it seems difficult to
call PhE “an intravenous pulmonary vasoconstrictor™ and it would be better to consider the mecha-
nism of PhE action not only as a potentialisation of HPV,' but also as a reduced compliance of left
ventricular filling induced by the increased systemic afterload, which is passively reflected back on
the pulmonary vascular bed. This hypothesis, in relation with the high variability in the presence of
a-adrenergic receptors on human pulmonary arteries, would bring an element of response to “the
reasons why some but not all patients respond to PhE”.* These latter have necessitated higher doses
of PhE for the same level of increase in mean systemic arterial blood pressure (mABP) than the PhE-
responders. Was this in relation with their sepsis status associated with high production of NO ma-
king them less sensitive to catecholamines? In our study with normal pigs,? PhE did not affect gas
exchange parameters. In the study of Doéring et al.! with ARDS patients, PhE increased oxygenation
in some patients and showed an evident synergistic effect with inhaled NO in this parameter.

The authors! opted for a definition of NO-responders (increase >10 mmHg in Pag,) which
is not frequently found in the literature (4 times in 19 publications), as recently reviewed by our
group.'® Taking a 10 mmHg increase in Pay, as limit led to sequence the data in two equal (n=6)

groups of PhE-responders and -nonresponders. However, it has to be noted that most of the authors
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accept as a criterion for NO-responder an increase in hypoxia score (Pag,/Fig,) of more than 20%.31*
16 In this instance, the authors' would not obtain a rate of 11/12 and 6/12 for NO- and PhE-respon-
ders, but probably of 7/12 and 2/12, respectively, as estimated from Fig. 1.

Inhaled NO seemed acting on oxygenation by the classical steal phenomenon described in
the literature for ARDS patients,' for the PhE-nonresponders but not for the PhE-responders (no
effect on mPAP, PVR, CO, PAOP, and Qy,/Qy). We observed that CO tended to increase in these
patients, partially explaining the improved oxygenation as also observed with concomitant use of
inhaled NO and permissive hypercapnia.'’

The statistical analysis was confusing (with the use of two types of statistical analyses, i.e.
parametric and nonparametric, for different variables) and the results obtained not homogenous
(statistical significance observed for mABP with PhE alone but not for PhE+inhaled NO in Tables
2 and 3, even if the differences and variabilities were really similar in both conditions). We agree
with the authors’prudency about the limited power of their statistical analysis.

Even if the authors' were prudent about the weight given their results, it remains true that the
presented analysis has many shortcomings. Finally, its association with such an editorial,* based on
future positive possibilities of concomitant therapy with inhaled NO and PhE, looked to us quite
dangerous because we are not convinced by the ability of PhE to i) increase oxygenation in ARDS
patients; ii) convert inhaled NO nonresponders to responders; and iii) improve the outcome of ARDS
patients in synergism with inhaled NO, particularly because of the drawbacks of the study,' and also
because it was not focused on the potential side effects of the a-adrenergic vasoconstrictor such as
on splanchnic vascular beds. After completion of the study,' did the patients continue to receive both

treatments (PhE-+inhaled NO) which resulted in a survival rate of 33.3%?
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Pour conclure, méme si les non-répondeurs sont difficilement prévisibles et explica-

bles, il demeure que le NO inhalé augmente la Pa0, des patients en SDRA de plus de 20%

pour prés de 63% d’entre eux en comparaison de 24%%*

pour la thérapie conventionnelle.
Cette réponse est suffisante pour permettre de diminuer le niveau de support ventilatoire
et donc son potentiel iatrogénique. Malheureusement, il apparait maintenant que cette ré-
ponse positive au NO inhalé est temporaire, bientdt rejointe par la thérapie conventionnel-
le. #5249 Cette découverte récente questionne dés lors l'utilité de 'utilisation du NO mhale

pour améliorer la fonction pulmonaire du patient souffrant de SDRA.

9.5.4 Impact du NO inbalé sur la fonction pubmonaire, la morbidité et la movtalité du
SDRA.
Tel que précisé dans larticle de revue (page 68), la multitude de séries de cas

180, 192, 232, 233, 247-249, 263, 278-282, 579, 581-586, 588, 589, 591-604, 623-625, 631-633) étlld.laﬂt ICS effets du NO mhalé

dans le traitement du SDRA ne permet pas de déterminer l'influence du NO inhalé sur la

(31, 120, 122,

fonction pulmonaire, la morbidité et la mortalité de ces patients en SDRA en raison de gros
manques méthodologiques (absence de groupe contréle i 'exception de Chollet-Martin et
coll,,®*? de randomisation et de standardisation des protocoles). Le premier moyen d’éva-
luation est la réalisation d’une méta-analyse sur les données disponibles de ces 46 études
qui malheureusement pétit des immenses variabilités inter-études concernant le design ex-
périmental, la sélection des patients, le choix du systéme d’administration et de la dose de
NO inhalé, les traitements de support, etc. La majorité de ces études retrouve les effets
initiaux classiques du NO inhalé sur la fonction pulmonaire (¢f. Tableau de I'article de re-
vue, page 69), a savoir baisse de ’hypertension pulmonaire et amélioration de I'oxygena-
tion. La mortalité globale des 539 patients traités par le NO inhalé est de 50,5%, ce qui ne
différe pas des valeurs obtenues pour les études de traitement du SDRA sans NO inhale
(¢f paragraphe 9.2.1). De plus, le sepsis ne constitue pas une cause de mortalite élevée puis-
que 48 des 91 patients recensés septiques, soit 52,75%, meurent avec le tratement au NO

inhalé.

