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Les brûlures sévères constituent un traumatisme grave pour l'organisme. L'état

d'immuaosuppression qui succède à une réponse inflammatoire systémique, est

responsable du haut taux de morbidité infectieuse et de mortalité chez ces patients. Des

evidences suggèrent que l'intensité de la réponse inflammatoire systémique joue un

rôle important dans la sévérité de l'immunosuppression subséquente. Toutefois les

mécanismes sous-jacents à ce phénomène sont mal compris. Le support nutritionnel est

maintenant reconnu comme une composante déterminante de revolution clinique des

patients brûlés. Les lipides de la diète, en raison de leurs propriétés structurales et

chimiques, possèdent des activités immimomodulatrices importantes. Le but des études

présentées dans ce travail était: l. Caractériser l'immunosuppression sous-jacente à

une brûlure sévère en relation avec la réponse inflammatoire et 2. Déterminer les effets

modulateurs des lipides de l'alimentation sur les fonctions immunitaires et oxydatives

suite à une brûlure sévère. L'amélioration des fonctions immunitaires secondaire à une

diminution de l'intensité de la réponse inflammatoire post-brûlure constituait notre

principale hypothèse de travail.

Dans un premier temps, une étude faite chez les patients brûlés a permis de caractériser

la présence du récepteur soluble de l'IL-2 et d'associer cette molécule à la réponse

inflammatoire. L'utilisation de l'IL-2Rs recombinant a permis de montrer que cette

molécule n'inhibe pas directement l'activité des lymphocytes T et, qu'elle n'est pas

non plus associée à leur activation. Par contre, de fortes concentrations d'IL-2Rs

pourraient, via leur capacité de liaison avec l'IL-2 circulant, participer à

l'immunosuppression sous-jacente à une brûlure. Parallèlement à l'amélioration

clinique des patients, l'administration d'une diète faible en lipides a permis de

diminuer significativement les concentrations plasmatiques de deux marqueurs

importants de l'inflammation, l'IL-6 et l'IL-2Rs. Ainsi, ces résultats suggèrent qu'une

diminution de l'intensité de la réponse inflammatoire post-brûlure soit bénéfique pour

le système immunitaire. Ainsi, dans notre deuxième étude nous avons voulu, à l'aide

d'un modèle animal de brûlure, évaluer l'effet spécifique de la réponse inflammatoire

induite par la LPS sur les fonctions du système immunitaire. L'utilisation d'une souche
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résistante à la réponse inflammatoire due aux LPS a permis de montrer que l'absence

d'une telle réponse inflammatoire engendre un état d'immunosuppression (démontré

par la prolifération in vitro des splénocytes stimulés) et d'oxydation ( démontré par des

mesures de thiols totaux, de potentiel mitochondrial, et des dosages de malonaldehyde

hépatique) prononcé et soutenu. A l'opposé, une réponse inflammatoire normale à la

LPS est bénéfique et semble être nécessaire pour le rétablissement des fonctions

immunitaires après une brûlure. En contournant la réponse inflammatoire due à la LPS,

les souris résistantes montrent une élévation significative de l'activation des cellules

accessoires qui est reflétée par l'augmentation du stress oxydatif. Cette hyper

activation pourrait être impliquée dans l'anergie profonde et persistante des

lymphocytes T présente chez ces animaux. Ainsi, le stress oxydatif pourrait être

impliqué dans l'induction de l'immunosuppression sous-jacente à une brûlure sévère.

A cet effet, l'augmentation du stress oxydatif serait un mécanisme important par lequel

les lipides de l'alimentation inhibent le système immunitaire. La troisième étude a

montré, chez les souris brûlées, une exacerbation de I'inhibition de la prolifération des

splénocytes et du stress oxydatif (démontré par les concentrations de MDA, thiols

totaux et production in vitro d'oxyde nitrique) avec une élévation des lipides de la

diète (45% des calories totales). A l'opposé l'administration d'une diète faible en

lipides prévient complètement l'inhibition des fonctions immunitaires et l'induction du

stress oxydatif. Ainsi, la modulation de la réponse inflammatoire en période post-

brûlure par les lipides de la diète constitue l'originalité de ces travaux. Aucune étude

n'avait étudié le rôle des lipides de l'alimentation sur les fonctions immunitaires après

une brûlure. L'amelioration du traitement des patients brûlés engendrée par une

modification des apports nutritiomiels constitue une approche innovatrice et non-

invasive pour les patients. La poursuite des travaux dans ce domaine reliant la nutrition

et les fonctions du système immunitaire représente un axe de recherche déterminant

pour le traitement des patients traumatisés et important pour l'avancement de la

science.
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Au cours des deux derniers siècles, la science de la nutrition a évolué de façon

considerable. Les sciences de la biochimie, de la physiologie, de la chimie et de la

médecine se sont unies pour établir les besoins nutritionnels nécessaires au

développement normal de l'organisme humain. Toutefois, la reconnaissance de

1'augmentation des besoins nutritionnels attribuables au stress et à la stimulation de la

réponse immunitaire était, jusqu'à tout récemment, négligée. La recherche des vingt

dernières années a permis une explosion dans les connaissances des molécules

spécifique au système immunitaire.

La littérature montre, sans équivoque, qu'un déséquilibre dans la plupart des nutriments

compromet la qualité, la vitesse et l'intégrité de la réponse du système immunitaire

créant ainsi une susceptibilité accrue pour le développement des infections. Les lésions

crées par des brûlures sévères engendrent des perturbations métaboliques profondes qui

augmentent singulièrement le risque d'infections, entravent la cicatrisation et altèrent les

fonctions cellulaires. Le support nutritionnel est maintenant reconnu comme une

composante déterminante de revolution clinique des patients brûlés. Des apports

nutritionnels inadéquats entravent la cicatrisation et favorisent les épisodes infectieux

chez ces patients. Les lipides de l'alimentation jouent un rôle dans l'immunité

notamment via des altérations structurales et la production de médiateurs chimiques. Le

type et la quantité de lipides de la diète ont montré des effets modulateurs sur plusieurs

paramètres du système immunitaire. En fait, des évidences suggèrent que les lipides ne

soient pas une source efficace de calories après une brûlure sévère et que certaines

composantes de la molécule lipidique interfèrent avec l'activité de plusieurs fonctions

du système immunitaire. Chez les animaux, l'administration d'une diète faible en lipides

améliore la cicatrisation et possède des effets d'épargne sur la masse musculaire. Une

diminution de la durée de soins des patients, une réduction de la fréquence des

infections de même qu'une diminution des concentrations d'interleukine-6 (IL-6) et du

récepteur soluble à l'interleukine-2 (IL-2Rsa) ont été observées avec l'administration

d'une diète faible en lipides chez des patients sévèrement brûlés. Toutefois, aucune

étude à ce jour n'avait étudié les effets de la quantité de lipides sur les paramètres

immunitaires et oxydatifs suite à une brûlure. Dans ce travail nous avons étudié les

effets de la quantité totale de lipides sur la réponse inflammatoire, immunitaire et



3

n oxydative après une brûlure. Nous avons également étudié le rôle de la réponse

inflammatoire sur la fonction du système immunitaire. Pour vérifier ces effets, un

modèle animal de brûlure a été mis au point.

0
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n l. BRULURE

1.1 RÉPONSE MÉTABOLIQUE

Les lésions provoquées par les brûlures créent des perturbations métaboliques profondes

en rapport avec une réponse exagérée au stress (1-3). Une brûlure sévère, qui atteint plus

de 20% de la surface corporelle totale, représente la situation où la dépense énergétique

et les pertes azotées sont les plus élevées. Une grande partie de la morbidité et de la

mortalité causée par des brûlures sévères est secondaire à ces perturbations, qui

augmentent singulièrement les risques d'infection, entravent la cicatrisation et altèrent

les fonctions cellulaires. Dans cette section, nous traiterons principalement de la dépense

énergétique, de la réponse hormonale et du métabolisme des glucides, lipides et

protéines qui surviennent après une brûlure sévère.

0

La réponse métabolique à l'agression chez le brûlé est biphasique. La phase initiale est

descendante, suivie d'une phase ascendante caractérisée par un hyper catabolisme. Cet

état hyper catabolique implique une augmentation du métabolisme et une rupture de

l'homéostasie métabolique normale (1,2). De façon plus spécifique, les perturbations

métaboliques comprennent : un hyper catabolisme, une hyper pyrexie, une

immunosuppression, une augmentation de la production de glucose, une mobilisation

des acides aminés et une rétention liquidienne importante (2,3). Cette réponse

physiologique au stress engendre également une perturbation du système endocrinien.

Entre autres, nous retrouvons une augmentation des concentrations de catécholamines,

du glucagon, des glucocorticoïdes, de l'aldostérone, de l'hormone anti-diurétique, de la

rénine et de l'angiotensine (2). Par opposition l'insuline, l'hormone de croissance,

"1'insulin-like growth factor" (IGF-1) et les hormones stéroïdiennes anaboliques et

sexuelles sont à la baisse ou demeurent dans les limites des valeurs normales. De même,

il a été démontré que les perturbations métaboliques subséquentes aux lésions

thermiques et aux états septiques sont dues, du moins en partie, aux cytokines

inflammatoires (4).
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La phase initiale de la réponse à la brûlure est caractérisée par la phase de réanimation.

Cette dernière persiste seulement durant quelques jours et est caractérisée par une

diminution du volume intravasculaire et une perfusion tissulaire pauvre. La présence

d'un faible débit cardiaque, accompagné d'un état hypo métabolique à l'intérieur duquel

la demande totale en oxygène est nettement en dessous des taux normaux, définit

également la phase initiale suite à une brûlure sévère (5). L'histamine, la sérotonine, les

quinines, les métabolites de l'acide arachido nique, de même que les protéines du

système du complément figurent parmi les médiateurs de cette réponse (1,2,6).

L'administration massive de fluides dans les 24 à 48 heures post-brûlure est donc

cruciale pour la survie du patient brûlé afin d'éviter la survenue d'un choc hypo

volémique (6).

0

Suite à la réussite de la phase de réanimation liquidienne, survient rapidement une

augmentation du métabolisme chez le brûlé. Cette deuxième phase, la phase de

récupération, correspond aux premières semaines post-brûlure. Elle se définie par une

augmentation de la réponse métabolique qui entraîne des modifications du métabolisme

énergétique et protéique dont l'ultime but est de préserver les fonctions des organes

vitaux et d'initier la réparation tissulaire (1,2). Plus spécifiquement, cette deuxième

phase post-traumatique est caractérisée par une augmentation du métabolisme, un

important catabolisme protéique, un bilan azoté négatif, une lipolyse, une rétention

liquidienne, une résistance à l'insuline, une hyperglycémie et enfin une hyperthermie

(7). L'augmentation de la consommation en oxygène et du métabolisme est en partie

provoquée par la perte de chaleur par radiation ou evaporation au niveau des plaies

(8,9), mais aussi par un effet central lié à l'inflammation agissant directement sur

l'hypothalamus (10). La dégradation protéique s'explique par l'augmentation des

cytokines pro-inflammatoires et l'élévation de l'activité oxy dative subséquente à une

brûlure (4,11,12). L'augmentation des hormones cataboliques endogènes (cortisol,

catécholamines, glucagon), jointe à la diminution de l'activité des agents anabolisants

endogènes (hormone de croissance et testosterone), participent également à cette

imposante perte protéique (13,14).
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n 1.1.1 Dépense énergétique

La dépense énergétique, reflétée par la consommation d'oxygène, s'élève de façon

linaire selon l'étendue des brûlures. Elle peut atteindre des valeurs jusqu'à 100% au-

dessus de la dépense énergétique de base en présence de brûlures affectant plus de 60%

de la surface corporelle (15,16). Chez des patients ayant subi un traumatisme sévère, la

dépense énergétique augmente vers le quatrième jour, atteint des valeurs maximales au

9 - 12 jour et demeure significativement élevée jusqu'au 23 jour post-trauma (17).

De nombreuses formules ont été proposées pour estimer les besoins énergétiques du

patient brûlé.

19Cunreri(1974)Iy:
20Wolfe(1981)/u:

18Allard (l 990)Is :

(25 kcal.kg"') = (40 kcal x Surface Brûlée %)
MR x 2

MR :métabolisme de repos selon formule Harris-Benedict)

-4.343 + (0.84 x MR) + (0.23 x AC) = (10.5 x SB) + (1 14

x T0)-(4.5 J)

MR : métabolisme de repos

AC : apport calorique

SB : surface brûlée (%)

T° : température corporelle en Celsius

J : nombre de jours écoulés depuis la brûlure

0

La divergence observée entre les formules utilisées exprime les différences inter-

individuelles, de même que l'environnement et les techniques des soins des plaies qui

varient selon les institutions. La formule de Curreri demeure toutefois la plus utilisée

dans les centres de brûlés. Pour des brûlures de plus de 40% de la surface corporelle, il

n'existe aucune relation entre la taille de la brûlure et la dépense énergétique de base

(19). Conséquemment les formules qui incluent la taille de la brûlure dans leurs

equations ont tendance à surestimer les besoins énergétiques des patients présentant des

brûlures étendues. Notons que ces derniers sont justement ceux qui possèdent le moins

de tolérance face à l'administration d'un excès de calories (20). De nombreuses études
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0 faites dans les années 70 et portant sur la dépense énergétique de base, ont conclu que le

métabolisme de base de patients adultes brûlés peut représenter jusqu'à 200-300% des

valeurs prédites par les formules (21). Les variations individuelles étant notables,

1'estimation la plus précise de la dépense énergétique des patients brûlés demeure celle

basée sur la mesure de la consommation d'oxygène par calorimétrie indirecte. Cette

mesure, combinée à celle de l'excrétion urinaire d'azote et de la production de gaz

carbonique, permet de déterminer la part respective des hydrates de carbone, des lipides

et des protéines dans la dépense énergétique (15).

1.1.2 Réponse h ormon aie

La réponse du système endocrinien à une brûlure grave comprend une augmentation de

la production des hormones dites «de stress » (2) : le cortisol, les catécholamines, le

glucagon, et une diminution dans la production des hormones sexuelles. Contrairement à

l'humain, les souris montrent une réponse métabolique différente selon le sexe (22). En

effet en période post-brûlure, une augmentation des concentrations des œstrogènes a été

observée chez les souris femelles et cette augmentation a été associée à des taux élevés

d'IL-6 et à la suppression des fonctions du système immunitaire (22,23). Chez l'humain,

il existe également des perturbations au niveau de la sécrétion de l'hormone de

croissance et dans les taux circulants du principal effecteur de l'hormone de croissance,

l'IGF-1 (24-26).

0

Dans le cadre de cette discussion, une attention particulière sera portée sur le cortisol et

I'IGF-1 car les deux démontrent des perturbations importantes chez les grands brûlés.

De plus, ces agents exercent un effet marqué sur la réponse inflammatoire et la fonction

du système immunitaire. En présence d'un stress sévère, la sécrétion de cortisol et

d'autres glucocorticoïdes est significativement augmentée suite à l'action de plusieurs

hormones et cytokines (27,28). Les taux élevés de cortisol libre urinaire et plasmatique

rencontrés chez les patients brûlés témoignent également d'une hyper production de

cette hormone suite à une brûlure thermique sévère (29). Cette hypersécrétion persiste

pendant plusieurs semaines post-brûlure mais, elle est particulièrement prononcée durant



9

0

0

la première semaine (29). Chez l'humain, plus de 90% du cortisol plasmatique circulant

est lié à la corticosteroid-binding globulin (CBG) tandis qu'une petite quantité se lie à

l'albumine. La fraction libre du cortisol, la seule disponible pour les tissus, se situe

normalement entre 2 et 4% (30-32). La CBG est une glycoprotéine monomérique

possédant un site unique de liaison pour le cortisol (30). De part sa structure, elle fait

partie de la famille des inhibiteurs de protéase (serpine) sans toutefois posséder d'action

inhibitrice sur les protéases. La CBG est un substrat pour les élastases. Le clivage de la

CBG par les élastases entraîne une diminution importante (lux) de son affinité pour le

cortisol (31). Chez les grands brûlés, une diminution du taux circulant de CBG a été

constatée ainsi qu'une augmentation parallèle de la fraction libre du cortisol, ce qui

permet une augmentation de la quantité de cortisol disponible aux tissus (29). Il a été

montré que la CBG agit comme une protéine négative de phase aiguë, diminuant en

situation de choc septique chez l'humain (33), lors de conditions expérimentales

d'inflammation (34) ou suite à une brûlure chez le rat (35). Même si le mécanisme

expliquant cette diminution de la CBG est inconnu, des études in vitro ont montré que

l'IL-6, une cytokine inflammatoire importante, serait un inhibiteur puissant de la

synthèse de la CBG (36). En ce sens, l'action de l'IL-6 aurait lieu au niveau

transcriptionnel en réprimant le promoteur de la CBG. L'augmentation de la production

de l'IL-6, qui survient dès les premiers jours post-brûlure, pourrait être un des facteurs

responsables de la diminution du taux circulant de CBG chez les brûlés (37). Outre la

production importante d'IL-6, d'autres phénomènes liés à la réponse inflammatoire

pourraient expliquer la diminution de CBG en période post-traumatique. En effet,

l'induction d'une réponse inflammatoire systémique entraîne l'activation des

neutrophiles et la production de médiateurs inflammatoires puissants, incluant les

élastases. Ainsi, l'augmentation de la production des élastases par les neutrophiles

activés pourrait être responsable de la diminution de la CBG post-brûlure. Enfin,

considérant l'amplitude de la rétention liquidienne après une brûlure sévère, l'hypothèse

d'une dilution engendrée par un déplacement de la protéine dans le compartiment

extravasulaire ne peut être exclue pour expliquer la baisse de concentration de la CBG.

Ainsi, la diminution de la CBG après une brûlure sévère a d'importantes conséquences

sur la quantité de cortisol disponible pour les tissus et conséquemment, crée des
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0 répercussions considérables sur les systèmes biologiques sensibles au gluco corticoïde tel

que le catabolisme protéique musculaire, le système immunitaire et la cicatrisation des

plaies.

l. l .3 M^étabolisme des glucides

La production de glucose, la néoglucogenèse, est considérablement élevée après une

brûlure (7,38). Cet état, appelé «diabète de stress», est caractérisé par une production de

glucose supérieure à son utilisation tissulaire. L'hyperglycémie qui en résulte est

engendrée par une augmentation disproportionnée des taux sériques de glucagon par

rapport au taux d'insuline et par une diminution de l'utilisation en périphérie (39,40).

Suite à une brûlure sévère, une glycogénolyse rapide survient en raison des taux élevés

de catécholamines, de glucagon et de l'hypercortisolémie causant ainsi une depletion

des réserves de glycogène. Suite à l'épuisement total de ces réserves hépatiques, le

muscle squelettique devient, de par ces acides aminés, une source importante de

substrats pour alimenter la réponse hypermétabolique. Finalement, il s'en trouve une

atrophie notable du muscle squelettique périphérique causée par une augmentation du

métabolisme protéique et de Futilisation des acides aminés provenant des protéines

structurales comme précurseurs pour la néoglucogenèse hépatique.

0

Bien que les extrémités non brûlées des patients utilisent principalement des lipides et

de faibles quantités de glucose comme source d'énergie, les extrémités brûlées de ces

patients métabolisent de grandes quantités de glucose en lactate et en pyruvate (4l). Les

patients brûlés présentent une captation hépatique significative de lactate et de pyruvate

qui sont générés par le métabolisme anaérobique du glucose en périphérie. La synthèse

hépatique de glucose est donc faite à partir de ces substrats. Ce glucose est ensuite

réutilisé comme source d'énergie par les leucocytes et les fibroblastes présents dans les

plaies brûlées (4l). L'activité de cette séquence glucose-lactate-glucose, appelée cycle

de Cori, est significativement élevée chez les patients brûlés. Comme nous l'avons

mentionné précédemment, le tissu brûlé est le premier site responsable de cette
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augmentation de la production de lactate, mais le processus inflammatoire systémique

participe également à la production de lactate. La deuxième source de lactate provient

du processus de désamination de l'alanine. En présence d'un stimulus catabolique,

l'alanine est produite par le muscle et transporté vers le foie pour subir sa conversion en

glucose. En fait, la quantité d'alanine produite par le muscle excède celle contenue dans

le muscle. Par conséquent, la source la plus probable d'alanine est la transamination du

pyruvate musculaire effectuée lors de la dégradation des acides aminés du muscle,

affectant surtout les acides aminés branchés et amplifiant ainsi la perte nette de masse

maigre (7,38).

II est sans équivoque que le glucose constitue une importante source d'énergie pour le

patient brûlé et des quantités appréciables sont nécessaires pour éviter un catabolisme

protéique excessif. Cependant, le taux maximal d'utilisation de glucose par le patient

brûlé est limité. En effet, le taux d'infusion tolerable qui n'entraîne pas de désordre

pulmonaire est d'environ 5 mg/kg/min chez les brûlés.

1.1.4 Métabolisme des lipides

0

Plusieurs aspects du métabolisme des lipides sont altérés des suites d'une brûlure.

L'augmentation des catécholamines, via une stimulation R2 adrénergique, produit une

élévation significative de la lipolyse chez les brûlés (7,42). Cette augmentation de la

réponse lipolytique crée une élévation des taux sériques d'acides gras libres et de

glycérol. Par opposition à l'augmentation des acides gras libres, nous retrouvons une

diminution de la concentration des acides gras liés à l'albumine. Ce phénomène

s'explique par une diminution des taux d'albumine observés chez les patients brûlés

(43). Il faut toutefois mentionner que l'augmentation du taux de production des acides

gras libres n'est pas liée à une augmentation de l'oxydation des lipides. En effet chez les

brûlés, près de 70% des acides gras libres sont simplement recyclés tandis que

seulement 30% sont utilisés comme substrats, ce qui est relativement peu si on compare

à un taux d'oxydation de près de 90% en situation déjeune. Ce phénomène est associé à

une production réduite, jusqu'à 50%, des corps cétoniques (44). L'altération de la
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cétogenèse peut s'expliquer par l'hyper insulinisme subséquent à la brûlure (40).

Considérant la diminution de l'oxydation des acides gras libres et la réduction de la

production des corps cétoniques après une brûlure, la quantité de lipides exogènes

pouvant être utilisés comme source énergétique est donc limitée. En effet, la plupart des

acides gras plasmatiques subissent une ré estérification hépatique afin d'etre

retransformés en gras, processus qui requiert de l'énergie. Conséquemment, l'apport en

glucides et en protéines doit être suffisant dans la diète du patient brûlé afin de prévenir

un catabolisme protéique trop important.

Le métabolisme des acides gras par le système enzymatique de la cyclooxygénase est

significativement augmenté chez les brûlés. Ce phénomène engendre une élévation du

taux de production des éicosanoïdes incluant : les prostaglandines E (PGE)

(immunosuppressives), les thromboxanes (vasoconstrictrices) et les prostacyclines

(vasodilatatrices). Conséquemment, les patients brûlés présentent une augmentation des

concentrations plasmatiques et tissulaires des thromboxanes et des PGE. Plusieurs

evidences sont à l'effet que les concentrations élevées de prostaglandines seraient en

partie responsables de l'immunosuppression subséquente à une brûlure et que des

manipulations diététiques seraient bénéfiques pour le statut clinique des brûlés (45). Ce

sujet sera élaboré à la section II.

1.1.5 Métabolisme des protéines

0

La principale perturbation du métabolisme protéique après une brûlure consiste en une

augmentation marquée et sévère de la dégradation protéique (46,47). La sévérité de la

perte azotée est étroitement reliée à l'augmentation du risque de morbidité et de

mortalité durant la phase aiguë de la brûlure (46,48). Le métabolisme protéique du brûlé

se caractérise également par une augmentation du renouvellement protéique. Toutefois,

le catabolisme des protéines dépasse largement le niveau des synthèses, expliquant ainsi

la perte nette d'azote qui a lieu malgré la présence d'un support nutritionnel adéquat.

Ainsi, les patients brûlés présentent un bilan azoté négatif qui se poursuit jusqu'à

plusieurs semaines post-trauma (49).
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A l'inverse du tissu adipeux, il n'existe aucune réserve de protéines dans l'organisme,

chaque molécule de protéines ayant un rôle fonctionnel pour assurer l'homéostasie. Il

n'existe donc pas de surplus de protéines dans l'organisme. Une perte de masse maigre

supérieure à 15% de la masse totale entraîne un retard dans le processus de cicatrisation

tandis qu'une perte supérieure à 30% en résulte dans une augmentation accrue des

infections, une faiblesse généralisée, des ulcères de pression et une absence de la

capacité de cicatrisation des plaies (50). Une perte de plus de 40% de la masse maigre

est habituellement fatale. La protéolyse subséquente à un traumatisme thermique

permet :

l. de répondre à l'augmentation de la demande en énergie ;

2. de répondre à l'augmentation du turnover des protéines (51) ;

3. de répondre à l'accélération de la néoglucogenèse depuis les acides aminés (49) ;

4. de satisfaire à la synthèse de collagène nécessaire à la réparation tissulaire ; et

5. de répondre à la production d'immunoglobulines.

Le mécanisme sous-jacent à cette protéolyse est mal connu. Toutefois, les hormones de

stress, les cytokines et les oxydants figurent parmi les candidats responsables, du moins

en partie, de cette perte protéique (46,47). Le muscle est la principale source d'azote

libérée par l'organisme pour assurer la synthèse des protéines prioritaires. Des taux

élevés d'excrétion urinaire de 3-methylhistidine (3-MH) chez les patients brûlés (29,52),

reflètent la dégradation de l'actomyosine qui est un phénomène biochimique signifiant

après la brûlure. Les acides aminés dérivés de cette dégradation sont utilisés à des fins

de synthèse. Cette dégradation de l'actomyosine dans le muscle squelettique est

augmentée non seulement par la brûlure mais par d'autres agents stressants tels que

1'immobilisation (53), l'infection (54), l'acidose (55), le jeûne (56). Notons que le

cortisol et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) sont les principaux activateurs

des enzymes protéolytiques musculaires (2).

0 Suite à une brûlure, l'inevitable diminution des acides aminés intracellulaires constitue

un signal déclencheur du catabolisme protéique. Ce phénomène amplifie donc le
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processus de perte protéique post- brûlure. D'importantes quantités d'alanine,

d'arginine, de glutamine et de leucine sont ainsi oxydées. L'alanine est principalement

utilisée pour la production de glucose tandis que l'arginine et la glutamine sont des

acides aminés clés impliqués dans une série de réactions métaboliques. A titre

d'exemple, la glutamine joue un rôle dans la régulation du métabolisme azoté et dans

l'homéostasie acido-basique, en plus d'etre le substrat préférentiel des cellules à

multiplication rapide (57-59) tandis que l'arginine favorise la réponse immunitaire et les

synthèses protéiques et stimule les sécrétions hormonales (hormone de croissance,

insuline) (60). Enfin mentionnons que l'arginine est le précurseur du monoxyde

radicalaire (NO ) qui exerce une action vasodilatatrice au niveau de l'endothélium

vasculaire et est responsable de l'activité anti-tumorale des macrophages (61).

L'effondrement de la concentration musculaire de glutamine en situation d'agression

sévère, en dépit d'une activation de la synthèse de novo, suggère que, dans certaines

conditions, sa disponibilité puisse devenir insuffisante, d'où l'appellation d'acide aminé

conditionnellement essentiel (62-65). Nous verrons plus loin l'importance de la

glutamine en situations de stress.

0
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1.2 RÉPONSE DU SYSTÈME IMMUNITAIRE

Les brûlures étendues (> 20% de la surface corporelle) constituent le plus grave des

traumatismes pour un individu. Dans les jours qui suivent l'accident, une réaction

inflammatoire généralisée se produit, dont la conséquence principale est l'augmentation

de la perméabilité capillaire. La réponse de l'hôte face à un tel assaut dépendra de sa

sévérité et de son étendue. La conséquence de cette augmentation de la perméabilité

capillaire est le choc hypo volémique qui peut être mortel en absence d'une

administration adequate de fluides. Cette administration entraîne la formation d'un

troisième espace liquidien, dont le volume est proportionnel à la gravité de la brûlure et

constitue en moyenne un doublement de l'espace interstitiel (66).

Les traumatismes par brûlure constituent une menace constante pour l'organisme qui

doit lutter contre plusieurs types d'agressions : invasion d'agents infectieux, challenges

d'antigènes, traumatismes causés par les nombreuses chirurgies, l'excision et les soins

des plaies (66). Suite à la réponse inflammatoire systémique, qui persiste pendant

environ les dix premiers jours post-brûlure, se manifeste un état d'immunosuppression

généralisé au cours duquel des infections systémiques surviennent. L'intensité de la

réponse inflammatoire semble jouer un rôle important sur ce phénomène

d'immunosuppression. Il est bien connu que le statut immunologique a un impact

considerable sur la morbidité et l'incidence de mortalité des patients brûlés. En effet,

cette phase infectieuse menace la vie du patient de deux manières, soit à cause de la

survenue de chocs septiques, c'est à dire d'un collapsus cardio-vasculaire, soit à cause

de la constitution d'un syndrome de défaillance organique multiple. Toutefois, les

mécanismes sous-jacents responsables de l'immunosuppression sont encore mal

compris. L'étude de ce phénomène soulève un grand intérêt scientifique afin d'améliorer

l'état clinique des patients ayant subi des brûlures sévères.

0
Afin de bien comprendre et cerner la physiopathologie de la brûlure nous allons, dans un

premier temps, décrire le processus inflammatoire systémique et, dans un deuxième
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temps, discuter des mécanismes et des événements responsables de

l'immunosuppression subséquente à la brûlure.

1.2.1 Inflammation

1.2.1.1 Réponse inflammatoire : définition

0

L'inflammation est une réponse normale immédiate et transitoire à toute agression

extérieure, qu'elle soit mécanique ou infectieuse. La réponse est organisée et complexe

dans le but de permettre l'élimination des organismes étrangers et d'amorcer les

premières étapes du processus de réparation tissulaire au site de la blessure. Le

processus inflammatoire représente l'ensemble des réactions de l'organisme

(vasculaires, cellulaires, tissulaires) provoquées par une agression, quelle qu'en soit la

nature. Il implique à la fois les réactions non spécifiques et spécifiques du système

immunitaire (67,68). L'inflammation succède dans le temps à l'agression qui, par les

dégâts qu'elle provoque, réalise la lésion autour de laquelle se constitue le processus

inflammatoire. A court terme, les quatre principaux signes de l'inflammation locale

aiguë sont la rougeur, la chaleur, la tuméfaction et îa douleur. Ces symptômes sont

introduits par une série de médiateurs chimiques solubles libérés par les cellules

endothéliales et immunitaires (cytokines, histamine, complément, quinines,

prostaglandines) (69). La réaction inflammatoire peut être locale ou généralisée, selon la

gravité de la blessure. En effet, par des mécanismes d'auto-entretien et d'amplification,

la réponse inflammatoire peut s'accentuer et entraîner un état pathologique. La réponse

inflammatoire systémique est caractérisée par une augmentation considérable de

l'activité du système immunitaire et inflammatoire. Elle est causée par une incapacité

et/ou une inefficacité des mécanismes naturels de rétrocontrôle de l'organisme (67). Ces

agents dits anti-inflammatoires sont constitués de cytokines, d'antagonistes de

récepteurs, de formes solubles de récepteurs pour les cytokines ou de glucocorticoïdes.

Le diagnostic d'une réponse inflammatoire systémique se fait à partir de signes cliniques

qui sont la conséquence des changements pathophysiologiques sous-jacents à cette

condition. Pour établir un tel diagnostic, deux ou plusieurs de ces conditions doivent être

présentes (70) :
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Température corporelle > 38°C ou < 36°C ;

Pulsation > 90 battements/minute ;

Rythme respiratoire > 20/minute ou PaCOz < 32 mmHg

Compte leucocytaire > 12 000/^1, < 4000/^1, ou > 10% formes

immatures.

Plusieurs étapes caractérisent la réponse inflammatoire. Chacune ayant des fonctions

spécifiques. Voyons brièvement chacune d'entre elles (66,69).

1.2.1.2 Réponse inflammatoire : étapes

I. Suite à la lésion survient une brève vasoconstriction qui est immédiatement suivie

d'une vasodilatation des capillaires. La relaxation des cellules musculaires lisses

dans l'inflammation et la vasodilatation qui en résulte sont sous le contrôle de

substances produites par l'endothélium, telles que la prostaglandine (71) et le facteur

endothélial de relaxation (72). L'activité de ces facteurs est potentialisée par le

TNFa et l'interleukine-1 bêta (IL-IR). L'augmentation de la perméabilité capillaire

se définit par l'extravasation de protéines et de sérum, via la contraction des cellules

endothéliales, leur séparation les unes des autres et le passage trans-endothélial des

leucocytes. Ce dernier phénomène comprend l'adhésion des leucocytes activés

(polymorphonucléaires, lymphocytes, monocytes) aux cellules endothéliales, leur

migration sur la surface de l'endothélium et leur passage entre les cellules

endothéliales. Lors d'un stress sévère, le passage des leucocytes est augmenté par la

contraction des cellules endothéliales (73). La famille des sélectines est impliquée

dans ce transfert cellulaire à travers l'endothélium.

0

Cette première étape, que l'on nomme temps vasculaire initial, permet d'apporter au

tissu blessé les éléments cellulaires et nutritionnels nécessaires à sa réparation.

L'augmentation du débit sanguin vers le site blessé, accompagnée d'hypérémie

locale, est responsable de la rougeur et la chaleur des tissus enflammés.
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L'activité osmotique extra vasculaire augmente également dans les minutes qui

suivent l'agression, provoquant ainsi rapidement de l'œdème. La tuméfaction ou

l'œdème est causée par la fuite de protéines dans le liquide interstitiel, qui découle

de l'augmentation de la perméabilité capillaire. Le processus de tuméfaction est

responsable de la douleur par la compression qu'il exerce sur les terminaisons

nerveuses. La douleur résulte également de la libération de toxines bactériennes, du

manque de nutriments des cellules affectées par la blessure, de même que par les

effets sensibilisants des prostaglandines et de la bradykinine.

2. L'activation du système de coagulation constitue la seconde étape du processus

inflammatoire. Elle inclut la déposition de fibrine et l'accumulation de plaquettes

activées à la surface de la plaie. Ainsi les débris cellulaires et bactériens sont captés

par la matrice de fibrine. Les plaquettes activées sont les premières cellules à libérer,

au site de la blessure, les cytokines requises pour l'activation des macrophages et des

fîbroblastes. De plus, les cytokines de l'inflammation, comme le TNFa et l'IL-

l, permettent l'inhibition de l'expression de la thrombomoduline et de la synthèse

endothéliale de l'inhibiteur de l'activateur du plasminogène qui favorisent

l'apparition du syndrome de coagulation intravasculaire disséminée (74).

0

3. Simultanément, les voies classiques et alternatives du système du complément sont

activées. De cette activation, résulte une vasodilatation et une augmentation de la

perméabilité micro vasculaire. Bon nombre de médiateurs inflammatoires

(histamine, sérotonine, quinine, métabolites de l'acide arachidonique et produits de

la xanthine oxydase) est impliqué dans ce processus. Les composantes C3a et C5a

du système du complément, le facteur plaquettaire 4, de même que de nombreuses

parties constituantes des bactéries représentent des facteurs chimiotactiques pour les

leucocytes. Les phénomènes de leucoc^ose, de margination et de diapédèse des

leucocytes, initient la phagocytose des agents pathogènes et des cellules mortes. La

mobilisation phagocytaire implique surtout les leucocytes polymorphonuclés.
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4. Graduellement, les polymorphonucléaires sont remplacés par les macrophages. Ces

derniers répondent aux mêmes agents chimiotactiques qui, lorsque activés, sont

responsables de la majorité de la production de cytokines, essentielles pour la

guérison des plaies. Les principales cytokines impliquées dans la réponse

inflammatoire sont le et, l'IL-1, l'IL-6 et l'interleukine-8 (IL-8). Les cellules

activées du système immunitaire sécrètent également des enzymes protéolytiques et

des radicaux libres dérivés de l'oxygène qui interviennent dans le processus de

phagocytose de bactéries ou de tissus nécrotiques, permettant ainsi de défendre

l'organisme et d'entamer le processus de guérison tissulaire et cellulaire.

1.2.1.3 Réponse inflammatoire systémique due à la brûlure

u

Tel que déjà mentionné, une brûlure sévère induit une réponse inflammatoire

systémique. En fait, la brûlure comme telle constitue la principale cause de la réponse

inflammatoire systémique chez les patients (70). L'événement crucial résultant d'une

inflammation systémique est le dommage cellulaire. Dans les cas les plus sévères, ces

dommages cellulaires peuvent mener à l'apparition du syndrome de défaillance

organique multiple (« multiple system organ failure »). Les réponses humorale et

cellulaire du système immunitaire sont impliquées dans ce processus pathologique dont

le pronostic clinique est très pauvre chez les patients affectés (70). L'infiltration

cellulaire, initiée par les médiateurs inflammatoires, débute avec l'amvée des

neutrophiles et des macrophages qui survient vers le quatrième ou le cinquième jour

post-brûlure. L'inflammation systémique devient proéminente vers le septième ou le

dixième jour post-brûlure, après l'arrivée des cellules inflammatoires au site blessé et la

propagation des événements inflammatoires (75). La magnitude de l'inflammation

systémique dépend non seulement du degré et la persistance de l'insulte thermique

initiale, mais aussi de la réponse de l'hôte face à cette insulte. En effet, l'intensité de la

réponse dépend non seulement de l'étendue de la brûlure, de l'âge et de la composition

corporelle du patient, mais aussi de la réponse génétique préprogrammée du patient face

à un traumatisme (66,67,70). Si cette réponse est incontrôlée, son action protectrice

initiale devient auto-destructive.



20

0 1.2.1.4 Cascade de cytokines inflammatoires

0

La réaction inflammatoire est initiée par une «alerte» chimique qui est caractérisée par

la libération massive de médiateurs solubles dans le liquide interstitiel. Les médiateurs

incluent les immunoglobulines, les protéines du complément et les cytokines. Les

cytokines sont un important groupe de peptides et de protéines qui est impliqué dans la

signalisation entre les cellules de l'organisme et le système immunitaire. Elles

comprennent les interleukines, les interférons, les facteurs de nécrose tumorale, les

facteurs de stimulation de colonies cellulaires et les facteurs de croissance. Le TNFa,

l'IL-1 et l'IL-6 sont les principales cytokines responsable de nombreux changements

métaboliques. Plusieurs types de cellules peuvent produire ces cytokines. Parmi celles-ci

nous retrouvons les cellules leucocytes phagocytaires, les lymphocytes T et B, les

mastocytes, les fibroblastes et les cellules endothéliales (76-78). Généralement, les

cytokines ne sont pas libérées de façon constitutive, elles sont induites lors d'un stress

ou d'une infection. La complexité du réseau de cytokines est attribuable à leurs

nombreuses sources cellulaires, leurs effets pleiotrophiques, à leurs actions agonistes et

antagonistes, de même qu'à leur capacité de modifier la production des autres cytokines

et celle de leurs récepteurs (79). De nombreuses évidences indiquent que les cytokines

inflammatoires sont responsables des changements pathologiques associés à la

manifestation d'une infection systémique (80). Après le traumatisme, les cytokines sont

produites rapidement par les cellules de l'hôte au contact des micro-organismes

étrangers ou de leurs produits (80). Les cytokines, surtout le TNFa et l'IL-1, ont la

capacité d'induire la production de nombreux facteurs pro-inflammatoires tels que les

prostaglandines, les leucotriènes, le facteur d'actïvation plaquettaire (PAF), des

protéases et des radicaux libres (anions superoxyde, monoxyde d'azote). La

communication à l'intérieur de ce réseau de cytokines représente un aspect important de

la régulation du système immunitaire. Ces cytokines peuvent soit agir directement ou

soit indirectement en étant à l'origine d'une production en cascade de d'autres

médiateurs essentiels à l'enclenchement et à l'entretien d'un état inflammatoire. La

production des cytokines et des molécules oxydantes fait parti d'un mécanisme

hautement efficace qui permet de créer un environnement hostile envers les pathogènes
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qui envahissent l'organisme. Simultanément, d'autres acteurs sont produits pour limiter

la production des cytokines pro-inflammatoires ou en contrecarrer les effets. Ces agents

anti-inflammatoires comprennent des cytokines, des antagonistes de récepteurs et des

formes solubles de récepteurs pour les cytokines ou des glucocorticoïdes. Une réponse

harmonieuse sous-entend un équilibre réussi entre les cytokines pro-mflammatoires et

les facteurs chargés d'en limiter la production et l'action. Or en absence de ce

mécanisme de rétro-action négative, la très grande puissance des molécules pro-

inflammaoires, qui est essentielle pour le système de défense de l'organisme, peut

également être délétère pour l'hôte. En effet, par des mécanismes d'auto-entretien et

d'amplification, la réponse inflammatoire peut s'accentuer et entraîner un état

pathologique (79,80). Voyons les fonctions des principales cytokines et leur implication

dans la réponse inflammatoire systémique après une brûlure.

• Facteur de nécrose tumorale-alpha (TNFa)

Le TNFa est le principal médiateur endogène du choc endotoxique et de la réponse

inflammatoire. De plus, il est directement relié au syndrome de défaillance multiple des

organes chez les patients brûlés (67,81,82). Le TNFa est la première cytokine à être

sécrétée en réponse à un stimulus inflammatoire et il est le déclencheur de la production

de plusieurs autres cytokines (IL-1, IL-6, IL-8). Parmi ces activités, notons qu'il

augmente l'adhérence des leucocytes à la paroi endothéliale et qu'il stimule la

phagocytose par les neutrophiles et les monocytes (83,84).

0

La sécrétion des cytokines inflammatoires se fait sous forme de cascade : la sécrétion de

TNFa entraîne celle de l'IL-1 et celles-ci agissent en synergie pour induire la sécrétion

des interleukines 6 et 8 (66,67). Chez l'humain ou l'animal, une infusion de

lipopolysaccharide (LPS) ou de bactéries à gram-négatif crée un état inflammatoire et

entraîne une élévation rapide des concentrations plasmatiques de TNFa. Celles-ci sont

maximales environ 90 minutes après le challenge et diminuent rapidement par la suite.

Une augmentation transitoire des taux de TNFa circulants (> 540 pg/ml) est associée à
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un pauvre pronostic chez les patients brûlés (85). Par contre, les taux absolus de TNFa

ne sont pas corrélés avec l'étendue de la brûlure (86).

Outre I'induction d'une réponse inflammatoire et l'initiation de la cascade des cytokines

inflammatoires, le TNFa possède plusieurs autres fonctions physiologiques :

l. Le TNFa est un agent pyrogénique puissant (79,81). L'induction de la fièvre se fait

au niveau des cellules hypothalamiques via la synthèse des PGE de type 2 (PGË2)

(79,81);

2. Le TNFa augmente l'activité de l'axe hypothalamo-hypophysaire et des surrénales,

provoquant ainsi une élévation de la sécrétion de la corticolibérine (CRF), de

l'ACTH et du cortisol, respectivement ;

3. Il agit indirectement, via la synthèse de l'IL-6, sur les hépatocytes afin de favoriser

la production des protéines de phase aiguë (80,81) ;

4. Le TNFa active la voie extrinsèque du système de coagulation : il altère l'équilibre

entre les propriétés coagulantes et anticoagulantes de l'endothélium vasculaire en

favorisant la production d'un facteur thrombogénique puissant, au détriment de la

thrombomoduline (79,80) ;

5. Le TNFa exerce une activité catabolique sur la masse musculaire et la masse

adipeuse. L'état cachectique, induit par cette cytokine, sert à mobiliser les réserves

d'énergie nécessaires pour combattre l'infection systémique (68,79-81).

Le TNFa est une cytokine mflammatoire primordiale dans la défense de l'hôte contre

l'infection. Il agit en synergie avec d'autres médiateurs afin de permettre à l'organisme

de réagir afin d'assurer sa survie. Par contre, dans des situations où la concentration de

TNFa devient très élevée, l'action de ce dernier sur les organes s'amplifie et peut

s'avérer mortelle.

0
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Interleukine-1 (IL-1)

u

Plusieurs évidences supportent un rôle crucial pour l'IL-1 comme un co-médiateur dans

l'induction de la réponse inflammatoire systémique et de la réaction de phase aiguë (67).

Partageant de nombreuses activités, l'IL-1 et le TNFa agissent souvent en synergie.

L'IL-1 et le TNFa sont directement à l'origine de processus délétères tels que

l'ostéolyse, la dégradation du cartilage, la protéolyse musculaire, ou encore la nécrose

tissulaire. L'administration d'IL-1 reproduit les mêmes perturbations hématologiques et

métaboliques observées lors d'un état septique et il est autant si non plus puissant que le

TNFa pour induire la production des cytokines subséquentes (66,67). Toutefois, la

presence du TNFa est nécessaire pour l'induction d'un sepsis sévère, d'un choc

septique, d'une défaillance d'organes multiples ou encore pour être létal (67). L'IL-1

joue un rôle important dans l'activation des lymphocytes T et B, des cellules à activités

tueuses naturelles (NK), des cellules polymorphonuclées et des cellules endothéliales et

musculaires lisses ; de plus, elle favorise l'adhésion des leucocytes à l'endothélium et

participe à la synthèse des protéines de phase aiguë (66).

La présence d'une molécule ayant une forte homologie avec l'IL-1, fut découverte dans

les années 1990. Cette molécule, l'IL-1 «receptor antagonist» (IL-Ira) se fixe aux

mêmes récepteurs que l'IL-1, mais n'induit aucun signal d'activation cellulaire (87). Les

cellules capables de produire de l'IL-1 sont également des sources potentielles d'IL-Ira

(88,89). Mais il faut souligner que l'interleukine-4 (IL-4) et l'interleukine-10 (IL-10) qui

inhibent la production d'IL-1, sont capables d'induire la production d'IL-Ira (90). De

plus, il est intéressant de noter que les signaux anti-inflammatoires qui limitent la

production d'IL-1, favorisent la production de l'IL-lra. En situation post-traumatique,

les concentrations d'IL-lra augmentent dès les premières heures (66,67,91). L'IL-lra

réduit la létalité dans les modèles de chocs endotoxiques (92) et réduit les taux de

TNFa et d'IL-1? circulants (93). Dans des modèles expérimentaux de chocs septiques,

l'infusion exogène de TNF-Rs et d'IL-lRa améliore le taux de survie et la performance

hémodynamique des animaux (87). Le rôle précis de ces cytokines solubles et des

récepteurs antagonistes est encore mal compris Toutefois, la capacité de l'IL-lra à
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occuper les récepteurs de l'IL-1 sans déclencher aucune des activités induites par celle-

ci est à l'origine d'une potentialité à réduire le choc hémodynamique, le choc septique et

la réponse inflammatoire (87). Ainsi, la production de cette molécule après une brûlure

participerait à la réaction anti-inflammatoire de l'organisme.

Interleukine-6 (IL-6)

0

L'IL-6 est produite par une grande variété de cellules, incluant les lymphocytes T et B,

les macrophages, les fibroblastes et les cellules endothéliales. Elle agit en tant que

stimulateur pour les cellules B et les hépatocytes, comme facteur de croissance pour les

plasmocytes et enfin comme facteur de différenciation pour les cellules T cytotoxiques

(67). Tout comme le et TNFa l'IL-1, l'IL-6 est un agent pyrogénique endogène (67).

L'IL-6 possède des activités multiples : l'IL-6 joue un rôle central dans la réponse

hépatique de la phase aiguë et dans les mécanismes de défense et détient des propriétés à

la fois inflammatoires et anti-inflammatoires (93b). Les patients brûlés présentent de

fortes concentrations d'IL-6 (4,37,94-96). Les taux d'IL-6 plasmatiques sont étroitement

associés avec la sévérité de l'agression, qu'elle soit traumatique, chirurgicale ou

infectieuse (67). L'induction de l'IL-6 lors d'une brûlure est très rapide. Les taux d'IL-6

sont étroitement associés avec les paramètres cliniques de l'inflammation et le pronostic

des patients brûlés (95). Chez les patients sévèrement brûlés, les valeurs maximales

d'IL-6 ont été trouvées au quatrième jour post-brûlure. Par la suite, les concentrations

élevées de cette cytokine ont été associées à des événements infectieux (37). Cette

même étude a également trouvé une corrélation négative entre les concentrations d'IL-6

et les taux de CBG. Ces résultats appuient l'hypothèse voulant que l'IL-6 inhibe la

production hépatique de cette protéine dans des conditions de stress sévère, laissant ainsi

place à une augmentation considérable de cortisol libre disponible pour les tissus (37).

Des évidences démontrent des activités immunodépressives exercées par de fortes

concentrations d'IL-6 (97). En effet, des-taux élevés d'IL-6 sont associés à une

diminution des fonctions des cellules T et à une augmentation de l'apoptose des

neutrophiles (97-99). Dans un modèle animal de brûlure, des taux élevés d'IL-6 ont été

associés à la suppression de la réponse proliférative des splénocytes et de la réponse
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d'hypersensibilité retardée (23). Dans cette même étude, l'administration d'un anticorps

anti-IL-6 en période post-brûlure a rétabli partiellement la réponse d'hypersensibilité

retardée et totalement la prolifération des splénocytes (23). Cette même équipe, celle de

Kovacs et collaborateurs, a également démontré l'existence d'une différence dans la

réponse immunitaire post-brûlure entre les animaux mâles et femelles qui s'expliquerait

par les concentrations d'œstrogènes circulants (22). Les auteurs ont montré, tant par des

experimentations in vivo qu'w vitro effectuées chez des souris femelles brûlées, qu'une

augmentation des concentrations circulantes d'œstrogènes est associée à une

suppression des fonctions immunitaires et à une augmentation des taux circulants d'IL-6

(23). Selon ces résultats, les auteurs suggèrent que la différence entre les sexes dans la

réponse à immunité cellulaire soit médiée par des différences de concentrations

d'œstrogènes qui sont responsables de la modulation des cytokines

immunomorégulatrices produites par les macrophages. Ainsi, ces résultats démontrent

que l'immunosuppression post-brûlure serait partiellement dépendante du taux circulant

d'IL-6 produit par les macrophages activés et que la production de cette cytokine

inflammatoire est, du moins chez les souris femelles, modulée par les concentrations

d'œstrogènes. L'augmentation de la production de PGE2 par les macrophages, induite

par des fortes concentrations d'IL-6, a également été suggérée comme mécanisme

d'action pour expliquer l'immunosuppression exercé par cette cytokine inflammatoire

(98). Rappelons que les PGË2 sont de puissants agents immunosuppresseurs et que leur

concentration est largement augmentée après une brûlure (100,101). De plus, il a été

noté que l'induction, par les macrophages, de la production des prostaglandines E^ est

en parallèle avec celle de l'IL-6 (102). Ainsi, les effets immunosuppresseurs de l'IL-6

s'exerceraient de façon directe et indirecte.

Interféron-Y INFy

0

FNTFy est le plus étudié des trois groupes d'interférons (INFa, INFp, INFy). Il est produit

par les lymphocytes T et les cellules NK de même que par les cellules endothéliales et

les cellules musculaires lisses. Parmi ses activités immunorégulatrices, nous retrouvons :

1'activation des macrophages, des fibroblastes et des cellules musculaires lisses, la
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0 differentiation des cellules T et B et l'induction de l'expression des antigènes de classe

II (79). Il est également un inhibiteur de la croissance cellulaire et possède une faible

activité antivirale. Pendant les premiers jours suivant la brûlure, les concentrations

d'INFy sont en général difficilement détectables chez la plupart des patients; par contre,

les taux de cette cytokine augmentent dès le cinquième jour pour atteindre des valeurs

maximales au dixième jour et redescendent par la suite (66). Dans un modèle animal

d'infection et de brûlure, l'administration pré-traitement d'INFy recombinant a

significativement amélioré le taux de survie des animaux et diminué le taux de

translocation hépatique et splénique comparativement au groupe contrôle qui n'avait pas

reçu d'INFy (103). Les effets bénéfiques de l'administration d'LNFyen pré-traitement

pourraient relever d'une pré-activation des macrophages et du système immunitaire afin

de permettre à ce dernier de répondre plus rapidement et plus efficacement à une

agression ultérieure. Une autre étude a montré qu'à 10 jours post-brûlure, les taux

d'INFy produit par les splénocytes d'animaux brûlés sont deux fois plus élevés que

ceux des animaux non-brûlés (104). De plus, cette étude a également montré que la

production d'HSTFypar les lymphocytes est dépendante de la production de l'IL-6

sécrétée par les macrophages activés par la brûlure. Ainsi, il semble que les

concentrations d'IFNy soient élevées pendant la phase active de l'inflammation et

qu'elles diminuent par la suite avec l'atténuation de la réponse inflammatoire.

0

En résumé, les cytokines sont élaborées sous forme de cascade en réponse à un stress

physique severe. L'accélération de la cascade de cytokines est interdépendante de

facteurs immunologiques stéroïdiens. L'action simultanée des cytokines inflammatoires

(TNF, IL-1, IL-6) et des hormones catabolisantes sur la masse musculaire et adipeuse

crée une redistribution des nutriments au profit des réserves périphériques. L'IL-6 et les

glucocorticoïdes participent, à l'intérieur de la boucle inflammatoire, à l'induction du

rétro-contrôle négatif des événements inflammatoires. Si cette rétro-action négative est

absente ou insuffisante, les dommages cellulaires et tissulaires causés par

l'inflammation augmentent grandement la morbidité et l'incidence de mortalité chez les

patients. De plus, il semble que l'intensité de la réponse inflammatoire ait un impact

considerable sur l'état d'immunosuppression sous-jacente à un traumatisme sévère.
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0 C'est pourquoi il est capital de bien comprendre le phénomène et tous les médiateurs

responsables de la réponse inflammatoire afin de diminuer l'immunosuppression qui

s'en suit et, éventuellement diminuer l'incidence des infections chez les patients brûlés.

1.2.1.5 Médiateurs secondaires de l'inflammation

En plus des endotoxines et des cytokines, plusieurs autres médiateurs sont impliqués

dans l'inflammation. Parmi ceux-ci, nous retrouvons : les métabolites de l'acide

arachidonique, le PAF, le N0 et les radicaux libres d'oxygène.

• Métabolites de l'acide arachidonique

La libération des phospholipides membranaires, subséquente à la lésion tissulaire, est un

des premiers phénomènes à survenir dans le processus inflammatoire. L'hydrolyse des

phospholipides membranaires a lieu en réponse à une multitude de stimuli

inflammatoires, endocriniens ou immunitaires. Constituant environ 20% des

phospholipides membranaires totaux chez l'humain, l'acide arachidonique est le

principal phospholipide hydrolyse et libéré. Les phospholipases A2 et C (PLA2 et PLC)

sont les deux principales estérases membranaires impliquées dans l'hydrolyse de l'acide

arachidonique (105). Suite à sa libération, l'acide arachidonique est métabolisée par une

des deux principales voies enzymatiques : l) la voie des enzymes cytoplasmiques

cyclooxygénase qui est responsable de la production des PGEi, des thromboxanes

(TXÂ2) et de la prostacycline (PGI2) et; 2) la voie de la lipoxygénase qui produit les

leucotriènes (106).

l. voie de la cyclooxygénase (COX)

a) Prostacyclines (PGI2)

0
Les PGIz sont les principales prostaglandines produites par les cellules endothéliales

(107). Ses actions sont anti-athérogéniques et anti-thrombotiques; elles inhibent
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l'agrégation plaquettairc en stimulant le système d'AMP-cyclique dépendant qui, dans

les plaquettes, est inhibiteur. Les prostacyclines sont de puissants vasodilatateurs. Ils

partagent également avec les prostaglandines plusieurs des activités dans la réponse

inflammatoire (107). Il est intéressant de noter qu'il existe une corrélation positive entre

les concentrations plasmatiques de prostacyclines et la sévérité du choc septique chez les

patients (67).

b) Thromboxanes (TX)

Les TXÂ2 sont le métabolite prédominant de la COX produit par les plaquettes. Les

actions des thromboxanes sont à l'opposé de celles de la prostacycline. Les

thromboxanes stimulent l'agrégation des plaquettes et ont des effets vasoconstricteurs

profonds sur la microvasculature splanchnique et pulmonaire, provoquant ainsi une

bronchoconstriction et une augmentation de la perméabilité membranaire (105,107).

Suite à une brûlure, les taux de TXAz sont significativement augmentés dans les tissus

brûlés de même que dans les liquides de plaies (66). Une telle augmentation des TXÂ2

pourrait être responsable de la vasoconstriction et de l'ischémie locale des tissus brûlés

(108).

e) Prostaglandines (PG)

De nombreuses cellules sont capables de produire des prostaglandines (surtout PGEz)

sous I'action des cytokines inflammatoires (IL-1 et et) (109,110). Les prostaglandines de

la série E et F sont les principales PG formées à la suite de l'activité des isomérases et

des réductases (107). Les PG sont détectées dans pratiquement tous les tissus des

mammifères et les effets engendrés par celles-ci diffèrent selon le type et la quantité

produite et, selon les cellules productrices (66,107).

0
Les prostaglandines de la série E sont les métabolites de l'acide arachidonique les plus

étudiés compte tenu de leurs propriétés pro-inflammatoires et immunosuppressives. Lors

d'une réponse inflammatoire systémique, les PGEz sont sécrétées en grande quantité
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0 (45,108,111). La brûlure étant un état de stress sévère caractérisé par une forte réponse

inflammatoire, les concentrations de PGË2 sont aussi très élevées chez ces patients

(45,100,111). De nombreuses évidences expérimentales, m vitro et in vivo, démontrent

les propriétés immunosuppressives des PG. Ainsi on leur attribue une importante part de

responsabilités dans l'immunosuppression subséquente à une brûlure. Ces propriétés

seront décrites en détails plus loin dans la discussion.

2. Voie de la lipoxygénase (LO)

a) Les leucotriènes (LT)

L'activité de la 5-lipooxygénase entraîne la formation de deux types de LT qui diffèrent

suivant leur métabolisme : les leucotriènes C4, D4 et E4, qui renferment une

composante peptidique, et les leucotriènes B4 en sont dépourvus (112). Les LT sont

générés par plusieurs types de cellules, incluant les neutrophiles, les macrophages et les

monocytes (112). Notons que les parois vasculaires peuvent aussi, au besoin, produire

des LT. Les LT C4, D4 et E4 exercent plusieurs actions sur le tonus vasculaire qui

dépendent de la présence ou de l'absence de d'autres médiateurs de la voie de la

cyclooxygénase (112). Ils provoquent également une augmentation de la perméabilité

vasculaire. En effet, il a été démontré que le développement d'une défaillance

pulmonaire est précédé d'une augmentation significative des LT C4, D4 et E4 (113). En

contrepartie, l'effet dominant des LT B4 est de favoriser le chimiotactisme des

neutrophiles (112). Par conséquent, les groupes de LT pourraient être impliqués dans la

formation de l'œdème et dans les changements vasculaires systémiques et pulmonaires

qui sont observés dans le syndrome de défaillance multiple des organes.

• Oxyde nitrique ÇNO)

0

L'oxyde nitrique fut identifié au milieu des années 80 en tant que facteur relaxant de

l'endothélium (endothelial-derived relaxing factor) (114). Le N0 est un gaz lipophile

qui pénètre aisément les cellules musculaires lisses afin de favoriser la synthèse de la
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guanosine monophosphate cyclique (GMPc). De hauts niveaux de GMPc stimulent les

cellules à diminuer la concentration de calcium intracellulaire. Ce phénomène favorise

une dilatation vasculaire et la diminution de la réponse aux vasoconstricteurs et à la

stimulation du système nerveux sympathique. La demi-vie du N0 étant de très courte

durée, il est rapidement oxydé et possède d'importants effets micro vasculaires. Le N0

est synthétisé, via l'arginine, par une synthétase (l'oxyde nitrique synthétase). IL existe

deux iso formes pour l'oxyde nitrique synthétase, une constitutive et l'autre inductible

(60). La synthèse du N0 est stimulée par plusieurs cytokines, endotoxines,

thrombulines, de même que par des lésions de l'endothélium vasculaire. Le N0 est un

puissant vasodilatateur dont les actions varient selon le lit vasculaire et la présence des

autres médiateurs inflammatoires (60). Il est un des principaux médiateurs de la réponse

hypotensive survenant lors d'un sepsis (60). Le N0, produit en réponse à la stimulation

cytokinique, exerce un effet bénéfique en améliorant la micro circulation hépatique et

intestinale par une action anti-thrombotique, en piégeant les radicaux libres et en

inhibant l'adhésion des neutrophiles sur l'endothélium (60).

Radicaux libres

0

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques: phagocytose,

chaîne respiratoire mitochondriale, etc. A faibles concentrations, les radicaux libres sont

utiles à l'organisme car ils participent au contrôle de la transmission des signaux

cellulaires en modulant les cascades de protéines kinases ou encore, ils contribuent à la

destruction de cellules cancéreuses ou bactériennes. Toutefois, un déséquilibre entre la

production de radicaux libres et leur destruction donne lieu à un excès de radicaux libres

constituant ainsi le stress oxydatif. Ce dernier engendre une dénaturation des

macromolécules biologiques (lipides, ADN, protéines), créant des lésions biochimiques

difficilement réversibles (115). Parmi les radicaux libres formés chez les êtres vivants,

l'anion radicalaire superoxyde (Oz) et le monoxyde d'azote CNO) sont les moins réactifs,

mais ils constituent des précurseurs pouvant être activés en d'autres espèces plus

réactives. En revanche, les radicaux peroxyles (R00-r) et hydroxyles (HO') sont

extrêmement réactifs avec la plupart des molécules des tissus vivants (l 16).
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La très courte durée de vie de ces métabolites de l'oxygène les rend très instables, ainsi

leur rôle patho-physiologique est difficilement démontrable. La méthode la plus utilisée

pour évaluer le stress oxydatif consiste à mesurer le taux de peroxydation des lipides. In

vivo, le meilleur marqueur biologique de la peroxydation des lipides est le dosage du

malonaldialdehyde (MDA) présent dans les tissus ou dans les liquides biologiques. En

effet, les lipides des organismes vivants, surtout ceux formés d'acides gras polyinsaturés

dans les membranes cellulaires, sont particulièrement sensibles à l'oxydation. Les

formes les plus réactives de l'oxygène (radicaux hydroxyles et peroxyles) peuvent initier

directement la peroxydation des lipides (117). La formation des dérivés d'oxydation

dans les couches lipidiques, perturbe la micro-architecture membranaire et altère les

fonctions des enzymes et des transporteurs membranaires (118). En plus de causer des

dommages cellulaires importants, ces réactifs entraînent une augmentation de la

perméabilité vasculaire et favorisent la sécrétion des éicosanoïdes. En effet, les radicaux

libres stimulent l'activité de la phospholipase A qui est responsable du déclenchement

de la cascade de l'acide arachidonique. Ce phénomène a pour conséquence d'intensifier

l'inflammation (105).

u

L'inflammation est une source importante de radicaux oxygénés produits directement

par les cellules phagocytaires activées mais la nécrose cellulaire engendre également la

production de radicaux libres. Lors de l'inflammation, les cellules phagocytaires

activées sont le siège de l'explosion oxydative (oxydative burst) qui consiste à

l'activation du complexe de la NADPH oxydase capable d'utiliser de l'oxygène pour

produire de grandes quantités d'anions superoxydes au niveau de la membrane cellulaire

(119). Ce phénomène, impliqué dans la phagocytose, est capital dans la lutte anti-

infectieuse, mais par ailleurs, il peut être responsable des lésions cellulaires importantes

lorsqu'il n'est pas contrôlé adéquatement. Plusieurs évidences montrent que les radicaux

libres de l'oxygène participent au développement de lésions organiques et tissulaires

secondaires à l'ischémie et à la défaillance multiple des organes (120). Suite à une

brûlure sévère, les radicaux libres sont impliqués dans plusieurs réactions patho-

physiologiques (121). En effet, plusieurs auteurs ont démontré une augmentation
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significative des produits de peroxydation de lipides plasmatiques après la brûlure (122-

125). Certains ont également rapporté l'implication des radicaux libres au choc

thermique et aux dommages pulmonaires subséquents à la brûlure (126,127). En plus

d'etre produits par les mécanismes spécifiques aux neutrophiles, les radicaux libres de

l'oxygène sont également des sous-produits des cellules endothéliales lors de la

transformation de l'hypoxantine en xanthine par l'enzyme xanthine oxydase. Ce

phénomène fut relié à la pathophysiologie de la brûlure lors de la découverte d'une

diminution des dommages oxy datifs, de la peroxydation des lipides et de l'inflammation

suite à l'utilisation d'un inhibiteur de la xanthine oxydase, l'allopurinol (128). En effet,

le plasma d'animaux brûlés montre une augmentation importante de l'activité de la

xanthine oxydase, atteignant des valeurs maximales 15 minutes après le traumatisme

(128). L'histamine a également été identifiée comme un promoteur de l'activité de la

xanthine oxydase, établissant ainsi un lien entre l'histamine et la production de radicaux

libres de l'oxygène (129). Rappelons que le rétablissement du flux sanguin dans les

régions de stase, constitue également une source de production de radicaux libres. Ce

processus survient lorsque les niveaux d'oxygène dans les tissus sont rétablis. Il

implique des lésions de types ischémiques, entraînant ainsi une augmentation de

l'activité de la xanthine oxydase. Ces résultats laissent croire que la sécrétion

d'oxydants par les tissus brûlés est en partie responsable de la formation de l'œdème

localise, mais également de l'inflammation et de la sécrétion d'oxydants en périphérie.

De plus, les lésions vasculaires définies par une augmentation de la perméabilité sont en

partie reliées à l'activation de la xanthine oxydase et à la génération des métabolites

toxiques de l'oxygène qui affectent les cellules endothéliales micro vasculaires (128).

Histamine

0

L'histamine est contenue dans les granules des granulocytes basophiles et des

mastocytes. Elle est libérée après un traumatisme mécanique ou encore en présence de

certains microorganismes ou de substances chimiques libérées par les neutrophiles. Le

principal rôle de l'histamine est de faciliter la vasodilatation locale des artérioles et

d'augmenter la perméabilité vasculaire, ce qui favorise la formation d'exsudat.
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• Facteur d'activation plaquettaire (PAF)

Le PAF, un phospholipide dépendant de la phospholipase A2, est un puissant médiateur

du choc septique et de l'inflammation (130). Il exerce ses effets biologiques via

I'activation de son récepteur. Ce phénomène entraîne la stimulation de la protéine kinase

C et l'augmentation du calcium intracellulaire. On le retrouve dans la majorité des

fluides biologiques et il est synthétisé par la plupart des cellules. La perméabilité micro

vasculaire est fortement augmentée par le PAF, provoquant ainsi des effets

hémodynamiques négatifs sur la pression artérielle. Le PAF augmente l'agrégation

plaquettaire et favorise l'activation des leucocytes (130). De plus, il stimule fortement le

métabolisme de l'acide arachido nique. Ces activités ont lieu directement ou encore à

travers la formation de métabolites toxiques de l'oxygène ou ceux de l'acide

arachidonique (67). Des évidences démontrent une interaction entre le PAF et les

facteurs de croissance hématologiques et les cytokines. De plus, le PAF participerait

avec le TNFa et l'IL-1 dans l'induction des activités toxiques de ces cytokines (131).

Mentionnons enfin qu'il joue un rôle important dans la pathogenèse de l'arthrite

rhumatoïde, de l'asthine, du choc endotoxique et dans le rejet aigu d'une transplantation

rénale (130). Suite à une brûlure sévère, les taux de PAF sont augmentés et contribuent à

I'augmentation de la perméabilité des capillaires (132).

l .2.2 Immiinosuppression

0

Les résultats des études expérimentales et cliniques des 30 dernières années ont

clairement démontré une diminution des fonctions immunitaires après une brûlure

sévère (133-136). L'immunosuppression survient généralement dans les 10 jours après

l'accident. Une atteinte profonde de la réponse immunitaire à médiation cellulaire a été

démontrée à la suite d'une brûlure sévère (133-136). Des processus immunologiques

non spécifiques tels que la phagocytose et l'explosion oxydative sont également altérés

et sont associés à une neutrophilie importante (137-139) de même qu'à une

augmentation du nombre de neutrophiles immatures (29). La fonction bactéricide des



n

34

macrophages est altérée (101) et des changements dans la sécrétion des

immunoglobulines ont également été observés après une brûlure sévère (133,134). En

fait, nous pouvons regrouper les principaux médiateurs de la dépression du système

immunitaire après une brûlure en 4 catégories: l) produits sécrétés à partir des tissus

brûlés et relâchés en circulation (toxines cutanées, produits des neutrophiles, protéines

dénaturées); 2) molécules immunorégulatrices endogènes (prostaglandines, interféron,

corticostéroïdes); 3) substances immunologiquement actives provenant de sources

exogènes (endotoxines bactériennes) et; 4) dépression immunitaire iatrogénique

(nutrition, antibiotiques, analgésiques, produits sanguins).

La suppression globale des fonctions immunitaires entraîne irrémédiablement une

diminution de la résistance aux infections et contribue au haut taux de complications

infectieuses présent chez les patients brûlés. Sachant que la morbidité infectieuse est une

des causes les plus fréquentes de mortalité chez les brûlés, il est donc important de bien

connaître et comprendre les mécanismes sous-jacents à l'immunosuppression afin

d'améliorer le statut clinique de ces patients. Plusieurs facteurs nutritionnels peuvent

influencer le statut immunitaire des patients (111,140). Nous traiterons également à

l'intérieur de ce chapitre des principaux facteurs nutritionnels pouvant affecter les

fonctions immunitaires des grands brûlés.

1.2.2.1 Lymphocytes T

0

Il existe un consensus dans la littérature pour admettre que la capacité fonctionnelle des

lymphocytes T à exercer une réponse physiologique normale est modifiée après une

brûlure. Plus spécifiquement, suite à une brûlure, les cellules T présentent une paralysie

fonctionnelle dont l'intensité et la durée sont proportionnelles à la sévérité du

traumatisme (141,142). Toutefois le moment précis de rétablissement de l'anergie des

cellules T ne fait pas l'unanimité. Certains croient que l'anergie des lymphocytes T,

rencontrée après une brûlure sévère, serait attribuable à une activation préalable du

système lymphoïde (143,144), tandis que d'autres privilégient une incapacité intrinsèque

et immédiate des lymphocytes T à générer des réponses après une brûlure sévère
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(145,146). Parmi les aspects de la réponse immunitaire à médiation cellulaire affectés à

la suite d'une brûlure, notons une forte diminution du rejet d'allogreffe, des réactions

d'hypersensibilité retardée et également une diminution de la réponse proliférative

induite par des mitogènes ou des antigènes (133-136). Une diminution du nombre

absolu de cellules T est également associée à cette baisse de réactivité (142). Toutefois,

une grande controverse entoure les mécanismes sous-jacents à ces altérations.

Un déséquilibre entre les cellules T auxiliaires (CD4 ) et les T suppressives (CD8 ) a été

initialement tenu responsable de l'immunosuppression après une brûlure (133J47).

Toutefois, certaines évidences favorisent la théorie d'une redistribution de la circulation

lymphocytaire plutôt qu'une diminution absolue des cellules CD4-r et d'une

augmentation des cellules CD8-r. En fait, la suppression du nombre total de la population

lymphocytaire est la seule constance parmi ces études (148-150). Les cellules T CD4^

sont les cellules pivots de la réponse immunitaire adaptative. Elles jouent un rôle

important dans rétablissement de la réponse cellulaire antigène spécifique de même que

dans la formation d'anticorps. Il est maintenant démontré que la majorité des

perturbations de la réponse immunitaire, après une brûlure, peut être attribuée à une

alteration de la fonction des lymphocytes T CD4-r (151). Depuis quelques années, un

progrès considérable a été fait concernant les interactions entre les populations de

cellules T et la sécrétion de cytokines. Sous certaines conditions, les cellules T CD4+ (T

helper) peuvent se diviser en deux catégories fonctionnellement distinctes : Tnl et Tn2

(79,152,153). Ces catégories se différencient selon leur profil de sécrétion de

lymphokines et selon leurs activités biologiques. Les cellules TH l se définissent par la

production d'IFNy, d'IL-2 et de et. Ces cytokines sont les principaux effecteurs des

reactions d'hypersensibilité retardée et de l'immunité à médiation cellulaire contre les

microbes intracellulaires. Elles engendrent également l'activation des macrophages et

des lymphocytes T cytotoxiques (79). A l'opposé, les cellules Tn2 se définissent par la

production d'IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 et d'IL-13 et celle des immunoglobulines. Les

cellules ÏH2, à travers la production d'IL-4, IL-10 et d'IL-13, défavorisent l'immunité à

mediation cellulaire. Elles sont également impliquées dans les réactions allergiques.

Ainsi, les Tu2 sont principalement responsables de la défense non-phagocytaire de
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l'hôte. L'interleukine-3, le TNF-a et le GM-CSF (facteur de stimulation des colonies de

granulocytes-macrophages) sont à la fois sécrétés par les cellules de type TH l et Tn2

(150). En situation physiologique normale, il existe un équilibre entre les deux types de

cellules TH, toutefois certaines conditions peuvent privilégier le développement d'un des

phénotypes au détriment de l'autre. Les conditions de stimulation antigénique sont les

principaux déterminants du profil de différenciation des cellules T CD4 . En fait, trois

facteurs participent à la transformation des cellules CD4T naïves en TH l ou en Tn2 : les

cytokines, et la nature et la quantité d'antigènes. A titre d'exemple, l'exposition des

cellules CD4T à l'IL-12 facilite la conversion des cellules au phénotype Tnl tandis que

la voie des Tn2 est favorisée par la présence de l'IL-4 (154-155). Les facteurs

régulateurs de la différenciation des cellules TH ne sont pas encore complètement

élucidés. Toutefois il est connu que l'expression différentielle d'un des deux phénotypes

TH engendre l'inhibition et l'inactivation de l'autre : l'IL-10, produite par les TH2,

supprime la prolifération des cellules TH l et leur production de cytokines (156) tandis

que l'IL-4 favorise la prolifération des cellules Tn2 et inhibe celle des Tnl (157).

L'action de l'IL-4 sur la production de cytokines de type Tnl se produit au niveau

transcriptionnel et au niveau du signal généré par le récepteur des cellules T (158).

0

Sachant que les patients brûlés présentent un défaut dans les réactions d'hypersensibilité

retardée et une diminution de la production d'IL-2 et d'IFN-y, qui sont des signes d'une

diminution de l'activité des cellules TH l, plusieurs équipes se sont penchées sur ce

phénomène comme étant un des facteurs responsables de l'immunosuppression

subséquente à un assaut thermique. Chez les patients brûlés, la diminution de la

production d'IL-2, d'IL-12 et d'IFN-y, associée à l'augmentation de la production d'IL-

4, suggèrent une diminution des fonctions des cellules TH l au profit des Tn2

(79,159,160). Ce profil de sécrétion de cytokines est associé à une diminution de la

resistance aux infections et à l'immunosuppression subséquente à la brûlure. Toutefois,

l'équipe de Lederer (146) a montré, dans un modèle animal de brûlure, une perte de la

proliferation antigène-spécifique des cellules T au jour 10 lorsque ce même antigène

était administré immédiatement après la brûlure. Ainsi, ces résultats suggèrent que

l'immunosuppression subséquente à la brûlure soit causée par l'induction d'un état
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anergique généralisé des cellules T au lieu d'une dépolarisation de ces même cellules.

Par contre, ces mêmes études ont également montré une diminution de la production des

cytokines produites par les lymphocytes TH l (IL-2 et IFNy) présents dans le thymus et

la rate d'animaux brûlés (146). Dans l'ensemble, ces résultent démontrent que les

fonctions des cellules T CD4-r sont profondément affectées après une brûlure sévère; par

contre, les mécanismes responsables de ce phénomène sont encore mal compris.

Des modèles expérimentaux et des études effectuées auprès de patients traumatisés ont

montré une augmentation plasmatique des cytokines produites par les Tn2, l'IL-4 et

l'IL-10, après une stimulation polyclonale des cellules mononuclées (159,161-166).

Plusieurs études (162,164,167), sauf une (168), ont montré qu'une augmentation de la

production d'IL-10 était étroitement corrélée à la présence d'épisodes inflammatoires

systémiques et/ou la présence d'événements septiques. Malgré l'impossibilité d'après

ces études d'établir un lien causal entre la production d'IL-10 et le sepsis, des modèles

expérimentaux de brûlure ont permis de démontrer, avec l'administration d'un anticorps

anti-IL-10 immédiatement après la brûlure, le rétablissement d'une résistance

immunitaire normale en réponse à différents modèles infectieux (167). Ces résultats

suggèrent que la production précoce d'IL-10 après la brûlure, joue un rôle dans la

diminution de la résistance aux infections qui se manifestent couramment dans ces

conditions (164,167,166). Toutefois, des travaux récents de Lederer et collaborateurs

(169) ont montré, à l'aide d'un modèle de brûlure utilisant des souris génétiquement

déficientes en IL-10 (IL-10 [-/-]), que l'IL-10 n'est pas essentielle à la survie post-

brûlure des animaux, et qu'elle n'est pas impliquée dans la modulation des fonctions des

cellules T subséquentes à la brûlure, incluant la prolifération, la formation d'anticorps

contre les isotypes TH l et la production des cytokines de type TH l. Par conséquent outre

sa fonction anti-inflammatoire importante dans le rétablissement d'une réponse

inflammatoire normale, le rôle précis de la production de l'IL-10 de même que

l'importance du temps post-brûlure de sa sécrétion devront être élucidé.

0 Une autre récente étude de la même équipe a montré une diminution de la capacité des

moncytes/macrophages à produire de l'IL-12 chez des patients et des animaux brûlés
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0 (170). L'administration d'IL-12 dans un modèle expérimental a augmenté

significativement le taux de survie des animaux brûlés et infectés. De plus ce traitement

avec l'IL-12 a permis d'induire la production de médiateurs pro-inflammatoires

importants pour la défense de l'hôte, tout en maintenant ou en augmentant également la

production de l'IL-10.

En conclusion, ces résultats suggèrent que le déséquilibre dans la production des

différentes cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires dans les jours suivants

la brûlure puisse être responsable, du moins en partie, de l'immunosuppression

engendrée par une brûlure sévère. De plus en plus d'évidences démontrent qu'une

brûlure sévère engendre un changement de la réponse des cytokines qui mène à une

predominance du phénotype cellulaire Tu2. L'augmentation de la sécrétion des

glucocorticoïdes, de la norépinéphrine et des prostaglandines E2 serait impliquée dans

ce phénomène privilégiant les cellules Tn2 (171-174). Toutefois à ce jour, l'origine

exacte des cytokines TH2 n'est pas complètement élucidée et nécessite d'autres

investigations. Contrairement à la première hypothèse qui voulait que les cellules T

CD4 étaient les principales responsables des perturbations de la réponse immunitaire

après une brûlure, une implication importante des CD8" a été récemment proposée. En

effet, des études effectuées chez l'animal et chez l'humain ont démontré que les cellules

T CD 8 sont les principales sources de cytokines de type 2 suite à une brûlure, favorisant

ainsi l'état d'immunosuppression (165,160).

0

D'autres facteurs peuvent être tenus responsables de la dysfonction du système

immunitaire après une brûlure. Comme nous l'avons mentionné précédemment, la

presence des cytokines Tn2 figure parmi les médiateurs potentiels de

l'immunosuppression, mais nous retrouvons également l'action de l'oxyde nitrique

(175) et celle des prostanoïdes (176-179). La forte relation établie entre les

prostaglandines E2 (PGEz) et les perturbations du système immunitaire suite à une

brûlure repose sur plusieurs observations : l) l'augmentation systémique de la

concentration de PGË2 suite à une brûlure (179); 2) les macrophages isolés provenant

d'organismes brûlés produisent d'importantes quantités de PGE2 (101,180); 3)
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l'utilisation d'inhibiteurs de cyclooxygénase rétablit certains aspects fonctionnels des

lymphocytes T (177,178) et enfin; 4) les cellules mononucléées provenant du sang de

patients brûlés sont plus sensibles aux effets inhibiteurs de PGEz (178). Il semble que les

effets inhibiteurs de PGE; sur les fonctions des lymphocytes T aient lieu via l'activation

de l'adenylate cyclase et l'augmentation intracellulaire des taux d'adénosine cyclique

monophosphate (AMP c) (181). Une augmentation des concentrations de PGË2 et

d'AMPc a pour effet de diminuer la prolifération des lymphocytes et de diminuer la

production de l'IL-2 de même que l'expression cellulaire du récepteur (IL-2R) de haute

affinité (182-185). De plus, il est intéressant de noter que l'expression de l'IL-10, qui

engendre des effets immunosuppresseurs, est elle-même augmentée par des facteurs qui

augmentent l'AMPc (i.e. PGE2, db-AMPc) (186).