Le deuxiéme moyen d’évaluation repose sur une analyse rétrospective des donnees

collectées au sein d’'un méme groupe. Trois études de ce genre ont été réalisées et publices,
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respectivement en Allemagne (le groupe de patients traités au NO inhalé est comparé a un

groupe de patients similaires sans NO inhalé),*® dans les pays Scandinaves®” et aux Etats-
Unis d’Amérique,*”® les deux derniéres explorant seulement un groupe experimental. Les
trois études soulignent les effets initiaux du NO inhalé sur la fonction pulmonaire des re-
pondeurs (hausse du score PaO, / Fi0, par plus de 25%, baisse de la PAP de 3 mmHg).**
%) Ces effets bénéfiques furent soutenus dans le temps, du moins apres 48 heures.*™ Tou-
tefois, les trois études relévent des résultats décevants au niveau de la mortalité : 31% dans
les deux groupes,®® 60%*™ et 57% pour les répondeurs au NO inhalé.*®

Bien que ces deux types d’analyse soient purement indicatifs et ne soient vraiment
pas bétis pour évaluer 'impact sur la mortalité, ils soulignent déja un point important : si le
NO inhalé est pour avoir un impact sur la mortalité, assurément il n'est pas tres élevé. Il
sen suit que seules des études prospectives, randomisées avec groupe contrdle seront a
méme de répondre adéquatement & ces questions. Notre éude pilote de phase III® **?
montre que les effets bénéfiques initiaux du NO inhalé sur la fonction pulmonaire ne sont
pas soutenus dans le temps et la différence entre les deux groupes s’efface apres 24 heures.
Le NO inhalé ne modifie pas non plus la mortalité de la pathologie et nous avons observé
une tendance 3 amélioration sur certains critéres de morbidité tels que la durée de ventila-
tion mécanique, le taux de succés thérapeutique ou le score d’atteinte radiographique tho-
racique. Etgnt donnée la taille d’échantillon de notre population de patients en SDRA, il est
toutefois difficile d’exclure complétement un potentiel effet du NO inhalé sur la mortalite
de cette maladie, mais 3 coup stir sa mise en évidence sera trés délicate. Des resultats abso-
lument identiques ont été obtenus par Michael et coll.®” La taille d’échantillon requise
pour obtenir une différence statistique significative aprés 3 jours de 0,2 mmHg sur le score
Pa0, / Fi0, entre les groupes NO inhalé et contrdle a été évaluée par les auteurs a 264 000.
Ceci confirme donc les doutes vis-a-vis du degré d’efficacité du NO inhalé. Toutefors, les
auteurs ont relevé une corrélation intéressante positive entre la possibilité de diminuer le
support ventilatoire (baisse de Fi0, > 0,15) aprés 3 jours de traitement (conventionnel ou
avec NO inhalé) et la réversibilité du SDRA, ainsi que la survie.”
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Finalement, trois études multicentriques prospectives, randomisées, avec groupe

522-524

contrdle ont été entreprises ces derniéres années.** Les études Frangaise®?

et Europé-

2) toutes deux de phase III et regroupant respectivement, 27 (et 208 patients) et 30

enne,
(et 171 patients) centres, n’ont démontré aucun effet du NO inhalé sur la mortalité (autour
de 40%) et la durée de ventilation mécanique. Initialement prévue pour collecter 490 pa-
tients, I’étude Européenne a du étre interrompue malheureusement a cause des difficultés
de recrutement des patients, de I’hétérogénéité entre les centres et aussi de difficultés tech-
niques avec le systéme d’administration (Maurice LAMY, Professeur, Centre Hospitalier
Universitaire de Liége, communication personnelle, juillet 1997). Par ailleurs, les deux étu-
des éprouvent de multiples probléemes d’analyse statistique (Didier PAYEN, Professeur,
Hopital Lariboisiére, communication personnelle, mars 1998), ce qui explique les delais
fort longs entre la fin de la collecte des données et la publication des résultats. L'étude

(524)

Américaine de phase Il complétée 'année derniére®™ n’échappe pas non plus 2 la criti-

que.*

SDRA d’origine septique afin d’augmenter le ratio signal (effet du NO inhalé) / bruit de

%68 Recrutant 177 patients dans 30 centres, cette étude exclue les patients atteints de

fond (nombreux facteurs interactifs) pour détecter un quelconque effet bénéfique. Cette
étude ne révéla pas deffet sur la mortalité ou le succés thérapeutique pour aucune des cing
doses testées (30% de mortalité pour le placebo ; 32% pour FINO = 1,25 ppm ; 24% pour
FINO = 5 ppm ; 31% pour FINO = 20 ppm ; 30% pour FINO = 40 ppm, et 38% pour
FiNO = 80. ppm) mais elle révéla une tendance & 'amélioration sur ces parametres pour
une FiNO égale a 5 ppm, un effet soutenu dans le temps (au moins jusqu’au quatriéme jour
de traitement) sur la fonction pulmonaire et une absence de toxicité de la part du NO inha-
lé. Une étude de phase IIT nécessitant un trés large échantillon ciblé est nécessaire pour
évaluer le véritable impact du NO inhalé sur le devenir des patients SDRA ; elle est en

cours actuellement 2 la seule dose de 5 ppm.

9.5.5 Condusions.
La réalisation d’une cinquantaine d’études en cinq ans nous aura appris beaucoup sur
Putilisation du NO inhalé dans le SDRA. Il apparait clairement que le NO inhalé n’est pas
le rmagic bullet espéré du SDRA (mais en existe-t'il un ?) et cette conclusion supporte les pro-

pos prémonitoires de Sahebjami.®® Ce dernier mettait en cause la sélectivité du NO inhalé
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pour prévoir un manque defficacité sur la mortalité du SDRA. En grande majorité, les

études ont observé des effets initiaux bénéfiques du NO inhalé sur P'oxygénation et Ihy-
pertension pulmonaire des patients atteints de SDRA (¢f. Tableau I, article de revue, page
67). Toutefois, ces effets bénéfiques sur la fonction pulmonaire semblent transitoires.*® **
) Les risques de toxicité aigué avec production de NO, et de methémoglobine, de toxicité
subaigué sur le dysfonctionnement plaquettaire et rénal, de toxicité chronique avec le déve-
loppement d’'une dépendance vis-a-vis du NO inhalé, semblent écartés notamment grace
aux développements technologiques (systémes d’administration) et techniques (évaluation
quotidienne d’une dose optimale sur un critére prédéterminé tel que 'oxygénation). Des
incertitudes persistent toutefois quant au moment ot initier le traitement par NO inhale,

sur son utilisation prolongée, la non-réponse au NO inhalé et les éventuels effets secon-

daires vis-a-vis du processus inflammatoire.