0

Comme nous pouvons le remarquer, les perturbations des fonctions des lymphocytes T

sous-jacentes à une brûlure sévère constituent un phénomène complexe et encore mal

compris. Toutefois, compte tenu de son importance dans la réponse immunitaire à

mediation cellulaire, il est sans équivoque qu'une production inadéquate d'interieukine-

2 (IL-2) est une composante fondamentale de l'immunosuppression après une brûlure

(187-189). Elle est le principal facteur de croissance et d'activation des lymphocytes T

et elle agit aussi comme agent d'activation pour les cellules NK et les macrophages

(79,190). Suite à une brûlure sévère, la production d'IL-2 est significativement diminuée

(187-189) et le degré d'inhibition de la production d'IL-2 augmente parallèlement au

temps post-brûlure; menant ainsi à l'inhibition de la prolifération et de l'activation des

lymphocytes T (188). Les mécanismes d'action responsables de cette diminution de la

production d'IL-2 sont encore mal compris. Toutefois de récentes études attribuent la

diminution de production de l'IL-2 à un défaut au niveau de la transduction des signaux

intracellulaires qui précèdent la transcription génique .(191). L'inhibition de la

production d'IL-2 pourrait également être expliquée par les fortes concentrations de

PGË2 rencontrées chez les patients brûlés. Santoli et coll (192) ont montré que l'acide

arachidonique inhibe de manière dose-dépendante la prolifération de lymphocytes

circulants humains en réponse à l'IL-2. Le même effet a été obtenu en utilisant

directement des PGEi. En fait, il semble que les principaux effets immunosuppresseurs
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des PGEz aient lieu principalement via la diminution de la production de l'interleukine-2

par les lymphocytes (45). Or une étude effectuée à partir de cellules mononuclées

isolées du sang de patients brûlés renfermant de fortes concentrations de PGEz, a montré

que l'ajout d'un anti-COX (l'indométhacine) restaurait seulement partiellement la

production d'IL-2 in vitro (193). Ces résultats suggèrent que l'inhibition de la

production de l'IL-2 par les PGEz ne soit pas le seul mécanisme responsable de

l'inhibition des monocytes. Des études phénotypiques effectuées sur ces même cellules

montrent une diminution de l'expression du récepteur à l'IL-2. Une autre étude a établi

que l'addition d'acides gras polyinsaturés (dont AA) à des cultures de cellules T

contenant de l'IL-2 exogène, diminue l'expression du récepteur alpha de l'IL-2 (IL-

2Ra) sur ces cellules (194). On peut donc supposer que les PGEi, en plus d'inhiber

directement la production de l'IL-2 par les lymphocytes, elles inhibent indirectement la

proliferation des lymphocytes en limitant l'expression du récepteur cellulaire de l'IL-2.

De plus, il a été démontré que les PGË2 induisent une augmentation de l'AMPc

intracellulaire et sont impliqués dans l'activation des protéines kinases C; suggérant une

fois de plus l'action des PGEz sur plusieurs signaux intracellulaires nécessaires à

l'activation des lymphocytes T (45).

Même si le défaut de production de l'IL-2 est indiscutable après une brûlure, il reste que

le statut de l'expression de son récepteur demeure controversé. Néanmoins, des

evidences ont établi que l'expression et la fonction de l'IL-2R étaient intacts après une

brûlure (195). Toutefois, une augmentation de la forme soluble du récepteur alpha de

l'IL-2 (sIL-2Ra) a été trouvée à la suite de lésions thermiques (145, 196,198). Une

récente étude effectuée dans notre laboratoire a démontré que ce récepteur soluble (sIL-

2Ra) est en réalité une forme tronquée du récepteur cellulaire (IL-2Ra) (145). Par

contre, l'origine exacte de cette forme soluble est encore inconnue. La libération de sIL-

2Ra est un phénomène généralement associé avec une activation du système

immunitaire. Des taux élevés de IL-2Rsa et de néoptérine, un marqueur spécifique de

l'activité des macrophages, sont généralement associés à un pauvre pronostic dans

plusieurs pathologies différentes (196,197,199,200). Chez les patients brûlés, la

concentration du sIL-2Ra est associée à l'immunosuppression mais, la présence de ce
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n récepteur ne semble pas expliquer les dysfunctions des cellules T présentes chez les

patients brûlés (145). Cependant, de grandes quantités de sIL-2Ra peuvent entraîner une

competition avec le récepteur cellulaire d'affinité intermédiaire pour lier l'IL-2. Par

conséquent, par ce phénomène, des taux élevés de sIL-2Ra pourraient participer

indirectement à l'immunosuppression post-brûlure (145). En plus, plusieurs paramètres

immunitaires peuvent être influencés par la présence de ce récepteur soluble et ainsi

affecter indirectement l'immunosuppression (145).

1.2.2.2 Lymphocytes B

La phase effective de la réponse immunitaire humorale est assurée par les lymphocytes

B, qui se différencient en cellules productrices d'anticorps (79). La fonction des cellules

B après une brûlure est moins bien documentée que celles des macrophages ou des

cellules T. La population de cellules B est soumise à plusieurs messagers et facteurs

environnementaux qui sont eux-mêmes altérés par un assaut thermique. Néanmoins,

1'evidence d'une relation directe entre une diminution de la réponse humorale et le

développement d'un état septique a été établie (201). Paradoxalement, une augmentation

du nombre de lymphocytes B dans le sang de patients brûlés a été observée (202,203).

Cette dernière observation a été mise en relation avec une augmentation de l'IL-6 et une

augmentation polyclonale des Ig sériques de type IgM et IgG (204,205), proposant ainsi

une activation de ces cellules à la suite d'une brûlure sévère. Toutefois, l'induction ou la

presence de marqueurs d'activation des cellules B (CD23) est néanmoins diminuée

lorsque comparée à des individus sains (206,207). Ces résultats révèlent qu'une brûlure

sévère peut occasionner une diminution de la capacité du lymphocyte B à maintenir une

production normale d'anticorps sériques. Cependant, les taux circulants

d'immunoglobulines ne reflètent pas l'état septique des patients.

1.2.2.3 Macrophages

0

Les monocytes/macrophages sont des cellules clés dans la réponse immunitaire en

raison de leur capacité à produire des cytokines immunorégulatrices. Ils assurent un rôle

critique dans le maintien d'une activité normale du système immunitaire (208).
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Toutefois, l'expression inadéquate de certaines fonctions effectrices des macrophages

peut causer des préjudices sérieux à l'hôte. Il a été démontré que l'activation des

macrophages pouvait entraîner des effets suppresseurs, via la production de métabolites

de la cyclooxygénase, la production de H2Û2 ou encore via des mécanismes non-

spécifiques qui affectent les fonctions des lymphocytes (209-212).

0

Suite à une brûlure, les macrophages et les monocytes semblent être activés de façon

similaire aux lymphocytes. Les taux de néoptérine plasmatique, qui sont élevés après

une brûlure, sont le reflet d'une augmentation de l'activation des macrophages

(213,214). Il a été proposé que l'immunosuppression associée à la brûlure soit causée

par la production de PGEz par les macrophages (177,215) ou encore causée par la

diminution de la production de l'interleukme-2 (187-189). Toutefois, l'utilisation

d'inhibiteurs de la cyclooxygénase ne rétablit pas complètement l'immunodéficience

causée par la brûlure (216,217). Par conséquent, d'autres mécanismes sont impliqués

dans l'induction de l'immunosuppression. On a récemment établi que la production de

réactifs intermédiaires de l'azote par les macrophages entraîne l'inhibition des fonctions

des lymphocytes m vitro (212,218-221). La production des métabolites de l'azote se fait

via l'oxydation enzymatique de la L-arginine en L-citruline (61). L'activation des

macrophages par l'infection ou par l'exposition à divers stimuli (LPS, INFy), entraîne

une augmentation du métabolisme de l'arginine et une augmentation de la production

des réactifs intermédiaires de l'azote (61). Or, l'augmentation de la production de ces

réactifs est non seulement carrelée avec des effets immunosuppresseurs, mais également

avec une augmentation de la cytotoxicité des cellules (61,212,220). Une augmentation

des taux de NO a été notée chez les patients et chez les animaux brûlés (222-224). Des

études récentes effectuées auprès de modèles expérimentaux ont démontré l'implication

des métabolites réactifs de l'azote dans l'induction de la suppression des fonctions des

lymphocytes T après une brûlure (175,225,226). Le retrait des macrophages dans les

suspensions de cellules de la rate ou encore l'utilisation d'un inhibiteur de la NOs dans

les cultures cellulaires, rétablit la prolifération cellulaire. Or, ces résultats suggèrent que

les macrophages, de par leur production de métabolites immunosuppresseurs,
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n contribuent de façon importante à la diminution des fonctions des lymphocytes T en

période post-brûlure.

1.2.3 Facteurs nutritionnels affectant le système immunitaire des patients

brûlés

Une brûlure sévère engendre un hyper métabolisme dont l'intensité et la durée varient

selon l'étendue et la profondeur de la surface affectée, selon la présence d'infection et

enfin, selon l'efficacité d'un traitement précoce. Cette augmentation de la dépense

énergétique, conjointement à la réponse inflammatoire systémique, contribue au

développement d'une malnutrition accompagnée d'une perte importante de masse

musculaire (227,228). A son tour, la malnutrition a des répercussions nuisibles sur la

cicatrisation (229), le système immunitaire (227) et la survie des patients si des apports

insuffisants en énergie et en nutriments sont administrés. Le support nutritionnel est

maintenant reconnu comme une composante essentielle dans le traitement des patients

brûlés afin d'enrayer la constitution du cercle vicieux infection/malnutrition représenté

par le schéma ci-dessous (228,230).

^ Immunité
Cellulaire

> Etat catabolique

Malnutrition Immunité
Humorale

Infection

0

Malgré l'efficacité d'un support nutritionnel conventionnel dans la réduction de la

mortalité (231), les mesures couramment utilisées sont limitées et mènent parfois à des

déficiences pour certains cellules/tissus/organes en particulier. L'utilisation de la
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nutrition pharmacologique a été recommandée afin d'augmenter les bénéfices de la

nutrition clinique pour des pathologies spécifiques (232). Chez les patients brûlés, la

composition du support nutritionnel influence également grandement revolution

clinique. En effet, il est reconnu que des interventions nutritionnelles précises peuvent

moduler la réponse du système immunitaire ; c'est alors que nous parlons

d'immunomodulation nutritionnelle ou d'immunonutrition. Les apports en protéines, en

lipides (quantité et qualité), en arginine et en glutamine de la diète sont les principaux

agents immunomodulateurs faisant l'objet de recherches intenses auprès de patients

traumatisés. La quantité totale de calories administrées, l'apport en nutriments

spécifiques, la route d'administration du support nutritionnel et le statut nutritionnel du

patient avant l'incident sont tous des facteurs qui possèdent un impact considérable sur

les fonctions immunitaires des patients brûlés.

1.2.3.1 Support nutritionnel

La nutrition entérale est la voie de choix à utiliser pour la plupart des patients brûlés.

D'une part, parce qu'elle ne présente pas les risques septiques inhérents à la voie

parentérale (233) et d'autre part, parce qu'elle maintient l'intégrité fonctionnelle de la

paroi du tube gastro-intestinal en favorisant la sécrétion d'hormones intestinales et de

facteurs de croissance (234). En effet, la nutrition entérale engendre une augmentation

des sécrétions pancréato-biliaires, de l'activité neurale de l'intestin, du débit sanguin

splanchnique, de même que des taux de glutathion; tous des facteurs qui facilitent

directement ou indirectement la croissance entérocytaire (234,235).

0

Le moment où le support nutritionnel est initié est également décisif du pronostic des

patients brûlés. Le début de l'alimentation dans les premières quarante-huit heures post-

brûlure a montré d'importants avantages sur la cicatrisation des plaies et la durée de

soins des patients, en plus de mieux satisfaire leurs besoins énergétiques (236). En fait,

il semble que débuter le support nutritionnel dans les 6 premières heures suivant le

traumatisme soit efficace et sans danger. Il permet ainsi de renverser plus rapidement la

plupart des effets hormonaux et métaboliques causés par la brûlure (237). Plusieurs
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études sont concluantes à l'effet que l'introduction précoce de l'alimentation entérale

exerce un rôle protecteur de l'immunité et de l'intégrité de la paroi intestinale, avec pour

corollaire possible une diminution de l'hyper métabolisme et de la translocation

bactérienne (238,239). L'hyper métabolisme précoce après la brûlure pourrait être dû à

un passage de toxines ou de métabolites bactériens à travers la paroi intestinale devenue

perméable, avec majoration de la réponse inflammatoire. L'apport enterai précoce en

nutriments pourrait limiter l'hyper métabolisme par un effet protecteur sur la muqueuse

intestinale (240). Le rôle préventif de l'alimentation entérale pour la translocation

bactérienne est bien démontré dans les modèles d'animaux brûlés (241,242). Cependant

chez l'humain, ce phénomène reste à être prouvé.

1.2.3.2 Protéines

0

Comme nous l'avons vu précédemment, les pertes protéiques ont des répercussions

importantes chez les patients brûlés; il paraît donc essentiel de remplacer

quantitativement et qualitativement les pertes azotées par un apport suffisant en

protéines. Dans les années 80, l'équipe d'Alexander a démontré les effets bénéfiques

d'une diète riche en protéines sur l'état nutritionnel et les fonctions immunitaires des

enfants brûlés (243). De façon plus remarquable, cette étude a également montré une

amelioration du taux de survie et une diminution des complications infectieuses. Les

apports recommandés en protéines pour les patients brûlés furent donc évalués aux

environs de 1.5 à 3.0 g. kg . d avec un ratio de 100 : l d'énergie non protéique par g
d'azote (244). Toutefois de récentes études ont remis en question la nécessité

d'administrer de telles quantités de protéines (38). En effet, il semble que la synthèse

protéique musculaire soit indépendante de l'apport en protéines (245) et que la depletion

protéique serait reliée à un défaut dans le transport des acides aminés et/ou encore à une

activation de la voie ubiquitine-protéasome (38,246). Compte tenu de ces observations,

un apport en protéines de 1.5 à 2.0 g. kg . d serait suffisant après une brûlure (38).
Des apports supérieurs ne feraient qu'accélérer le renouvellement protéique sans

améliorer le bilan azoté (38).
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1.2.3.3 Lipides

Un minimum de lipides doit être administré aux patients brûlés afin de prévenir une

déficience en acides gras essentiels. Ces derniers ont leur importance pour le maintien

des structures membranaires et pour assurer la biosynthèse des PG. Un apport d'environ

7 à 10% d'énergie non protéique sous forme de lipides est suffisant pour prévenir une

déficience en acides gras essentiels. Des évidences révèlent que les lipides ne sont pas

une source efficace d'énergie chez les patients sévèrement brûlés. En effet, des

composantes de la molécule lipidique interfèrent avec plusieurs aspects de la fonction

immunitaire (247). En s'incorporant rapidement dans les lipides membranaires de toutes

les cellules, y compris les cellules immunitaires, les acides gras ont une influence

marquée sur la fonction de celles-ci (247). Les acides gras de la série oméga-6, les

principaux acides gras des phospholipides membranaires chez les mammifères, ont des

propriétés immunosuppressives significatives qui sont en partie reliées aux métabolites

de l'acide arachidonique. Les dérivés des voies de la cyclooxygénase et de la

lipoxygénase participent à l'exacerbation de la réponse inflammatoire et réduisent les

réponses immunitaires après une brûlure (l 11). De plus, il a été établi que les monocytes

et les macrophages des patients brûlés produisent de grandes quantités de PGË2 (100).

Les PGË2 sont particulièrement reconnues pour entraîner divers effets inhibiteurs sur le

système immunitaire. La substitution des acides gras oméga-3 tels que l'acide

éicosapentaenoic et l'acide docosahexaenoic au profit des oméga-6 entraîne la

production de métabolites ayant une activité biologique plus faible et ayant moins

d'effets inflammatoires (111). Généralement, on attribue des effets délétères sur les

fonctions de système immunitaire lorsque les lipides de l'alimentation fournissent plus

de 15% des calories non-protéiques (111). Les effets du type et de la quantité de lipides

sur le système immunitaire seront détaillés dans le prochain chapitre.

1.2.3.4 Glutamine

0 En situation normale, la glutamine est un acide aminé non essentiel. Presque toutes les

cellules de l'organisme possèdent l'enzyme glutamine synthétase, mais le muscle
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squelettique représente la principale source de la production endogène de glutamine. La

glutamine est l'acide aminé le plus abondant dans l'organisme, constituant plus de 60%

du pool d'acides aminés libres. Etant donné que 80% du pool total d'acides aminés

libres se retrouve dans le muscle squelettique, l'importance quantitative de la glutamine

en tant que transporteur d'azote est énorme. En fait, la principale fonction du pool de

glutamine, présent dans le muscle, est de maintenir le bilan azoté de l'organisme. La

glutamine est le plus important précurseur pour la synthèse de l'ammoniac dans le rein

et elle sert également de substrat pour l'uréagénèse et la néoglucogenèses hépatique. La

glutamine est le substrat préférentiel pour toutes les cellules à haut potentiel prolifératif

de l'organisme (cellules intestinales, cellules du système immunitaire) car elle fournit

des groupements azotés pour la synthèse des acides nucléiques indispensables pour la

multiplication cellulaire. En effet, les macrophages et les lymphocytes utilisent la

glutamine comme substrat énergétique et comme intermédiaire moléculaire pour la

synthèse de purine et de pyrimidine. Finalement, soulignons que la glutamine est un

précurseur majeur du glutathion, qui est principalement synthétisée dans le foie, et

qu'elle participe activement au maintien de l'homéostasie acide-base au niveau des reins

(248,58).

La glutamine et l'arginine, en fournissant des groupements azotés pour la synthèse des

acides nucléiques, sont des composantes essentielles pour la culture in vitro de

leucocytes (249-253). De plus, la glutamine est un des principaux substrats, avec le

glucose, pour les cellules immunitaires quiescentes. La production m vitro de l'IL-2 et

INFy par les lymphocytes est dépendante de la glutamine (249,251,254). Une

augmentation dose-dépendante de l'activité bactéricide et phagocytaire des neutrophiles

et des macrophages a été observée avec l'ajout de glutamine in vitro (255,256). Enfin,

des études ex vivo ont montré une augmentation de la réactivité des cellules T suite à

une supplementation en glutamine de la diète des souris (254).

0
L'infection et l'inflammation entraînent la libération de la glutamine depuis les réserves

intracellulaires du muscle squelettique et la synthèse de novo par les poumons. En fait,

l'activité de la glutamine synthétase présente dans les muscles squelettiques est
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fortement régulée par les glucocorticoïdes et le stress (257). Toutefois, en situation de

stress, 1'augmentation de la production de glutamine est insuffisante pour maintenir des

taux normaux de glutamine intramusculaire et par conséquent, la production est

nécessairement insuffisante et ne peut pas satisfaire à la demande du système

immunitaire et du lit splanchnique (258). En d'autres mots, la vitesse d'utilisation de la

glutamine dépasse largement les capacités de synthèses en situation d'agression. Par

conséquent, dans ces conditions, la glutamine devient un acide aminé

conditionnellement essentiel.

0

Lors d'un traumatisme, la glutamine devient le principal substrat pour le lit

splanchnique (259) incluant les entérocytes (260,261). L'augmentation de l'utilisation

de la glutamine par l'intestin a mené à la théorie qui veut qu'une supplementation en

glutamine puisse diminuer la perte des propriétés mécaniques et immunologiques de

l'épithélium intestinal, réduisant ainsi la translocation bactérienne et l'inflammation

systémique (262-264). Notons également qu'en présence d'un état hyper catabolique, la

glutamine est détournée au profit de la néoglucogenèse, ce qui privent également les

cellules immunitaires d'un de leurs principaux substrats. Plusieurs observations ont

indiqué qu'une diminution des concentrations plasniatiques de glutamine est

caractéristique de plusieurs conditions pathologiques, soit : après une brûlure (252,265),

après une chirurgie (266-268), en présence d'un état septique (269) ou encore après un

entraînement athlétique intense (270,271). Ainsi plusieurs auteurs ont suggéré que la

diminution des apports des cellules immunocompétentes en glutamine puisse contribuer,

du moins en partie, à l'immunosuppression sous-jacente à un traumatisme sévère

(272,273). Une supplementation en glutamine améliorerait donc le statut clinique et

immunitaire des patients traumatisés (252,253,273,274). En effet, une supplementation

en glutamine pourrait améliorer la réponse clinique des patients ou diminuer la réponse

métabolique au stress en augmentant la rétention azotée et la masse musculaire (275), en

préservant l'intégrité de la muqueuse intestinale (276) et la perméabilité intestinale

(277), en maintenant les fonctions immunitaires (139) et en réduisant l'incidence

d'infections (274,278). Des récentes évidences suggèrent également qu'une

supplementation en glutamine préserve les taux de glutathion présent dans le foie et les
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autres tissus (279). Chez des enfants brûlés. Ogle et collaborateurs (280) ont rapporté

une amélioration de la fonction bactéricide des neutrophiles suite à l'ajout de glutamine

lors de la stimulation in vitro cellules. Les effets positifs de la glutamine sur la fonction

des neutrophiles s'expliqueraient par l'augmentation de la phagocytose et

l'augmentation de la production de réactifs intermédiaires de l'oxygène (280-283). Ces

résultats proposent un rôle important de la glutamine pour la prévention et le traitement

des infections via son action sur les neutrophiles. Une étude clinique préliminaire,

effectuée dans notre laboratoire, a démontre qu'une supplementation en glutamine réduit

la durée de soins et diminue l'incidence de mortalité chez des patients sévèrement

brûlés. Les résultats sur les fonctions cellulaires de ces patients suivront dans un avenir

rapproché. II est clair que de nombreuses fonctions des cellules du système immunitaire

dépendent de la glutamine; toutefois le mécanisme sous-jacent à ce phénomène est

encore mal compris.

0
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2. LIPIDES, EICOSANOÏDES ET SYSTÈME IMMUNITAIRE

Bon nombre d'évidences montrent que la quantité et le type de lipides de la diète jouent

un rôle important dans la santé des individus. L'effet immunomodulateur des lipides a

été initialement suggéré par les résultats d'études épidémiologiques associant une grande

consommation de gras riches en acides gras polyinsaturés de type oméga-3 à une faible

incidence de désordres inflammatoires et auto-immuns (284). Par la suite, des études

cliniques ont rapporté les effets favorables d'une supplementation en huile de poisson,

contenant de fortes concentrations d'acide gras oméga-3, dans plusieurs conditions

pathologiques inflammatoires (285-287). L'utilisation clinique potentielle des huiles

riches en acides gras oméga-6 ou oméga-3 a encouragé les investigations et avivé

l'intérêt portant sur les effets des acides gras et des lipides sur les fonctions des cellules

immunitaires.

0

Les acides gras sont des composantes essentielles des membranes des cellules

immunitaires et ils sont requis pour la croissance et l'homéostasie de ces cellules. Des

résultats expérimentaux et cliniques ont montré que le type d'acide gras de la diète et la

concentration totale de lipides dans la diète, ont tous deux une influence importante sur

la croissance et l'activité des cellules immunitaires. La plupart de ces études ont montré

qu'une réduction de l'apport total des lipides de l'alimentation améliore plusieurs

paramètres du système immunitaire dans des situations physiologiques normales.

Toutefois, les mécanismes d'action proposés sont nombreux et encore mal compris. Les

principaux paramètres immunitaires affectés par les lipides sont : la synthèse des

cytokines, l'activité des cellules NK, la phagocytose et la réponse inflammatoire Des

changements dans la fluidité membranaire, -l'induction d'un stress oxydatif, la

production d'éicosanoïdes et la régulation de l'expression de certains gènes, figurent

parmi les mécanismes proposés pour expliquer la modulation des fonctions

immunitaires par les acides gras (288). A l'intérieur de ce chapitre, nous décrirons les

effets immunomodulateurs des lipides de l'alimentation, de même que les mécanismes

potentiels associés.
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2.1 BIOSYNTHÉSE DES ACIDES GRAS

Les acides gras jouent plusieurs rôles à l'intérieur de la cellule. Les principaux étant

qu'ils sont une source d'énergie (289,290) et qu'ils sont des constituants essentiels des

membranaires cellulaires (291). Ces rôles peuvent être remplis par tous les types

d'acides gras. Toutefois, certains ont des propriétés spécifiques. Par exemple, les acides

gras polyinsaturés (AGPI) oméga-6 (n-6) et les oméga-3 (n-3) sont des précurseurs pour

les éicosanoïdes (292) tandis que les acides gras saturés (AGS) se lient de façon

covalente avec certaines protéines et semblent jouer un rôle important dans le

fonctionnement de ces protéines. Finalement, les acides gras insaturés jouent des rôles

de second messager à l'intérieur de la cellule (293).

0

Les mammifères peuvent effectuer la synthèse de novo des acides gras saturés (jusqu'à

I'acide palmitique (16:0)), mais cette synthèse est peu exploitée chez l'humain car la

diète occidentale, dite « Western », comble amplement les apports en AGS. Toutefois,

les membranes cellulaires nécessitent la présence d'AGPI pour assurer le maintien de

leurs fonctions, de leur structure, de même que leur fluidité. Ainsi, au-delà de la

conversion de l'acide stéarique (18:0) en acide oléique (18:ln-9) par l'enzyme A9

désaturase, les tissus des mammifères sont incapables de synthétiser les acides gras

polyinsaturés. Par conséquent, les acides gras linoléiques (18:2n-6) et a linoléniques

(18:3n-3) doivent provenir de la diète uniquement, ce qui en fait d'eux des acides gras

essentiels (AGE). Rappelons que les séries n-9, n-6 ou n-3 des acides gras se

caractérisent par la présence de la dernière de leurs doubles liaisons avec interruption

cis-méthylénique au 9e au 6 ou au 3 carbone à partir du groupement méthyle terminal,

respectivement. Les AGE servent' de précurseurs in vivo pour la synthèse d'AGPI à

chaîne longues. Après ingestion, une proportion des AGE procure de l'énergie à

l'organisme et le reste des AGE est distribué parmi les triglycérides adipeux ou autre

reserve tissulaire et parmi les lipides structuraux des organes. Dans l'organisme les

AGPI sont oxydés plus rapidement que les AGS ou les acides gras monoinsaturés

(AGMI). Par contre, les AGPI à longues chaînes dérivés des AGE (C20 :3n-6, C20 :4n-

6, C20 :5n-3 et C22 :6n-3) sont moins facilement oxydables que les AGE. C'est
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0 principalement au foie qu'à lieu le métabolisme des AGPI qui transforme les AGE

contenant 18 carbones en AGPI à longue chaîne avec 20 ou 22 carbones, en faisant

intervenir une succession d'elongations et de désaturations, tel que montré à la figure l.

Ces réactions consistent au retrait de deux atomes d'hydrogène des AGPI pour former

une nouvelle double-liaison et de l'addition de deux atomes de carbones provenant du

métabolisme du glucose pour allonger la chaîne de l'acide gras. Les désaturations sont

catalysées par différentes enzymes (A6 et A5 désaturases) mais, ce sont les mêmes

enzymes qui catalysent les étapes équivalentes dans les voies de transformation des

acides gras n-9, n-6 ou n-3. Les familles d'AGPI interagissent de façon compétitive

entre elle; de telle manière que les acides n-3 supprime plus fortement le métabolisme

des acides n-6 que les acides n-6 ne suppriment les n-3. Toutefois les deux types

d'acides, n-6 et n-3, peuvent, en agissant seuls ou ensemble, inhiber la biosynthèse de

l'acide gras non-essentiel n-9. Les enzymes désaturases et élongases prédominent dans

le foie, mais elles sont aussi situées dans le réticulum endoplasmique des cellules

intestinales, cérébrales et rétiniennes. Les AGE sont distribués de manière sélective

entre les divers organes, selon leurs rôles structuraux et fonctionnels. A titre d'exemple,

les acides gras n-3 sont concentrés dans les structures biologiques impliquées dans les

mouvements rapides comme les mécanismes de transport du cerveau et de la rétine,

tandis que ceux de la série n-6 sont distribués dans tous les tissus (294).

0

La A6 désaturase constitue la première étape dans le métabolisme de bio transformation

des AGPI. Cette bioconversion, qui est une réaction aérobique, prend place dans les

membranes du réticulum endoplasmique. Pour initier la A6 désaturation, la présence de

l'Acyl-CoA est requise comme substrat. Ainsi à cette étape, l'acide gras linoléique Cl 8-

2n-6 se transforme en acide ylinolénique 18:3n-6 ou encore, l'acide gras alpha-

linolénique C18:3n-3 est converti en C18:4n-3. L'étape suivante est l'élongation des

chaînes d'acides gras. L'élongation microsomale des chaînes d'acides gras est un

processus dépendant, du Malonyl-CoA. Le Malonyl-CoA, dérivé du métabolisme du

glucose, se condense avec l'Acyl-CoA préformé pour générer un dérivé p-kéto. Ce

dernier est immédiatement réduit en un deuxième alcool et une dernière réduction

utilisant le NADPH mène à la formation d'un acide gras ayant 2 carbones de plus que
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son précurseur. Etant donné qu'aucune molécule d'oxygène n'est requise dans le

processus d'elongation, cette étape est habituellement pratiquée dans des conditions

anaérobiques. Dans le métabolisme des AGPI, les vitesses de désaturation sont

généralement plus lentes que celles associées à l'elongation des chaînes. La A5

désaturase consitue l'étape finale dans la conversion de l'acide linoléique en acide

arachidonique (AA; C20:4n-6) et de l'acide alpha-linolénique en acide C20:4n-3.

D'autres séries d'élongations permettent la formations des AGPI à 22 et 24 C.

0

Les phospholipides des structures membranaires contiennent une forte concentration

d'AGPI dont ceux contenant 20 et 22 carbones sont prédominants. L'AA, C20:4n-6, est

le plus important et le plus abondant des AGPI à longue chaîne trouvé dans les

phospholipides des membranes et, de plus, il est le principal précurseur des

éicosanoïdes. La libération de l'AA initie une série de réactions métaboliques

communément appelée la cascade métabolique de l'AA. La libération de l'AA est

catalysée par une hydrolyse effectuée par la phospholipase As (PLAz). La PLAz se

classifie en deux formes distinctes : la forme soluble (sPLÂ2) et la forme cytosolique

(cPLA2). La cPLAi est exprimée sur plusieurs types de cellules, incluant les

fibroblastes, les cellules mésangiales du rein et les plaquettes (295-297). La cPLA?

démontre une préférence pour exercer l'hydrolyse de l'AA placé à la position sn-2 du

squelette du glycérol (298). Ce phénomène justifie l'implication de cPLAz dans

l'initiation des processus inflammatoires. En contre partie, la sPLÂ2 n'a aucune

preference spécifique concernant la position ou le type d'acide gras à hydro lyser; ainsi

son rôle consiste au maintient d'une homéostasie membranaire normale. La

concentration de l'AA libre est sous la régulation étroite des phospholipases et des

acyltransférases. La plupart de l'AA non acylée est liée à une protéine cytosolique. Les

AGPI à longue chaîne sont majoritairement incorporés à la position 2-acyl des

phospholipides des bi-couches plasmatiques, mitochondriales et nucléaires. Après leur

hydrolyse, les acides gras à 20 carbones peuvent être transformés en métabolites

intracellulaires (inositol triphosphate [IPs] et diacylglycerol [DAG]) et extracellulaires

(éicosanoïdes et facteur d'activation plaquettaire [PAF]). Le PAF et les éicosanoïdes,

relargués par la PLAz, agissent à titre de médiateurs extracellulaires, tandis que la
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0 phospholipase C (PLC) libèrent des médiateurs intracellulaires, le DAG et IPs, qui sont

impliqués dans la transduction des signaux. Suite à la stimulation des récepteurs, le

DAG et l' 3 agissent en tant que messagers intracellulaires qui permettent l'activation

des protéines kinases C (PKcC) et la libération des réserves de calcium intracellulaire

(299). L'activation des PKcC entraîne la transduction d'une grande variété de stimuli

extracellulaire, qui mènent à la régulation de processus cellulaires tels que la

proliferation et la différenciation.

La proportion relative entre l'AA et les autres AGPI à longues chaînes présents dans les

phospholipides des tissus est importante en raison du fait que ces AGPI peuvent

compétitionner ou inhiber une enzyme impliquée dans la formation des produits

intracellulaires ou extracellulaires bio logiquement actifs. La fluidité et autres propriétés

physiques des phospholipides membranaires sont grandement déterminées par la

longueur de la chaîne et le degré d'insaturation de leurs acides gras. Ces propriétés

physiques peuvent affecter la capacité des phospholipides à exercer ses fonctions

stiucturales, comme le maintient des activités normales des enzymes membranaires.

Sachant que les AGPI de l'alimentation peuvent grandement moduler la composition en

AGPI des lipides structuraux, nous pouvons supposer que la génération des produits

intra et extracellulaires peuvent également être affectés par les lipides de l'alimentation

(300).

0
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2.2 SYNTHÈSE DES ÉICOSANOÏDES

Les acides gras essentiels servent également de précurseurs des éicosanoïdes. Les

éicosanoïdes sont une famille de dérivés oxygénés des acides dihomo-y-linolenique,

arachidonique et eicosapentaenoique. Ils incluent les PG, les TX, les LT, les lipoxines et

les acides hydroxyeicosatetraenoique (HETE) et hydroperoxyeicosatetraenoique

(HPETE). Dans la plupart des conditions, l'AA est le principal précurseur de ces

composés. Les éicosanoïdes produits par l'AA possèdent une activité biologique plus

grande que celle produite par les deux autres acides. La quantité et le type

d'éicosanoïdes synthétisés sont déterminés : a) par la disponibilité de l'AA qui dépend à

la fois de la diète et de l'enzyme A6 désaturase; b) par l'activité de la PLAz qui peut être

moduler négativement par les glucocorticoïdes et par l'activité de la PLC; e) par

l'activité de la COX qui peut être inhibée par les drogues anti-inflammatoires non

stéroïdieimes (aspirine, ibuprofène, indométacine) et; d) par l'activité de la LO qui peut

être inhibée par les antioxydants et les flavanoïdes (301).

0

La synthèse des éicosanoïdes se fait par l'entremise de deux voies enzymatiques

différentes : la voie de la COX et celle de la LO. La COX produit les PG et les TX

tandis que la LO induit la production des LT, de la lipoxine et des HETE et HPETE.

L'AA est le substrat prédominant pour la COX. Par conséquent, la COX est l'enzyme

clé pour la synthèse des PG à partir de l'AA. Il existe deux iso formes de COX : COX-1

et COX-2. Les deux iso formes ont une structure presque identique ; toutefois ils se

distinguent de par leurs fonctions physiologiques (302). L'activité de la COX-1 est

constitutive et présente à un niveau constant dans la plupart des types de cellules tandis

que l'activité de la COX-2 doit être induite par un stimulus. La COX-1 est plutôt

associée à la physiologie normale tandis que le deuxième iso forme est associé à un état

pathologique. La plupart des médiateurs reliés à l'inflammation (IL-1, IL-2 et TNF-a)

ont la capacité d'induire l'activité de la COX-2. L'inflammation engendrée par la

lipopolysaccharide (LPS) induit également l'activité de la COX-2. En contre partie, les

cytokines anti-inflammatoires, IL-4, IL-10 et IL-13, de même que les glucocorticoïdes,

diminuent l'induction de la COX-2 (303,304). En plus d'etre induite dans les lésions



0

56

inflammatoires, la COX-2 est présente de façon constitutive dans le cerveau et dans la

moelle épinière, où elle serait impliquée dans la transmission nerveuse, particulièrement

pour l'induction de la fièvre et la douleur. La COX-1 induit la production de PG qui

assurent l'intégrité des muqueuses épithéliales de l'estomac et de l'intestin et assure une

fonction rénale normale (302). L'activité cellulaire de la COX-1 dépend de la

disponibilité de l'acide arachidonique des phospholipides membranaires. La COX-2 est

un enzyme inductible qui peut être exprimé par les macrophages activés (305,306), les

fibroblastes (307,308) et plusieurs autres types de cellules (309-311). Par conséquent,

les PG produites après un traumatisme thermique proviennent des suites de l'activation

de la COX-2 et sont surtout des PG de la série 2.

La diète peut moduler la biosynthèse des éicosanoïdes formés à partir de l'AA en

agissant de trois façons différentes. Premièrement, une diète déficiente en acides en gras

essentiels ou riche en l'isomère trans de l'acide linoléique, diminue les niveaux

tissulaires d'AA en raison du manque de substrat et par conséquent, réduit la production

de ses métabolites. Deuxièmement, il existe une inhibition compétitive entre les n-3, n-6

et n-9 pour les désaturases responsables de la synthèse des acides gras polyinsaturés

dans les tissus (312). Ainsi, une augmentation des apports des acides gras de la famille

n-3 dans la diète entraîne une diminution de la synthèse de l'AA dans les tissus. La

troisième façon par laquelle les lipides de l'alimentation peuvent moduler la biosynthèse

des éicosanoïdes se joue au niveau de leur site de formation. Par conséquent, des apports

élevés en n-3 entraîneront nécessairement la formation d'un profil différent

d'éicosanoïdes (PG et TX de la série 3 et LT de la série 5) qui possèdent des activités

biologiques qui leur sont propres. Ainsi, à travers la formation de métabolites

hétérogènes, le type d'acides gras polyinsaturés présents dans la diète peut moduler la

composition membranaire des cellules et par le fait même, entraîner des changements

dans la réponse immunitaire.

0
La composition lipidique des monocytes, macrophages, lymphocytes et

polymorphonucléaires reflète la composition en acide gras des lipides de l'alimentation

(313-316). Ces cellules peuvent synthétiser tous les acides gras non-essentiels, mais ils
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doivent puiser leurs sources d'acides gras essentiels à partir des lipides plasmatiques

circulant dans le sang. Ainsi, les cellules immunitaires dépendent de l'activité de la A6-

désaturase hépatique pour l'obtention de l'acide arachidonique (317). Conséquemment,

les acides gras de la diète (quantité et qualité) affectent directement le taux de synthèse

de l'acide arachidonique (318). Ce phénomène se révèle d'une grande • importance

compte tenu des effets qu'exercent les métabolites de l'acide arachidonique sur

plusieurs composantes du système immunitaire.

II est connu que des manipulations in vitro de la composition en acide gras des

lymphocytes entraînent des modifications dans les fonctions immunitaires (319).

Toutefois, ces modifications dépendent de la concentration et de la méthode de

presentation des lipides aux cellules en culture. Des changements dans la quantité totale

de lipides de la diète peuvent également entraîner des modifications dans la composition

des phospholipides membranaires des lymphocytes (320-323).

Considérant l'intérêt de ce présent travail, nous discuterons brièvement des effets des

différents types d'acides gras sur les fonctions des cellules du système immunitaire. Le

corps de la discussion portera surtout sur les effets de la quantité des lipides de la diète

sur le système immunitaire.

0
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n 2.3 EFFETS IN VITRO DES ACIDES GRAS SUR LES FONCTIONS DES

LYMPHOCYTES

0

Plusieurs études se sont intéressées aux effets d'un ajout de différents acides gras aux

cultures cellulaires de lymphocytes. Les concentrations d'acides gras généralement

utilisées se situent entre 30 et 300 [iM. On a comparé les effets des acides gras satures

(acides myristique, palmitique et stéarique), monoinsaturé n-9 (acide oléique),

polyinsaturés n-6 (acides linoléique, arachidonique, y-linolénique et dihomo-y-

linolénique) et polyinsaturés n-3 (acides a-linolénique, éicosapentaenoïque et

docosahexaenoïque) (324-333). Bien que les AGS et les AGPI engendrent une inhibition

de la prolifération des lymphocytes, les AGPI possèdent la plus forte activité inhibitrice

et parmi ceux-ci, les plus inhibiteurs sont les acides gras de la famille n-3

(324,325,327,328,330,334). Ces études ont clairement démontré que les AGPI (n-6 ou

n-3) inhibent plusieurs fonctions des lymphocytes, dont la prolifération (324-330), la

production d'IL-2 (327-330), l'activité des cellules NK (331) et la présentation

antigénique (332). L'inhibition de la prolifération des lymphocytes par les AGPI est

dépendante de la concentration d'acides gras utilisée de même que du temps

d'incubation des cellules en présence des acides gras (324,330). Enfin, la plupart des

études s'entendent pour dire que la sévérité de l'inhibition dépend également, en partie,

du degré d'insaturation et de la longueur de la chaîne de l'acide gras. Par ordre

décroissant, la capacité inhibitrice des AGPI sur la prolifération des lymphocytes T est

la suivante : l'acide éicosapentaenoïque, l'acide arachidonique, l'acide

docosahexaenoïque, l'acide a-linolénique et l'acide linoléique (324,325,327,328,334).