On ne compte plus le nombre de travaux expérimentaux, voire méme de séries de
cas cliniques, qui rapportent une activité anti-inflammatoire du NO inhalé se caractérisant
par une capacité 4 piéger et inhiber les radicaux libres dérivés de I'O,, a réduire la toxicite
de 'O, et surtout 4 inhiber Iactivation, 'adhésion et I'agrégation plaquettaire et leucocytai-
re (¢f paragraphes 8.1.3.a et 8.1.4), une activité anti-vasotrophique et un support hémody-
namique rénal de la part du NO inhalé dans des situations de stress. Or, ces effets ne sem-
blent pas avoir de signification clinique dans le SDRA puisqu’ils n’influengent pas positive-
ment Pévolution de la maladie. Avec la confirmation des données des méta-analyses® et

(606-608)

autres études rétrospectives par les résultats des essais cliniques randomises prospec-

(288, 522524, &9) {] apparait peu probable de mettre en évidence un

tifs avec groupe controle,
quelconque effet bénéfique du NO inhalé seul sur le devenir des patients atteints de SDRA.
Une seule étude de phase IIT est encore en cours actuellement aux Etats-Unis ¢’ Amérique
sur une population la plus homogene possible et 4 la seule dose de 5 ppm. En attendant
ces résultats, la question de la poursuite du traitement par NO inhalé des patients souffrant
de SDRA a déja été posée.®*®® En listant les arguments contre et pour lutilisation du NO
inhalé dans le SDRA, Payen®® oppose l'utilisation d’une substance potentiellement toxi-
que dont les effets bénéfiques sur la fonction pulmonaire sont uniquement transitoires et

peuvent étre reproduits facilement par d’autres moyens tels que la position en décubitus
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ventral, dont on ignore les répercussions sur la défaillance des autres organes alors que

seuls 5 & 20% de la population de SDRA meurent de défaillance respiratoire a I'utilité déja
démontrée du NO inhalé dans le SDRA (réduction des besoins en ECMO aussi bien chez
Penfant™ @ que chez 'adulte®” %), 4 la possibilité de détecter précocement avec le NO
inhalé la réversibilité potentielle de la pathologie, 4 la multiplicité d’action du NO inhalé et
au fait qu'aucune étude de thérapie nouvelle dans le SDRA n’a montre d’effets bénefiques
sur la morbidité ou la mortalité de la maladie. Or, nous avons observé avec le NO inhalé
une tendance 3 diminuer la durée de ventilation mécanique des patients SDRA® et cette
tendance 2 diminuer la morbidité du SDRA a été aussi retrouvée dans 'étude de Dellinger

et coll.?

La question pourrait étre formulée différemment : Peut-on se passer du NO inhalé
dans le traitement du SDRA i ’heure actuelle ? La réponse est définitivement non. Aucune
étude prospective randomisée avec groupe contrdle n’a, a ce jour, établi la stratégie ventila-
toire la plus efficace pour les patients souffrant de SDRA. Si un traitement initial en mode
VC avec comme souci de limiter le risque de volotraumatisme et la toxicité de 'O, pouvait
étre convenable il y a quelques années, il demeure toujours aussi difficile de quantifier le ni-
veau optimal de PEEP (évaluation clinique avec ses dangers, par tomodensitométrie ou
par étude de la mécanique respiratoire avec ses inconvénients et sa fiabilité non assuree).
La ventilation en mode PC doit mantenant étre recommandée en premiére intention, par-

@1 et prospective.®®® Le degré

ticuliérement a la lumiére des derniéres études rétrospective
d’hypercapnie permis peut étre partiellement contrdlé par I'injection de bicarbonates. On
peut aussi avoir recours a d’autres techniques regroupant 'TECCO,R, le NO inhalé ou I'in-
sufflation trachéale d’O, (¢f paragraphe 9.4.1.a). Les techniques d’assistance respiratoire par
CEC sont complexes, risquées, extrémement onéreuses (Morris et coll.*? estimaient, il y a
quatre ans, que si les 12 500 cas annuels attendus de SDRA aux Etats-Unis d’Amérique
étaient traités par ECCO,R plutét que par ventilation mécanique seule, le cott des soins
hospitaliers augmenterait de 450 000 000$ par année) et ne peuvent donc constituer une
solution envisageable que dans un nombre limité de cas. De plus, le NO inhalé, I'insuffla-

tion intratrachéale d’O, aident au contréle de ’hypoxie persistante et/ou du risque accru

de volotraumatisme, tout comme la ventilation en décubitus ventral. Or, 'nsufflation intra-
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@2 tandis que la