La validité de ces résultats m vitro peut être critiquée en raison des fortes concentrations

d'acides gras. En effet, l'utilisation de concentrations que l'on pourrait qualifier de non

physiologiques peut, entre autre, biaiser les résultats en produisant des effets non

spécifiques (335). Ces remarques sont soutenues par les études de Kelly et Parker (336)

qui ont démontré que, contrairement à des concentrations élevées, l'ajout d'une faible

concentration d'un acide gras insaturé (moins de 5 |^M) augmentait la prolifération des

cellules spléniques de souris. En fait d'après ces études il semble que, lorsque la
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concentration d'un acide gras est excessive (~ 10-15 f^M), ce dernier exerce des effets

inhibiteurs (336).

0

Ainsi, ces résultats in vitro suggèrent qu'une consommation élevée d'AGPI, plus

particulièrement de type n-3, puisse supprimer les fonctions des lymphocytes et du

même fait, la réponse du système immunitaire. Toutefois, il est plutôt hasardeux

d'émettre une telle extrapolation car il faut mentionner que les changements observés

dans la réponse immunitaire, suite à des manipulations in vitro d'acides gras, ne

reflètent pas nécessairement les changements in vivo, où les interactions entre cellules

sont beaucoup plus complexes. De manière à obtenir des résultats plus convaincants et

plus réalistes, les études subséquentes ont vérifié les effets des lipides de la diète sur les

différentes fonctions du système immunitaire.
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0 2.4 EFFETS EX VIVO DES LIPIDES DE L'ALIMENTATION SUR LES

FONCTIONS LYMPHOCYTAIRES

2.4.1. Etudes animales

De nombreuses études se sont penchées sur les effets d'une variation dans la quantité de

lipides de l'alimentation sur la prolifération lymphocytaire (337-349). Parallèlement aux

résultats m vitro mentionnés précédemment, de fortes concentrations de lipides dans la

diète induisent une diminution de la prolifération ex vivo des lymphocytes. La réduction

des apports en lipides de la diète prolonge la survie d'animaux prédisposés à une

maladie auto-immune et améliore la cicatrisation chez les rats soumis à un stress

chirurgical (340,350). A l'opposé, une augmentation des taux de lipides dans la diète

supprime la résistance aux infections dans plusieurs modèles d'animaux (351,352).

Ainsi, une augmentation de la concentration des lipides de l'alimentation inhibe

plusieurs fonctions des lymphocytes tandis que l'inverse s'applique lorsque les apports

en gras sont diminués. Toutefois, les effets précis de ces diètes riches en lipides varient

selon plusieurs facteurs incluant la concentration exacte et le type de lipides. En effet,

tout comme les études in vitro l'ont démontré, le type d'acide gras prédominant dans

une diète influencerait la capacité proliférative des lymphocytes.

0

Plusieurs études se sont penchées sur les effets des diètes hyper lipidiques riches en gras

saturés (GS) (lard, suif, huile de palme, huile de coco hydrogénée) sur la prolifération

des lymphocytes. Toutefois, les résultats observés dépendent du point de comparaison

entre les différentes diètes. En effet, on a parfois comparé les diètes hyperlipidiques

riches en GS à des diètes hyper lipidiques riches gras polyinsaturés (GPI) ou encore, on

les a comparées à des diètes à faible teneur en lipides. Conséquemment, les effets

spécifiques des diètes hyper lipidiques riches en GS sont difficiles à évaluer. Certaines

études n'ont révélé aucun effet d'une diète hyper lipidique riche en GS lorsque comparée

à des diètes à faible teneur en lipides (337,341,344) tandis que d'autres ont montré que

des diètes hyper lipidiques et riches en GS sont inhibitrices, mais à un degré moindre

que celles riches en GPI (339,340,342,347,349,353,354). Enfin, d'autres n'ont démontré
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aucune différence significative entre les diètes hyper lipidiques riches en AGS et en

AGPI (338,352,355-358). Comme nous pouvons le remarquer, les résultats de ces

études divergent les uns des autres et, il est donc difficile de conclure clairement sur les

effets des diètes riches en AGS sur les fonctions lymphocytaires. De plus, il semble qu'à

l'intérieur même de la famille des GS, les effets sur la prolifération des lymphocytes

varient selon le type d'acide gras prédominant. En effet, on a récemment démontré que

la prolifération des lymphocytes est affectée par la nature du principal acide gras saturé

de la diète (acide palmitique vs acide stéarique et laurique) (358). Cette observation

démontre la complexité des effets de la composition de la diète sur les fonctions du

système immunitaire.

0

De nombreuses études ont évalué les effets des diètes riches en GPI de type n-6 (huile

de soya, maïs, tournesol) sur la prolifération des lymphocytes. Plusieurs ont rapporté

une diminution de la réponse mitogénique des lymphocytes T suite à l'administration

d'une grande quantité de GPI (huile de maïs ou de tournesol) comparativement à des

gras riches en GS dans l'alimentation des animaux (337-341,347,349,353,354,356). Une

fois de plus, ces résultats ne sont pas unanimes car une absence d'effet sur la

proliferation des lymphocytes a également été observée par plusieurs, suite à

l'administration de diètes riches en acide linoléique (344-346,355). Notons que des

résultats aussi divergents ont été observés en ce qui concerne les effets des gras

monoinsaturés et polyinsaturés de type n-3 sur les fonctions des lymphocytes. Chez les

animaux, une déficience en AGE (< 1% d'acide linoléique) augmente la blasto genèse, la

mitogénèse et accélère le rejet d'allogreffes de peau (320,338,359-361). Par contre, ce

type de diète entraîne une diminution de la production d'anticorps et un délai dans la

réponse d'hypersensibilité retardée mais, ces effets sont réversibles (359,362). Le taux

de maturation des lymphocytes est toutefois plus grand chez les animaux ayant reçu un

minimum d'acides gras essentiels, mais il varie de façon inversement proportionnelle

avec l'augmentation de la concentration -en AGE. Ainsi, de hauts taux d'AGPI

suppriment les fonctions des lymphocytes tandis qu'une déficience en acide linoléique

intensifie la réponse mitogénique (363).
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Globalement les données de la littérature indiquent que :

I. Comparativement aux diètes faibles en lipides, les diètes hyper lipidiques sont

davantage inhibitrices.

2. Parmi les diètes hyper lipidique, le degré d'inhibition de la prolifération des

lymphocytes varie comme suit (301) :

Gras saturé < huiles polyinsaturées n-6 < huile moninsaturée < huile polyinsaturées n-3

Il faut toutefois mentionner qu'il existe une variation dans le degré d'inhibition rapporté

par le même type d'huile utilisée dans des études différentes. Des différences d'ordre

méthodologique expliqueraient la divergence de ces résultats (301). En effet il a été

montré que les résultats sur les fonctions des lymphocytes sont fortement influencés

par différents paramètres expérimentaux : la teneur totale en lipides de la diète, le temps

d'administration de la diète, le niveau de comparaison entre les diètes (hyper lipidique

vs hypo lipdique ou hyper lipidique vs hyper lipidique), la lignée d'animaux choisie, la

provenance anatomique des lymphocytes étudiés, le type et la concentration des

mitogènes utilisés, de même que le type de sérum utilisé pour la culture des

lymphocytes (341,347,355,364).

0

L'étude de Lockniskar et collaborateurs (341) a bien démontré que la quantité et la

qualité des lipides présents dans la diète, de même que la durée totale d'administration

de la diète avaient des effets significatifs sur la prolifération des cellules de la rate. Chez

des animaux nourris pendant 2,5 mois avec différentes diètes, on a montré que

l'administration d'une diète riche en lipides (25% du poids total sous forme de lipides)

diminuait significativement la réponse mitogénique des splénocytes en culture

comparativement aux animaux nourris avec la diète contrôle contenant 5% du poids

total. De plus, les auteurs ont observé une différence significative dans la capacité de

proliferation des cellules entre les différents types de gras : parmi les diètes riches en

lipides (25%), les AGPI ont montré plus d'inhibition que les AGS, mais cette différence

disparaissait après 5 mois d'administration de la diète. Cette étude confirme que les

diètes hyper lipidiques et celles riches en AGPI ont des activités inhibitrices sur les
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0 lymphocytes. Toutefois, contrairement à l'effet de la concentration des lipides de la

diète, l'effet différentiel des types de gras disparaît avec le temps. Ce phénomène

suggère une capacité d'adaptation de l'organisme selon le type d'acides gras qu'il reçoit

de son alimentation.

Les différentes conditions de culture utilisées dans les études peuvent également

expliquer la divergence des résultats quant aux effets des lipides sur les fonctions

immunitaires. En effet, il semble que les changements dans la composition en acides

gras des lymphocytes, obtenus par les manipulations diététiques, sont maintenus

favorablement lorsque les cellules sont mises en culture avec du sérum autologue plutôt

qu'avec du sérum de veau fœtal (348). L'influence du type de sérum utilisé sur les

résultats des tests de prolifération lymphocytaire semble être le principal facteur

responsable de la divergence des résultats dans la littérature et, particulièrement ceux

touchant les effets des AGPI de type n-3 ou n-6. Effectivement, il semble que

l'utilisation du sérum de veau masque complètement les effets différentiels des

différents types d'acide gras sur les fonctions des cellules car celles-ci emprunteraient le

profil d'acides gras représentatif de la diète du veau (347). Ainsi, l'absence d'effet

observée dans plusieurs études, entre les différents types d'huiles, pourrait être

expliquée, du moins en partie, par l'utilisation de sérum de veau dans les cultures

cellulaires (344,346,365,366). Toutefois, l'utilisation de sérum autologue perd de son

importance dans les études qui évaluent les effets de la quantité totale de lipides sur les

fonctions cellulaires.

0

II est également important de souligner qu'en plus du fait que la quantité totale de

lipides varie énormément d'une étude à l'autre, l'expression de cette quantité est

également divergente; participant ainsi à la confusion des résultats. En effet, pour

certaines études, le contenu total en lipides est exprimé en fonction du poids total de la

diète (ex : 25% du poids total est constitué de lipides = 25% lipides) tandis que pour

d'autres, cette quantité est exprimée en pourcentage de l'apport énergétique total de la

diète (25% de l'énergie sous forme de lipides). Lorsque 25% du poids total de la diète

est constitué de lipides, cette diète contient réellement 45% des calories sous forme de
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lipides. Par conséquent, ces diètes sont fondamentalement plus hyper lipidiques qu'elles

ne le laissent croire lorsqu'elles sont exprimées en % du poids total et, leurs actions sur

le système immunitaire sont aussi, certainement, différentes. Ainsi, la comparaison entre

les études devrait se faire après correction de l'apport énergétique.

0

Des études ex vivo ont suggéré que les effets des acides gras sur le système immunitaire

dépendent principalement de la concentration de ces derniers dans la diète (288). Même

s'il existe un gradient dans les niveaux de suppression parmi les différentes diètes hyper

lipidiques, il n'en demeure pas moins que le degré d'inhibition de ces diètes augmente

parallèlement avec la concentration totale de lipides dans la diète. Plus la concentration

d'un acide gras est élevée dans la diète (diète hyper lipidique), plus l'effet inhibiteur de

ce dernier est intense sur la prolifération des cellules (358,367,368). Toutefois, tel

qu'observé in vitro, il semble qu'au-delà d'une certaine concentration de lipides dans la

diète, les effets différentiels ente les différents types de gras sur la prolifération

s'atténuent. En d'autres mots, à forte concentration, les lipides de la diète inhiberaient la

proliferation indépendamment du type de lipides. L'équipe de Yaqoob et coll (347) a

montré que la prolifération des splénocytes de rats nourris avec une diète hypo lipidique

(2% lipides) est significativement plus élevée comparativement à des diètes hyper

lipidiques contenant 20% (poids) de différents types de lipides (saturés, polyinsaturés n-

6, n-3). Cependant, malgré une inhibition plus élevée des huiles contenant des acides

gras n-3 (primerose et huile de poisson), les effets différentiels entre les GS et GPI de

type n-6 sont moins évidents à ce niveau de concentration de lipides dans la diète (20%).

Par contre, avec cette même concentration de lipides dans la diète (20%), une autre

étude a trouvé un effet différentiel d'inhibition entre les AGS et les AGPI (367). Des

différences dans la lignée d'animaux choisie et dans la durée d'administration de la diète

(10 sem vs 8 sem) peuvent expliquer la divergence des résultats entre les deux études.

Malheureusement, aucune étude n'a jusqu'à maintenant évalué la cinétique de plusieurs

concentrations de différents lipides de la diète sur la prolifération des cellules, effectuée

dans des conditions optimales de culture. Certes, la quantité totale de lipides présente

dans la diète des animaux exerce un rôle important sur le système immunitaire. Ce

phénomène étant démontré par la suppression grandissante des fonctions des
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lymphocytes avec l'augmentation de la concentration lipidique. Ceci laisse supposer

qu'il y ait au moins un mécanisme d'inhibition commun entre les différents types de

gras et que ce mécanisme soit relié à un phénomène indépendant des éicosanoides

(193,301).

2.4.2. Etudes chez l'humain

Chez l'humain, des études de consommation ont montré qu'une réduction des apports

totaux en gras (une baisse de 40% à 25% de l'énergie totale) augmente grandement la

proliferation des lymphocytes circulants en réponse à différents mitogènes. (369,370).

Ces mêmes études ont montré que l'administration de diètes hypo lipidiques, à

l'intérieur desquelles différentes concentrations de gras polyinsaturés n-6 ont été

étudiées, n'a entraîné aucun changement dans la prolifération des cellules T chez des

volontaires sains (369,370). De plus, confirmant les résultats in vitro et ex vivo, une

supplementation en gras polyinsaturés oméga-3 a entraîné une diminution de la

proliferation des lymphocytes périphériques chez des sujets sains (371-373). Ainsi, les

résultats des études effectuées chez l'humain appuient ceux des études expérimentales

en démontrant qu'une quantité importante de lipides totaux dans la diète altère les

fonctions des lymphocytes.

0
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EFFETS EX VIVO DES LIPIDES DE L'ALIMENTATION SUR LES

FONCTIONS DES AUTRES CELLULES IMMUNITAIRES.

Cellules à activités tueuses naturelles (NK)

Les cellules NK réagissent de façon semblable aux lymphocytes: comparativement aux

diètes faibles en gras, les diètes hyper lipidiques diminuent l'activité des cellules NK. La

capacité inhibitrice varie selon le type d'acides gras majoritairement présents (saturés <

polyinsaturés n-6 < huile d'olive < huile de lin < huile poisson) (353,358,374)..Les

études chez l'humain ont également montré qu'une diminution des apports en lipides de

la diète est associée à une augmentation significative de l'activité des cellules NK

(375,376).

Macrophages et neutrophiles

Plusieurs études rapportent que les activités des macrophages et des neutrophiles sont

également affectées par les lipides de l'alimentation. Toutefois, les résultats ne sont pas

unanimes. Certains ont montré que l'administration de diètes riches en lipides diminue

l'activité phagocytaire et la production de H2Û2 et 0'2 des macrophages péritonéaux de

souris (377) tandis que d'autres ont remarqué une augmentation proportionnelle de la

phagocytose avec la concentration en gras polyinsaturés n-6 (346,378,379) et,

inversement proportionnelle avec celle des n-3 (53). Enfin, une diminution de l'activité

tumoricidale des macrophages isolés de souris a été observée suite à l'administration de

diètes enrichies en acides gras polyinsaturés (n-6 < n-3) (380,381).

0
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2.6 MÉCANISMES SOUS-JACENTS AUX EFFETS MODULATEURS DES

LIPIDES SUR LA REPONSE DU SYSTÈME IMMUNITAIRE.

2.6.1 Rôles des éicosanoïdes

0

Une modification dans la production des éicosanoïdes est un des mécanismes le plus

souvent proposé pour expliquer l'alteration des lipides sur les fonctions des cellules

immunitaires. On a attribué à plusieurs des membres appartenant à la famille des

éicosanoïdes dérivés de l'acide arachidonique, une participation au processus

inflammatoire et un rôle dans la régulation de la réponse immunitaire (382-384). Les

propriétés immunosuppressives et inflammatoires des métabolites éicosanoïdes dérivés

de l'AA (PGË2 et LTË4) sont bien connues. En fait, les propriétés suppressives des

métabolites de l'AA sont supérieures à celles des dérivés de AGPI de type n-3

(191,325). Toutefois on se rappellera, à l'image du niveau d'inhibition de la

proliferation des lymphocytes entre les différents types d'acides gras, que les

polyinsaturés de type n-3 étaient les plus inhibiteurs. Par conséquent, les éicosanoïdes ne

sont pas les seuls médiateurs responsables de l'immunosuppression engendrée par les

lipides de la diète. Ainsi, certains auteurs ont suggéré que les acides gras suppriment la

proliferation des lymphocytes par un mécanisme indépendant des éicosanoïdes

(301,325,330). Venant appuyer cette observation, plusieurs ont montré que suite à

l'addition d'inhibiteurs de la synthèse d'éicosanoïdes dans les cultures cellulaires, les

acides gras conservaient leurs effets inhibiteurs malgré une légère amélioration de la

proliferation (325,329,330,333). De plus, sachant que les macrophages constituent la

principale source d'éicosanoïdes, les acides gras conservent leurs effets suppressifs

malgré le retrait des phagocytes ou des macrophages des cultures cellulaires (325).

Toutefois il faut mentionner que les effets inhibiteurs de PGEz sont dépendants de leur

concentration et que l'utilisation des différentes concentrations dans les études peut

expliquer la divergence des résultats. De faibles taux de PGË2 (10' ) favorisent la

differentiation des lymphocytes en cellules T matures, tandis que des concentrations

physiologiques élevées et fortes suppriment, in vitro, plusieurs de leurs fonctions : la

réponse mitogénique, la prolifération clonale, la stimulation antigénique, la production
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0 d'IL-2, la production de cellules cytotoxiques et la migration lymphocytaire (45). Ainsi,

un excès d'AGPI dans la diète produisant une grande quantité de PG participerait, en

partie, à l'effet inhibiteur de ces diètes hyper lipidiques.

0

Les effets inhibiteurs des PG ont lieu principalement via la suppression de la production

de l'IL-2, essentielle pour la prolifération des cellules T et B (385-387). En effet

contrairement aux AGS, les AGPI entraînent une diminution de la concentration de l'IL-

2 dans les cultures de lymphocytes animaux ou humains; les acides gras n-3 causant la

plus grande inhibition (327,328). Ces observations impliquent que le mécanisme par

lequel les AGPI suppriment la prolifération des lymphocytes se ferait via l'inhibition de

la synthèse ou de la sécrétion de l'IL-2. Toutefois, la prolifération des lymphocytes n'est

que partiellement rétablie suite à l'addition d'IL-2 exogène aux cultures de cellules,

indiquant que ce n'est pas l'unique explication de l'inhibition de la prolifération (327).

La diminution de la production de l'IL-2 est également associée à une diminution du

récepteur à l'IL-2 et de l'expression du récepteur de la transferrine, et d'une

augmentation transitoire des taux d'AMPc, de même qu'une modulation des voies

d'activation des PkC qui prévient l'augmentation de calcium intracellulaire (180-

184,387-389). Les agents qui induisent la synthèse d'AMPc via l'activation de l'adenyl

cyclase dans les lymphocytes, inhibent la prolifération de ces derniers (390).

Apparemment, l'action des PGEz se fait en empruntant ce mécanisme. Ces

prostaglandines interagissent avec les récepteurs cellulaires de surface des lymphocytes;

les lymphocytes possèdent environ 200 sites de liaison par cellule pour les PG (kd 2 x

10'9 M) qui exercent leurs effets via l'adenyl cyclase et les nucléotides cycliques liés à la

membrane. L'AMPc agit en tant que second messager via la régulation des protéines

kinases. Ainsi, les PGEz inhibent la phosphorylation protéique suite à la stimulation de

la synthèse de l'AMPc. Une augmentation de l'AMPc dans les lymphocytes entraîne

une inhibition de la mitogénèse, une réduction de la synthèse des lymphokines et une

inhibition de la cytolyse (45).

Des changements apportés dans la production de cytokines immunosuppressives

pourraient également expliquer les effets inhibiteurs occasionnés par de fortes
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concentrations de prostaglandines. En effet, tout comme avec les autres facteurs qui

élèvent les concentrations d'AMPc, les PG diminuent les cytokines produites par les

cellules de type TH l (interféron-gamma et interleukine-2) tandis que celles produites par

les Tu2 sont préservées (174,388,391,392). Une étude récente a montré que les PGË2

inhibent la capacité à produire de l'IL-2 et de l'IFNy en agissant directement sur les

cellules T naïves (174). Les résultats de cette étude suggèrent que les PG favorisent le

développement d'un profil de cytokine de type TH2. Rappelons qu'à travers leur

production de cytokines, les cellules Tn2 suppriment l'immunité à médiation cellulaire.

Ainsi, en favorisant ce profil de cytokines, les PG participent indirectement à la

suppression du système immunitaire.

La majorité des informations disponibles supportent le fait que les éicosanoïdes aient

une influence sur la réponse du système immunitaire et qu'ils représentent un des

mécanismes par lequel les AGPI ou les lipides totaux de l'alimentation peuvent altérer

la réponse immunitaire. En réalité, les évidences suggèrent que les PG doivent plutôt

être considérées comme un agent de régulation et non comme un agent universel de

suppression des fonctions des cellules T.

2.6.2 Production de cytokines

0

Les gras exercent des effets modulateurs en influençant la capacité de cellules à produire

des cytokines de même que la réponse des tissus cibles à ces cytokines (383,393). Les

lipides riches en AGPI n-3 ou AGMI ou encore pauvre en AGPI n-6, réduisent la

sensibilité des cellules aux cytokines (393). Des études ex vivo menées chez des

animaux montrent qu'une diète riche en AGPI de type n-3 diminuent la production de

cytokines inflammatoire (IL-1, IL-6 et TNF) produites par les macrophages (349,394).

Une supplementation de la diète en huile de poisson à des volontaires sains provoque les

même résultats (371-373,395). Des études in vitro et ex vivo ont montré que les AGPI de

type n-3 diminuent l'expression de certaines molécules d'adhésion à la surface des

cellules endothéliales, des monocytes et des lymphocytes mis en culture (353,396-401).

Ces résultats suggèrent que les AGPI n-3 affecte indirectement la capacité de liaison de
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ces cellules à leurs ligands (401). Les observations ex vivo précédemment mentionnées

indiquent que la consommation de diète contenant des AGPI de type n-3 devraient

assurer une protection contre les effets néfastes d'une réponse inflammatoire secondaire

à une surproduction de cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-1, IL-6) (402).. Ainsi,

c'est pour cette raison qu'on attribue des propriétés anti-inflammatoires à ces acides

gras. De cette façon, ils agissent indirectement sur la réponse du système immunitaire.

Rappelons toutefois que malgré leurs effets bénéfiques anti-inflammatoires, ils

possèdent des propriétés immunosuppressives importantes.

0

Les gras riches en AGPI de type n-6 exercent l'effet opposé des n-3. La capacité des

macrophages péritonéaux de rats à produire de l'IL-1 et de l'IL-6, en réponse au TNF-a,

est fortement influencée par les apports en acides linoléique et en acides gras insaturés

totaux de la diète. La production d'IL-1 atteint un plateau en présence de concentrations

représentant de l à 4% de l'énergie, tandis que la production de l'IL-6 est carrelée

positivement avec les apports en AGPI (403). Une quantité substantielle de travaux

indique que les PGË2 engendrent la production de cytokines inflammatoires (404).

Compte tenu du fait que les macrophages sont la principale source de PGEz durant

l'inflammation et qu'ils possèdent des récepteurs pour ces éicosanoïdes (405), les PGEz

générées par les macrophages peuvent moduler la synthèse des c^okines d'une façon

autocrine. Des études ont trouvé une association positive entre la production endogène

de PGË2 et la synthèse in vitro d'IL-6 (307,406,407), et des modèles expérimentaux

d'inflammation chronique montrent que la production in vivo d'IL-6 est stimulée par les

PGEz (307,408-410). Une étude récente a démontré que parmi les trois principales

cytokines inflammatoires, 11-6, IL-IR et TNF-a, l'IL-6 est la seule à être stimulée par les

PGË2 qui sont produites par les macrophages (411). Ainsi, la synthèse autocrine de

PGË2 affecterait différemment la production de l'IL-1 et TNfF-a comparativement l'IL-6

(406,411,412). De plus, à l'opposé de la COX-1, la régulation de l'IL-6 est intimement

reliée à l'activation de la COX-2. Cette observation suggère un mécanisme d'action

possible qui stipule que l'IL-6 serait induite de façon sélective pendant l'inflammation.

Ainsi, à travers la formation de PGEz, les lipides polyinsaturés de l'alimentation

participent à la réponse inflammatoire et modulent la réponse du système immunitaire.
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2.6.3 Stress oxydatif

0

Les lipides de l'alimentation représentent un des facteurs pouvant contribuer à

1'augmentation des niveaux d'oxydants dans les cellules. En effet, les lipides

polyinsaturés peuvent être facilement être oxydés et engendrer la production de

métabolites réactifs de l'oxygène. La peroxydation des lipides est une réaction en chaîne

qui se propage à travers les membranes des cellules. La production excessive de

radicaux libres peut provoquer des altérations directes des molécules biologiques

(oxydation de l'ADN, des protéines, des lipides, des glucides) mais elle peut également

entraîner des lésions secondaires dues au caractère cytotoxique et mutagène des

métabolites libérés, notamment lors de l'oxydation des lipides. Les radicaux libres ont

été impliqués dans l'apoptose et dans l'étiologie de plusieurs pathologies humaines

incluant l'infarctus, l'emphysème, les cataractes et le cancer (413). De plus, ils peuvent

contribuer aux effets suppressifs des AGPI sur les fonctions des cellules T. Les

principaux produits générés lors de la peroxydation des lipides sont : diènes conjugués,

peroxydes, aldéhydes alcanes, dont la plupart sont cytotoxiques, athérogènes et

mutagènes (414). Les lipides des organismes vivants sont particulièrement sensibles à

l'oxydation, surtout les AGPI des membranes cellulaires. Ainsi, les événements

oxydatifs peuvent avoir des effets dommageables sur les fonctions des membranes. En

effet, des changements dans la composition en acides gras des lipides membranaires

peuvent affecter la fluidité des membranes et le stress oxydatif des cellules. Une

augmentation du degré d'insaturation des lipides membranaires entraîne une

augmentation de la fluidité membranaire et des dommages oxydatifs. Des altérations

dans la fluidité membranaire affectent l'expression des récepteurs, la transduction des

signaux, le transport des nutriments et les interactions entre les cellules (319). Plusieurs

études suggèrent qu'une augmentation du stress oxydatif soit un autre des mécanismes

importants par lequel les GPI sont inhibiteurs de la réponse immunitaire (415-417).

Cependant, certains prétendent que la peroxydation des lipides n'est pas responsable des

effets suppresseurs des acides gras sur la prolifération des lymphocytes en raison du fait

que l'ajout d'antioxydants aux cultures cellules ne prévient pas cette inhibition
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(334,418). Il faut toutefois mentionner que ces études ont étudié les effets in vitro d'un

ajout d'acides gras, de composés oxydatifs et de vitamine E à des cultures cellulaires de

lymphocytes. Par conséquent, les effets in vivo peuvent être très différents des effets m

vitro. Malheureusement, peu d'études se sont penchées sur les effets apportés par le type

ou la quantité de lipides de l'alimentation sur le stress oxydatif. En fait, les études ont

plutôt étudié les dommages causés à l'ADN. Une récente étude a montré que

l'administration d'une diète hyper lipidique (21,8% vs .3,4%) augmente

substantiellement les dommages oxydatifs de l'ADN chez les rats et ce,

indépendamment du niveau de saturation des lipides (huile de coco vs huile de maïs)

(419). Tant chez l'humain que chez l'animal, une diminution des apports en gras de la

diète induit une baisse du stress oxydatif observé par les dommages causés à l'ADN

(420,421). En fait, le niveau de stress oxydatif, mesuré par l'exhalation d'éthane, corrèle

étroitement avec les apports totaux en lipides (421). Ces résultats suggèrent donc que

1'augmentation du stress oxydatif explique, en partie, les effets néfastes d'un apport

élevé en lipides. Mentionnons que les cytokines inflammatoires peuvent, elles aussi

induire un stress oxydatif, amplifiant ainsi leurs effets délétères sur les cellules.

Cependant, il faut être prudent dans l'interpretation des résultats évaluant le stress

oxydatif compte tenu du fait que les apports en antioxydants ne sont pas toujours

contrôlés (vitamine E). La vitamine E est le principal antioxydant liposoluble des

membranes biologiques. Elle protège les AGPI membranaires contre la peroxydation

des lipides. Ainsi, des variations dans le contenu de vitamine E dans la diète peuvent

grandement influencer la présence ou l'intensité du stress oxydatif.

2.6.4 Conclusions

0

Tant chez l'humain que chez l'animal, l'état nutritionnel peut engendrer des altérations

de la réponse du système immunitaire. De cette façon, de nombreuses études ont décrit

que le type et la quantité de lipides de l'alimentation sont impliqués dans la modulation

du système immunitaire par des mécanismes qui modifient sa réponse. Plusieurs

paramètres de la réponse immunitaire sont stimulés par une réduction des apports
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lipidiques et inhibés par des petites quantités d'AGPI de type n-3. Etant donné que le

type et la concentration de lipides de la diète ont un impact sur la réponse immunitaire,

les effets globaux résultent certainement d'une interaction entre ces deux facteurs.

Toutefois d'après les résultats, il semble que la quantité totale de gras dans la diète ait

des effets plus prononcés sur le système immunitaire surtout, lorsque cette quantité est

très élevée. Les paramètres susceptibles d'etre modifier par les lipides de la diète sont :

la prolifération des lymphocytes, la production de cytokines, l'activité des cellules NK

et l'expression des marqueurs de surface des cellules. Les mécanismes d'action des

lipides sur le système immunitaires sont encore mal compris et plusieurs sont

probablement encore inconnus. Toutefois selon les connaissances actuelles, des

modifications de la fluidité membranaire, la formation de produits dérivés de la

peroxydation des lipides et la production des éicosanoïdes, figurent parmi la liste des

mécanismes d'action responsables des effets délétères des lipides sur le système

immunitaire. Compte tenu du fait qu'aucun de ces mécanismes ne semble expliquer à lui

seul l'immunosuppression subséquente à une brûlure, on ne peut éliminer la possibilité

d'un effet synergique de tous ces mécanismes sur la réponse du système immunitaire.

u
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Figure 1 : Métabolisme des acides gras polyinsaturés
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3. LIPIDES DE LA DIÈTE ET BRULURE

Comme nous venons de l'expliquer, les diètes riches en lipides ont des propriétés

inhibitrices sur certaines fonctions du système immunitaire. Suite à une brûlure sévère,

plusieurs composantes du métabolisme des lipides sont modifiées, incluant : une

augmentation de la lypolyse, une augmentation de la mobilisation des lipides du tissu

adipeux et des altérations dans le métabolisme des triglycérides, du cholestérol, des

lipoprotéines et des prostaglandines (7,42,43,422,423). Par conséquent, compte tenu de

l'importance de ces changements métaboliques et des propriétés immunosuppressives

des lipides, une administration conservatrice de lipides est suggérée après une lésion

thermique sévère. Étonnamment, peu d.'études se sont penchées sur la quantité optimale

de lipides à administrer suite à une brûlure. Quelques études menées chez l'humain et

les animaux ont montré des effets bénéfiques à fournir une diète faible en lipides après

une brûlure. Toutefois nous coiinaissons mal les mécanismes sous-jacents à ces actions

favorables.

3.1 ÉTUDES CHEZ L'ANIMAL

0

L'équipe d'Alexander fut la première à s'intéresser aux effets de la quantité totale de

lipides présente dans le support nutritionnel de cobayes brûlés (424). Après avoir été

infligé d'une brûlure représentant 30% de la surface corporelle, les animaux ont reçu

entéralement différentes diètes qui variaient selon la quantité de lipides : 0, 5, 15, 30 et

50% des calories non protéiques sous formes de lipides. Au 14 jour post-brûlure, les

animaux ont été sacrifiés et plusieurs paramètres ont été évalués. Les groupes ayant reçu

moins de 15% de lipides ont montré une plus grande rétention de poids corporel et

musculaire, ainsi que des valeurs de transferrine sérique plus élevées que les animaux

nourris avec 30 ou 50% des calories non-protéique sous forme de lipides. Le contenu

azoté des muscles et le bilan azoté cumulatif étaient maximal chez le groupe 15%. La

dépense énergétique, le quotient respiratoire et la glycémie étaient semblables pour les 5

groupes. Ces résultats démontrent un meilleur état nutritionnel chez les groupes ayant
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reçu 15% ou moins de lipides. Ainsi les auteurs concluent que des niveaux se situant

entre 5 et 15% des calories non protéiques sous forme de lipides sont optimaux après

une brûlure. Dans une étude sur les effets préventifs de l'administration d'une diète sur

différents paramètres post-brûlure, la même équipe a montré une augmentation de la

mortalité chez les groupes ayant reçu 40% des calories totales sous forme de lipides

dans un modèle de brûlure avec infections (425). Dans un autre modèle de brûlure

effectué chez les rats (426), les effets bénéfiques sur la masse musculaire de

l'administration d'une faible quantité d'huile riche en acide gras à chaîne moyenne ont

été renversés lorsque cette même huile fournissait 50% des calories non protéiques de la

diète. Finalement, une étude plus récente a montré une amélioration du bilan azoté post-

brûlure avec des diètes contenant peu ou pas de lipides (10% de l'énergie non protéique)

comparativement à des diètes riches en lipides (35% énergie non protéique) (427). De

plus ces différences ont également été observées entre les diètes contenant des

triglycérides à chaîne longue vs des triglycérides à chaîne moyenne.

Malgré un nombre restreint d'études, les conclusions générales pouvant êtres tirées sont

assez unanimes : l'administration d'une faible quantité de lipides dans la diète est

bénéfique après une brûlure sévère. Toutefois, aucune étude ne s'est attardée aux effets

de ces diètes sur les fonctions du système immunitaire et à leurs mécanismes d'action.

0
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0 3.2 ÉTUDES CHEZ L'HUMAIN

0

Seulement deux études cliniques se sont intéressées au type et à la quantité de gras dans

le support nutritionnel des patients brûlés. La première a comparé une solution entérale

modulaire faible en gras et en acide linoléique et enrichie en acides gras oméga-3,

arginine, cystéine, histidine, vitamine A, zinc et vitamine C avec deux solutions

entérales commerciales, riches en lipides et dépourvues d'acides gras n-3 (244). La

durée d'hospitalisation a été raccourcie et le nombre d'épisodes infectieux fut diminué

chez les patients nourris avec la diète modulaire faible en gras. Ces résultats suggèrent

une amélioration du statut clinique des patients brûlés avec l'administration d'une diète

faible en lipides. Cependant, la diète modulaire utilisée dans cette étude comprenait de

nombreuses composantes susceptibles d'avoir également des effets bénéfiques chez les

patients. Il est difficile de cerner de façon spécifique le ou les éléments modulateurs de

cette diète. Afin de pouvoir isoler le caractère distinct d'un faible apport en lipides

auprès de patients brûlés, notre laboratoire a effectué une étude randomisée auprès 43

patients ayant été assigné à 3 groupes : contrôle (35% des calories totales sous forme de

lipides), faible en gras (15%) et faible en gras avec huile de poisson (29, annexe I). Mis

à part les lipides et les glucides, toutes les autres composantes des diètes étaient

identiques en protéines et en micronutriments. Les patients ont reçu une des diètes

expérimentales pendant les 30 jours post-brûlure. Lorsque comparés aux contrôles, les

patients ayant reçu la diète faible en lipides ont présenté significativement moins

d'épisodes infectieux (3/24 vs 7/13), un meilleur état nutritionnel et respiratoire et enfin,

une durée de soins écourtée (1.2 vs 1.8 jours / % surface brûlée). Aucune différence n'a

été trouvée entre les deux groupes faible en gras. Le bilan azoté était semble pour les

patients de chacun des groupes. Ces résultats suggèrent que l'administration d'une diète

faible en lipides diminue la morbidité infectieuse et améliore la guérison des plaies des

patients brûlés. De plus, une autre étude nous a permis de démontré qu'à partir du 13'

jour post-brûlure, la concentration d'interleukine-6 chez les patients ayant reçu une diète

faible en lipides était significativement plus basse que celle des contrôles (37, annexe

II). Ainsi, il apparaît que la concentration en lipides de la diète peut moduler l'intensité

de la réponse inflammatoire après une brûlure sévère. Enfin, une dernière étude

e
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effectuée dans notre laboratoire, nous a permis démontré que l'administration d'une

diète faible en lipides (15%) enrichie en acide gras oméga-3 permettait un

rétablissement plus rapide des valeurs d'IGF-1, un marqueur important de l'état

nutritionnel (24, annexe III).

Tant chez l'humain que chez l'animal, les résultats concluent aux effets bénéfiques

d'une faible quantité de gras du support nutritionnel après une brûlure. Cependant

aucune d'entre elles ne nous renseigne sur les mécanismes d'action des effets

protecteurs d'une telle diète.

0
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0 4. JUSTIFICATIONS DE L'ÉTUDE

Découlant des données de la littérature précédemment mentionnées, nous pouvons dire

que :

Une brûlure sévère engendre un hyper métabolisme et un état hyper catabolique

important. La présence d'une réponse inflammatoire systémique suivie d'un état

d'immunosuppression généralisé est caractéristique de ce traumatisme.

Les lipides de l'alimentation, de par leurs effets sur l'inflammation, le stress oxydatif

et la formation des éicosanoïdes, participent à la modulation de la réponse du

système immunitaire.

Le support nutritionnel est maintenant reconnu comme une composante essentielle

dans le traitement des patients brûlés.

Les données cliniques et expérimentales supportent l'hypothèse selon laquelle

l'administration d'une diète faible en lipides est bénéfique pour les fonctions du

système immunitaire.

Suite à une brûlure, des apports faibles en gras améliorent le statut clinique et la

réponse inflammatoire des patients.

• Le rôle et les marqueurs de la réponse inflammatoire subséquents à la brûlure sont

mal compris.

0

Les mécanismes des effets protecteurs d'une diète faible en gras après une brûlure

demeurent inconnus.
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5. HYPOTHESES DE TRAVAIL

I. La concentration d'IL-2Rsa présente chez les patients brûlés est associée à

l'intensité de la réponse inflammatoire systémique.

2. L'IL-2Rsa présents dans le sérum des patients brûlés n'est pas responsable de

l'inhibition de la prolifération des lymphocytes T.

3. La réponse inflammatoire est responsable de l'immunosuppression sous-jacente à

une brûlure.

4. Les lipides de l'alimentation, via la formation de médiateurs de l'inflammation,

augmentent la réponse inflammatoire et contribuent indirectement à

l'immunosuppression subséquente à la brûlure.

5. Une diminution des lipides du support nutritionnel administré après une brûlure :

Réduira, en parallèle à l'IL-6, les concentrations d'IL-2Rsa chez l'humain

Réduira les paramètres de l'inflammation et du stress oxydatif chez les

animaux brûlés

Rétablira les fonctions du système immunitaire chez l'animal

Ainsi, nous croyons que les effets bénéfiques d'une réduction de la quantité de lipides

du support nutritionnel après une brûlure sont causés par :

Une réduction de la production de médiateurs inflammatoires et

immunosuppresseurs (11-6, IL-2Rsa, PGEz)

Une réduction du taux de peroxydation des lipides et du stress oxydatif.

0



n

81

6. BUTS DES ÉTUDES

l. A. Déterminer le rôle biologique du récepteur soluble de l'interleukine-2 (IL-2Rs)

chez les patients brûlés.

B. Vérifier les effets des lipides du support nutritionnel sur ce paramètre de

l'inflammation (IL-2Rs).

2. Etudier le rôle de la réponse inflammatoire engendrée par la lipopolysaccharide dans

l'immunosuppression et le stress associé à la brûlure.

3. Déterminer les effets de quantité de lipides de l'alimentation sur certains paramètres

du système immunitaire et du stress oxydatif.

0
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7. BIOASSAYS UTILISÉS DANS CE TRAVAIL

7.1 PROLIFERATION CELLULAIRE

L'activation des cellules T est initiée lors de l'interaction d'un antigène ou d'un

complexe majeur d'histocompatibilité étranger avec un récepteur cellulaire de surface

spécifique. Normalement, la prolifération des lymphocytes T résulte de l'activation des

récepteurs suite à leur liaison avec les complexes antigéniques exprimés à la surface des

cellules présentatrices d'antigènes (79). L'utilisation de mitogènes permet d'imiter

expérimentalement les effets des aiitigènes. En se liant aux récepteurs des cellules, les

mitogènes induisent la blastogénèse, le premier stade d'activation correspondant à la

phase Gl du cycle cellulaire à l'intérieur de laquelle a lieu la synthèse d'ARN et de

protéines. La phase subséquente, la phase S, impliquant la synthèse d'ADN est

apparemment initiée par l'interaction du mitogène ou de l'antigène avec les cellules

accessoires qui produisent les facteurs de croissance nécessaires à la prolifération des

cellules T. Dans le cadre de cette étude, les mitogènes utilisés sont : la concanavaline-A

(Con-A), le H-57 et la lipopolysaccharide (LPS). La Con-A est un activateur polyclonal

des lymphocytes T qui se lie aux glycoprotéines membranaires, incluant les protéines du

complexe TcR-CD3 (428). Ainsi ce stimulus polyclonal implique la participation des

cellules B et des macrophages à la prolifération des lymphocytes T. La LPS, quant à

elle, est un activateur polyclonal des cellules B qui stimule la croissance et la

differentiation de la majorité des cellules B murines (79). Le H-57 est un anticorps

spécifique dirigé contre le récepteur TcR des cellules T.

0

Le marquage d'éléments par des radio-isotopes peut être utilisé pour identifier un

précurseur métabolique, calculer l'activité de certains mécanismes biochimiques,

illustrer des images par radioautographie, etc. L'incorporation de la thymidine tritiée

dans l'ADN est fréquemment utilisée comme indicateur de la prolifération cellulaire.

Les substrats pour la synthèse de l'ADN sont les désoxyribonucléotide triphosphates

(dATP, dGTP, dCTP et dTTP). La formation de la thymidine triphosphates (TTP)

présente un mécanisme différent des trois autres nucléotides. Mentionnons tout d'abord
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que deux voies peuvent mener à la formation de TTP : la synthèse de novo à partir de

l'uridine diphosphate (UDF) ou de la cytidine diphosphate (CDP) et la voie de

récupération de la thymidine qui metabolise la thymidine endogène et exogène en TTP.

Ces réactions impliquent plusieurs enzymes dont la thymidylate synthétase (TS) et la

thymidine kinase (TK). La thymidine synthétase est impliquée dans la synthèse de novo

et la thymidine kinase dans la voie de récupération de la thymidine. La thymidine kinase

est reliée de près avec l'état de prolifération de la cellule. Pendant la phase S (replication

de l'ADN) du cycle de prolifération de la cellule, l'activité de la TK est

considérablement augmentée. Pour des raisons inconnues, la TK entre efficacement en

competition avec la TS, ce qui signifie que la synthèse de novo de la TTP diminue lors

de la phase S du cycle cellulaire, favorisant ainsi l'incorporation de la thymidine par la

voie de récupération. Par conséquent, la thymidine exogène sera utilisée

préférentiellement par les cellules en phase S. Ceci explique l'utilisation de la [3H]
thymidine pour estimer le taux de la synthèse d'ADN.

De façon générale, les radio-isotopes émettent des radiations ionisantes qui peuvent être

de trois types : les rayons P, a et y. Le tritium émet des rayons ? que l'on détecte à

l'aide d'un liquide de scintillation. Ce liquide est constitué de composés organiques

fluorescents (fluors). Les particules P émises par les échantillons marqués ont une

grande probabilité d'entrer en collision avec une molécule de solvant, qui devient

excitée en faisant passer un électron à un orbital de niveau supérieur. En revenant à son

état primaire, l'électron émet un photon de lumière. Le photon est absorbé par le fluor

qui devient excité à son tour émettant ainsi une lumière de plus faible énergie mais de

plus grande longueur d'onde qui est mesurer par le compteur p.

0
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7.2 THIOLS INTRACELLULAIRES

Les thiols de faibles poids moléculaires, le glutathion et les protéines sulfhydryls

réactives (plusieurs protéines exposants des groupes cystéines), sont les principaux

participants du système cellulaire d'antioxydants. Le glutathion est abondant (3 à 10

mM) dans le cytoplasme, le noyau et la mitochondrie et il constitue le principal

antioxidant soluble dans ces composantes de la cellule (429). Les protéines sulfhydryls

réactives se retrouvent autant dans les protéines solubles que dans celles liées aux

membranes. La concentration du glutathion cellulaire possède des effets importants sur

sa fonction antioxydante et, en présence d'une carence en nutriment, d'exercice ou de

stress oxydatif, elle fluctue considérablement. Pour mesurer les thiols totaux

intracellulaires, nous avons utilisé une sonde intracellulaire, le 5-chloromethylfluorescin

diacetate (CMFDA). Après que la sonde perméable à la membrane soit entrée dans la

cellule, une hydrolyse effectuée par des estérases converti le CMFDA non-fluorescent

en 5-chloromethylfluorescein fluorescent. Ce dernier réagit avec les thiols présents sur

les protéines et les peptides pour former des conjugués aldéhydes stables. Les signaux

lumineux émis par ces conjugués aldéhydes sont détectés par cytofluorométrie.

0
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7.3 POTENTIEL MITOCHONDMAL DES SPLÉNOCYTES

Les mitochondries représentent la source d'énergie de la cellule parce qu'elles

produisent la plus grande partie de son ATP. La densité des mitochondries reflète les

besoms énergétiques de la cellule considérée, en l'occurrence les splénocytes, et, ces

organites sont habituellement plus nombreux là où l'activité est la plus intense. Afin

d'évaluer la capacité de production d'énergie ou le potentiel membranaire mitochondrial

des cellules de la rate de nos animaux, nous avons utilisé une sonde spécifique, la

Rhodamine 123. Cette sonde est formée de cations lipophiliques qui s'accumulent dans

la mitochondrie en proportion du DeltaPsi (différence de potentiel mitochondrial entre la

membrane extérieure et intérieure de la mitochondrie). La rhodamine 123 se concentre

spécifiquement dans les mitochondries en raison du potentiel transmembranaire que ces

organelles maintiennent dans les cellules vivantes. Ainsi, la Rhodamine 123 est une

sonde spécifique utilisée pour mesurer l'abondance et l'activité des mitochondries. La

Rhodamine est rapidement séquestrée par les mitochondries actives et l'équilibre de la

sonde est atteint après environ 30 minutes d'incubation avec les cellules. La Rhodamine

retenue dans les mitochondries actives émet des faisceaux fluorescents qui sont captés

par un appareil à cytofluorométrie.

0
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7.4 MALONALDEHYDE (MDA) HÉPATIQUE

La peroxydation des lipides est un mécanisme bien établi des atteintes cellulaires et, est

utilisée comme indicateur du stress oxydatif présent dans les cellules et tissus. Les

peroxydes formés par les lipides sont instables et se décomposent pour former une série

de composés complexes incluant des composés réactifs carbonyles. Les peroxydes

formés par les AGPI génèrent, après décomposition, le malonaldehyde (MDA) et le 4-

hydroxyalkenals. La mesure du MDA et du 4-hydroxyalkenals sont utilisés comme des

marqueurs de la peroxydation des lipides. Le test colorimétrique utilisé dans cette étude

est basé sur la réaction, à 45°C, d'un réactif chromo génique, le N-méthyl-2-

phenylindole, avec les MDA. A cette température, une molécule de MDA réagit avec 2

molécules du réactif pour produire un chromophore stable qui possède une absorbance

maximale à 586 nm.

0
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n ABSTRACT

The consequences of high serum concentrations of the interleukin-2 receptor's a chain,

sIL-2Ra, in several diseases, are poorly understood. The objective of this study is to

determine the form of sIL-2Ra in bum patients and its biological role. sIL-2Ra was

measured in 18 severely bum individuals who received nutritional support with normal

or low fat content. sIL-2Ra was elevated throughout the study and it was notably lower

in patients fed a low fat diet. Sera IL-6 and sIL-2Ra were significantly correlated (r =

0.74, p< 0.05) in bum patients. The presence of sIL-2Ra was associated with a decrease

of DR molecules in the CD2' and CDllb'r cells of these patients. Western blotting of

semm protein with N-terminal or C-terminal specific antibodies indicating that sIL-2Ra

represents the extracellular domain of this molecule. Patient's sera inhibited specifically

murine, but not human IL-2 dependant T cell proliferation. To determine the

significance of sIL-2Ra, recombinant sIL-2Ra was used in different cellular model

involving IL-2. sIL-2Ra inhibited NK cell activity by 50% in the presence ofIL-2. The

basal proliferation of PBMC was iiihibited by sIL2Ra, but PHA induced proliferation

was unaffected by this form of receptor. INF-y's production induced by OKT-3 on

PBMC was not altered by sIL-2Ra, but IL-2 induced increase in INF-y production was

suppressed. The decreasing production of WF-y in presence of IL-4 was significantly

increased in presence of sIL-2Ra in media. These results show that a large amount of

sIL2-Ra circulating in burn patients are related to the inflammatory response. The

amount of dietary fat modulates sIL2Ra concentrations in bum patients, confirming the

beneficial effect of low fat administration after bum trauma. Inhibition of T cell

activation in bum patients is not related directly to sIL-2Ra, although the presence of

sIL-2Ra in serum can inhibit some IL-2 mediated response, such as the emergence of

TH 1 and TH2 cells.

Keywords : Soluble Interleukin-2 receptors, Interleukin-2, Bum, Interleukin-6,

Inflammation, TH1, TH2, Natural Killer.
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Abbreviations.

0

DiO : 3.3'-diotadecyloxacarbocyanin

FITC : fluorescein isothiocyanate

HBSS : Hank's balanced salt solution

IL-1 : interleukin-l

IL-2 : interleukin-2

IL-2R : interieukin-2 receptor

IL-4 : interleukin-4

IL-6R : interleukin-6 receptor

INF : interferon

kDa : kilo Dalton

LF : Low Fat

M : Molar

mAb : monoclonal antibodies

MHC : majorhistocompatibility complex

NK : natural killer

PBMC : Peripheral blood mononuclear cells

PBS : Phosphate buffer

PHA : phytohemagglutinin

PGE2: prostaglandin E2

rIL-2 : recombinant interleukin-2

rIL-6 : recombinant interleukin-6

R-PE : R-phycoerythrin

sIL-2Ra: soluble interleukin-2 receptor alpha

TBSA : total body surface area

TH : T helper lymphocytes

TNF : tumor necrosis factor

^iCi : micro Curi
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INTRODUCTION

8

Interleukin-2 (IL-2) is a major multipotential cytokine involved in the mediation of a

wide range of immunologie functions like growth factor for T lymphocytes and natural

killer (NK) cells (1). The action ofIL-2 on cells is mediated by its binding to the IL-2

receptor proteins (1). IL-2 bind on T cells with three distinct cell surface proteins: 1) the

a chain, IL-2Ra (Tac), which is a 55 kDa polypepdide (p55) that binds IL-2 with Kd 10'

M; 2) the larger 75 kDa subunit (IL-2RR) has an intermediate binding affinity of

approximately 10 M; and 3) the 64 kDa y subunit (IL-2Ry) (1-5). The complex formed

by the last two subunits, called IL-2Rpy, represent the receptor of intermediate affinity

(Kd of approximately 10'9M) and mediates signal transduction (5-7). Cells that express

IL-2Ra as well as IL-2Rpy represent the high affinity receptor for IL-2 (Kd of

approximately 10 M) (1-7). Binding ofIL-2 to cells expressing only IL-2Ra does not

lead to any detectable biologic response (6,7), therefore the fiinction of the IL2Ra chain

is to increase the specificity and affinity of the receptor for the IL-2 (8-10). Utilization

ofIL-2R|3y as a signaling module is also shared by another cytokine, the IL-15 (11).

u

The IL-2Ra chain, like other interleukin receptor, exists in a circulating form (12,13).

The soluble fonn of IL-2Ra (sIL-2Ra) produced after T cells stimulation is the

extracellular component of the transmembrane Tac antigen and has the same affinity as

the native protein (15-17). Liberation ofsIL-2Ra after T cell activation is associated

with the rapid turnover of IL-2Ra and depends upon continuous de novo synthesis

during an immune response (18). Two possible mechanisms of release of soluble sIL-

2Ra have been suggested: sIL-2Ra could be synthesized as a secretory fonn of

transmembrane-domain-deficient-receptor arising from an alternate splicing of the full-

length mRNA, producing a truncated mRNA, or, sIL-2Ra could be formed by the

proteolytic cleavage of the extracellular domain of the cell-surface-associated IL-2Ra

(19-21). Shedding of IL-2Ra involves a metalloprotease as demonstrated in COS-cells

transfected with a cDNA coding for the membrane bound protein (22). The liberation of

sIL-2Ra is generally a phenomenon associated with the immune system activation.
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Recently, in vivo data suggests that tumor tissue may be responsible for elevated

amounts ofsemm sIL-2Ra in cancer patients (23-27). Indeed, elevated semm sIL-2Ra

levels have been observed in several clinical conditions. These conditions included

adult T-cell leukemia (17, 28), autoimmune diseases (29), transplant rejection episodes

(30), acquired immunodeficiency syndrome (31,32), multiple sclerosis (33, 34),

neoplastic and inflammatory diseases (35-38). High levels of sIL-2Ra and neopterin,

specific markers of macrophage functions, are associated with negative prognosis in

AIDS patients, burn patients and in Gram-negative sepsis patients (31, 39-41). The

presence of sIL-2Ra in semm of patients with tumors or autoimmune diseases are

generally associated to T cells activation (42,44). On the other hand, several reports

have demonstrated that B cells and macrophages can be the sources of sIL-2Ra

(1,12,15,45). Moreover, non-immune cells such as the pituitary cells, express IL-2Ra

and can contribute to the soluble form of these receptors (46-49).

The role of soluble sIL-2Ra in those diseases is unknown. Based on its capacity to

bind on IL-2-coupled affinity supports, this soluble form of the receptor has been

postulated to play an immuno-regulatory role by interfering with the free IL-2

concentration and prevent the interaction with membrane IL-2R (10,50). Soluble

receptors can also be implicated in the transport of IL-2 to prolong the half-life of the

bound ligand or increase the affinity for membrane receptors as shown for other

cytokine receptors such as IL-6R (51). Studies have demonstrated that sIL-2Ra from

patients with rheumatoid arthritis, hairy cell leukemia or ovarian cancer cannot

overcome the proliferation of mitogen-stimulated cells although direct binding of IL-2

to sIL-2Ra was demonstrated (35,52,53). However in other models it was shown that

sIL-2Ra exerts inhibitory activity blocking cell proliferation (50,54). The origin of the

sIL-2Rot could explain the disparity of the results reported.

0

The molecular form of IL-2R circulating in the semm can be divergent from each

pathology. In rheumatoid arthritis patient, sIL-2Ra correspond to a high molecular

weight (greather than 90 kDa) compared to low molecular weight detected in serum of
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patients with rheumatoid disease (37,44). Severe bum injury caused a highly elevated

level of IL-2Ra (39,40). This increase of the soluble form of IL-2Ra was associated

with the immunosuppression following this trauma (55). In this pathology, it was

suggested that the rise of sIL-2Ra concentrations result from T cells activation due to

the excessive release of autoantigens in the circulating blood and a need for down

regulation of IL-2-dependant immune response. In this view and considering the low-

affinity of IL-2 for IL-2Ra this possibility remains to be determined. However, no

caracterization of the molecular form of these receptors was made and no relation

between their presence and inflammatory syndrom was determined. Previously, we have

demonstrated that a low fat diet administered after bum trauma induce a decrease of

circulating IL-6 and the number of infections (56,57). Benefical effects of monitoring

the diet in burn patients was not considered in function of other immune parameters.

u

To further evaluate the significance of sIL-2Ra in the semm of bum patients, we have

determined the relation between their presence and the level of IL-6. The molecular

form of this receptor in the serum of bum patients was studied and their biological

significance. Several immune parameters using a highly purified form of the receptors

expressed in the insect's cell system were also determined. Purified sIL-2Ra gave us

the opportunity to assess the role of IL-2Ra without the interfering effects of other

peptides which can be associated with sIL-2Ra in vivo and can mediate the

immunomodulation . The results obtained show that sIL-2Ra present in the serum of

these patients were formed by the extracellular part of the receptor, that binds the human

IL-2. Their expression was associated with a decrease ofMHC class-II molecule on the

cell's surface. We also found a positive correlation between the inflammatory cytokine,

IL-6, and the amount of IL-2Ra. Finally, the decrease of fat in nutritional support after

thermal injury decrease the level of IL-2Ra and associated IL-6 production. We report

here that the purified form of sIL-2Ra can overcome the biological effects of IL-2 on

NK activity. However, sIL-2Ra cannot perturb the T cells mitogenic response, but can

induce a dissociated production of IL-2 and INF-y. The role of sIL-2Ra and biological

significance was discussed.
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MATERIAL AND METHODS

Materials.

0

RPMI 1640 (Bio Media Cananda inc, Drummondville,Can) was supplemented with a

penicillin (50 I.U.)- streptomycin (50 p.g/ml) solution and 10% heat inactivated fetal

bovine serum (FBS, Medicorp Inc, Montreal, QC, Can). 3.3'-diotadecyloxacarbocyanin

perchlorate (DiO), propidium iodide (PI), Tween-20, NP-40, gelatin, EDTA, leupeptin,

pepstatin A, PMSF and phytohemagglutinin-P (PHA) were obtained from Sigma-

Aldrich Canada LTD (Oakville, ON. Can). Recombinant human or mouse interleukin-2

(rIL-2) and interleukin-6 (rIL-6) were purchased from Boehringer Mannheim (Laval,

QC, Can). Alamar Blue, the Cytoscreen Human IL-2Ra, enzyme-linked-immuno-

sorbent assay (ELISA), the intracellular staining kit for human IL-4, anti-INF-y and

anti-IL-2 monoclonal antibody (mAb) fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugate were

obtained from Biosource international (Camarillo, CA). Biotynalated anti-CD4, anti-

HLA-DR R-phycoerythrin (R-PE) tagged and antibodies anti-CD2, anti-CDllb, anti-

CD8 all conjugated to FITC were purchased from Becton Dickinson Canada Inc.

(Mississauga, Ont. Can). Avidin quatum-red tagged, phosphate buffer (PB S) and

Hank's balanced salt solution (HBSS) were obtained from Gibco-BRL (Burlington, ON,

Canada). ECL chiminulescence system, protein A/G Sepharose beads and Ficoll-

Hypaque were purchased from Amersham Pharmacia biotech (Baie d'Urfé, QC, Can).

Rabbit polyclonal antibody anti-IL-2Ra (C-20) or anti-IL-2Ra (N-19) and anti-mouse

IgG- peroxydase conjugated were obtained from Santa Cmz Biotechnology Inc. (Santa

Cruz, CA). Mouse mAb anti-IL-2Ra (7G7B6) was obtained from Upstate

biotechnology (Lake Placid, N.Y). Mouse mAb anti-CD3 (OKT-3) were produced m

our lab and purified on protein A/G sepharose. Recombinant IL-2Ra extracellular

domain were obtained from Dr Tom Ciardelli from the Dartmouth Medical School,

Hanover. This fomi of sIL-2Ra was expressed in insect cells and purified (58).

Proteins were keep at low pH at 4°C before being used using in our experiment. [ H ]-

thymidine in saline solution (20-40 Ci/mmole) was purchased from ICN Pharmaceutics

Inc (Costa Nesa, CA).
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Patients, samples and cell lines.

Patient care, and nutritional support: In this study, 18 men and women between 18 and

65 years old with thermal bum injury greater than 20% of total body surface area

(TBSA) and with no other known medical condition were recruited. All patients were

admitted to the bum center within 24 hours post-injury. The Parkland formula with

Lactate-Ringer solution was used for resuscitation. With the exception of the hands,

bum wounds were left without dressing and without antiseptic ointment. The existence

of bronchial injury was assessed by bronchoscopy, which was performed in all patients

within 3 days post admission. Pain was managed using IV morphine. Patient's

characteristics are describes in Table 1. Nutritional support was started 24 hours post

admission through a naso-enteral tube inserted under gastroscopic guidance. The goal

for energy intake was calculated using the Curreri formula and adjusted with bi-weekly

measurements of resting energy expenditure as previously described (57). Patients were

randomly assigned to three groups, using a random number table. This randomization

was prospective and the investigator responsible for the patient's inclusion was not

aware in advance to which group the patient would be assigned. Patients were assigned

to one of three enterai solutions, as follows: Group 1 (control) fat 35% of total calories,

carbohydrates 40%, protein 25%; group 2 Low fat diet (LF): fat 15%, carbohydrates

60%, protein 25%; group 3 low fat diet with 50% lipid as omega 3. The complete

composition of these solutions is described in Garrel et al. (57). All nutrients other than

fat and carbohydrates were identical in the 3 solutions. The proportion of energy

received enterally and parenterally was not different in the 3 groups. This experimental

feeding lasted 28 days. All patients received vitamin A (50 000 UI/week), zinc (10

mg/day) and vitamin C (500 mg/day) as supplements. The protocol for this study was

approved by the Ethics Committee of our hospital and written consent was obtained

from the patient or their closest relative.

Samples: Blood was sampled every 3 days at 7 AM from day 1 through day 28. Day 1

being the day following admission. Blood samples were centrifuged without delay and

plasma sample was aliquoted and stored at -80 C. Clinical information was taken daily

from the medical file of the patient.
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Cell lines: PBMC from patients or heathly donnors were separated from heparinized
blood samples by centrifugation on Ficoll-Hypaque density gradient. Collected cells
were washed three times in a saline solution and adjusted at desired concentration in
complete RPMI. Cell lines: Two IL-2-dependant cells lines were used, murine HT-2
cells (obtained from Dr patrice Hugo, Clinical Reschear Institut, Cananda) and human

W 1710 cells (obtained from Dr Michel Tremblay, Lavai University, Canada).
Interleukin-6 dépendant cells, 7TD1, and a human erythroleukemic cell line, K562, were
obtained from the American Type Culture Collection (Rockville, MA).

Natural Killer (NK) cells assay

Assessment of NK cell activity was performed by flow cytometric assay (59). K562
cells were stained with 3 mM oflipophilic dye, DiO at 37 °C for 15 minutes. Labelled
cells were extensively washed in PB S and keep in the dark before utilization. PBMC
and DiO labelled K562 cells were pooled in 96 wells plate at a ratio of 1 :10, l :20, 1:40
and 1 :80. Plates were centrifiigated at 500 rpm for 30 sec and incubated at 37°C for 2
hours. NK activity was determined by flow cytometry analysis with a FACScan
appartus (Becton Dickinson). At first, a live gate on DiO stained K562 cells was
performed using the fluorescence in the FL-1 detector to exclude the PBMC during the
acquisision of data. NK activity was determined by measuring the mortality in K562 cell
populations using PI staining in FL-3. Results were presented in term ofNK activity in
comparaison to the mortality in samples incubated without PBMC.

Mitogenic response of normal PBMC

0

Mitogenic response was measured by standard procedure. Briefly, each well of flat-
bottom plates received 200 p.1 of cells suspension (2 X 106 cells/ml). Mitogenic lectine,
PHA was added at a final concentration of 2 p.g/ml. Plates were incubated for 48 hours
at 37°C in a 5% CÛ2 water-saturated atmosphère. Six hours before the end of the
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incubation time, 0.5 p.Ci [ H]-thymidine were added in each well. Cells were harvested

on glass filters and the thymidine incorporation determined with a P counter.

Measurements of interleukin-6 and soluble interleukin-2 receptor.

Interleukin-6 : Interleukin-6 was measured with a bioassay, using IL-6 dependent

7TD1 cells as previously describe (56). Shortly, 7TD1 cells were washed 3 times in

complete RPÎvîI and starved 1 hour at 37°C. Cell concentration was adjusted to 2x104

cells/ml and 100 p.1 was added to each well of a 96-well microtiter plate. Serial dilutions

of sera were made and 100p.1 was added per well. Serum was tested in triplicate for each

dilution. Recombinant IL-6 was used to establish the standard curves. The background

response was determined in the absence ofIL-6. Cells were incubated for 18 hours at

37°C and the proliferation was determined by the addition of 20% Alamar blue. Dye

reduction was determined using absorbance by spectrophotometry set at 550 nm

(reduced form) with a reference at 620 nm (oxidized form). Data was displayed in U/ml

as compared with rIL-6 standard. The lower limit of sensitivity of IL-6 assay was 1.5

U/ml.

Soluble interleukin-2 receptor : Soluble interleukin-2 receptor was measured by

ELISA with a commercial kit. The assay was performed according to the manufacturer's

instructions. Serum IL-2R concentrations were expressed in pg/ml and the lower

detection limit of the assay was 16 pg/ml.

Western blotting ofIL-2Ra forms.

0

Pooled burn patient plasma was diluted 1:2 in dilution buffer [50 mM Tris (pH 7.5), 1

mM EDTA and the protease inhibitors leupeptin (3 mM), pepstatin A (2 mM) and

PMSF (l mM)]. Serum was precleared twice for 30 min with protein A/G-Sepharose

beads coated with nonnal rabbit serum. Ten p.1 of rabbit polyclonal anti-IL-2Ra (C-20

or N-19) was added to the diluted serum and incubated for 2 h prior to the collection of

the immune complexes by the addition of protein A/G-Sepharose beads for 30 min. The



0

98

supernatant was removed and the beads were washed 6 times in dilution buffer

supplemented with 1% ofNP-40. Laemmili loading buffer (2x) was added, and samples

were boiled for 5 min. Proteins were resolved on 10% SDS-PAGE gel (60) and

subsequently transfered on nitrocellulose membranes by electroblotting. Membranes

were blocked for 1 hr in Tris-buffered solution supplemented with 0.1% Tween-20

(TBS-T) containing 2% gelatin. Membranes were incubated in the same buffer with

mouse mAb anti-IL-2Ra (7G7B6) at a final concentration of 1 (.ig/ml. After washing,

the nitrocellulose filter was incubated with an anti-mouse IgG peroxidase tagged for 1

hour before the positive reaction was revealed with ECL system.

Measure of the proliferation of IL-2 dependent cell line

Interleukin-2 dependent T cell line (mouse HT-2 cells or human W 1710 cells) were

used. Cells were washed 3 times with HBSS and then incubated at 37°C for 1 hour

without any nutritive factor. Following this starvation cells were aliquoted into 96

micro-well plate at a concentration of 5xl05 cells/well with 10% of control or bum
patient plasma. In addition, mouse or human recombinant IL-2 was added at

concentrations of 5 U/ml or 50 U/ml respectively. The plates were incubated for 24

hours at 3 7C in a 5% CÛ2 water-saturated atmosphere. The proliferation was determined

by an addition of 20% Alamar blue. As previously described, the reduction of Alamar

bleu was then determined 18 hours later. Data was analyzed as ratio of inhibition

response: O.D. obtained with 50 U/ml IL-2 / O.D. obtained with 5 U/ml IL-2. In

conditions used in this paper, we found that value of ratio after 24 hr incubation was
around of l.

Flow cytometric analysis.

0

Immunophenotyping : Cells were analysed by two-color flow cytometry. PBMC were

incubated for 30 minutes on ice in presence of fluorochromes conjugated mAbs for

CD2, GDI Ib, HLA-DR, CD4 and CD8 or isotypic control. Cells were washed in PBS

and analysed with a FACScan flow cytometer using Lysis software.
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Intacellular staining of cytokine production : Cells (l x 10 cells/ml) were stimulated
in 24 wells plate previously coated with 1 ^ig/ml ofOKT-3 mAb for 18 hours at 37 °C in
5% CÛ2 with or without interleukin. At the end of the incubation time, l [il of 1C Block
solution was added and cells were incubated for an additional 4 hours before

harversting. Intracelluar staining of IL-4 and INF-y or IL-2 production in CD4
lymphocytes was perfonned by triple labelling methods using ICScreen kit. Briefly,
unstimulated and stimulated cells were collected and washed in PBS. Cells (l xl 06 cells)
were incubated with biotynalated-CD4 mAb (l|J,g) at 4 C for 30 minutes and then
washed. Strepavidine-Quatum Red were added and cells were incubated on ice for 30
min and washed twice in PB S. Thereafter, cells were fixed with 1 ml of

paraformaldehyde solution (1C Fix) for 10 min at 4 °C and washed twice in PBS. Fixed
cells were incubated 5 min at room temperature in presence of 1 ml permeabilixing

agent (1C Perm). Anti-IL-4-PE and INF-y-FITC or IL-2-FITC diluted in 1C Penn were

added to cells and incubated for 30 minutes at 4 C with gentle agitation. Cells were

washed twice with 1 ml of 1C perm and flow analysis was performed. Presence of IL-4

and INF-y or IL-2 were done in CD4 gated cells. Antibody isotypic control for each
cytochromes used and permeabilization control were performed.

Statistical analysis.

The statistical relevance was evaluated with an ANOVA test. Differences are

considered as significant for P < 0.05 and very significant for P < 0.01. All experiments
were performed three times and representative results were presented.

RESULTS

1. Presence of the truncated form ofIL-2Ra in sera from burn patients.

0

Bum injury causes an increase of inflammatory cytokines and their receptors. Different
labs have reported the presence of sIL-2Ra after this trauma (39,40,55,61). However,

the nature of this receptor remains elusive. With this experiment we wanted to evaluate
the nature of the soluble interleukin-2 receptor present in the plasma of bum patients.
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We have attempted to immunoprecipitate sIL-2Ra with an antibody directed against the

intracellular C-terminal portion (lanes 1,2,3) or the extracellular N-terminal portion

(lanes 4,5,6) of this receptor. Western blot done with a antibody specific to whole IL-

2Ra revealed (Figure 1) that neither in normal (lane 1) nor in the bum sera (lane 2,3)

was there a trace of the IL-2R when using the antibody specific to the C-terminal

portion. In contrast, immunoprecipitation with an antibody raised against the N-terminal
portion of this receptor revealed the presence of a 43kDa molecule present in the sera of

the bum patients (lane 5 and 6). Traces were also found in normal sera (lane 4). These

results show that the sIL-2Ra form present in bum patient does not contain the

cytoplasmic domain and molecular weight suggests that extracellular portion of the
receptor is the soluble fonn.

2. Serum from burn patient inhibits IL-2 dependent T cells proliferation.

0

Serum from bum patients inhibits T cell activation (55,62 ). To determine if the

inhibition can be related to the presence of soluble IL-2R, we cultured a mouse IL-2

dependent T cell line in presence of 10 % heat inactivated sera obtained from burn
patient up to 21 days after injury (Figure.2). Cells were incubated in the presence of
either a low or a high concentration of recombinant human IL-2 to evaluate the

specificity and the magnitude of the inhibition. The results were transformed into an
inhibitory ratio corresponding to the proliferation at each IL-2 concentration (response

in presence of high concentration/response in presence of low concentration). Unrelated

sIL-2Ra inhibition gave the same decreasing response in presence of low or high

amounts of IL-2. As expected, high concentrations of sIL-2Ra in the patient's serum

corresponded to an increase in the inhibition of T cell proliferation. In sera used for this

experiment the maximum concentrations of sIL-2Ra noticed between days 16 to 22.

The maximum level of sIL-2Ra was at day 19 where we evaluated the mean

concentration in sera tested at 4.7 ng/ml. Incubation of these cells under the same
conditions, but using recombinant murine IL-2, failed to reproduce the inhibitory effect

of sera, verifying the specificity of this assay. In a different experiment using a human
IL-2-dependent T cells line, we were unable to inhibit cell proliferation (data not
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shown). Indeed, using either low or high concentrations of recombinant human IL-2,

inhibited the cell proliferation, demonstrating that another factor may be responsible for

T cells impairment. This finding shows that the presence of sIL-2Ra in bum serum can

inhibit IL-2 dependent proliferation in mice's cell system.

3. Expression of sIL-2Ra in burn patients was associated with a decrease of class

II MHC molecule expression.

Bum injury is associated with a change in blood cell populations (62 ). A dramatic

depletion of T cells was noted following bum. We observed 9.63 ± 3.23 % of T cells in

patients with bum injury as compared to 61.50 ± 3.63 in normal subjects (n=10).

Following the burn injury, no changes in the number of, CDllb^ or in gated

lymphocytes for CD2',CD4T and CD8-r cells expressing the class II MHC molecule were

noted (Figure 3A). However, the level of DR molecules, as evaluated by mean

fluorescence, was significantly lower in CD2' lymphocytes and CD lib" cells (Figure

3B). Moreover, we found that the bum patients with lower amounts ofsIL-2Ra did not

differ significantly in the expression of class II MHC molecules (data not shown). These

results suggest a link between the expression of DR molecules and the presence of sIL-

2Ra.

4. Low fat diet decreases série concentration in burn patients of sIL-2Rcx and

inflammatory cytokines.

0

We have previously demonstrated a decrease of the inflammatory cytokine, interleukin-

6 (IL-6) when bum patients received a low fat diet (56). In this study, we wanted to

evaluate the association between an increasing level of sIL-2Ra and the inflammatory

response using the IL-6 concentration as an indicator (Figure 4A). We observed that

bum patients have higher values of IL-6 (mean values : 2365 U/ml) compared to the

normal concentration in healthy donors (16 U/ml). Patients fed with a high fat diet had

significantly higher concentrations of IL-6 than patients on a diet containing a low

amount of fat composed of either n-6 or n-3 lipids (mean values : 1190 vs 3540 U/ml
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respectively). sIL-2a concentration in the same cohort of patients are shown in figure

4B. The average concentration of sIL-2Ra in bum patients is elevated throughout the

study (mean 2922 pg/ml) as compared to the concentrations observed in normal subjects
(124 pg/ml). There is a significant difference in the concentration of sIL-2Ra between

the low fat group and the high fat group throughout the study: control patients had
significantly higher concentrations ofsIL-2Ra than patients who received a low fat diet

(mean values : 4187 vs 1657 pg/ml respectively). Moreover there is a significant and
positive correlation between sIL-2Ra and IL-6 levels in our bum patients (r = 0.7393,

p< 0.05). These results illustrate that low fat diets during bum care decreases the
inflammatory response. A decrease in IL-6 concentrations was correlated with a low

amount of sIL-2Ra which suggests a link between this molecule and the
immunosuppression following burn injury.

5. Effects of soluble recombinant sIL-2Ra on the activity of NK cells.

In an effort to understand the significance and the role of sIL-2Ra in a pathologic

situation, we have attempted to determine the effects of recombinant sIL-2Ra on

different immune parameters involving IL-2. It is well established that the incubation of
PBMC with recombinant human IL-2 augments NK activity against the chronic
myelogenous leukemia cell line K562 (63-65). PBMC were incubated in presence of
increasing amounts of IL-2 with or without sIL-2Ra for 1 8 hours before determining
NK activity. A dose dependent increase of NK activity was observed in our system
(Figure 5). An addition of a two fold molar excess of purified sIL-2Ra (Ip.g/ml) m
the IL-2 stimulated cells had a significant inhibitory effect on the NK cells activity. To
further evaluate the interaction of sIL-2Ra and IL-2, the amount of cytokine was
increased by five to ten fold which lead to a lack of effect due to an excess of IL-2. We
therefore concluded that molar excess of sIL-2Ra acts as an antagonist by competing
with the intermediate affinity receptors expressed in NK cells.

u
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6. Effect of soluble recombinant sIL-2Ra on the mitogenic response of PBMC.

One of the major role of IL-2 is to allow the T cells proliferation after stimulation.

Absence ofIL-2 in the media of stimulated T cells induce the cell's dead by apoptosis.

Effects ofsIL-2Ra on the mitogenic response ofPBMC were analyzed by 3H-thymidine
uptake (Figure 6). The addition of increasing amounts of sIL-2Ra between 0 to l |Lig/ml

caused a significant decrease of the basal uptake ofunstimulated cells (Figure 6A). This

decrease was not associated with an increase of mortality or apoptosis in the cell culture

(data not shown). Additions of 10 U/ml of IL-2 resulted in a partial reversal of this

effect. Stimulation of PBMC with PHA, a T cells mitogen, in the presence of sIL-2Ra

resulted in no significant decrease in lymphocyte proliferation. These results indicate

that sIL-2Ra can decrease the metabolic activity of PBMC but fail to inhibit the T cell

activation.

7. Soluble form of IL-2Ra induce a dissociated production of IL-2 and INF-y by

CD4 lymphocytes.

1+

u

Stimulated T cells, more precisely CD4T lymphocytes, produce many cytokines that can

influence each other. It is known that the cytokine environment during early T-cell

activation can determine the dominant cytokine profile of the T cells response (66).

Two major cytokines, IL-4 and INF-y, exert opposite effects on a variety of immune

parameters (66) and can be used to classified TH1 and TH2 subsets. To determine the

effect of sIL-2Ra on the cytokines produced by T cells, we have stimulated PBMC with

anti-CD3 in presence or absence of sIL-2Ra. Intracellular cytokine production was

analyzed by flow cytometry. Triple labelling of cells with anti-CD4, anti-INF-y and

anti-IL-4 or anti-IL-2 were used to determine the cytokine production in CD4" T cells.

In all experimental conditions tested, no changes were observed when gated CD4" cells

were analyzed for intracellular IL-4 and IL-2 proteins (data not shown). Purified sIL-

2Ra had no effect on the number of CD4~r T cells expressing INF-y (Figure 7A).

Addition of recombinant IL-2 increased the % positive cells. In this short-term culture,
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n IL-4 had no effect on the percentage of positive cells. It was reported that the addition

of exogenous IL-2 enhanced the induction on INF-y (67). We have analyzed our results

for the intracellular contents of INF-y protein by comparing the mean fluorescence value

(Figure 7B). Stimulation ofPBMC by OKT-3 gave the same levels of intracellular WF-

Y independent of the presence of sIL-2Ra. However, sIL-2Ra abrogated the

enhancement of cellular INF-y when exogenous recombinant IL-2 was added. Co-

addition of IL-4 and IL-2R decreased the amount of INF-y proteins by approximately

50% which then be restored by the addition ofIL-2. We concluded from this experiment

that the purified form of sIL-2Ra dissociated the production of IL-2 and INF-y.

Moreover, the addition IL-4 and sIL-2Ra causes a dramatic decrease in INF-y protein

content and can possibly increase the emergence of TH2 subset .

J

DISCUSSION

After burn trauma an increase in sIL-2Ra was noted (39,40,55,61). In this study we

showed for the first time that the sIL-2Ra secreted is a truncated form of IL-2Ra. This

form of receptor is monomeric since we were unable to demonstrate, in non-reducing

conditions, the presence of a high molecular form nor by western analysis the presence

of other chains of the IL-2R complex (data not shown). The form of IL-2Ra present in

the serum of burn patients inhibits IL-2-dependent proliferation from murine cells.

However, as reported in other pathologies, inhibition of cell proliferation using human

origin cell lines could not be directly caused by the presence of sIL-2Ra. We also

confirmed that there are other soluble factors present in these sera which inhibit cell

proliferation. Phenotyping analysis presented a marked decrease of the T cell

population after burn trauma and no activating markers were demonstrated on the

remaining T lymphocytes (IL-2R, CD69 or HLA-DR, data not shown). The analysis of

class II MHC molecule expression in blood cells demonstrated a significant decrease of
these molecules at the cell surface of non-T cells and CDllb-r cells. The class II

transactivator is a protein that induces the transcription of MHC class II genes and it is

believed to be required for both constitutive and IFN-y inducible expression of these



0
105

genes (69,70). Decrease ofMHC class II molecules found in our study and others (71)
after burn trauma can be linked partly to the diminished production of INF-y. The
majority of non-T cells include B lymphocytes and monocytes/macrophages, in which
the cell's expression of class II MHC molecules are under the control ofINF-y.

The inflammatory response following burn injury, correlated positively with increasing
concentrations of sIL-2Ra, as demonstrated by IL-6 production. This correlation was

also observed in HIV patients and in several other inflammatory diseases (29-34). Even
if some of the studies show the prognostic value of the sIL-2Ra concentration, the

source and the role of IL-2Ra remain speculative. Generally the presence of sIL-2Ra
was associated with the stimulation or activity of T cells in course of development.
However the absence of T cells activation markers in PBMC in trauma patients is
incompatible with this hypothesis. The probability of the local T cell's response
generating such a large amount of this protein in the serum is unlikely. Another
possibility is that the source of sIL-2Ra came from an unusual cell stimulated to express
this molecule. Several reports have shown that non T-cells, such
monocytes/macrophages, B lymphocytes, neuronal, glial and pituiary cells express at
their cells surface the IL-2Ra which can account for its presence in the serum of trauma

patients (36,45,47-49,72,73). Interestingly, it was reported that an increase ofsIL-2Ra
was detectable within hours following injury, before any detectable increase of IL-2
(13), suggesting that T cells activation cannot be responsible of the presence of sIL-
2Ra. The latter suggests that a massive production or shedding of this receptor takes
place in an other tissu that constitutively express this receptor. The exact origin of the
soluble receptor remains to be determined.