trachéale 'O, présente des risques de volotraumatisme supplémentaire,
position en décubitus ventral expose 4 certains avatars éventuels.®*”*” Des lors, le NO
inhalé se situe avantageusement par rapport a ces autres possibilités, en attendant que la
ventilation liquidienne partielle ait fait ses preuves dans ces conditions.*? L'administration
de surfactant et de PGI, inhalé pourraient aussi étre bénéfiques mais nécessitent avant tout
des résultats positifs provenant d’études tangibles pour le premier et on ne voit pas trop
pourquoi la PGI, réussirait la ot le NO aurait échoué. Finalement, le NO mhalé s’inscrit
parfaitement dans une optique d’optimisation thérapeutique avec un synergisme évident
pour les autres méthodes thérapeutiques utilisées (techniques ventilatoires, manipulation de
la voie NO / GMPc, autres vasodilatateurs sélectifs comme la PGI, fonctionnant sur une
voie métabolique différente ou vasoconstricteurs comme l’almitrine augmentant la VPH ;
¢ paragraphe 8.2) surtout en rapport 4 sa multiplicité d’action (anti-hypertenseur, oxygena-
teur, anti-inflammatoire, effets extra pulmonaires).”***? Cest dans ce sens que nous avons
écrit I’éditorial accompagnant l'article de Gillart et coll.® exposant l'utilisation concomi-

tante de NO inhalé, d’almitrine et de la ventilation en décubitus ventral chez des patents

souffrant de SDRA.
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Gilbert Blaise MD,
Eric Troncy DVM Msc

The best approach
to ARDS?

N this issuc Gillart ez al! report the cffects on
oxygenation of three therapeutic modalities used
alone or together in patients suffering from severe
established acute respiratory distress syndrome
(ARDS). This pathology is characterised by bilateral pul-
monary infiltrates due to high permeability puimonary
oedema, atelectasis, infecdon, pulmonary hypertension
due to vasoconstricrion and vascular obstructdon by
leucocytes and platelers aggregates; low compliance and
hypoxaemia. This last is mainly due to mismatching
between venaladon and perfusion. Blood having per-
fused poorly ventlated (low vendladon /perfusion ratio)
and incompletely oxygenated alveoli mixes, in the pul-
monary veins, with fully oxygenated blood from areas
with normal ventlaton/perfusion ratio causing venous
admixture. The objectives of treatment for patients suf-
fering from ARDS are to improve oxygenation, avoid
turther pulmonary trauma and to help lung healing.
The physician has in his armamentarium several
possible approaches to improve oxygenation. The first is
to increasc inspired fraction in oxygen (FiO,); all the
patients arc ventilated with a gas mixture containing
a high concentration of O,. The second, and most fre-
quently used, is positive end-expiratory pressure (PEEP)
which, by its recruiting effect on alveoli, decreases the
amount and the intensity of low ventilation/perfusion
areas in the lung. More recendy, new medications, new
modes of ventlation and positioning have demonstrated
beneficial effects on immediate pulmonary function. The
vendlation/perfusion matching may be improved cither
by increasing blood flow to ventlated alveoli or by
decreasing pulmonary flow to poorly or not ventlated
alveoli. Vasodilators must dilatc mainly the vessels per-
fusing ventilated alveoli to improve oxygenation and this
is why vasodilators have to be administered via the air-
ways to have sufficient selectivity to improve oxygena-
tion. Among the new therapies is the use of inhaled nitric
oxide (NO). Its pulmonary vasodilatory effect on vessels
perfusing the ventlated alveoli induces a blood flow steal
phenomenon toward the ventlated alveoli improving
oxygenation and decreasing pulmonary pressure.? Its
cffect on platelets and leucocyte activation might also

modulate the inflammatory response and modify the dis-
ease process causing the ARDS. Inhaled prostacyclin also
improve oxygenation and has been successful in patients
suffering from ARDS. The combination of these two
treatments might have an additive cffect on oxygenation
as they act through different mechanisms of vasodilata-
tion. Inhaled NO, by stmulatng soluble guanylate
cyclase, increases cyclic 3'-5" guanosine monophosphate
(¢cGMP) and prostacyclin, by stimulating adenylate
cyclase, increases cAMP levels. The effects of these
vasodilators may be increased by medications such as
phosphodiesterases 3 and 5 blockers which diminish
catabolism of cAMP and cGMP respectvely.
It has been shown that zaprinast (Ziprinist™) and pyri-
damol (Persantin™) potentate the pulmonary effects of
inhaled NO. Zaprinast was also recently tested with
success in aerozilation of experimental pulmonary
hypertension.3

Vasoconstrictors which will facilitate pulmonary
vasoconstriction by decreasing flow to low ventlation/
perfusion ratio lung units might by themselves increase
pulmonary pressure, improve oxygenation and potenti-
ate the effect of local vasodilators such as inhaled NO
and inhaled prostacyclin. Almitrine is a pulmonary vaso-
constrictor which potentiates hypoxic pulmonary vaso-
constriction and increases cardiac output. It has been
used cither alone or in combination with inhaled NO to
improve oxygenation in ARDS. Both medications have
an additive effect on oxygenation and opposite effect on
pulmonary pressure. Is this action specific for almitrine
or is it the potential of any vasoconstrictor? Onc publi-
cation* suggested that phenylephrine may be synergistic
with inhaled NO in ARDS patients despite a sparse dis-
tribution of alpha receptors on pulmonary arterics.
Moreover, due to limitations in the study design, these
results must be approached with prudence. The associa-
tion of other vasoconstrictors such as angiotensin and
vasopressin and inhaled NO has not been tested.

In supine ARDS patients, the dependent dorsal
pulmonary regions are collapsed under the increased
weight of the oedema-laden lungs. Turning the padents
suffeing from severe ARDS from supine to prone
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positon improves oxygenaton. Proposed explanations
include a prone posidon-induced (1) recruitment of pre-
viously collapsed alveoli; (2) increase in functonal resid-
ual capaciry; (3) change in regional diaphragm motion;
(4) redistribution of perfusion along a gravitadonal gra-
dient toward less injured lung regions associated with (5)
a berter drainage of secretons. The effect of positoning
on ventlation could be long-lasting even after returning
to supinc position and potendates the effect of pul-
monary vasoactive medications on oxygenadon.

In this issue of the Canadian Journal of Anaesthesia,
Gillart er 2! have demonstrated addidve effects of
inhaled NO, almitrine and ventiladon in the prone posi-
don. They studied patents over a short dme, therefore
we cannot conclude if this potentartion of the three
techniques in improving oxygenaton is long-lasting.
Their findings are consistent with results of a Swiss
group® that, by acting through different mechanisms on
ventiladon/perfusion relatdonships, the prone positon,
inhaled NO, and almitrine may exert additve beneficial
effects on gas exchange in the lungs of ARDS patients.

Recently, new techniques of vendlation have been
used to improve oxygenation or to prevent ventlation-
induced pulmonary trauma. Those worth mentioning
include: liquid (perfluorocarbon) ventdladon, high fre-
quency ventlation, inverse ratio ventdlation and pro-
tective ventlatdon (low tdal volume, low inspiratory
pressure) with permissive hypercapnia. Even if this last
mode of mechanical ventlation, which reduces inspira-
tory pressure and tdal volume, is effective in reducing
lung trauma in animals, its preventve beneficial eftect
in humans with ARDS is difficult to show. Indeed, if
Amato ¢t al® have shown an impressive advantage of
protective mechanical ventlatdon, compared with clas-
sical mechanical ventlatdon, on short term mortality,
weaning from mechanical ventilation and the incidence
of barotrauma. Long term survival rate was not mod-
ificd by protective vendlation. Others, in a large re-
trospective study,’” have not found a relation between
ventlatory pressure and pneumothorax and Stewart
et al® even found an increase in morbidity in patents
whose lungs were ventilated with protective pressure
limit ventilation. As suggested three years ago,’ it has
not been possible to demonstrate the efficacy of any
new treatment on mortality in ARDS over the last 20
years, even if the incidence and the global mortality of
the pathology have decreased during the same period.
In furure it will be very difficult or impossible to de-
monstrate that a single change in ventilatory treatment
could have an effect on mortality in ARDS patents.
The furure is turned rather toward therapeutic optimi-
sation including (1) decrease in extravascular lung water
(diuretics or haemofiltration); (2) sclection of the best
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ventlatory mode (PEEP level, pressure-contro ith

inverse ratio ventlaton, etc.); (3) permissive hypercap-
nia; (4) vasoactive support (adrenergic drugs, perfu-
sion, transfusion, etc.); (5) treatment of infection and
corticosteroids; and (6) correction of hypoxaemia by
addidonal continuous tracheal gas insufflation, inhaled
NO inducing pulmonary vasodilation and steal phe-
nomenon, almitrine (or other vasoconstrictor) increas-
ing the hypoxic pulmonary vasoconstriction, prone
position helping to the alveolar recruitment and better
ventiladon/perfusion matching, and drainage of pleur-
al or mediastinal effusions. Patients responding rapidly
to the optimised treatment had a berter prognosis.'®
We have several tools to trear the respiratory aspect of
ARDS, but patients rarely die from respiratory failure.
The indication to treat these patients with ECMO has
almost disappeared and the new challenge is to prevent
or to modulate adequately (either inhibition or stimu-
lation) the systemic inflammatory response and prevent
the multiple organ failure which kill these patients.
Control of the NO pathway, cither by selective inhibi-
tion of NO synthase, or by administration of exogenous
NO, is one of the means to modulate the inflammaro-
ry response.

Quelle est la meilleure
approche au SDRA?

Dans ce numéro, Gillart ¢z a/.! rapportent les effets sur
I’oxygénation de trois modalités thérapeutiques utlisées
de fagon isolée ou ensemble chez des patients présentant
un SDRA sévére et bien érabli. Cette pathologic est ca-
ractérisée par des infiltrats pulmonaires bilatéraux dus a de
'cdéme pulmonaire secondaire 3 unc perméabilité
élevée, a de l'atélectasie, de infection, de 'hypertension
pulmonaire secondaire 2 la vasoconstriction et 4 I'occlu-
sion vasculaire par des leucocytes et des agrégats plaquet-
taires, ainsi qu’une compliance faible et de I’hypoxémic.
Cette derniére est principalement duc 4 des inégalités ven-
tlation-perfusion (V/Q). Le sang provenant des alvéoles
mal ventlées (rapport V/Q faible) ct mal oxygénées se
mélange dans les veines pulmonaires avec le sang com-
plétement oxygéné provenant des alvéoles avec rapport
V/Q normal, causant unc admission veincuse, réalisant
un effer shunt. Les objectfs du traitement pour les
patients souffrant de SDRA sont d’améliorer 'oxygéna-
tion, d’éviter tout trauma pulmonaire additionnel et