0

Other findings in this study are the magnitude of the inflammatory response and the
associated release ofsIL-2Ra in function of the % of fat in th diet. We have previously

demonstrated that a low fat diet decreases the inflammatory response, the number of
infection and length of care of bum patients (56,57). An excessive activation of
monocytes is known to occur after a major trauma (74). Monocytes then rapidly
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0 produce and release prostaglandin E2 (PGE2), a powerful endogenous immune

suppressant (75). Indeed, PGE2 is known to be an inhibitor of mitogenesis, IL-2

production, and IL-2 receptor expression in T-cells. The amount and type oflipid intake

in the diet can also contribute to the production of arachidonic acid metabolites that

include PGE2. In bum patients monocytosis was observed to be associated with a

significant increase of PGE2 (74). We can hypothesize that the administration of a low

lipid diet can inïïuence the PGE2 production in those patients. However, low fat diets

containing n-3 lipids had no effect in our study demonstrating that the amount of dietary

lipid is the predominant factor effecting the inflammatory response in bum patient. The

exact mechanism of the beneficial effect of low fat diet is currently under investigation
in our laboratory.

0

The concentration of the soluble form of IL-2Ra has been shown to be elevated in the

supernatant of T cells after their activation (15). High levels of sIL-2Ra has also been

demonstrated in several diseases with different ethiology (26-40). The significance of

the presence of this molecule remains unresolved. In this study we have used a purified

fonn of sIL-2Ra to determine its influence on several parameters of the immune

response involving IL-2. Our results prove that sIL-2Ra cannot compete with the high

affinity form of this receptor on the cell's surface for the binding ofIL-2. However, the

IL-2 mediated functions involving cells expressing the IL-2R with an intermediate

affinity, can be perturbed in presence of an excess of sIL-2Ra. Indeed, we illustrated

that increased NK activity in the presence of IL-2 was inhibited in the presence of a

molar excess sIL-2Ra. In sera of patients with hairy cell leukemia appear to have

values of sIL-2Ra inversely related to the NK fiinction displayed by PB^/IC from the

same patients (76). Decreased NK activity was demonstrated in several other diseases

in which a high level of sIL-2Ra was found (45,76). Study on IL-2 mediated

enhancement of immune cells function have suggested a positive action of this cytokine

on neutrophil function (77,78). However, we failed to demonstrate any effect ofIL-2 or

sIL-2Ra on neutrophils activity. Our results on the action of IL-2 on neutrophils are in

agreement with the results of other laboratories (79).
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0 Our results suggest that the role of recombinant sIL-2Ra as an antagonist of IL-2 for the

T cells proliferation shown is unlikely. Using a purified form of sIL-2Ra from serum or

from urine of patients with elevated concentrations of this receptor, different

laboratories showed an inhibitory effect of the protein isolated, although other groups
failed to confirm these results (37,53,54,80). The descrepancy between these results can
be explained by the work ofDummer et al (81) which stipulates that circulating sIL-

2Ra are a group of multimeric proteins rather than a homogenous comportment. The

formation of high affinity complexes including a, P and y chains can increase their

affinities for IL-2 and subsequently compete adequately with membrane receptors
expressed by immune cells. We have found that the basal activity of unstimulated cells

decreased in the presence of sIL-2Ra and can be partly restored by the addition of
exogenous IL-2. Since IL-2's high affinity receptors were absent in resting

lymphocytes, it remains possible that a low amount of sIL-2Ra can down regulate the
basal activities of monocytes or lymphocytes by trapping the low amount of IL-2
produced by PBMC population.

One of the most intriguing results obtained after stimulation of PBMC in presence of

recombinant sIL-2Ra, was the dissociated nsTF-y production. This effect was previously

reported in other circumstances and in pathologies were the increase of sIL-2Ra was
demonstrated (82-85). Although we were unable to demonstrate an increase in IL-4
synthesis under the conditions used in this experiment, the results suggest a role of sIL-
2Ra in relation with the TH1/TH2 balance. We hypothesized that recombinant IL-2Ra
can bind to IL-2 decreasing the IL-2 concentration in the cell's environment eliciting a

predominantly TH2 population. The synergetic effect of IL-4 on the decrease of DsfF-y

production and the partial restoration of INF-y production after addition of IL-2 support

our findings. Interestingly, the presence of sIL-2Ra was demonstrated after bum

trauma and in systemic lupus erythematous; two pathologial conditions associated with
the predominant production of cytokines from TH2 populations (86-88) indicating the
possible relation between the presence ofsIL-2Ra and the TH1 or TH2 populations.
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n The role of the IL-2R in the bum trauma remains unclear. Like other receptors (such as :
TNFR, IL-1 Ra), it is suggested that the sIL-2Ra acts by binding and inactivating
circulating IL-2. However, our results with a highly purified recombinant fonn of sIL-
2Ra showed that this receptor can compete only with the receptor of intermediate
affinity, when high concentrations were used. Elevated concentrations of sIL-2Ra
could possibly contribute indirectly to the immunosuppression seen after a traumatic
injury. Surprisingly, sIL-2Ra levels are higher in non-surviving trauma patients than in
surviving ones supporting the prognostic value of this receptor. In bum patients, there is
an increase of sIL-2Ra and the immunosuppression state is generally correlated with its
concentration. Our results proved that the presence of sIL-2Ra cannot explain the T
cell's dysfunction in burn patients, although some modifications of the immune
parameters can be influenced by their presence.
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^ Table 1. Burn patient's characteristics.

122

Group No. Patients Age
(year)

Weight
(kg)

Height
(cm)

TBSA
%

Control

Low Fat 1

Low Fat 2

6

6

6

37±13 79,2±22,9 176±12 43,8±16,2

38±7,7 81,5±15,2 177±8 46,7±12,2

39,2±13,4 69,5±14,51 169±13 44,8±9,6

^
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Figure 1. : Tmncated form ofIL-2Ra is present in burn patient serum

123456

-IgH

- IL-2Rcx

Serum from five normal patients were pooled, and IL-2Ra was immunoprecipitated.

Anti-Il-2Ra Ab specific to the C-terminal amino acid sequence (lane 1 to 3) or specific
to the N-terminal amino acid sequence (lane 4 to 6) were used for immunoprecipitated.
The presence of IL-2Ra was reveled by Western Blot analyses with anti-IL-

2Ra antibody. Bands for Ig heavy chain (IgH) and IL-2Ra are indicated. The
determined molecular weight is 43 KDa.
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Figure 2: Proliferation ofmurine but not human IL-2 dependant T cells lines
were inhibited by sera containing the soluble form ofIL-2Ra
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Interleukin-2 dépendant murine HT-2 cells or human W 1710 cells were
incubated in presence of 10% ofdecomplemented bum serum or with normal
semm in medium containing 5 or 50 U/ml ofrecombinant IL-2 from human
origin (white square) or murin origin (black square). Proliferations were
assessed after 18 h incubation and the results were presented as inhibition ratio
determined by comparing the response at higher concentration and lower
concentration ofIL-2. This representation was used to demonstrate the effects
related to the presence ofIL-2Ra as compared to other inhibitory factors present
in burn serum. Normal serum from healthly donors caused no modifications of
this ratio. Results are representive of 6 indépendant experiements performed
with 10 bum patients. No inhibitions were observed with human cell lines in
presence of human IL-2 and 100% inhibition was observed with murin IL-2.
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0 Figure 3. Expression ofMHC classe II molecule in blood cells from bum patients
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Expression of DR molecules was based on lymphocyte population identified with
foward side scatter and side scater by live gate and the expression of DR
molecules was determined on CD2-, CD4+ or CD8+ cells. Total populations were
analysed for the CD1 lb+ expression. Positive cells for DR molecules for each
populations was shown in % (A). Level of expression of the DR molecule on
gated cells was determined by mean fluorescence on each population analysed as
describe in A (B). Results were obtained from 5 blood samples ofheatly donnors
(White bar) or 10 blood samples from bum patients ten days following the trauma
(black bar). No differences in % of cells expressing DR molecule were noted (A).
Significant decreases of DR expression were noted for CD2- and GDI lb+ cells
after burn injury (B: * p ^ 0.05).
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n Figure 4. Low fat diet administration was associated with lower amount of IL-6
and the sIL-2R in bum patients.
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Concentration ofIL-6 (A) and IL-2R (B) were determined at different days
following bum injury by biological assay or by ELISA, respectively. Results
from patients receiving a normal diet including 30% lipids (triangle) as energy
source or low fat diet composed 15% of n-3 lipids (square) or n-6 lipids
(round) were presented. The low fat group and normal fat group presented
important differences.
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Figure 5. Soluble IL-2R inhibits the IL-2 increase in reactive NK cells.
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PBMC from healthy volunteers (l x 106 cells/ml) were incubated with IL-2 ( 0
to 100 U/ml) in absence (white bars) or in presence ofIL-2Ra (crossed bars, 1
l^g/ml) for 30 min at 37 oC. K562 target cells labelled with DiO were added at
effector to yield E:T 40:1, 20:1 and 10:1 and NK functional test were
performed. The results are expressed as the mean ± SEM of % NK activity.
The data was taken from five separate studies perfonned in triplicata.
Significant results (* * =p$ 0.01) were obtained when the response in presence
or absence of sIL-2Ra were compared.



128

n Figure 6. T cells mitogenic response is not affected by the presence of sIL-
2Ra.
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PBMC from healthy volunteers (l x 105 cells/well) were incubated in
presence of increasing ofsIL-2Ra concentration. Unstimulated cells (A) or
PHA stimulated cells (B, IjJ.g/ml) were pulsed for 6 h with 3H-thymidine
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n Figure 7. Soluble IL-2R cause a defective interferon-gamma production
in CD4+ T lymphocytes.
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coated with OKT-3 in absence (white bars) or in presence ofIL-2R (crossed bars,
Ipg/ml). Twenty four hours later, cells were har/ested, washed and incubated in
medium alone or supplemented with interleukin (IL-2: 25 U/ml, IL-4 Ipg/ml) with or
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experiment is representative of three indépendant experiments in triplicata. (* =p^
0.05)
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n 2. CONCLUSIONS DE L'ARTICLE l

Les résultats de cet article ont montré que les patients brûlés présentent des

concentrations plasmatiques élevées du récepteur soluble à l'IL-2 et que la forme

soluble présente chez ces patients provient du clivage protéolytique de la partie

extracellulaire du récepteur cellulaire. Nous avons également démontré que le rôle de ce

récepteur soluble n'est pas de lier et d'inactiver l'IL-2. Toutefois, à de fortes

concentrations l'IL-2Rsa peut entrer en compétition avec le récepteur d'affinité

intermédiaire pour se lier à l'IL-2 et, participer indirectement à l'immunosuppression

observée après une brûlure. Finalement, l'ensemble des résultats démontre clairement

que la présence de l'IL-2Rsa ne peut expliquer la dysfonction des cellules T des patients

brûlés. Toutefois, certaines modifications des paramètres immunitaires peuvent être

affectées par la présence de fortes concentrations d'IL-2Rsa. Par la démonstration d'une

correlation positive entre les taux d'IL-2Rsa et ceux d'IL-6, nous avons montré, pour la

première fois, une relation étroite entre les concentrations d'IL-2Rsa et la réponse

inflammatoire post-brûlure. Enfin, l'originalité de ces travaux a été de montré qu'une

diminution des apports en lipides de la diète (30% vs 15%) est associée à une réduction

des concentrations d'IL-2Rsa concomitantes à celles d'IL-6. La diminution des ces

paramètres de l'inflammation est associée à une amélioration des paramètres cliniques et

infectieux chez les patients nourris avec ime diète faible en lipides. Ainsi, ces résultats

laisse supposer que les médiateurs de l'inflammation produits lors de la réponse

inflammatoire sont, en partie, responsables de l'immunosuppression sous-jacente à une

brûlure sévère.

0
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n 3. JUSTIFICATIONS DE LA DEUXIÈME ÉTUDE

Pour vérifier l'hypothèse voulant que la réponse inflammatoire soit en grande partie

responsable de l'immunosuppression nous avons mis au point un modèle animal de

brûlure. Pour ce faire, la prolifération in vitro des splénocytes et plusieurs paramètres du

stress oxydatif (thiols totaux, potentiel mitochondrial et concentrations des MDA dans le

foie) secondaires à une lésion thermique ont été évalués chez deux souches différentes

de souris : une souche congénique résistante à l'inflammation induite par la LPS et une

souche mère possédant une réponse normale à l'inflammation.

0



')

IV. ARTICLE 2

0



n

Increased burn-induced immunosuppression in LPS-resistant mice

N. Jobin1, D.R. Garrel1, J. Bemier2

' Centre hospitalier de l'Université de Montréal (CHUM) - Hôtel-Dieu, Centre des
grands brûlés, Montreal, PQ, Canada and 2BSTRS Armand Frappier Institute, Centre de

recherche en santé humaine, Pointe-Claire, PQ, Canada

Key words: bums, endotoxin, immunosuppression, oxidative stress

Short running head title: Inflammatory response to bum injury

Reference : Cellular Immunology 200, 65-75, 2000

0



136

n Abstract

Severe burns induce a state of immunosuppression, and the inflammatory response after

burn injury may play a role in this phenomenon. Objective: This study examined the

effect of the inflammatory response to endotoxin on bum-induced immunosuppression

and oxidative stress. Methods: An endotoxin-resistant mouse strain (C3H/HeJ) and a

nomially-responding strain (C3H/HeN) were compared. The mice were separated into 3

groups of 5 animals for each experimental day: 1) saline, 2) buprenorphine, 3)

buprenorphine and 20% total body surface area bum. All animals were fed ad libitum.

The inflammatory response was studied at 1,4, 7, 10 and 14 days post-burn. Results:

Proliferation of activated splenocytes in bum mice was significantly lower on days 7, 10

and 14 for the C3H/HeJ strain and on days 4 and 10 for C3H/HeN. Globally, C3H/HeJ

presented stronger immune suppression than C3H/HeN. Oxidative stress parameters

(liver malonaldehyde, spleen metabolic activity, and thiol concentrations) were higher in

endotoxin-resistant mice compared to the control strain. Summary: Impairment of the

inflammatory response was more pronounced and oxidative stress was greater in

endotoxin-resistant bum mice compared to normal bum controls. Buprenorphine

administration was not related to depression of these immune parameters.

Conclusion: The inflammatory response following bum injury may be beneficial to the

immune system.

0
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0 Introduction

The most frequent complications of severe bum injuries are related to the immune

system and the inflammatory response to tissue damage and infection (1). After bum

injuries, a state of immunosuppression occurs (2,3). The intensity and duration of this

phenomenon are associated with morbidity and mortality in bum patients (1-3). The

precise mechanisms underlying this prolonged impairment have not been fully

elucidated, although a variety of endogenous mediators have been shown to be

correlated with bum-induced immunodepression (1,3-6). Hyperproduction of

inflammatory cytokines and overstimulation of immune cells during the inflammatory

response are potential mechanisms of immunosuppression (3,7).

Lipopolysaccharide (LPS), an endotoxin derived from the cell wall of gram-negative

bacteria, is the most potent known stimulus of the inflammatory cascade (production of

tumor necrosis factor or TNF and intereukin-1 or IL-1) (1). Increased levels of

circulating endotoxins due to bacterial translocation have been found after acute thermal

injury (3,8-10). Elevated endotoxin values are associated with impairment of cellular

and humoral functions where both T-cell and B-cell fi.inctions are affected (10).

Moreover, thermal injury as well as endotoxin administration induce the production of

arachidonic acid metabolites, which are strong endogenous immune suppressants (11-

13). Proinflammatory cytokines and endotoxins evoke cellular damage that leads to the

production of free radicals and causes significant oxidative stress that could mediate

further immunosuppression (14-16).

u

The present study explored the role of the LPS-mediated inflammatory response in

iinmunosuppression and oxidative parameters in an animal bum model. To achieve this

goal, we used 2 different mice strains : one responding normally to LPS (C3H/HeN),

and the other an endotoxin-resistant strain (C3H/HeJ). The LPS-resistant mouse has

proven to be a powerful model for investigations into the basic mechanisms of

endotoxicity (17). Its resistance to LPS is attributed to a single mutation in an autosomal

gene mapped to a region close to the middle of the 4 chromosome (18-20). HeJ mice
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0 are hyporesponsive to the immunostimulatory and pathophysiological effects of lipid A,

a component ofendotoxin-LPS. This is manifested by their requirement for nearly 100-

fold larger amounts of intravenously-administered endotoxin to induce lethality and by

the hyporesponsiveness of their macrophages to in vitro stimulation of IL-1 and TNF

release after exposure to endotoxin (21). C3H/HeJ B-cells and macrophages are

intrinsically unresponsive to the cytotoxic effect ofLPS (21-23). C3H/HeJ lymphocytes

respond normally to T-cell mitogens as well as T-dependent and T-independent antigens

other than LPS (24). Inflammatory cytokines and prostaglandins stimulated by LPS in

responder cells are not induced in C3H/HeJ macrophages (21).

In accordance with the animal protection protocols of our institution, pain was treated

with opioids after bum injury. Since pain is associated with immunosuppression (4,25),

the use of an opioid such as buprenorphine gave us the opportunity to evaluate the

importance of this factor.

Materials and methods

Animals

All experiments were performed on 2 strains of 7-week-old female mice: C3H/HeN

(Charles River, Montreal, Quebec, Canada) served as controls or the normally-

responding strain, and C3H/HeJ (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) as the

endotoxin-resistant strain. Seventy-five animals of both strains were used in this study.

The mice were acclimatized for a period of 1 week prior to the initiation of any

procedures and were housed in a central animal facility under strictly controlled

temperature, relative humidity and a 12-hour light/dark cycle. They were kept in cages

each containing 5 mice. Standard chow (Richmond standard diet. Lab Diet, Richmond,

EST) and water were provided ad libitum. The Institutional Animal Care Committee

reviewed and approved all procedures performed in accordance with Canadian Council

on Animal Care guidelines.

0
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n Alzet micro-osmotic pump

Alzet micro-osmotic pumps (Alza Corporation, Palo Alto, ÇA) deliver solutions

continuously for 3 or 7 days without the need for external connections or frequent

handling of animals. On the experimental days, the mice were anesthetized by

intraperitoneal (ip) injection of 0.1 ml/10 g weight of a saline solution containing 13.3

mg/ml ketamine (MTC Pharmaceuticals, Cambridge, Ontario, Canada) and 1.3 mg/ml

xylazine (Bayer, Etobicoke, Ontario, Canada) after which the entire dorsal surface and

upper sternal region were shaved. An incision was made in the upper sternal skin, and

Alzet micro-osmotic pumps were inserted subcutaneously (sc) in the peritoneal cavity.

Surgical sutures were used to close the wound. All animals survived these procedures.

The pumps deliver 0.1 mg/kg of buprenorphine (Reckitt and Coleman Pharmaceuticals,

Richmond, VA) per 12 h. For a 20 g mouse that is the equivalent of 2.0 pg /12 h of

buprenorphine. To ensure continuous analgesia in the mice killed on days 10 and 14

post-injury, the pumps were replaced on day 7. For this manipulation, the animals were

anesthetized with Enflurane gas (Abbott, Dorval, Quebec, Canada).

0

Experimental thermal injury

The animals of both strains were randomized into 3 groups of 25 mice as follows: 1.

saline-filled Alzet micro-pumps, 2. buprenorphine-filled pumps, and 3. buprenorphine-

filled pumps with burn injury. After anesthesia and the insertion of Alzet micro-pumps,

the animals were placed in a custom-insulated mould which exposed 20% of their total

body surface area (TBSA) on the dorsal aspect. The mould containing the anesthetized

animal was immersed in water of either room temperature (22°C) for sham bum or in

90°C water for 6 sec to produce a fiill-thickness bum. All animals received a 2-ml ip

injection of 0.9% saline for uuid resuscitation. Their cages were placed on a 37°C-

heated platform for 2 h before they were returned to their regular environment. The

animals and their food were weighed daily, and a topical antibacterial agent (Silver

Sulfadiazin Cream, Smith and Nephew, Lachine, Quebec, Canada) was applied on the

burned areas. Daily macroscopic examination showed no evidence of infection. All mice

survived the surgery and thennal injury. Burned animals moved, ate and drank

normally throughout the observation period.
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0 Sacrifice and organ preparation

Five animals per group were anesthetized with Enflurane and killed by cardiac puncture

as well as cervical dislocation 1, 4, 7, 10 or 14 days after experimentation. Their spleens

were removed aseptically and prepared immediately for study. The livers were frozen

immediately in liquid nitrogen after dissection and kept at -80°C until the assay was

performed.

Preparation of spleen cell suspensions

Spleens were removed aseptically and prepared individually as single-cell suspensions

with 3 ml of Hank's balanced solution (HBSS, Gibco BRL, Burlington, Ontario,

Canada). Splenocyte suspensions were obtained by teasing apart the splenic matrix. The

suspensions were washed three times in HBSS containing antibiotics (100 lU/ml

penicillin and 100 ^ig/ml streptomycin) (Medicorp Inc., Montreal, Quebec, Canada), and

red blood cells were removed with lysis buffer (Gey's solution with NH4C1). The cells

were resuspended in RPMI 1640 media (Gibco BRL) supplemented with 50 |^M 2-

mercaptoethanol (Sigma, St. Louis, MO), 10% heat-inactivated fetal bovine serum

(Gibco BRL) and antibiotic solution. Cell viability was determined by trypan blue

exclusion and was consistently greater than 90%. The cells were adjusted to a desired

concentration in complete RPMI.

0

Proliferative response assay

Spleen cell cultures were produced in triplicate, in 96-well, flat-bottom tissue culture

plates (Falcon, Becton-Dickinson, Lincoln Park, NJ) at 2 X 10 viable cells/well.

Splenocytes were stimulated with 1 p.g/ml Concanavalin (Con-A) (Sigma) or with

coated anti-TcR mAb H-57-597 (H-57) (obtained from Dr. Patrice Hugo, Institut de

recherche de clinique de Montreal, Montreal, Quebec, Canada). The plates were coated

with 1 f^g/ml anti-TcR antibody. After 66 h of incubation at 37°C in a humidified

atmosphere with 5% CÛ2, the cultures were pulsed for 6 h with 0.5 f^Ci/well of [H3]TdR
(52.0 Ci/mmol, Amersham Canada, Oakville, Ontario, Canada). [H ]-thymidine

incorporation was used as an index of cell proliferation and was measured by liquid

scintillation counting. The results are presented as counts per minute (cpm).
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0 Liver malonaldehyde (MDA) determination

On the day of measurement, liver sections were thawed and washed with cold 0.9%

saline. The samples were maintained on ice throughout the experiment to avoid de novo

oxidation. Tissue was weighed and homogenized for 2 min with a Polytron

homogenizer. The homogenates were centrifiiged at 4,000 rpm at 40C for 10 min. MDA

was measured by colorimetric assay (R&D Bioassay, Minneapolis, MN) of liver

homogenate supernatants. This assay is based on the reaction of a chromogenic reagent

with MDA at 45°C. Samples were analyzed according to the manufacturer's instructions

and were mn in duplicate. Absorbance at 586 nm was determined in an automated

spectrophotometer (Powerwave, Bio-Tek Instmments, Inc.). The minimal MDA

concentration that can be measured in this assay is 0. l nmol/mL. MDA was quantified

on days 4, 10 and 14 in both strains.

Flow cytometry

Immunophenotyping

Cells were analyzed by 3-color flow cytometry with FACScan (Becton-Dickinson).

Splenocytes (106 cells \ 100 ^il) were incubated for 30 min on ice in the presence of
fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies: rat anti-mouse anti-CD4 FITC-labeled

molecule (H129.19) (Sigma), rat anti-mouse anti-CD8 (53-6.7) conjugated to R

Phycoerythrine (Sigma), and rat anti-mouse anti-CD3 labeled RED 670 (29B Quantum

Red) (Sigma). The cells were then washed twice with cold PBS and analyzed. Lyse

software was used for the analysis.

0

Measurements ofthiol concentrations

To measure total spleen thiols, we used a 5-chloromethylfluorescein-diacetate

(CMFDA) (]VIolecular probe, ...), a thiol-reactive fluorescent dye which is stable and

which can differentiate cellular low molecular weight thiol (26). With this probe, thiol

concentrations reflect low molecular weight sulfhydryls, of which glutathione is the

most prevalent. For this experiment, the splenocyte suspensions were adjusted at a

concentration of 5 X 10 cells/ml. The CMFDA probe (5 (J.M) was added to a solution of

cells and HBSS supplemented with 0.1% bovine serum albumin (Fraction V, USB,
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0 Cleveland, OH) at pH 7.3. The thiol dye attains maximal staining after 10 min at 37°C.

Luminescent signals were recorded by flow cytometry with FACScan®.

Measurement of mitochondrial potential of spleen cells

Mitochondrial inner transmembrane potential was detected by rhodamine 123, a vital

fluorescent dye used in flow cytometry (27). As it is specifically concentrated in

mitochondria because of the transmembrane potential that these organelles maintain in

living cells, rhodamine 123 is a useful probe to monitor mitochondrial activity.

Splenocyte suspensions prepared for proliferation assay were employed and adjusted to

a concentration of 5X10 cells/ml. For this experiment, rhodamine 123 (10 ^iM) was

added to a solution of cells and HBSS supplemented with 0.1% bovine serum albumin

at pH 7.3, then incubated for 30 min at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CÛ2.

The samples were analyzed immediately by flow cytometry. Propidium iodide- marked

cells (dead cells) were excluded by live gating, and the green fluorescence of living cells

was restricted to the mitochondria.

Statistical analyses

Wilcoxon-Mann-Whitney bilatéral tests were used to analyze our results. In the first

analysis, we compared the buprenorphine group to the saline group to observe the effect

of the opioid. Then, we compared the bum group to the buprenorphine group to isolate

the bum effect from buprenorphine. The level of confidence was placed at 95% for all

experiments.

0

Results

Chow intake and weight gain

To assess the possible effects of suboptimal nutrition and impaired animal growth on the

immune parameters studied, chow intake and body weight were measured daily. Table 1

reports the cumulative chow intake for each group during the experimental days.

Consumption was calculated as mean consumption per cage. Since five mice were

housed in each cage, total consumption was quantitated by weighing the chow daily.
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0 The results are representative of 2 independent experiments. They demonstrated that in

both strains, surgical manipulation (insertion of the pumps) and 20% TBSA

experimental bum injury did not decrease chow intake by these mice. Burned animals of

both strains increased their food consumption compared to the buprenorphine group at

days 7, 10 and 14: 51%, 29%, 32% and 9%, 11%, 41% for the resistant and control

strains, respectively.

Total weight gain was calculated by the difference between weight on the day of

sacrifice versus weight on the experimental day. All animal weights were adjusted,

considering the weight of the pumps and the quantity of saline or buprenorphine

delivered each day. Table 2 shows that buprenorphine administration did not have a

negative influence on weight gain in mice of both strains when compared to the saline

group. There were weight fluctuations between days and between groups of both strains.

This observation was attributed to inter-assay variations. Despite these variations, a

similar pattern of weight gain was seen in burned mice on experimental days 1 and 10:

1) the weight change in the burn group was significantly greater when compared to the

buprenorphine group 24 h post-burn injury; 2) 10 days after burn injury in both strains,

mice receiving a burn displayed significant weight loss compared to the buprenorphine

group. However the C3H/HeJ burned and buprenorphine groups, showed significantly

weight gain on day 14 when compared to the saline group.

0

Splenocyte proliferation response

One of the major effects of thermal injury is impairment of the T-cell-mediated

response. We studied splenocyte proliferation after stimulation with either Con-A or

anti-TcR antibody (H-57). For each experimental day, the results represent the mean

value of cell proliferation measured in triplicate for each group animal (n=5). To isolate

the buprenorphine effect from the bum injury effect, the data are presented in Figure, in

terms of the proliferation ratio, for Con-A-activated splenocytes, and in Figure 2 for the

stimulated response to the mitogenic H-57 mAb. The proliferation ratio was calculated

as follows: buprenorphine: cpm of mice receiving buprenorphine was divided by the

cpm of the controls; bum injury: the cpm of burned mice was divided by the cpm of
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n mice which received buprenorphine. Typically, mean thymidine incorporation in

splenocytes from saline C3H/HeN mice was 79, 000 cpm and 99, 000 cpm with Con-A

and H-57 stimulation respectively, while in C3H/HeJ mice, it was 32, 000 cpm and 30,

000 cpm with Con-A and H-57-stimulated cells respectively. Under both stimulation

conditions, cell proliferation in the buprenorphine group was increased or equal to

saline group values, as demonstrated by ratios superior or equal to 1. These results

revealed that in our model, buprenorphine administration does not have an

immunosuppressive effect on splenocyte proliferation.

Con-A-stimulated splenocytes (Fig. l) 4 days after injury presented 46% inhibition (A

cpm: -56, 813) in the response of burned C3H/HeN mice while on the same day, burned

C3H/HeJ mice exhibited 4.7-fold stimulation (A cpm: +13, 115) of proliferation.

However, proliferation in the latter strain was suppressed by 69% (A cpm: -59, 171) and

42% (A cpm: - 9, 838) on days 10 and 14 respectively after injury whereas the normally-

responding strain showed no significant inhibition from days 7 to 14. Nevertheless,

significant stimulation (142%) (A cpm: +28, 250) was noted in C3H/HeN mice on day

14. As documented in Figure 2, the inhibitory response was more pronounced when we

stimulated the cells with H-57. C3H/HeJ cells demonstrated persistently strong

inhibition from day 7 until day 14: the proliferative response of spleen cells from burned

animals was depressed by 90% (A cpm: -30, 660), 98% (A cpm: -81, 307) and 91% (A

cpm: -21, 468) relative to the buprcnorphine controls on days 7, 10 and 14 respectively.

In the C3H/HeN strain, the proliferative response showed 32% (A cpm: -32 119)

suppression on day 4 and 93% (A cpm: -128, 674) on day 10.

0

Immunophenotyping

Bum injury is associated with a change in cell populations that may be partially

responsible for immunosuppression (28). Table 3 reports on CD4T and CDS" cells in the

CD3+ splenocyte population in mice of both strains for each experimental day. Burned
C3H/HeN and C3H/HeJ animals presented a significant decrease of CD4 and CD8

subsets in lymphocyte-gated cells from day 4 until the end of the study, compared to the

buprenorphine group. B cells also were decreased on the same days (data not shown).
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n However, the ratio between suppressor/cytotoxic and helper/inducer subsets remained

unchanged with the exception of day 7 for both strains and day 14 in the normally-

responding strain in which it was elevated. The absence of change in the ratio supposes

that CD4 and CD8 were decreased proportionally after bum injury.

Oxidative stress parameters

Oxidative stress induced by bum injury could play a role in decreasing immune

functions. To address this question, we studied 3 parameters ofoxidative stress in both

strains.

MDA concentrations

Measurement of the liver end product of lipid peroxidation provided information on

hepatic oxidative metabolism in both strains after burn injury. MDA concentrations in

the liver are reported in Figure 3. On day 10 in C3H/HeJ mice, bum injury induced a

42% increase of MDA concentration compared to the buprenorphine group (p<0.01).

The normally-responding strain showed no difference in liver MDA values between

groups.

Metabolic activity

Figure 4 depicts the metabolic activity of splenocytes by rhodamine 123 staining. In

C3H/HeN, we found a 27% increase of splenocyte metabolic activity in burned animals

compared to the buprenorphine group, 4 days after bum injury (p<0.05). In this same

strain, the buprenorphine group, compared to saline, presented a decrease of metabolic

activity on day 14 (p<0.01). In contrast, the C3H/HeJ strain exhibited a time-related

elevation of mitochondrial activity: Burned animals showed higher activity on days 10

(62%) and 14 (54% more), but inhibition on day 4 after bum injury (35%) (p<0.01 for

all days).

0

Thiol concentrations

To establish an index of oxidative stress in splenocytes, thiol concentration was

measured with the CMFDA probe as shown in Figure 5. We observed that thiol
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concentrations increased consistently in burned C3H/HeJ mice from day 4, while

C3H/HeN mice had smaller differences between groups.

Discussion

The data reported here provide new information on the role of LPS sensitivity in bum-

induced immunosuppression by showing that endotoxin resistance is associated with

more persistent and dramatic T-cell impairment conjugated by higher oxidative stress.

From these results, the hypothesis can be advanced that a normal LPS-mediated

inflammatory response may not be debilitating to the immune response after burn injury.

In addition, we report that the use of buprenorphine for analgesia does not interfere with

the study of immune functions in this animal bum model.

Knowing that sub-optimal nutrition has deleterious effects on the immune system (29)

and animal growth, food intake and body weight were measured daily. Our results

showed that bum injury induced higher food consumption. These results are in

agreement with the presence of an hypermetabolic state that occurs generally after

thermal injury (1). It appears that by eating more food than the controls (saline- or

buprenorphine-filled pumps), burn mice compensate for their higher metabolic rate.

These data also demonstrated the absence of malnutrition in this bum/continuous opioid

administration model and, consequently, a malnourished state can be ruled out to

explain the differences found between bum and control animals. The presence of an

hypermetabolic state in our mice was confinned by the fact that higher food

consumption was not associated with weight gain after bum injury. The increase in bum

mice weight of both strains observed on day 1 could be explained by edema that

generally occurs after burn damage. The significant wasting seen 10 days after bum,

which was also reported by Molloy et al. (30) in mice receiving a 20% TBSA bum,

could be attributed to the metabolic and immune changes that follow thermal insults.

Indeed, we and others (30,31) have noted that the deep immunosuppression induced at

10 days after bum injury is related to maximum impairment of the T-cell proliferation

response and, thus, could have implications for animal growth.
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n Experimental and clinical data suggest immunosuppressive effects of endogenous and

exogenous opioids (32,33). Considering the amount of opioids administered to bum

populations, these immunosuppressive effects could play a role in the immune

dysfunction that follows thennal injury. Our data show that buprenorphine

administration does not negatively affect the proliferative capacity of mice splenocytes

after 20% TBSA bum injury. It has been demonstrated that buprenorphine does not

suppress natural killer activity in rodents when administered up to 5 times the analgesic

equivalent of morphine (34). Here, continuous buprenorphine delivery did not affect

splenocyte proliferation, suggesting that continuous analgesia can be used without

interfering with immune functions in a bum injury model.

Several studies have shown that T-cell functions are markedly compromised, both in

bum patients and in experimental animals (35-38). Despite these data, the mechanisms

of burn-induced immunosuppression are not clearly understood. To measure splenocyte

activity, we investigated the proliferative response induced by Con-A, a polyclonal

stimulus involving macrophages, B- and T-cells. To further study the T-cell response,

we also stimulated the cells with H-57, a more specific stimulus involving the TcR-

mediated response. With this T-cell mitogen, accessory cells provide help only as

passive co-stimulators through macrophages and B-cells via B-7 (CD80) antigen

interaction with the T-cell CD28 molecule (39). Globally, as revealed by the H-57

mitogen, the results of the proliferative response confirmed that the state of

immunosuppression after burn injury affected all lymphocytes but mainly the T-cell

population (35-38). Moreover, we observed inhibition of the spleen cell proliferation

responses to a B-cell moitogen, LPS, in burned mice of both strains (data not shown).

As we expected, the LPS response of endotoxin-resistant mice was significantly lower

than that of the normally-responding strain (100,000 cpm and 2,100 cpm for C3H/HeN

and C3H/HeJ respectively). These results confinned the LPS resistance of C3H/HeJ

mice.

Normally-responding mice present biphasic depression of spleen cell proliferation

responses to mitogens (Con-A and H-57) between postburn days 4 and 10. Other groups
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n have also reported, in rats, 2 peaks of immunosuppression that occur 4 and 10 days after

bum injury (40,41). Nevertheless, as demonstrated with H-57-stimulated cells, our

results, which are in accordance with those of others (30,31), revealed that 10 days post-

bum corresponds with the point of maximum impaimient of T-cell proliferative

responses and consequently with maximum susceptibility to infection. Many

mechanisms and hypothesis have been proposed to explain this immunosuppression

state: a decrease in IL-2 production (30,31,36-38,41-43), an increase in macrophage

activity which leads to an augmentation of nitric oxide CNO) and prostaglandin synthesis

(40,41), a reduction of GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

activity (30), and a shift in TH2-dominated phenotype (41,44). Although this

suppression occurred until day 10, the stimulated splenocyte response ofCSH/HeN mice

was heightened by 14 days post-bum. These results were also obtained by others, some

of whom attributed this rebound increase by day 14 to a gradual return to the normal

ratio between suppressor/cytotoxic and helper/inducer subsets (42,45). In fact, in the

normally-responding strain, we observed a rise in the CD4/CD8 ratio on day 14. On

other days of the experiment, despite the decrease in CD4 and CD 8 subsets after bum

injury, the ratios (CD4/CD8) were not different from those of other groups. Also it must

be noted that the decrease in CD4 and CD8 did not always correspond to a decline of the

proliferative response. Consequently, the change in cell populations could not explain

the immunosuppression that followed burn injury.

In contrast to the normally-responding strain, endotoxin-resistant mice manifested a

significant elevation of Con-A-activated splenocytes on day 4. Con-A is a polyclonal

mitogen that binds to the tenninal D-mannose of glycolipid which is expressed on T-

and B-lymphocytes as well as macrophages. Although Con-A is not a mitogenic agent

for B-cells and macrophages, we can not exclude the possibility that it activates the

production of cytokines on cell surface molecules, which can modulates the T-cell

response (46). Recent results have demonstrated that macrophage activity contributes to

the suppression of T-lymphocyte function after thermal injury (47,48). This

hyperactivation of macrophages that leads to hyperproduction of immunosuppressive

factors (prostaglandins , NO, etc.), would explain the impressive suppression ofH-57-
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0 activated T-cells. Also, in contrast to the normally responding strain, the resistant strain

presented an iiihibited response until 14 days post-bum injury. This strong

immunosuppression may be related to the lower capacity of C3H/HeJ mice cells to

produce INFy (interferon y) (17). It is known that the cytokine environment during early

T-cell activation can determine the dominant cytokine profile of the T-cell response.

Tn2 cells release 2 key mediators, IL-4 and IL-10, which, while important in elaboration

of the humoral response, also have immunosuppressive effects on cell-mediated

responses (49). Recent studies have shown that major bums induce a shift in the

cytokine response to a predominantly immunosuppressive T^l phenotype, revealed by a

decrease in the production of IL-2 and R^Fy and by an increase of IL-4 and IL-10

(42,44). Thus, it is possible that burn injury exacerbates INF production in HeJ mice, in

which it is already low, making it favorable to the Tn2 switch. Although it remains to be

confirmed, overproduction IL-10 could be implicated in the immimosuppressive effect

in the C3H\HeJ strain, as demonstrated in other models (50). On the other hand, we

have recently reported the presence of the soluble form of IL-2 receptor alpha in the

semm of bum patients (51). Interestingly, we also observed a diminution at the cellular

level in the production ofINFy in the presence of soluble IL-2 receptor alpha (51).

The immunosuppression that follows bum injury is generally attributed to several

factors, such as the inflammatory response, oxidative stress or over-stimulation of the

immune response by endogenous antigens (37,38). To address this question, we

examined oxidative stress in both mice strains via measurements of MDA, the liver end

product of lipid peroxidation. These findings informed us about the involvement of

endotoxin-inflammatory sensitivity in oxidative metabolism of the liver after bum

injury. Accumulation of hepatic conjugated dienes has been shown to have a significant

correlation with inflammatory gene activation (52).

0

Bum injury leads to both oxygen radical-induced cell dysfunction and impaired cellular

energetics (52). The degree of oxidant injury is dependent on the oxidant involved and

the balance between oxidants released and antioxidant activity (53). Water-soluble

antioxidants given after bum injury have been found to prevent alterations in cell
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energetics (52). Oxidant release after bum appears to persist as long as the inflammatory

response persists (53,54). Lalonde et al. (52) have demonstrated, in a sheep model, an

elevation of liver MDA, a decrease of catalase activity for at least 3 days after burn and

high conjugated diene levels until day 14 in burn patients (54). In the present study,

however, we observed no increase oflipid peroxidation products 4, 10 and 14 days after

bum injury in the normally-responding strain. The half-life ofMDA being only several

h (55), its absence 4 days after injury supposes that antioxidant activity counterbalances

bum-induced oxidation. This explanation is supported by the significant increase of

liver thiol concentrations found on the same day (day 4) in our animal model. The probe

used for thiol measurements represents esterase activity in cells and is able to conjugate

low molecular weight sulfhydryls, among which glutathione is the most abundant,

thereby producing a fluorescent product. The increase in total thiols could be due either

to a rise in esterase activity and/or an augmentation of glutathione concentrations.

However, in endotoxin-resistant mice, we observed an elevated level ofMDA 10 days

after bum injury. It is interesting to see this increase in oxidation, despite the heightened

levels ofthiols found until 10 days after the burn injury. It appears that in these mice,

antioxidant activity is not enough to attenuate liver peroxidation but is sufficient to

prevent a fatal outcome. This increase in oxidative stress may represent an alternative

inflammatory pathway used by cells in the absence of the endotoxin pathway. The

difference in the level of oxidation between the 2 strains could be related to the

activation of macrophages (54).