d’aider le poumon 2 guérir.
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Le médecin a en mains plusicurs approches possi-
bles pour améliorer I'oxygénation. La premiére est
d’accroitre la fracdon inspirée d’oxygeéne (FiO,); tous
les patients sont ventlés avec un mélange gazeux con-
tenant une haute concenmation d’oxygeéne. La se-
conde et plus fréquemment utilisée est la pression pos-
itive de fin d’expiration (PEEP) qui, par son effet de
recrutement des alvéoles, diminue la quandté et I'in-
tensité des zones de bas rapport V/Q dans le
poumon. Plus récemment, de nouvelles médications,
de nouveaux modes de ventdlation et de position-
nement ont démontré des cffers bénéfiques sur la
fonction pulmonaire immédiate. L’adéquation ventila-
ton/perfusion peut étre favorisée soit en augmentant
le flot sanguin aux alvéoles bien ventlées ou en dimi-
nuant le flot aux alvéoles mal ventilées. Pour am¢élior-
er I’oxygénation, les vasodilatateurs doivent agir prin-
cipalement sur les vaisscaux perfusant les alvéoles
ventilées et c’est pour cette raison que les vasodilata-
teurs doivent ére administrés par les voies aériennes
pour avoir la sélecrivité suffisante pour améliorer
’oxygénation. Parmi les nouvelles thérapies, on
retrouve ’oxyde nitrique (NO). Son effet de vasodi-
latation pulmonaire sur les vaisscaux perfusant les
alvéoles ventilées produit un phénoménc de vol san-
guin vers les alvéoles ventilées améliorant I'oxygéna-
tion et diminuant la pression pulmonaire?. Ses effets
sur les plaquettes et sur ’activation leucocytaire peu-
vent aussi moduler la réponse inflammartoire et modi-
fier le processus morbide causant le SDRA. Des
protacyclines administrées par inhalation améliorent
aussi I"oxygénartion ‘et ont été utilisées avec succes chez
des padents souffrant de SDRA. La combinaison de
ces deux traitements pourrait avoir un effet additf sur
I'oxygénation dans la mesure od ils agissent par dif-
férents mécanismes de vasodilatation. Le NO inhalé,
en stimulant la guanylate cyclase soluble, augmente la
concentration de guanosine monophosphate cyclique
3!.5! (cGMP) de méme que la prostacycline qui par sa
stimulation de I’adénylate cyclase augmente les
niveaux de cAMP. Les effets de ces vasodilatateurs
peuvent étre augmentés par des médications telles que
les inhibiteurs des phosphodiestérases 3 et 5 qui
diminuent respectivement le catabolisme de fa cAMP
et de la cGMP. On a démontré quc lc zaprinast
(Ziprinist®) et que le pyridamole (Persantin®) poten-
talisent les cffers pulmonaires du NO inhalé.
Récemment, on a aussi testé avec succes le zaprinast
en aérosolisation dans Ihypertension pulmonaire
expérimentale?.

Les vasoconstricteurs qui facilitent la vasoconstric-
tion pulmonaire en diminuant le flot aux unités pul-
monaires avec V/Q bas pourraicnt aussi augmenter la
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pression pulmonaire, améliorer I'oxygénation awanten-
taliser Peffer des vasodilatateurs comme le NO et la
prostacycline inhalés. L’almitrine est un vasocons-
tricteur pulmonaire qui poténdalise la vasoconstriction
pulmonaire hypoxique et augmente le débit cardiaque.
L’almitrine a été utilisé seul ou en combinaison avec le
NO inhalé pour améliorer I’oxygénation dans le SDRA.
Les deux médicatons ont un effer additf sur I"oxygé-
nation et un cffet opposé sur la pression pulmonaire.
Cet effet est-il spécifique 2 P’almitrine ou est-il le méme
pour tous les vasoconstricteurs? Une publicaton* sug-
gére que la phényléphrine pourrait avoir un effet sy-
nergique avec le NO inhalé chez les patients présentant
un SDRA malgré la faible distribution des récepteurs
alpha au niveau des artéres pulmonaires. Cependant, 3
cause des limites du protocole de ’étude, ces résultats
doivent étre considérés avec prudence. L’associaton
d’autres vasoconstricteurs tels Pangiotensine et la vaso-
pressine avec le NO inhalé n’a pas été expérimentée.

Chez les patients avec SDRA en position dorsale, les
régions pulmonaires dépendantes sont collabées sous le
poids accru des poumons chargés d’cedéme. Le fait de
tourner ces patients de la position dorsale 4 la positon
ventrale améliore I"oxygénation. Les explications pro-
posées comportent les éléments suivants provoqués par
le décubitus ventral : 1-un recrutement d’alvéoles déja
collabées 2-une augmentation de la capacité résiduclle
fonctionnelle 3-une modification régionale des mouve-
ments diaphragmatiques 4-une redistribution de la per-
fusion selon un gradient L€ 3 la gravité vers les régions
pulmonaires moins atteintes 5-un meilleur drainage des
sécrétions. L'effet sur la ventlation du changement de
position peut ée durable et persister méme apres le
retour en décubitus dorsal et potentialiser les effets des
médicaments vasoactifs pulmonaires sur 'oxygénation.

Dans ce numéro, Gillart ¢z 2! ont montré les cffets
additifs du NO inhalé, de Palmitrine et de la ventladon
en décubitus ventral. IIs ont étudié les paticnts durant une
courte période de temps, ce qui ne nous permet pas de
conclure que 'amélioration de 'oxygénation par ces trois
techniques soit de longue durée. Leurs trouvailles con-
cordent avec les résultats d’un groupe suisse® 3 savoir que,
bien qu'agissant par des mécanismes différents sur le
rapport V/Q, le décubitus ventral, le NO inhalé et
PPalmitrine peuvent avoir des effets bénéfiques addirifs sur
les échanges gazeux dans les poumons de patients arteints
de SDRA.

Récemment, on a utilisé de nouvelles techniques de
ventilation pour améliorer P'oxygénation ou pour
prévenir le barotrauma pulmonaire due 4 cette ventila-
tion. Celles qui valent la peine d’étre mentionnées sont
: la vendlation liquide (avec perfluorocarbone), la ven-
dlation i haute fréquence, la vendlation 3 rapports
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inversés et la ventiladon protectrice (volume courant et
pression inspiratoire faibles) avec hypercarbic permis-
sive. Méme si ce dernier mode de ventlaton
mécanique, qui udlise des volumes et pression réduites,
réduit de fagon efficace les rauma pulmonaires chez les
animaux, son cffet bénéfique prévendf est difficile d
démontrer chez les humains avec SDRA. En effet, bien
que Amato ez 446 aient montré un avantage marqué de
la ventdlation mécanique protectrice, par rapport i la
ventladon conventonnelle, sur la mormlité i court
terme, sur le sevrage de la vendlaton mécanique et sur
Pincidence de barotrauma, la survie i long terme n’a
pas été modifiée. D’autres, dans une étude rérospective
étendue’?, n’ont pas trouvé de relation entre la pression
de vendlation et le pneumothorax et Stewart ez /.2 ont
méme trouvé une augmentation de morbidité chez les
patients venlés avec une ventilation avec limite de pres-
sion protectrice. Tel que suggéré il y a 3 ans,’ il n’a pas
été possible de démontrer {’efficacité d’aucun nouveau
traitement sur la mortalité en SDRA depuis 20 ans,
méme si Pincidence et la mortalité globale de cette
pathologie ont diminué durant la méme période. Dans
le furur, il sera trés difficile voire impossible de démon-
trer qu'un changement isolé dans le traitement ventila-
toire puisse avoir un effet sur la mortalité dans le SDRA.
Le futur réside plutdt dans une optimisation de la
thérapeurique, ce qui inclura : l-unc diminution de
’eau pulmonaire extravasculaire (diurétiques ou
hémofiltration), 2-choix du meilleur mode ventlatoire
(niveau de PEEP, contrdle de pression, rapports inver-
sés, etc.), 3-hypercarbic permissive, 4-support vasoactif
(médicaments adrénergiques, perfusions, transfusions,
etc.), 5-traitement de ’infection et corticostéroides, 6-
correction de ’hypoxémie par insufflation additonnelle
continue de gaz dans la trachée, inhalation de NO pour
produire de la vasodilatation pulmonaire et des
phénomeénes de vol, de I’almitrine (ou d’autres vasocon-
stricteurs) pour accroitre la vasoconstriction pulmonaire
hypoxique, le¢ décubitus ventral pour favoriser le
recrutement alvéolaire et 'adéquation de la ventla-
ton/perfusion, ainsi que le drainage des épanchements
pleuraux ou mé-diastinaux. Les patients qui répondent
rapidement au traitement ont un meilleur pronostic!®.
Nous avons plusieurs armes pour traiter ’aspect respira-
toire du SRDA mais les patients meurent rarement d'in-
suffisance respiratoire. L'indication de traiter ccs patients
avec ECMO (oxygénatdon i membrane extra-cor-
porelle) est presque disparuc et le nouveau défi consiste
i prévenir ou & moduler adéquatement (soit par stimu-
lation soit par inhibition) la réponse inflammatoire sys-
témique et 3 prévenir la défaillance de multiples organes
qui tue ces patients. Le controle de la voie du NO, ou
par une inhibiton sélective de la NO synthétase, ou par
I’administration de NO exogene, est une des fagons de
moduler la réponse inflammatoire.
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1l apparait que le NO inhalé doit demeurer dans la thérapie du SDRA et qu’il doit

s’inscrire maintenant comme membre d’un arsenal thérapeutique dont on doit apprendre a
se servir de fagon plus intelligente et subséquemment efficace. Cette possibilité ne deviendra
réalité qu'avec un suivi précis de 'évolution du LPA / SDRA, notamment du processus in-
flammatoire. Le meilleur outil & ce jour pour réaliser ce suivi semble étre 'expression mo-
nocytaire dHLA-DR®. La distinction des phases SRIS et SRAC permettra d’éviter une uti-
lisation décevante du NO inhalé et surtout d’ajuster cette derniére avec les agents adéquats
respectivement anti- et pro-inflammatoires (¢ paragraphe 9.4.2.b). La détermination du
spectre d’évolution du LPA / SDRA permettra de déterminer le moment le plus opportun
d’administration du NO inhalé et probablement de réduire le taux de non-réponse (puis-
qu'il semble fortement 1ié 4 la production excessive de NO endogéne lors de SRIS) et les
risques d’effets déléteres sur le processus inflammatoire. Finalement, il ne faut pas oublier
non plus que le NO inhalé constitue un outil trés intéressant pour prédire I'évolution du
SDRA et qu'un avenir potentiel de son utilisation se situe dans la prévention de cette patho-

logie (¢f paragraphes 8.1.4 et 10.0).



Chapitre 7

CONCLUSIONS GENERALES



10.0 Place du monoxyde d’azote inhalé dans la thérapeutique du troisieme millé-

naire.

L'utilisation du NO inhalé a connu une croissance importante quasi-exponentielle
ces derniéres années telle que le démontre le rythme des publications scientifiques la con-
cernant' (aucune entre 1985 et 1989, 133 entre 1990 et 1994, puis environ 120 en 1995 et
1996, 172 en 1997 et 85 pour la premiére partie de I'année 1998). L’évolution technologique
fut essentielle A cette progression : passage des cylindres de NO gazeux du grade de recher-
che médicale au grade pharmaceutique ; passage des systémes d'injection maison plus ou
moins fiables des chercheurs aux systémes développés par des compagnies spécialisées pri-
vilégiant 'administration phasique et adaptée au niveau de la branche inspiratoire, et passa-
ge des moniteurs de concentrations de NO, congus pour la surveillance environnementale

aux appareils développés strictement pour le milieu médical.