0

Oxidative stress triggers several types of cellular responses to decrease the severity of

this effect. Therefore, we wanted to look at metabolic changes in splenocytes.

Rhodamine is an index associated with increased metabolic activity of cells. MDA

elevation and rhodamine 123 staining suggest a rise in the metabolic activity of

splenocytes, which can result from inflammatory response activation. The latter might

be augmented by oxidative stress. Taken together, changes in oxidative defense

parameters indicate that increased thiol levels are associated with heightened defense

occurring against oxi dative stress in HeJ mice after bum injury. Augmented oxidative

stress can partially explain the immunosuppression observed in endotoxin-resistant mice
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n after thennal injury since this phenomenon is linked with augmented apoptosis and the

production of pro inflammatory cytokines, particularly by macrophages.

l )
y

Our study shows that a weak endotoxin inflammatory response is associated with more

pronounced immunosuppression and oxidative stress in bum mice. By bypassing the

endotoxin-mediated inflammatory response, it appears that there is a significant increase

in the activation of scattered cells reflected by the level of oxidative stress, and this

hyperactivation leads to profound anergy ofT-cells after bum injury. This in vivo model

suggests that the normal LPS-mediated inflammatory response may be an important

pathway for the immune system to exert its anti-infection functions after thermal stress.
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n Figure 1. Bum injury causes a more severe decrease ofCon-A-
stimulated splenocytes in endotoxin-resistant mice.
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The splenocyte response to Con-A stimulation in the normally-responding
(C3H/HeN) (A) and endotoxin-resistant (C3H\HeJ) (B) strains was measured on 1,
4, 7, 10,14 days post-injury. Proliferative ratios that compare buprenorphine sham-
bum mice to saline mice (continuous line) and buprenorphine sham-burn to burned
mice (solid bars) are presented. On every experimental day, spleens were collected
from 5 mice in each group. Individual mice splenocytes (2 x 105 cells\well) were
stimulated in triplicate with Con-A at a final concentration of l |j,g/ml. Plates were
incubated under standard conditions for 66 h and pulsed for an additional 6 h with
[3H]-thymidine. The results are expressed as mean proliferation in 5 animals per
group.

*p<0.05 and **p<0.01 for burn vs buprenorphine-treated mice, £p<0.05 and
££p<0.01 for buprenorphine-treated mice vs saline.
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Figure 2. Endotoxin-resistant mice present stronger and persistent
inhibition of proliferation in response to anti-TcR Antibody (H57).
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The splenocytes response to H-57 stimulation in the normally-responding
(C3H/HeN) (A) and endotoxin-resistant (C3H/HeJ) (B) strains was measured at 1,
4, 7, 10, 14 days post-injury. Proliferative ratios that compare buprenoqihine sham-
burn mice to saline mice (continuous line) and buprenorphine sham-burn to burned
mice (solid bars) are presented. On every experimental day, spleens were collected
from 5 mice in each group. Individual mice splenocytes (2 x 105 cells/well) were
stimulated in triplicate with anti-TcR antibody-coated plates (l |^g/ml) which were
incubated under standard conditions for 66 h and pulsed for an additional 6 h with
[SHJ-thymidine. The results are expressed as mean proliferation in 5 mice per
group. *p<0.05 and **p<0.01 for bum vs buprenorphine-treated mice, £p<0.05
and ££p<0.01 for buprenorphine-treated mice vs saline.
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Figure 3. Endotoxin-resistant mice show a higher concentration of liver
malonaldehyde (MDA) 10 days post-bum injury.
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Lipid peroxidation product concentrations were assessed in the normally-responding
(A) and endotoxin-resistant (B) strains by colorimetric assay on days 4, 10 and 14
after burn or sham injury. For each experimental day, liver sections of 5 animals per
group were homogenized individually. MDA was measured by colorimetric assay of
liver homogenate supernatants produced in duplicate. MDA concentrations of the
samples were determined at 586 nm ofabsorbance. The test sensitivity is 0.1 nmol/ml.
The results are presented as mean MDA concentrations in 5 animals per group. Data
on MDA in the saline group (solid bars), the buprenorphine group (empty bars) and
the bum group (hatched bars) are presented. **p<0.01 for the burn group compared to
buprenorphine.
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Figure 4. Increased mitochondrial activity is time-related in burned
endotoxin-resistant- mice

A
1200 -

g 1000 -
a

800 -8
ïï
0 600 -
3
G

g 400-
*

u

s 200 -

0
£Î44 10

Postbum days

B
350 - **

u 300 -0
G
<u 250 - **0
Vl
g 200 - T0
3 150 -^ **

ci 100 -àS
u

50 -s
0

10 144

Postburn days

Mitochondrial activity was measured in the normally-responding (A) and
endotoxin-resistant (B) strains by the use ofrhodamine 123. For every
experimental day, splenocytes suspension from each animal (5 per group) were
adjusted to a concentration of5 x 106 cells/ml. These suspensions and rhodamine
123 (10 |^M) were incubated for 30 min at 37°C in a humidified atmosphere with
5% C02 and immediately analyzed by cytometry. The results are presented as
mean mitochondrial activity in 5 animals per group. Mitochondrial activity was
measured in the saline group (solid bars), the buprenorphine group (empty bars)
and the burn group (hatched bars) on days 4, 10 and 14 after bum injury.
*p<0.05 and **p<0.01 for burn vs buprenorphine-treated mice, £p<0.05 and
££p<0.01 for buprenorphine-treated mice vs saline.
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Figure 5. Endotoxin-resistant mice show spleen thiol concentrations
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Thiol concentrations in the spleen were measured with a CMFDA probe which
represents an index of glutathione concentration in normally-responding (A) and
endotoxin-resistant (B) strains. For every experimental day, splenocyte
suspensions from each animal (5 per group) were adjusted to a concentration of 5
x 106 cells/ml. These suspensions and the CMFDA probe (5 |^M) were incubated
for 10 min at 37°C in a humidified atmosphère with 5% C02. Luminescent signals
were recorded by flow cytometry. The results are presented as mean spleen thiol
concentration in 5 animals per group. Thiols were measured in the saline group
(solid bars), the buprenorphine group (empty bars) and the burn group (hatched
bars) on days 4, 10 and 14 after burn injury. *p<0.05 and **p<0.01 for bum vs
buprenorphine-treated mice, £p<0.05 and ££p<0.01 for buprenorphine-treated
mice vs saline.
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2. CONCLUSIONS DU DEUXIÈME ARTICLE

Les résultats de cette étude ont permis d'établir de nouvelles informations concernant le

rôle de la sensibilité à la LPS dans l'immunosuppression subséquente à une brûlure. En

effet, nous avons montré qu'une faible réponse inflammatoire induite par les

endotoxines est associée à une immunosuppression et un stress oxydatif importants.

Ainsi, d'après ces résultats, nous pouvons supposer que l'induction d'une réponse

inflammatoire normal après une brûlure n'est pas responsable de l'immunosuppression

subséquente. Dans notre modèle animal, l'immunosuppression, tel que montré par les

résultats sur la prolifération de splénocytes activés, est maximale 10 jours après la

bmlure. La population des cellules T est la plus affectée par l'immunosuppression et les

changements dans les populations de cellules (CD4-r et CD8T) ne peuvent expliquer cette

suppression. Toutefois l'augmentât! on du niveau de stress oxydatif, démontré par la

peroxydation des lipides dans le foie, les thiols totaux et le potentiel transmembranaire

mitochondrial des splénocytes, et l'hyperactivation de la réponse immunitaire

expliqueraient la profonde immunosuppression présente chez les souris LPS-résistantes.

En effet, il nous apparaît qu'en contournant la réponse inflammatoire médiée par les

endotoxines, il y ait une augmentation significative de l'activation des cellules

accessoires, tel que reflété par les taux de stress oxydatif, et que cette hyperactivation

engendre une anergie profonde des cellules T chez ces souris. Ainsi, ce modèle in vivo

suggère que la présence d'une réponse inflammatoire normale est nécessaire pour

assurer les fonctions immunitaires de défense après une brûlure sévère. Toutefois,

l'utilisation de ce modèle animal a permis de démontrer que l'augmentation des niveaux

de stress oxydatif, associée à la production de médiateurs inflammatoires et

immunusuppresseurs, jouerait un rôle important dans l'induction de

l'immunosuppression sous-jacente à une brûlure sévère.

0
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3. JUSTIFICATIONS DE LA TROISIÈME ÉTUDE

L'étude précédente a montré qu'une augmentation du niveau de stress oxydatif est

directement relié à la sévérité de l'immunosuppression après une brûlure. Le stress

oxydatif est causé par un déséquilibre entre les activités oxydantes et antioxydantes de

l'organisme. Plusieurs évidences suggèrent que l'augmentation du stress oxydatif serait

un des mécanisme importants par lequel un excès de lipides dans l'alimentation inhibe

la réponse du système immunitaire. Toutefois les mécanismes précis qui expliquent les

effets délétères d'un excès de lipides de l'alimentation après une brûlure sont mal

compris. Ainsi à l'aide d'un modèle expérimental, l'administration des différentes

quantités de lipides de la diète a été étudié afin de vérifier le rôle des lipides dans la

réponse immunitaire et dans l'induction du stress oxydatif après une brûlure sévère.

0
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Improved immune functions with administration of a low-fat diet

in a burn animal model
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Abstract

The purpose of this study was to characterize the impact ofalow-fat (LF; l°/o fat) diet, a

high-fat (HF; 25% fat) diet and a standard (SD; 5% fat) diet on immune and oxidative

parameters in a 20% body surface area bum animal model fed ad libitum for 10 days

post-injury. Although the mechanisms are poorly understood, the amount of dietary

lipids in nutritional support has been shown to have immunomodulatory effects after

bum injury. Burned mice fed the LF diet showed a normal response in activated

splenocyte proliferation compared to burned animals that received the SD or HF diet.

Animals fed the SD and the HF diet presented increased production of nitric oxide and

prostaglandin £2 response after bum injury which is associated with an inhibited

splenocyte proliferation. The total thiol concentration in spleen cells from burned

animals kept on the HF diet was significantly higher than in unbumed animals, while no

increase of these oxidative parameters was observed in LF-fed burned animals.

Moreover, the LF diet significantly reduced hepatic lipid peroxidation, as measured by

malonaldehyde concentration, compared to the other 2 diets. These results suggest that

the administration of a LF diet in a mice after a bum injury prevents inhibition of in

vitro splenocyte proliferation and reduces the intensity ofoxidative stress.

Key words: bums, dietary lipids, immunosuppression, oxidative stress
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^ Introduction

Severe burn injury induces an immediate systemic response that leads to the

development of pathophysiological alterations, including extensive nitrogen loss,

malnutrition, a markedly increased metabolic rate and immunologie deficiency (1-4).

The intensity and duration of these phenomena are associated with morbidity and

mortality (1,2). Severe injury induces systemic immune suppression and clinical T-cell

anergy that predispose patients to infection and sepsis caused by opportunistic

pathogens (1,5). The mediators and mechanisms responsible for this immune
dysfunction remain controversial.

Nutritional support is now recognized as an important determinant of the clinical

outcome and immune response of severely burned patients, with inadequate nutrition

resulting in delayed wound healing and increased infectious episodes (6-10). Dietary

fatty acids influence host immunity via structural alteration and chemical mediation

(10,11). Both dietary fat concentration and type have been reported to modulate various

immune system indices in several human and animal studies (12-14). Existent evidence

suggests that lipids may not be an effective caloric source after severe bum injury, and
that some components of the lipid molecule may interfere with certain aspects of

immune functions (15). Animal experiments have shown that low-fat (LF) enterai

solutions have a protein-sparing effect after thermal injury and improve wound-healing

(16,17). In bum patients, infectious morbidity was decreased and length of care
shortened when LF nutritional support (15% energy total) was compared to a normal

diet (30% energy total) (18). Bum patients fed a LF diet showed reduced serum

concentrations of interleukin-6 and interleukin-2 receptor alpha chain, suggesting that

dietary fat can modulate the inflammatory response and immune functions subsequent to
thermal injury (19,20).

0

In the inflammatory response, macrophages are mainly responsible for cytokine

production as well as arachidonic acid by-products, including thromboxanes and

prostaglandins (PG). A relationship between increased prostaglandin Ez (PGE2) released
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by macrophages and burn-induced immunosuppression has been established on the basis

that, in vivo and in vitro, indomethacin improves impaired immune fiinctions (21-23).

Overactivation of the arachidonic acid pathway, by providing elevated amounts of the

precursor of linoleic acid, may be responsible for the observed deleterious effects of

excess dietary lipids after severe bum injury. However, PGEz is not likely to be the only

participant because it has been reported that cyclooxygenase inhibitors do not correct

bum-induced immunodeficiency (15,24,25). Consequently, the participation of other

mediators should explain bum-induced immunodeficiency.

The level of cellular oxidative stress, including the release of nitric oxide (NO), the

production of end-product lipid peroxidation, and antioxidant/oxidant balance, may also

be responsible for these immune system impairments (26,27). By using an endotoxin-

resistant mouse strain and a normally-responding mouse strain, we have shown that

increased oxidative stress, induced by a weak inflammatory response, is associated with

pronounced and sustained immunosuppression after bum injury (27). The latter study

demonstrated that an inflammatory response following bum trauma is bénéficiai for the

immune system. Moreover, the increase in oxidative stress is directly related to the

severity of immunosuppression. Recent evidence indicates that heightened oxidative

stress may be one of the important mechanisms by which polyunsaturated dietary fats

inhibit the immune response (12). The precise mechanisms by which an excessive

amount of dietary fat has deleterious immune effects after burn injury are not well

understood.

In this study, we have administered different amounts of dietary lipids after burn injury

to investigate their relationship to oxidative parameters and the immune response. Our

results revealed that a decrease in dietary lipids has a beneficial effect on the health of

mice by decreasing oxidative stress and restoring immune fiinction. The importance of

diet after severe injury will be discussed in the context of immune competence.

0
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Materials and methods

Animals

All experiments were performed on 7-week-old female C3H/HeN mice (Charles River,

Montreal, Quebec, Canada). Forty-five animals were used in this study. The mice were

acclimatized for a period of 1 week prior to the initiation of any procedures and were

housed in a central animal facility under strictly-controlled temperature, relative

humidity and a 12-hour light/dark cycle. They were kept in cages each containing 2 or 3

mice. The Institutional Animal Care Committee reviewed and approved all procedures

performed in accordance with Canadian Council on Animal Care guidelines.

AIzet Micro-osmotic Pump

Alzet micro-osmotic pumps (Alza Corporation, Palo Alto, ÇA), delivering continuous

analgesic solution for 14 days, were utilized in this study. Buprenorphine (Reckitt and

Coleman Pharmaceuticals, Richmond, VA), a member of the opioi'd family, was the

drug chosen to control pain. The pumps deliver 0.1 mg/kg of buprenorphine per 12 h.

For a 20-g mouse that is the equivalent of 2.0 (J.g/12 h of buprenorphine. On the

experimental day, the pumps were inserted subcutaneously in the peritoneal cavity of

anesthetized animals. Anesthesia was delivered by intraperitoneal (ip) injection of 0.1

ml/10 g body weight of a saline solution containing 13.3 mg/ml ketamine (MTC

Pharmaceuticals, Cambridge, Ontario, Canada) and 1.3 mg/ml xylazine (Bayer,

Etobicoke, Ontario, Canada), after which the entire dorsal and upper sternal regions

were shaved. The wound was closed with surgical sutures.

0

Experimental Thermal Injury

The animals were randomized into 3 equal groups of 15 mice as follows: 1. Control

animals with sham procedures, 2. Buprenorphine with sham bum, and 3. Buprenorphine

with bum injury. Detailed procedures for burn injury have been described in a previous

paper (27). Briefly, once each mouse was anesthetized, the dorsum was shaved, the

Alzet micro-pumps were inserted, and the animal immersed for 6 sec in water of either
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room temperature (22°C) for sham bum or 90°C to produce a full-thickness 20% body

surface area (BSA) bum. Both sham and bum-injured mice were resuscitated after

injury by 2 ml of normal saline ip. The cages were placed on a heating pad at 37°C until

the animals were fully awake and they were then returned to the animal facility. They

and their food were weighed daily, and a topical antibacterial agent (Silver Sulfadiazin

Cream, Smith and Nephew, Lachine, Quebec, Canada) was applied to the burned areas.

Daily macroscopic examination showed no evidence of infection. All animals survived

the procedures. Burned mice moved, ate and drank normally throughout the 10-day

experiment.

Diets

Five animals from each group (a total of 15 animals per diet) were randomly assigned to

1 of the 3 diets that differed in lipid content. The control group (SD) received the

standard diet that contained 5% fat (2.5% com oil and 2.5% lard). The low-fat (LF)

group was fed a 1% fat diet (corn oil) and, finally, the high-fat (HF) group was given a

25% fat diet (12.5% corn oil and 12.5% lard). The LF diet provided 2% of caloric intake

as fat (3% ofnonprotein calories) while the SD diet provided 11% of total calories as fat

(14% ofnonprotein calories) and, finally, 45% of caloric intake was from fat in the HF

diet (54% of nonprotein calories). The vitamin and mineral contents of all diets were

identical. Chow (Purina Test Diet, Richmond, ESJ) and water were provided ad libitum.

The composition of these diets is given in Table 1 . The animals were fed the diets

immediately after the procedures and for 10 subsequent days. During the acclimatization

phase, all of them were kept on standard rodent chow (LabDiet, Prolab RMH 2500, FMI

Nutrition International, Brentwood, MO) used typically in our animal care facility.

0

Sacrifice and Organ Preparation

In our burned animal model, we have already demonstrated that the peak of

immunosuppression occurred 10 days after a 20% BSA bum injury (27). Consequently,

in this study, the iinmune and oxidative parameters were evaluated on this same post-

injury day. Ten days after the procedures, the animals were anesthetized with Enflurane

and killed by cardiac puncture as well as cervical dislocation. The spleen and blood
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were removed and prepared immediately for analysis while the livers were frozen

immediately in liquid nitrogen after dissection and kept at -80°C until the assay was

performed.

Preparation of Spleen Suspensions

Spleens were removed aseptically and prepared individually as single cell suspensions

with 3 ml of Hank's balanced solution (HBSS, Gibco BRL, Burlington, Ontario,

Canada). Splenocyte suspensions were obtained by teasing apart the splenic matrix. The

suspensions were washed 3 times in HBSS containing antibiotics (100 lU/ml penicillin

and 100 |-ig/ml streptomycin) (Medicorp Inc., Montreal, Quebec, Canada), and red blood

cells were removed with lysis buffer (Gey's solution with NH4C1). The cells were

resuspended in RPMI 1640 media (Gibco BRL) supplemented with 50 [iM 2-

mercaptoethanol (Sigma, St. Louis, MO), 10% heat-inactivated fetal bovine sérum

(Gibco BRL) and antibiotic solution. Cell viability was determined by trypan blue

exclusion and was consistently greater than 90%. The cells were adjusted to a desired

concentration in complete RPMI.

0

Proliferative Response Assay

Detailed procedures for the proliferative response assay have been described in a

previous paper (27). Briefly, spleen cell cultures were produced in triplicate, in 96-well,

flat-bottom tissue culture plates (Falcon, Becton-Dickinson, Lincoln Park, NJ) at 2 X

10 viable cells/well. Splenocytes were stimulated with 1 f^g/ml Concanavalin (Con-A)
(Sigma), 50 f^g/ml lipopolysaccharide LPS (Sigma) or coated anti-TcR mAb H-57-597

(H-57). The plates were coated with l ^ig/ml anti-TcR antibody. After 66 h of

incubation at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CÛ2, the cultures were pulsed

for 6 h with 0.5 ^Ci/well of [H3]TdR (52.0 Ci/mmol, Amersham Canada, Oakville,
Ontario, Canada). [H3]-thymidine incorporation was used as an index of cell
proliferation and was measured by liquid scintillation counting (counts per minute,

cpm).
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Nitrite Determination

Spleen cell cultures were established as described above and were stimulated with 1

(J,g/ml Con-A or 50 f^g/ml LPS (Sigma). N0 production was quantified by the

accumulation of nitrite (NOi'), a stable NO end-product, in culture supematants after 66

h of incubation, by colorimetric microassay. Briefly, 50-|j.l aliquots of culture

supernatant were mixed with equal volumes ofGriess reagent (1% sulfanilamide, 0.1%

N-naphthylethylenediamine dihydrochloride, 2.5% H3P04) (28). Samples were tested m

triplicate. Absorbance at 550 nm was determined in an automated plate reader (Power

Wave, Bio-Tek Instruments, Winsooski,VT)). NOz' concentrations were calculated from

a sodium nitrite standard curve and expressed in micromoles.

PGË2 Determination

The amount ofPGEz in spleen cell supernatants ofCon-A- or LPS-stimulated cells was

determined by enzyme immunoassay (R & D Systems, Minneapolis, MN).

Manufacturer's instructions were followed. Briefly, free PGEs competes with alkaline

phosphatase-labeled PGEz for fixation to a mouse monoclonal antibody bound to goat

anti-mouse antibody coated onto the microplate. Enzymatic substrate was added to the

samples, and optical density was read at 405 nm. Samples were tested in duplicate. The

sensitivity of the PGË2 assay is typically less than 36.2 pg/ml.

Liver Malonaldehyde (MDA) Determination

On the day of measurement, liver sections were thawed and washed with cold 0.9%

saline. The samples were maintained on ice throughout the experiment to avoid de novo

oxidation. Liver MDA concentration was determined as described previously (27).

Briefly, the protein content of each sample was measured by a protein assay (Bio-Rad,

Hercules, CA), and MDA was quantified by colorimetric assay of liver homogenate

supernatants, according to the manufacturer's instructions (R & D Systems). The

minimal MDA concentration that can be measured in this assay is 0.1 nmol/mL.

0
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n Flow Cytometry

Immunophenotyping

Cells were analyzed by 3-color flow cytometry with FACScan® (Becton-Dickinson).
Splenocytes (106 cellsMOO p.1) were incubated for 30 min on ice in the presence of
fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies: rat anti-mouse anti-CD4 FITC-labeled

molecule (H129.19) (Sigma), rat anti-mouse anti-CD8 (53-6.7) conjugated to R

Phycoerythrine (Sigma), and rat anti-mouse anti-CD3-labeled RED 670 (29B Quantum

Red) (Sigma). The cells were then washed twice with cold PBS and analyzed. Lyse
software was used for the analysis.

Measurement of Thiol Concentrations in Spleen Cells

Total spleen thiols were measured with a 5-chloromethylfluorescein-diacetate

(CMFDA) (Molecular probe, Eugene, OR), a thiol-reactive fluorescent dye that is stable

and can differentiate cellular low molecular weight thiols (29). With this probe, thiol

concentrations reflect low molecular weight sulfhydryls, of which glutathione is the

most prevalent. For this experiment, the splenocyte suspensions were adjusted to a

concentration of 5 X 106 cells/ml. The CMFDA probe (5 ^iM) was added to a solution of
cells and HBSS supplemented with 0.1% bovine semm albumin (Fraction V, USB,

Cleveland, OH) at pH 7.3. The thiol dye attains maximal staining after 10 min at 37°C.

Luminescent signals were recorded by flow cytometry on FACScan .

0

Measurement ofMitochondrial Potential of Spleen Cells

Mitochondrial inner transmembrane potential was detected by rhodamine 123, a vital

fluorescent dye used in flow cytometry (30). As it is specifically concentrated in

mitochondria because of the transmembrane potential that these organelles maintain in

living cells, rhodamine 123 is a good probe for monitoring mitochondrial activity.
Splenocyte suspensions prepared for proliferation assay were adjusted to a concentration
of 5X10 cells/ml. For this experiment, rhodamine 123 (10 (J.M) was added to a solution
of cells and HBSS supplemented with 0.1% bovine semm albumin at pH 7.3, then

incubated for 30 min at 37°C in a humidified atmosphère with 5% COz. The samples

were analyzed immediately by flow cytometry. Propidium iodide- marked cells (dead
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n cells) were excluded by live gating, and the green fluorescence of living cells was

restricted to the mitochondria.

Statistical Analysis

The effects of diet, medication and group were assessed by analysis of variance for

repeated measures. Simple main effects and pairwise multiple comparisons were

calculated for significant interactions to highlight group or diet differences. A 0.05

(uncorrected) alpha level was used for all analysis. The statistical comparisons used is

n=5 for each group.

0

Results

Chow Intake and Weight Gain

To determine if the lipid content of diets or bum injury can change nutritional status

impairing animal growth and influencing the immune parameters studied, chow intake

and body weight were measured daily. Table 2 reports the cumulative chow intake for

each group receiving the 3 experimental diets during the 10 days post-injury. Food

intake was calculated as mean consumption per group (n=5) by weighing the chow

daily. The results presented are representative of 2 independent experiments for each

diet. As we have previously reported (27), surgical manipulation in the sham group or in

the 20% BSA burn injury group did not significantly decrease chow intake. The control

and buprenorphine groups were no different in terms of total caloric intake. Burned

animals on the LF and SD diets showed an increase in their caloric intake compared to

the buprenorphine group (+17 kcal/d and +25 kcal/d for the LF and SD diets

respectively), while no such increase was found in the burned group fed the HF diet. In

fact, control and buprenorphine animals kept on the HF diet had a higher caloric intake

than their respective counterparts given the other 2 diets (+20 kcal/d and +19 kcal/d for

controls and buprenorphine, respectively). The higher caloric content of the HF diet can

explain the discrepancies not observed when intake was measured in terms of grams

consumed. Finally, the total caloric intake of burned animals did not differ between the

3 diets.
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n Total weight gain was calculated by the difference between weight on day 10 post-

injury versus weight on experimental day 0 (Table 3). Animal weight was adjusted,

considering the weight of the pumps and the quantity of buprenorphine delivered each

day. The buprenorphine and burned groups presented a lower weight gain than the

controls despite their equal or higher caloric intake, indicating an hypercatabolic state in

these groups of mice. Not surprisingly, given the higher caloric intake, consumption of

the HF diet produced greater weight gain in control and buprenorphine animals.

Ex vivo Splenocyte Proliferation in Response to Various Stimuli

A previous study with the C3H/HeN mouse strain showed that maximal impairment of

T-cell proliferation was obtained at day 10 after burn injury (27). To detennine if the

amount oflipids in the diet given after bum injury can influence splenocyte function, the

proliferative response to Con-A, anti-TcR antibody (H-57) and LPS was investigated.

0

To clearly delineate the buprenorphine and burn injury effects, the data were presented

in terms of the percentage of stimulation index calculated for each group as follows: 1.

the control group has been considered as 100%; 2. Buprenorphine effect: the mean cpm

of mice receiving buprenorphine was divided by the mean cpm of the controls; 3. Bum

effect: the mean cpm of burned mice was divided by the mean cpm of the group that

received buprenorphine. Thus, the response obtained in the buprenorphine groups was

compared to the untreated groups and the response of the burned groups was compared

to the sham groups receiving buprenorphine. The results represent the mean value of

stimulation index calculated for each group (n=5) and are representative of 2

independent experiments for each diet. Figure 1 shows that the proliferative response of

buprenorphine mice to Con-A and LPS stimulation, represented by index stimulation of

splenocytes from the sham-buprenorphine groups, did not differ significantly from the

control mice for any group receiving the 3 diets. These results confirm those already

obtained in a previous paper reporting that in vivo buprenorphine administration does

not have an immunosuppressive effect on splenocyte proliferation (27). Moreover,

considering the effect of 10 days feeding with different diets, no significant differences

in the splenocyte proliferative response to Con-A, anti-TCR mAb and LPS mitogen
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were observed between the different control groups from each diet. Bum injured

animals fed the HF and SD diets for 10 days exhibited significant suppression of the

spleen cell proliferative response after stimulation with Con-A, anti-TcR mAb or LPS

(Figure 1). The splenocyte proliferation in the HF-bumed group was depressed by 79,

78 and 79% compared to sham bum animals for Con-A (p<0.01), H-57 (p<0.01) and

LPS (p<0.01) respectively. The splenocyte response of burned mice fed the SD diet was

decreased significantly by 30, 93 and 25% compared to sham burn mice for Con-A

(p<0.05), anti-TcR mAb (p<0.01) and LPS (p<0.05), respectively. On the other hand,

the decrease oflipids from 5% to 1% in the diet after bum injury led to recovery of the

normal proliferative response of spleen cells to the above-mentioned mitogens. Thus, a

reduced lipid content of diet after bum injury has beneficial effects on the proliferative

response to T-cell and B-cell mitogens.

We have previously demonstrated a decreased proliferative response of spleen cells as

early as 4 days after burn injury in mice receiving a standard amount of dietary lipids

(27). To evaluate, in LF groups, the time necessary to recover a normal response after

this type of trauma, animals were burned and fed the LF diet or the SD diet for 4 days

before measurement of the proliferative response to Con-A, H-57 and LPS. No

difference in the proliferation response was found between control and buprenorphine

sham-bum animais (data not shown). Figure 2 shows the percentage of stimulation of

bum animals compared to the proliferation of the group receiving the buprenorphine.

Burned mice given the LF diet for 4 days presented a normal proliferative in response to

Con-A and H-57, compared to their controls while the mice given the SD diet presented

a suppressed response with those same mitogens (p<0.05 for each mitogens). The LPS

stimulation showed inverse results: an inhibited response with the LF diet (p<0.05) and

a normal proliferative response with the SD diet. Overall, these results revealed that the

reduced lipids in their diets after bum injury had an early beneficial effect on T-cell

whereas the polyclonal response to LPS was inhibited.

0
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In vitro N0 Production by Spleen Cells in Response to Con-A and LPS

Stimulations.

It has been suggested that macrophages exert suppressive activity on T-cells through

NO release (31). Since NO production can be influenced by lipids in the diet (32), we

measured NO production in vitro, when LF, SD or HF diets were administered for 1 0

days after injury, in Con-A- and LPS-stimulated splenocytes. As shown in Table 4, no

significant changes were found between the 3 control groups for each diet after Con-A

stimulation. In contrast, after LPS stimulation, a reduced concentration of NO was found

in the control group fed the HF diet as compared to the other two diets. In both

experimental condition, NO production of splenocyte from buprenorphine-treated and

control mice was similar, demonstrating that surgery and the administration of this

opioid did not affect NO production by spleen cells from each diet group. NO

production by Con-A-stimulated spleen cells from burned animals fed the HF diet

presented a 3.5-fold (p<0.01) and a 2.1-fold (p<0.01) increase compared to the controls

and sham burn-buprenorphine mice, respectively. Similar results were obtained after

LPS-stimulation in SD and HF diet group. Administration of the LF diet after bum

injury reduced NO production to a level that did not differ from that of the sham bum-

buprenorphine or control groups for both stimuli. Thus, administration of the SD and the

HF diet after bum injury causes an increase of NO production in Con-A and/or LPS-

stimulated splenocytes that is not seen with the LF diet.

0

In vitro PGEz Production by Spleen Cells in Response to Con-A and LPS

Stimulations.

In view of the cross-regulation between the cyclooxygenase (COX) and NOS (NO

synthase) pathways (33), PGE2 was measured in cultured supematants of Con-A or

LPS-stimulated spleen cells fi-om mice receiving LF, SD or HF diets after bum injury.

Table 4 shows that splenocytes stimulated with Con-A from mice fed the HF diet

produced significantly more PGË2 than the LF diet group, independently of the bum

injury. Interestingly, after LPS stimulation no such increase was found in control

animals. A significant increase was observed in the effect of bum trauma compared to

control mice on the three diets for both stimuli. However, PGEz production was



^

184

heightened to the same extent as in the sham-buprenorphine groups after Con-A

stimulation. The latter effect was observed only in the LF diet after LPS stimulation.

Thus, we conclude from these results that the increase of dietary lipids leads to a general

augmentation ofPGEz production in control mice after Con-A stimulation (6.8-fold rise

compared to the LF diet). In terms of bum injury, the rise in PGË2 noted was associated

with buprenorphine use rather than the trauma itself. The present data showed that

buprenorphine administration with or without bum injury can result in an increase of

PGEz production that does not correlate with NO production.

Immunophenotyping

Bum injury is associated with a change in cell populations that may be partially

responsible for immunosuppression (34). To determine if dietary lipid content can

influence the percentage of T-cells and the ratio of CD4 and CD8 cells in the spleen,

we perfomied immunophenotyping analysis of these cell population after bum injury

and administration of the 3 diets. Burned animals presented a significant decrease of

CD4 and CD8 subsets in lymphocyte-gated cells compared to the buprenorphine or

control group for the three diets (p<0.01, p<0.05 and p<0.01 for the LF, SD and HF,

respectively). Despite this reduction of subsets, the ratio between helper/inducer and

suppressor/cytotoxic subsets was significantly increased in burned animals fed the LF

diet (p<0.05 compared to the buprenorphine group) while it remained unchanged in

groups given the SD and HF diets. This elevation was due to a more marked decrease of

CD8 cells and not CD4 cells (Table 5).

0

Oxidative Stress Parameters

We have reported previously that reduced T-cell uinction after bum injury is associated

with an increased oxidative stress response in C3H/HeJ mice, an endotoxin-resistant

strain (27). In contrast, no correlation between these 2 parameters was observed in

C3H/HeN mice, a normally-responding strain (27). Thus, the C3H/HeN strain bum

injury model gave us the opportunity to determine the correlations among lipid levels in

the diet and the oxidative stress response. We addressed these questions by measuring

lipid peroxidation in the liver and thiol levels in splenocytes.
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Hepatic MDA concentration after bum injury in mice subjected to the 3 diets was

quantified 10 days after trauma. This measurement of the liver end-product of lipid

peroxidation provided information on hepatic oxidative metabolism after bum injury.

Administration of different diets for 10 days led to a marked reduction ofMDA in the

control group receiving the LF diet (p<0.01) compared to control mice in the SD and HF

groups (Figure 3). Independently of diet, no increases of MDA levels were observed in

animals 10 days after bum injury. Continuous administration of buprenorphine did not

affect the hepatic concentration of its metabolite. From our experiment, we found that

reduced lipids in the diet caused a decrease oflipid oxidation in the liver, but an increase

of dietary lipids had no detrimental effect on this parameter after bum injury.

To establish the impact of dietary lipids on the anti oxidative capacity of splenocytes

after bum injury, we measured thiol levels with the CMFDA probe as shown in Figure

4. The data are expressed as percentages of control spleen cell fluorescence: the

buprenorphine group was expressed as the percentage of control group mean

fluorescence, and the burn group as the percentage of buprenorphine mean fluorescence.

The percent of lipids in the diet had no effect on thiol concentration in each control

group (Figure 4). We also found that mice fed the LF or the SD diet had comparable

thiol concentrations either in sham bum or bum injury. However, an increase of dietary

lipids caused a significant rise ofthiol concentration in splenocytes of the burned groups

(p<0.01). We can conclude that HF diet administered after bum injury elicits an

elevation of thiol in splenocytes that could be due to heightened esterase activity and/or

an augmentation of glutathione concentrations associated with oxidative stress in spleen

cells.

0

Metabolic Activity of Splenocytes after Burn Injury

An increase of metabolic activity in splenocytes has been demonstrated previously in

the presence of oxidative stress (27). To evaluate the involvement of dietary lipids in

the metabolic activity of splenocytes after bum injury, we assessed this parameter by

rhodamine 123 staining. The results are expressed for the buprenorphine group as the

percentage of control group mean fluorescence, and for the burn group as the percentage
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ofbuprenorphine mean fluorescence. The data showed that the 3 diets used in this study
had no effect on the metabolic activity of spleen cells in control mice. In the LF diet
mice (Figure 5), we observed that buprenorphine administration and bum injury induced
16% and 27% increases in metabolic splenocyte activity, respectively (p<0.01 for both
situation). The SD groups presented no modification of rhodamine 123 staining,
showing no alteration between sham and bum injury. In contrast, the metabolic activity
of splenocytes from burned mice fed the HF diet was increased by 62% compared to
sham-buprenorphine animais (p<0.01). Overall, this demonstrates that the higher
metabolic activity of the HF diet groups correlates with the augmented oxidative stress
after burn injury.

Discussion

0

In this study, the influence of dietary lipid percentage on immunosuppression and
associated factors was determined after burn injury. The decrease from 5 to 1% oflipid
content in the diet after bum trauma in mice fed for 10 days had a beneficial effect on
the proliferative response of spleen cells after mitogenic stimulation. This positive
effect of dietary lipid reduction was also observed at day 4 following bum injury. To
determine the parallel between % lipids in the diet and the decreased splenocyte
proliferative response, several parameters involving lipid metabolism were measured.
Administration of SD diet and HF diet induced an increase of NO production in burned
mice. Surprisingly as opposite to LPS stimulation, bum injury had no effect on PGË2
production in Con-A-stimulated splenocytes. However, the elevation of dietary lipids
leads to a significant increase in PGE2 production after Con-A stimulation. The
administration of different diets had no effect on the decrease of total T-cells induced by
thermal injury, although burned animals that received the LF diet did present an increase
of T helper/T cytotoxic-suppressor cells. This change was due to a more pronounced
reduction of CD8 cells. Finally, we observed that the LF diet diminished MDA in all
groups independently of bum trauma. Considering the thiol concentration in
splenocytes, an increase was noted in the HF diet group in association with bum injury.
This latter effect observed with the HF diet was also seen with a 62% rise in metabolic
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activity measured by mitochodrial activity. Overall, these results show that the LF diet
administered after bum injury reduced impairment of the splenocyte response. On the

other hand, the HF diet caused inhibition of the immune response with heightened
oxidative stress, demonstrating the detrimental effect of lipids after this severe trauma.
Severe bum injury induces major metabolic disturbances that lead to a state of

malnutrition with its accompanying deleterious actions on wound healing, the immune

system, and survival if nutritional support fails to supply an adequate amount of
nutrients and energy (35,36). Studies in animal models have provided evidence that
dietary lipid components exert potent and pervasive effects on several factors of

immune functions (37). Alexander et al. (15) first showed that dietary levels between 5
and 15% of non-protein calories are optimal for nutritional support after bum injury.
These results were confirmed by others (38). The present study produced original data

indicating that a lower dietary lipid level is a good choice regarding immune and
oxidative functions observed after bum injury. We found that a diet containing 3% of
non-protein calories from fat (2% of total calories) prevented the immunosuppression

subsequent to thermal injury and abolished the liver and/or spleen oxidative stress
compared to the SD and HF diets (14% and 54% of non-protein calories as fat,

respectively).

0

Our results showed that bum injury induced higher total energy intake than control or
buprenorphine group animals fed LF or SD diets while no such bum increase was seen
with the HF diet. However, mean caloric intake during the 10 days post-injury was

similar between all burned animals given the 3 experimental diets. Consequently, as we
already noted (27), our results demonstrated that malnutrition in injured animals can not

account for the decreased immune response. A minimum of 1% to 2% lipid, provided as

com oil, is needed to prevent essential fatty acid deficiency in mice (39); animals fed the
LF diet (containing 2% of total energy from corn oil) received sufficient dietary lipids to
meet their essential fatty acid requirements. Also, to ensure that animals on the HF diet
received enough antioxidant to counterbalance the higher intake of polyunsaturated fatty
acids (PUFA), the concentration of vitamin E was increased above mouse requirements

(73 mg/kg vs 60 mg/kg) in the 3 diets.
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Much evidence have shown that cell-mediated immunity is markedly compromised in

bum patients and in bum animal models (40-43). However, the effect of dietary lipids

on these T-cell functions after burn injury has not been studied. To measure splenocyte

competence, we investigated the proliferative response induced by Con-A, a polyclonal

stimulus involving macrophages, B- and T-cells. To further elaborate the T-cell

response, we also stimulated the cells with anti-TcR mAb that requires accessory cells

to provide help only as passive co-stimulators through macrophages and B-cells via B-7

(CD80) antigen (44). The B-cell response was evaluated with the mitogen LPS. The

results of stimulation by these 3 different mitogens revealed that bum injury induced an

inhibited proliferative response only in animals that had received the HF and SD diets.

The intensity of suppression of the spleen cell proliferative response was more

pronounced when burned animals were fed the HF diet while it was milder with the SD

diet. The results of the proliferative response confirmed that the state of

immunosuppression after bum injury impacted all lymphocytes but, as revealed by the

use ofmitogenic anti-TcR mAb, the T-cell population was mainly affected (27,39-43).

This study clearly demonstrates that the administration of a LF diet immediately after

bum injury abolishes the subsequent impairment of the splenocyte proliferative response

to mitogens. These results confirm that increasing dietary fat inhibits several

lymphocyte responses.