Initialement, les domaines les plus intéressés & 'ulisation du NO inhalé furent les
soins intensifs pédiatriques et adultes. Pour ces derniers, la pathologie sur laquelle ont été
concentrés le plus d’efforts de recherche fut le SDRA. Les derniers résultats obtenus, tels
que présentés dans la partie précédente, laissent augurer d'une efficacité clinique du NO
inhalé dans le SDRA moins grande que ce que les premiéres séries de cas et travaux de la-
boratoire avaient laissé initialement espérer. Toutefois, le NO inhalé conserve une utilité
évidente pour le traitement des patients atteints de SDRA et il est certain que de nouvelles
applications vont apparaitre dans les années & venir afin de maximiser son utilisation. En
pédiatrie (¢f article de revue, pages 63, 66, 67), les attentes étaient grandes également vis-a-
vis du NO inhalé, particuliérement parce qu’il pouvait supplanter les techniques lourdes et
dispendieuses de CEC et quun défaut de synthése de NO pouvait étre responsable de cer-
taines pathologies néonatales telles que I'hypertension pulmonaire persistante du nouveau-
né (HPPN). L encore, les résultats obtenus ne sont pas enthousiasmants mais ils vont

dans le bon sens. Aussi, dans le SDRA pédiatrique, le NO inhalé a-t-il montré des signes

1 Données obtenues aupres des bases de données MEDLINE et CURRENT CONTENTS le 30 juin 1998.
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trés encourageants au niveau non seulement de la fonction pulmonaire mais aussi de la

survie des patients.®” Toutefois, ces effets se sont aussi montré soit transitoires,** soit li-

mités, permettant tout de méme une réduction des besoins en ECMO.*? Au niveau de

12,276 61 entratnant cer-

I'HPPN, les résultats vont également dans une direction optimiste,’
taines craintes quant-3 une généralisation trop hitive de la thérapie par NO inhalé au détri-
ment de PECMO.*? Les risques de toxicité aigué par production de NO, ou de methémo-
globine, ainsi que les troubles de la coagulation sont maintenant mieux maitrisés mais ils
demeurent plus élevés que chez l'adulte. On reléve aussi une tendance importante des en-

©) Par contre, ils sont sensibles aux

fants vers la non-réponse soit initiale, soit retardée.
effets synergiques du NO inhale avec les manipulations de la voie NO / GMPc (ajout de
PDE),*? ou 'administration de surfactant dans le SDRA,® ou les autres techniques ven-

#76.277) et la ventilation liqui-

tilatoires telles que la ventilation & haute fréquence oscillatoire
dienne partielle.*” Finalement, le NO inhalé s’avére aussi trés performant dans le traite-
ment des maladies vasculaires pulmonaires secondaires aux défauts congénitaux cardia-

qu o5, 643647)

La chirurgie cardiaque constitue un autre centre important d’utilisation du NO inha-
1é que ce soit avec des visées diagnostiques (¢ article de revue, page 70) ou thérapeutiques
pendant ou aprés la chirurgie,”” **** particuliérement lors d’assistance ventriculaire gau-
che.#” ¢ Les autres implications cliniques du NO inhalé sont présentées dans 'article de
revue (pages 67, 70, 71) et incluent I'hypertension pulmonaire primaire ou toute autre for-
me d’hypertension pulmonaire, les maladies pulmonaires obstructives chroniques et les
maladies bronchospastiques (avec une certaine réserve quant au degré d’efficacité dans ces

deux derniers cas) ainsi qu’une utilisation a des fins diagnostiques.

Tous ces travaux nous permettent aujourd’hui d’avoir une connaissance plus appro-
fondie des mécanismes et conditions d’action du NO inhalé : (2) le NO inhalé semble le
plus performant lors d'une situation de déficit en NO endogene et ne présente qu'une fai-
ble efficacité aussi bien pulmonaire, lors de sepsis (haut taux de non-réponse) ou de tonus
vasomoteur pulmonaire normal,® ¥ qu’extra pulmonaire™ dans la situation inverse ; (2)

P'administration préventive de NO inhalé se montre efficace aussi bien dans des situations
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(9.212) que de sepsis (entrai-

d’ischémie-reperfusion (causant un déficit en NO endogene),
nant une production accrue de NO endogene) ;#**? (3) la non-réponse au NO inhalé et
l’aggravation du SRIS sont fortement liées 4 la production massive de NO et aux variations
de I’environnement oxydoréducteur de organisme qui vont modifier la réactivité du NO

et de ses formes de transport, et amener le NO mhalé 2 étre soit inefficace, soit délétere.

1l apparaft ainsi que les débouchés d’avenir du NO inhalé se situent dans la préven-
tion de situations conduisant autant 3 un déficit qu'a un exces de synthése endogene de
NO, ceci afin d’éviter le déclenchement d’un processus inflammatoire incontrolé et délétere.
De nombreux travaux restent  faire afin de prouver 'innocuité et I'efficacité potentielle du
NO inhalé ainsi que déterminer la dose la plus efficace en prophylaxie de phénomenes in-
flammatoires aussi variés que la LPA suivant le by-pass cardio-pulmonaire, ou tout autre
acte chirurgical, ainsi que l'ischémie-reperfusion a laquelle sont soumis les organes lors de
transplantation. Si nécessaire, on peut envisager aussi que certaines études se penchent sur
Pétablissement du support anti-inflammatoire le plus adéquat afin de parfaire I'innocuité de
la thérapie prophylactique. Cette vision ouvre des perspectives nombreuses et prometteuses,
notamment dans le domaine de la transplantation d’organe, particuliérement pulmonai-
re,®*V avec une manipulation possible de la voie NO / GMPc autant chez le receveur que
chez le donneur. Dans les syndromes établis, le NO inhalé requiert un support judicieux de
thérapie pro- ou anti-inflammatoire afin de ne pas engendrer d’effets déléteres et aussi
d’augmenter son efficacité. D’autre part, la poursuite des investigations concernant les
effets extra pulmonaires du NO inhalé, particuliérement ses mécanismes d’action, permet-
tra aussi de mieux comprendre et surtout mieux cibler son utilisation en présence de
SDMO. Seules ces approches seront 2 méme d’harmoniser la notion d’optimisation théra-
peutique susceptible d’aboutir 4 la maxime premiére du pharmacologiste : « Praruim, non
nocere ». Cette modulation précise et adéquate de I'inflammation (avec en son centre, le NO,
pion essentiel) constitue sans doute le défi le plus important 4 relever dans les prochaines

années pour le corps médical.
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