0

The mechanisms by which thermal injury induces an immunosuppressed state appear to

be complex, involving cyclooxygenase activity and the production of PGE; (21-

23,45,46), glucocorticoids (47), T suppressor cells (40,41,43,47), and suppression of T-

cell fiinction (47,48). NO acts as a vasodilator, a neurotransmitter, and represents an

important factor against microbes and tumor cells (49). However, NO also has the

ability to suppress lymphocyte function and can thus modulate the normal immune

response (26). Previous results show that NO levels are increased in animal models of

burn injury as well as in human bum victims (50-52). It has also been suggested that NO

production by splenocytes from burned animals can suppress proliferative responses to

Con-A (26,42). The latter studies point to spleen macrophages as the main NO

producers in normal and burned animals. Since the use of NOS inhibitor abrogates
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thermal injury-induced suppression of spleen cell proliferation in response to mitogenic
stimuli, it has been proposed that NO production represents a major inhibitor of immune
cells after burn injury. Our results showed a similar parallel with NO production and the
decrease of splenocyte proliferation in animals fed the HF diet. A likely explanation for
these observations would be that the intensity of the inflammatory response and/or the
oxidative stress induced by the quantity of dietary lipids are important mediators of
immunosuppression after thermal injury via their capacity to prime spleen cells.

0

Like 1NOS, COX-2, an isoform of cyclooxygenase, is inducible in macrophages by pro-
inflammatory agents (33). Recent results indicate that macrophages from burned mice
display an altered sensitivity to PGEz, resulting in enhanced iNOS activity (53). The
authors concluded that an elevation of PGEz after thermal injury can directly suppress
T-cell function, and may also contribute to immune dysfunction through the
enhancement of macrophage iNOS activity (53). It is well accepted that one of the host
responses to thermal injury is massive synthesis and release of arachidonic acid
metabolites (prostaglandins, leukotrienes, thromboxanes) which have profound
immunomodulatory properties (45). The increase in PGEz found in each group given the
HF diet after Con-A-stimulation compared to those on the LF diet support the fact that
an excess of dietary lipids induced the cyclooxygenase. However this difference seem to
be specific to this stimuli since we observed no change after LPS activation. Like others
(54), the results from PGË2 and NO production after T cells stimulation with Con-A
showed an association between those two parameters and the immunosuppression
following bum injury. Interestingly with LPS stimulation this explanation can not be
applied. However those results can be explained by the fact that the inhibitory effects of
PGEz on T-cell proliferation can only partially elucidate the immunosuppressive effects
after a bum injury and other factors (like oxidative stress) are needed to exerce a
significative immunosuppression. Indeed with the LF diet, the absence of
immunosuppression despite elevated values of PGEz could be attributes to the fact that
no other immunosuppressive factors are presented in these mice. Considering the PGË2
production by macrophages stimulated with LPS, our results showed a markedly
increase after burn injury with SD and HF diets. In the LF diet group however, we can
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^ not discriminate if the enhancement of PGË2 production between buprenorphine and

burned mice was due to bum injury or the surgery itself. Overall the results fi-om LPS

stimulation confirm that macrophages from burned mice fed SD and HD diets display an

increased amount of PGË2 and NO. Further studies will be needed to elucidate the

implicated mechanism. Our results suggest that the administration of a LF diet after

thermal insult prevents the metabolic alterations that are responsible for immune

impairment by its actions on the inflammatory response, at least partially through its

effects on the PGEs and 1NOS pathways.

0

A reduction of T-lymphocyte numbers, with or without a diminished CD4/CD8 cell

ratio, has been associated with immunosuppression in the early post-bum period among

patients and animals (45). Lederer et al. (55) found no evident change in the CD4/CD8

ratio of'CD3+ cells in the thymus, lymph nodes or spleen in a mouse model of bum

injury. Schwacha et al. (56) obtained similar results in splenocytes isolated from mice 7

days after a 25% B SA bum injury. In the present study, we also noted an unchanged

CD4/CD8 ratio in burned animal fed the SD or HF diets despite a significant decrease in

the absolute number of these subsets. Interestingly, burned animals given the LF diet

presented a significant increase in their CD4/CD8 ratio compared to buprenorphine and

control animals. The change in CD4/CD8 ratio was due to a decrease of the CD8

population. These results emphasize recent observations demonstrating that changes in

T-cell reactivity in burn patients affect CD8 rather than CD4 cells in producing Tn2

cytokines profile (57). Moreover, since CD8+ T-cells can have immunosuppressive

effects after a burn injury through the polarization toward a TH2-driven immune

response (57,58), this finding suggests that the reduction of these cells is associated with

recovery of the response. However we can not exclude the possibility that a low fat diet

has beneficial effect on the CD4 T-cell and their cytokines that result in an

improvement of the immunosuppression subsequent to burn injury. Considering that

animals fed the SD and the HF diet had higher PGEi and/or NO production associated

with the inhibited proliferative response and a relative increase of CD8 subsets

compared to the LF group, the immunosuppression observed in these groups could be of

multifactorial origin. We can postulate that dietary lipids play an important role in
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induction of the suppressed state after thermal injury through modulation of the

inflammatory response that increases the suppressive activity ofT-cells.

0

Bum injury leads to both oxygen radical-induced cell dysfiinction and impaired cellular

energetics (59). The degree ofoxidative injury depends on the oxidant involved and the

balance between oxidants released and antioxidant activity. Dietary fat is one factor that

may contribute to elevated levels of oxidants in cells (60). Fats can be readily oxidized,

leading to the production of reactive oxygen species. These reactions can easily

propagate and modify lipids and proteins. Accumulation of the hepatic end-product of

lipid peroxidation, MDA, has been shown to have a significant correlation with

inflammatory gene activation (56). As we observed previously, no increase of lipid

peroxidation products was found after bum injury in C3H/HeN mice (normally-

responding strain) despite an increase noted in C3H/HeJ mice (endotoxin-resistant

strain). Heightened antioxidant activity that counterbalances bum-induced oxidation

could explain these results and differences between strains. Interestingly, and supporting

our hypothesis, we noted marked differences between the MDA level in animals fed the

LF diet compared to those kept on the other 2 diets. These results demonstrate that

administration of a LF diet drastically reduced lipid peroxidation in the liver while a SD

diet containing only 5% of fat considerably increased the accumulation of this hepatic

diene. A moderate or excessive amount of dietary lipids induced similar effects on

hepatic lipid peroxidation and, consequently, participated in comparable ways in

oxidative stress. Although animais on the SD and HF diets had similar levels of MDA,

only burned animals fed with HF diet showed an increase of spleen thiol concentrations.

The probe used for thiol measurements is able to conjugate low molecular weight

sulfhydryls, among which glutathione is the most abundant, thereby producing a

fluorescent product. The increase in total thiols could be due either to a rise in esterase

activity and/or an augmentation of glutathione concentrations present when oxidative

stress occurs. The thiol results suggest that antioxidant activity rises in burned animals

on the HF diet, although it appears that in these mice, this activity is not enough to

attenuate liver peroxidation. The data on animals fed the SD diet indicate that this strain

of mice incurs no increase ofoxidative stress defense after bum injury.
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Burn injury and the associated oxidative stress trigger several types of cellular responses

to decrease the severity of this effect. We found an increase in the metabolic activity of

spleen cells in burned animals fed the HF diet but not in animals fed the SD diet. The

latter effect was associated with an elevation of thiols, as we have reported with

C3H/HeJ mice (27). The increase of these 2 latter parameters suggests a more intense

inflammatory response and oxidative stress in animals given the HF diet after thermal

injury. Both groups (buprenorphine and burned) that received the LF diet also showed a

slight but significant increase of their spleen cell metabolic activity. However, we failed

to correlate this effect with an increase of the oxidative stress response. In general, the

dietary studies indicate that diets rich in n-6 PUFA (such as soybean, com, sunflower,

and safflower oils) suppress the Con-A- or PHA-stimulated proliferation of spleen

lymphocytes ex vivo compared with diets rich in saturated fatty acids, such as lard,

tallow or hydrogenated coconut oil, or low-fat diets (37,61-64). The results vary,

depending on differences in experimental conditions, such as the level of fat fed (in %

of weight or in % of total calories), the duration of feeding, the anatomical site of origin

of lymphocytes, and the species and strain of animal used (14). A recent study reported

a decrease in the Con-A and phytohemagglutinin response of splenocytes from mice fed

for 10 weeks diets containing 20% (by weight) of either oil with saturated or

polyunsaturated fatty acids compared to mice receiving a LF diet (2% fat by weight)

(65). Thus, the type of fat (PUFA vs saturated) used in a diet is determinant of immune

competence only when the total amount of fat is at a normal or low level. Above a

certain concentration of dietary fat, quantity has more influence than quality. This

phenomenon is also observed in burned animals. In burned animals receiving 10% as

total calories from lipid, beneficial effects on nitrogen balance, energy expenditure and

immune parameters were observed with the administration of fish oil (eicosapentaenoic

acid) (15) or structured lipid (38). In contrast, the unique protein-sparing actions usually

associated with stmctured triglycéride administration are not seen when they are

provided as 50% ofnon-protein calories (66).

u In summary, the results presented in this study show that the administration of diets

containing 11% of calories (SD diet) as fat and 45% of calories as fat (HF diet) had
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adverse effects on immune umctions after bum injury. The SD diet that contained 11%

of total calories as fat induced an immunosuppression state in our bum model while the

HF diet containing 45% energy as fat had profound immunosuppressive and oxidative

stress properties. These discrepancies can be explained by different metabolic pathways

used when different amounts of dietary lipids are ingested. Indeed, it is well-known that

burn injury itself induces an increase of lipolysis as well as of free radical and PGË2

production (38). The higher level of free radicals can promote lipid peroxidation,

causing cellular damage that increases oxidative stress. The study shows that

administration of diets containing more than 11% of total calories as dietary fat is

detrimental in a mouse burn model. Although the type of fat administered could affect

the immune response, it seems that above a certain level of fat, total quantity has more

influence. The immunosuppressive properties of lipid metabolites and the induction of

profound oxidative stress seem to explain the adverse effects of high-lipid diets after

bum injury. We showed that the administration of a LF diet sufficient to prevent

essential fatty acid deficiency improved immune functions and prevented excessive

induction of oxidative stress after burn injury.
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Table 1 : Chow composition

201

Content (% of weight) Low-fat diet Standard-diet High-fat diet

(1%) (5%) (25%)

Vitamin-free casein

Sucrose

Solka floe.

Dextrin

RP vitamin mix

Vitamin E ( ui / kg)

RP minéral mix # 10

DL-methionine

Corn oil

Lard

Choline chloride

21.0

57.7

3.0

10.0

2.0

66

5.0

0.2

1.0

0.2

21.0

25.0

3.0

38.7

2.0

66

5.0

0.2

2.5

2.5

0.2

21.0

25.0

3.0

18.7

2.0

66

5.0

0.2

12.5

12.5

0.2

Kcal /100 g 375 397 497
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n
Figure 2. Administration of a LF diet had a beneficial effect on
splenocyte proliferation 4 days after thermal injury.
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The splenocyte response to Con A, H-57, and LPS stimulation in animals
that received the 1% fat diet (LF) or the standard diet (SD) was measured 4
days after the bum or sham injury. The stimulation index that compares
buprenorphine bum mice to buprenorphine sham bum mice is presented.
Spleens were collected from five mice per group. Individual mouse
splenocytes (2 x 106 cells/wells) were stimulated in triplicate with on A (1
l^g/ml), anti-TcR antibody (l^g/ml), or LPS (50 ^ig/ml). Plates were
incubated under standard conditions for 66 h and pulsed for an additional 6 h
with [3H]thymidine. The results représente the mean value of the stimulation
index calculated for the burned group (n=5 animals). * p< 0,05 for bum vs
buprenorphine treated mice.
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Figure 3. LF diet-fed animals showed a decrease in concentration of liver
malonaldehyde (MDA) 10 days post-burn injury.
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Lipid peroxidation product concentrations were assessed in animals fed the 1%
fat diet (LF), the 5% fat diet (SD) or the 25% fat diet (HF) 10 days after burn or
sham injury. Liver sections from 5 animals per group were homogenized
individually. Protein content of each sample was determined by protein assay
and MDA concentrations were determined at 586 nm ofabsorbance. The test
sensitivity is 0.1 nmol/ml. The results are presented as mean MDA concentration
per g of protein content in 5 animals per group. MDA concentrations are shown
in the control group (empty bars), buprenorphine group (solid bars) and the bum
group (hatched bars).
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Figure 4. Administration of a HF diet (25% fat) induced higher
spleen thiol concentrations in burned animals.
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Thiol concentrations in the spleen were measured with a CMFDA probe that
represents an index ofglutathione concentration in animals fed a 1% fat diet
(LF), 5% fat diet (SD) or 25% fat diet (HF) for 10 days after sham or bum
injury. Splenocyte suspensions from each animal (5 per group) were adjusted to
a concentration of 5 x 106 cell/ml. These suspensions and the CMFDA probe (5
pM) were incubated for 10 min at 37°C in a humidified atmosphere with 5%
C02. Luminescent signals were recorded by flow cytometry. The results are
presented as an index of fluorescence buprenorphine-sham burn compared to
control animals (solid bars) and buprenorphine-bum to buprenorphine-sham
bum (hatched bars). Control group being considered as 100% of fluorescence.
** p<0.01 for burn vs buprenoq^hine-treated mice.
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Figure 5. Increased mitochondrial activity in burned-animals fed a 25%
fat diet (HF).
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Mitochondrial activity was measured in animals fed a 1% fat diet (LF), 5% fat
diet (SD) or 25% fat diet (HF) for days auer sham or burn injury. Splenocyte
suspensions from each animal (5 per group) were adjusted to a concentration of 5
x 106 cells/ml. These suspensions and rhodamine 123 (10 p,M) were incubated for
30 min at 37°C in a humidified atmosphère with 5% C02 and immediately
analyzed by cytometry. The results are presented as an index of fluorescence:
buprenorphine-sham bum compared to control animals (solid bars) and
buprenorphine-burn to buprenorphine-sham burn (hatched bars). Control group
being considered as 100% of fluorescence. ** p<0.01 for bum vs buprenorphine-
treated mice and ££ p<0.01 for buprenorphine-sham burn vs control mice.
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2. CONCLUSION DU TROISIÈME ARTICLE

En résixmé, cette étude démontre et confirme que l'administration de grandes quantités

de lipides ont des effets délétères sur le système inmiunitaire après une brûlure. Plus

spécifiquement nous avons montré pour la première fois que des diètes contenant plus

de 11% des calories totales sous forme de lipides exacerbent les fonctions du système

immunitaire après une brûlure. Les propriétés immunosuppressives des métabolites des

lipides, de même que l'induction du stress oxydatif semblent expliquer les effets

adverses des diètes riches en lipides après une brûlure. En contre partie, un apport

minimum en lipides réduit et prévient ces effets sous-jacents à la brûlure.
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0 l. Interleukine-2 récepteur soluble : effets sur la réponse

inflammatoire et immunitaire après une brûlure

Une brûlure sévère induit une réponse inflammatoire systémique qui inclue une

augmentation de la production des cytokines inflammatoires. Le TNFa et l'IL-1,

produits principalement par les monocytes ou les macrophages activés, sont les

principaux médiateurs de la réponse inflammatoire et sont responsables des chocs

septiques (430,431). Ces cytokines inflammatoires engendrent la production d'une

seconde vague de cytokines comprenant l'IL-6 et l'IL-8 (431). TNFa et l'IL-1 peuvent

exercer leurs activités sous une forme associée aux cellules ou sous une forme soluble

tandis, que l'IL-6 existe seulement sous une forme soluble. L'IL-6 rempli donc une

fonction dite endocrine. Par conséquent, l'IL-6 circulant est un meilleur indicateur de la

réponse inflammatoire que les autres cytokines. Les patients brûlés présentent de fortes

concentrations d'IL-6 en circulation et, la presence d'épisodes infectieux est étroitement

associée aux concentrations plasmatiques de cette cytokine (47,95,432-436). Par contre,

suite à une infection ou un traumatisme, l'IL-2 est rarement détectée dans le sérum. En

fait, plusieurs études ont montré une diminution immédiate des taux sériques d'IL-2

après un traumatisme (142,187,437,438). Rappelons que l'IL-2 est considérée comme

une cytokine immunostimulatrice qui est produite par les lymphocytes activés. Plusieurs

fonctions bénéfiques sont associées à l'IL-2 dont celles d'augmenter le taux de survie

des animaux brûlés (439), d'activer les lymphocytes à détruire des cellules tumorales

(440) et de stimuler la sécrétion de TNFa et d'IL-1 (441). Ainsi, plusieurs ont suggéré

qu'une production inadéquate d'IL-2 soit responsable, du moins en partie, de

l'immunosuppression après une brûlure (186-188).

0

Il a récemment été montré, qu'après un traumatisme, la production des cytokines

inflammatoires était accompagnée d'une sécrétion séquentielle de récepteurs solubles ou

de récepteurs antagonistes de ces cytokines (87). Les récepteurs solubles du TNFa et le

récepteur antagoniste de l'IL-1 sont produits dans les premières heures post-

traumatiques. Viens en suite la production du récepteur soluble alpha de l'IL-2 qui
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continue d'augmenter pendant plusieurs jours. La production immediate et séquentielle

dans le sérum des patients de ces récepteurs solubles et antagonistes semble faire partie

intégrante d'une réponse physiologique organisée face à un traumatisme sévère. Ce

phénomène suggère également que les récepteurs solubles et antagonistes des cytokines

puisse jouer un rôle dans la régulation de la réponse inflammatoire et immunitaire (87).

Le rôle précis de ces récepteurs est encore mal compris. Toutefois, des concentrations

plus élevées de ces récepteurs chez les non-survivants suggèrent que ces molécules

soient des marqueurs de la sévérité du traumatisme. Ils pourraient également être le

reflet de fortes concentrations tissulaires des cytokines traduisant ainsi la présence d'un

stress severe, d'une inflammation ou des dommages tissulaires chez les patients. De

fortes concentrations d'IL-2Rs ont été observées dans plusieurs conditions

pathologiques inflammatoires (442-445) et elles ont été associées à un mauvais

pronostique chez les patients atteints du SIDA, de brûlure et de sepsis

(198,199,446,447). Connaissant l'importance de l'IL-2 dans la réponse immunitaire à

mediation cellulaire et sachant que cette réponse est affaiblie après une brûlure sévère,

nous avons voulu explorer le rôle et l'implication du récepteur soluble de cette cytokine

après une brûlure. De plus, une précédente étude effectuée dans notre laboratoire a

montré les effets bénéfiques de l'administration d'une diète faible en lipides sur l'état

clinique, infectieux et inflammatoire des patients sévèrement brûlés (29,37) Ainsi, nous

avons voulu vérifier les effets de l'administration d'une diète faible en lipides sur les

concentrations d'IL-2Rs et, déterminer ainsi la relation entre la présence du IL-2Rs et le

syndrome inflammatoire post-brûlure.

0

Plusieurs ont rapporté la présence de l'IL-2Rs après un traumatisme (87,198,446-448).

Toutefois, après une brûlure, sa forme exacte était jusqu'à maintenant indéterminée et

son rôle biologique mal compris. Les études de Teodorczyk-Injeyan ont montré que les

grandes concentrations d'IL-2Rs présentes dans le sérum de patients brûlés pourraient

interférer avec les fonctions immunitaires dépendantes de l'IL-2 suggérant que ce

récepteur soit médiateur de l'immunosuppression après une brûlure (446,449). D'autres

résultats de la même équipe suggèrent également que l'augmentation des concentrations

d'IL-2Rs soit causée par une activation des cellules T due à une production excessive
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d'auto antigènes dans le sang et d'un besoin de contre-régulation de la réponse

immunitaire dépendante de l'IL-2. Toutefois, cette hypothèse reste à être vérifiée.

L'originalité de la première étude présentée dans cette thèse réside dans la détermination

de la forme du récepteur soluble à l'interleukine-2 présente chez les patients brûlés : la

forme soluble de ce récepteur est une forme tronquée de la portion extracellulaire du

récepteur cellulaire de l'IL-2. La forme tronquée de l'IL-2R avait déjà été'déterminée

dans d'autres pathologies mais, jusqu'à présent, la population des brûlés n'avait jamais

été étudiée à cet effet. Cette étude nous a également permis de confirmer une

augmentation des concentrations de l'IL-2Rs dans le sérum de patients brûlés (2922

pg/ml vs 124 pg/ml pour des sujets sains). De telles concentrations de IL-2Rs ont été

associées à un mauvais pronostique et à la présence d'une immunosuppression

(446,447). Toutefois, en montrant que l'inhibition de la prolifération des cellules

d'origine humaine ne pouvait pas être directement attribuable à la présence de l'IL-2Rs,

ces résultats confirment la présence de d'autres facteurs solubles présents dans le sérum

de patients brûlés qui seraient responsables de l'inhibition de la prolifération des

cellules. Par conséquent, l'immunosuppression associée à la présence de l'IL-2Rs

s'expliquerait par un autre mécanisme que celui-ci. L'utilisation d'une forme purifiée

d'IL-2Rs a permis de déterminer son influence sur plusieurs paramètres de la réponse

immunitaire impliquant l'IL-2. Les résultats montrent clairement que l'IL-2Rs ne

compétitionne pas avec la forme du récepteur de haute affinité exprimée à la surface des

cellules pour se lier avec l'IL-2. Par contre, les fonctions médiées par l'IL-2 impliquant

les cellules exprimant le récepteur d'affinité intermédiaire peuvent être perturbées en

presence d'un excès d'IL-2Rs. En effet, nous avons montré l'augmentation de l'activité

des cellules NK par l'IL-2 était inhibé en présence d'un excès d'IL-2Rs. D'ailleurs, une

diminution de l'activité de ces cellules a été remarquée dans plusieurs pathologies

présentant de fortes concentrations d'IL-2Rs (450,451). Les résultats de la présente

étude suggère que le rôle de l'IL-2Rs recombinant en tant antagoniste de l'IL-2 pour la

proliferation des cellules T soit improbable. Les résultats de différents laboratoires

concernant les effets de l'IL-2Rs sur la prolifération cellulaire sont controversés. La

divergence de ces résultats pourrait être expliquée par le fait que l'IL-2Rs circulant

représente un groupe de protéines multimériques plutôt qu'une composante homogène
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0 (452). E effet, la formation du complexe de haute affinité incluant les chaînes a, P, y,

sur le récepteur soluble, peut compétitionner avec les récepteurs membranaires exprimés

par les cellules immunitaires. Ainsi, nous avons montré une diminution de l'activité

basale des cellules non-stimulées en présence de l'IL-2Rs, et que cette inhibition était

rétablie avec l'ajout d'Il-2 exogène. Or, sachant que les récepteurs de haute affinité sont

absents sur les lymphocytes non activés, il est possible que de faibles quantités d'IL-2Rs

puissent diminuer l'activité basale des lymphocytes ou des monocytes en se liant avec la

faible quantité d'IL-2 produite par les populations de monocytes circulants.

0

L'analyse du phénotypage a montré une diminution de l'expression des molécules du

CMH de classe II à la surface des cellules non T et des cellules CD 11 b-r des patients

brûlés, et un lien entre l'expression des molécules DR et la présence de l'IL-2Rs a

également été trouvé. En effet, les patients brûlés qui présentaient de faibles quantités

d'IL-2Rs n'ont pas cette baisse associée de l'expression des molécules CMH de classe

II. De plus, il est intéressant de noter que la protéine responsable de la transcription des

gènes du CMH de classe II serait également requise pour l'expression des gènes

constitutifs et inductible de I'INF-Y (453). Ainsi, cette diminution des molécules du

CMH de classe II peut être liée, du moins en partie, à la baisse de production de ITNF-y.

A cet effet, il est intéressant de noter que, comme d'autres équipes, nous avons observé

une dissociation entre la présence de l'IL-2Rs et la production de ITNF-y (454,455)

(figure 3 du 1er article). De plus, nous avons montré que de fortes concentrations de IL-

2Rs peuvent lier l'IL-2 et diminuer ainsi la concentration de cette cytokine. Ainsi ces 2

phénomènes appuient l'hypothèse qui veut que les populations THÏ soient privilégiées

après une brûlure mais ils suggèrent également la participation de l'IL-2Rs dans

l'équilibre des cellules TH l et Tn2. Ainsi, les concentrations élevées d'IL-2Rs après une

brûlure sévère pourraient être associées à la production prédominante de cytokines reliée

aux cellules de type Tn2. Conséquemment de cette façon, de fortes concentrations d'IL-

2Rs pourraient contribuer indirectement à l'immunosuppression après une brûlure.

Finalement, l'ensemble des résultats démontre clairement que la présence de l'IL-2Rs ne

peut expliquer la dysfunction des cellules T des patients brûlés. Toutefois, certaines



n

218

modifications des paramètres immunitaires peuvent être affectées par la présence de

fortes concentrations d'IL-2Rs.

La valeur pronostique attribuées aux concentrations d'IL-2Rs est appuyée par le fait que

les patients décèdes ont des valeurs de IL-2Rs significativement plus élevées que les

survivants. De façon générale, la présence de l'IL-2Rs a été associée à une activation du

système immunitaire, notamment des cellules T. Cependant dans la présente étude,

l'absence de marqueurs d'activation à la surface des cellules mononuclées périphériques

de patients traumatisés, n'appuie pas cette hypothèse. La probabilité qu'une réponse

locale des cellules T génère de telles quantités d'IL-2Rs dans le sérum est très faible. Or,

plusieurs études ont rapporté que les monocytes/macrophages, les lymphocytes B et les

cellules neuronales, gliales et pituitaires peuvent également exprimer le IL-2Rs à leur

surface et pourraient expliquer la présence de ce récepteur dans le sérum de patients

brûlés (445,450,451,456,457). Ces cellules pourraient donc être responsables de sa

presence dans le sérum de patients traumatisés. De récents résultats ayant montré que les

taux d'IL-2Rs augmentent dans les premières suivant le traumatisme et ce, avant même

qu'une augmentation de l'IL-2 soit détectable, indiquent qu'une activation des cellules T

ne peut pas être responsable de la présence de l'IL-2Rs (87). Ainsi, ces résultats

suggèrent que la production ou la libération massive de ce récepteur ait lieu dans

d'autres tissus qui expriment de façon constitutive de récepteur. D'autres études sont

nécessaires pour déterminer la source exacte d'IL-2Rs après un traumatisme.

0

Des taux élevés de IL-2Rs ont également été observés dans plusieurs conditions

cliniques inflammatoires (arthrite rhumatoïde et maladies inflammatoires de l'intestin)

(442,443). Ainsi, nous avons voulu déterminer l'implication de ce récepteur dans le

syndrome inflammatoire post-brûlure. Généralement, il est admis que les concentrations

d'interleukine-6 circulantes reflètent l'intensité de l'inflammation (83). Suite à une

brûlure sévère, les patients présentent des taux élevés d'IL-6 (47,96). Or, nous avons

démontré que l'administration d'une diète faible en lipides diminue les taux circulants

d'IL-6 suite à une brûlure, suggérant ainsi une réponse inflammatoire plus faible chez

ces patients (37, annexe II). Des résultats similaires ont été obtenus avec l'observation
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des concentrations d''IL-2Rs : les patients ayant reçu une diète contrôle (30% des

calories sous forme de lipides) présentaient des concentrations d'IL-2Rs

significativement plus élevées que ceux qui ont reçu une diète faible en lipides (15 %)

(4187 pg/ml vs 1657 pg/ml, respectivement) (figure 4 du l article). D'ailleurs, une

correlation positive entre les taux d'Il-6 et ceux d'IL-2Rs, observée également dans

d'autres pathologies inflammatoires (458,459), a été trouvée chez ces patients brûlés.

Ces résultats suggèrent qu'une réduction des apports en lipides du support nutritionnel

après une brûlure sévère diminue l'intensité de la réponse inflammatoire post-brûlure.

En réalité, il faut mentionner que l'effet des lipides de la diète n'est pas immédiat sur les

médiateurs de l'inflammation. En effet, tant pour les concentrations d'IL-6, d'IL-2rs"que

pour celles de la CBG, la différence entre les groupes contrôle et faible en gras est

significativement différente seulement après le 13e jour post-brûlure (37, annexe II).

Ainsi on peut supposer qu'au moins dix jours de support nutritionnel est nécessaire

avant que les effets modulateurs aient des répercussions sur les médiateurs systémiques.

Toutefois, les effets modulateurs de la diète sur l'activité des cellules immunitaires

précèdent certainement le rétablissement des composantes systémiques. Une baisse de

l'activité des monocytes/macrophages pourrait expliquer ces effets modulateurs d'une

diète faible en lipides. En effet, il est bien connu que l'induction d'une réponse

inflammatoire systémique, subséquente à la brûlure, entraîne l'activation des

monocytes/macrophages (460) et qu'une production rapide de médiateurs

inflammatoires, incluant les élastases, découle de cette activation. Par conséquent une

diminution de l'activité initiale des monocytes pourrait expliquer le rétablissement

subsequent des concentrations des médiateurs inflammatoires à la suite de

l'administration d'une diète faible en lipides. Ainsi, une diminution de l'activité des

monocytes expliquerait la réduction de la production des cytokines inflammatoires,

notamment dans ce cas-ci, de l'IL-6. Mais comment expliquer la baisse concomitante de

l'IL-2Rs? L'hypothèse la plus plausible réside dans le fait qu'une diminution de

l'activité des monocytes engendre également une diminution des produits sécrétés par

ces cellules : PGË2, élastases, protéases, radicaux libres, cytokines. Sachant que

l'origine de l'IL-2Rs présente chez les brûlés provient d'un clivage protéolytique du

domaine extracellulaire du récepteur de l'IL-2 à la surface des cellules, on peut supposer
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qu'une baisse de la production des métallo protéases, par les neutrophiles activés, soit

responsable de la diminution des concentrations de l'IL-2Rs chez les patients nourris

avec une diète en lipides. Cette hypothèse n'a cependant pas été vérifiée. On ne connaît

pas encore la nature exacte des enzymes qui clivent le domaine extracellulaire du

récepteur membranaire de l'IL-2 pour former l'IL-2Rs mais l'implication des élastases

est possible étant donné que ces dernières expriment des récepteurs pour différentes

cytokines à leur surface (460). Ainsi, en réduisant la réponse inflammatoire, les lipides

de la diète seraient responsables de cette baisse de la production et/ou sécrétion de

protéases. Ce même phénomène expliquerait également le rétablissement des valeurs de

CBG au 13e jour post-brûlure car rappelons que la CBG est un substrat de choix pour les

élastases (31). Ainsi, la chute rapide de CBG dès les premiers jours suivant le

traumatisme pourrait être causée par l'activité initiale des élastases de même que par les

activités inhibitrices de l'IL-6 sur cette protéine (37); les effets anti-inflammatoires

obtenus avec l'administration d'une diète faible en lipides rétabliraient ces valeurs par la

suite. Des mesures de l'activité des protéases sont nécessaires pour vérifier cette

hypothèse. Toutefois, l'hypothèse d'une diminution de la synthèse de CBG après une

brûlure ne peut être exclue et devrait faire l'objet de recherches futures. De plus, il serait

intéressant d'établir une courbe cinétique de l'activité des monocytes/macrophages

après la brûlure et de déterminer précisément à quel moment les effets modulateurs

d'une diète faible en lipides sont effectifs.

2. Effet de la réponse inflammatoire sur les réponses immunitaire et

oxydative suite à une brûlure

Les études effectuées chez les patients du Centre des Grands Brûlés de l'Hôtel-Dieu de

Montreal, ont montré qu'une baisse de la réponse inflammatoire induite par une

réduction des lipides de l'alimentation améliorait le statut clinique, nutritionnel et

infectieux de ces patients (24,29,37). Or, même si une diminution de la réponse

inflammatoire semble bénéfique, nous connaissons mal le rôle de cette dernière sur la

réponse du système immunitaire et la réponse oxydative post-brûlure. Une hyper
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production de cytokines inflammatoire et une stimulation excessive des cellules

immunitaires pendant la réponse inflammatoire sont des mécanismes potentiellement

responsables de l'immunosuppression (460,461). De plus, les cytokines pro-

inflammatoire et les endotoxines produites après une brûlure provoquent des dommages

cellulaires qui mènent à la production de radicaux libres causant ainsi un stress oxydatif,

phénomène pouvant également participer à l'immunosuppression (462,463). Ainsi,

d'après ces énoncés, il semble que l'intensité de la réponse inflammatoire soit un

élément important pour déterminer l'amplitude de l'immunosuppression subséquente.

De récentes évidences suggèrent que l'immunosuppression sous-jacente à un

traumatisme sévère soit, en fait, une réponse anti-inflammatoire compensatrice en

réponse à un stimulus inflammatoire initial. En effet selon ces études, la réponse initiale

des cellules T suite à un traumatisme sévère serait une réponse pro-inflammatoire

induite par les cellules TH l et la réponse de type Tn2, observée plusieurs jours après la

blessure dans les modèles expérimentaux et cliniques, ferait parti d'un phénomène

compensatoire anti-inflammatoire (144,146,151). A l'aide d'un modèle animal, nous

avons voulu déterminer l'implication de la réponse inflammatoire induite par la

lipopolysaccharide sur la prolifération des cellules immunitaires et sur le stress oxydatif

secondaire à une lésion thermique. Pour ce faire, nous avons utilisé deux lignées de

souris : la première de type congénique (C3H/HeJ) possède une mutation génétique qui

lui permet d'etre résistante aux effets immunostimulateurs et pathophysiologiques du

lipide A, une composante des endotoxines de la lipopolysaccharide (LPS) tandis que la

seconde lignée, la lignée-mère, (C3H/HeN) répond normalement à ce puissant agent

inflammatoire. Dans ce travail une étude de cinétique a été faite afin de déterminer, dans

notre modèle, le moment où l'immunosuppression post-brûlure était maximale. De plus,

l'utilisation d'un opiacé chez les animaux a permis d'évaluer l'implication de ce dernier

sur certains paramètres immunitaires et oxydatifs étudiés dans cette étude. Etant donné

l'utilisation courante de cette famille d'analgésiques après une brûlure sévère, ces

données permettaient, pour la première fois, d'établir l'implication de la buprénorphine

dans la réponse du système immunitaire post-brûlure.
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En utilisant un opiacé pour soulager la douleur des animaux, notre modèle est ainsi

similaire à la situation clinique des patients qui en reçoivent de grandes quantités durant

leur séjour à l'hôpital. La méthode de brûlure et l'utilisation de la buprénorphine a

permis rétablissement d'un modèle à l'intérieur duquel la mortalité post-brûlure est

inexistante et la douleur causée aux animaux est réduite à son minimum. Ainsi, la

croissance et l'alimentation des animaux étaient normales, éliminant ainsi

rétablissement d'un état de malnutrition qui pouvait influencer le système immunitaire

(tableau 1 et 2 du 2ième article). Des données cliniques et expérimentales suggèrent que
les opioïdes endogènes et exogènes possèdent des propriétés immunosuppressives

(464,465). Considérant la quantité de ces drogues administrée aux patients brûlés, ces

effets inhibiteurs pourraient jouer un rôle dans l'immunosuppression subséquente à une

brûlure. Toutefois, les effets sur la réponse immunitaire diffèrent selon le type

d'opioïdes utilisés. Il a été montré que l'administration de fortes doses de

buprénorphine, comparativement à la morphine, n'affecte pas l'activité des cellules NK

(466). En étudiant la capacité proliférative des splénocytes de souris, nous avons

démontré pour la première fois que l'administration continue de buprénorphine n'a pas

d'effet inhibiteur sur ces cellules. Une étude comparative des effets de la morphine et de

la buprénorphine sur les fonctions du système immunitaire a récemment confirmé ces

résultats : les fonctions des cellules NK de la rate, les cellules T et les fonctions des

macrophages ne sont aucunement affectés par l'administration de buprénorphine tandis

que l'administration d'une dose équivalente de morphine entraîne des effets suppressifs

sur toutes les fonctions de ces cellules (467). Nous avons montré, dans un modèle

experimental de brûlure, que la buprenorphine n'affecte pas les fonctions immunitaires.

Ainsi la douleur post-brûlure des animaux peut être. soulagée sans interférer avec la

réponse du système immunitaire.

Suite à la lésion thermique recouvrant 20% de la surface corporelle, les animaux ont été

sacrifiés aux jours l, 4, 7, 10 et 14 post-brûlure. La prolifération des cellules de la rate et

des paramètres du stress oxydatifont été étudiés à chacun de ces jours. Malgré le grand

nombre d'études démontrant les altérations des fonctions des cellules T après une

brûlure (468,469), les mécanismes sous-jacents à cette immunosuppression sont encore
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mal compris. A cet effet, pour vérifier l'implication de la réponse inflammatoire sur

l'état d'immunosuppression, les cellules provenant des souris des 2 lignées ont été

stimulées avec différents mitogènes. De façon générale les résultats ont montré, chez les

souris de la lignée-mèrc, rétablissement d'une dépression biphasique de la prolifération

des splénocytes entre le jour 4 et 10 post-brûlure. La présence d'une

immunosuppression biphasique au quatrième et au dixième jour post-brûlure a

également été observée chez le rat (225,470). En accord avec les résultats de d'autrcs

laboratoires (188,471), nous avons démontré que l'inhibition de la prolifération des

lymphocytes T de souris femelles est maximale au dixième jour (figure let 2 du 2 me

article). L'utilisation d'un anticorps dirigé contre le TcR, a permis de démontrer que

l'immunosuppression sous-jacente à une brûlure affecte tous les lymphocytes mais, les

lymphocytes T représentent la population de cellules la plus affectée. Les souris

résistantes à la LP S ont montré une suppression de la prolifération des splénocytes plus

prononcée et plus persistante que celle des souris de la lignée contrôle. En effet, la

proliferation des cellules de souris résistantes est fortement inhibée à partir du 7 me jour

post-brûlure et cette inhibition persiste jusqu'au jour 14 tandis que chez les souris HeN,

la réponse proliférative des splénocytes revient à la normale au jour 14, après une

inhibition maximale au jour 10. Le rétablissement, au jour 14, d'un ratio normal de

CD4/CD8 pourrait expliquer l'augmentation, au même jour, de la prolifération des

splénocytes chez les souris HeN (472). Par conte, à l'opposé, la baisse absolue des sous-

populations de cellules observée aux autres jours ne peut expliquer

l'immunosuppression des souris.

Contrairement aux souris de la lignée contrôle, les souris résistantes à la LPS présentent

une augmentation significative, au jour 4, de la prolifération des splénocytes stimulés

avec la Con-A. La Con-A est un agent mitognénique des cellules T mais, étant un

mitogène polyclonal, il peut se lier également à des glycolipides exprimés sur d'autres

cellules comme les lymphocytes B et les macrophages (473). Des récentes évidences ont

démontré que l'activité des macrophages contribue à la suppression des fonctions des

lymphocytes T après une brûlure (101,224). L'hyper activation des macrophages

engendre une production excessive de facteurs immunosuppresseurs (PGEz, NO, etc) et
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peuvent ainsi participer à l'immunosuppression. De cette façon, l'hyper activation

observée au jour 4 chez les souris résistantes pourrait être responsable de l'inhibition de

la prolifération des lymphocytes survenant dans les jours suivants. L'équipe de Lederer

(144) a récemment démontré que le traumatisme de la brûlure augmente la force de la

stimulation des cellules immunitaires. L'utilisation d'un super antigène a permis de

montrer que la brûlure amplifie la production de cytokines en réponse à ce dernier,

induisant un choc inflammatoire létal chez les animaux. Cette étude démontre

clairement que la brûlure active le système immunitaire et que l'acfivation des cellules T

par un super antigène amplifie ce phénomène. En amplifiant la réponse systémique

inflammatoire déjà initiée par la brûlure, cette activation peut être fatale pour

l'organisme. Les résultats de d'autres études appuient les effets néfastes d'une hyper

activation du système immunitaire après une brûlure (474-477).

Cette étude montre que l'inflammation due aux LPS des bactéries a un effet bénéfique

pour le système immunitaire des animaux brûlés. Ainsi, contrairement aux croyances,

1'inflammation est plutôt favorable pour le système immunitaire

L'immunosuppression prononcée et soutenue retrouvée chez les souris résistantes à la

LPS pourrait également être expliquer par la faible capacité de ces souris à produire

naturellement de l'IFN-y (478). Ainsi, accentuée par la brûlure, la diminution de la

production de l'IFN-y favoriserait chez ces souris la production de cytokine de type Tu2

et expliquerait en partie l'immunosuppression subséquente. Ces données, ajoutées à

celles observées dans le premier article (Il-2Rs), appuient la prédominance des cytokines

produites par les cellules Tn2 et leurs activités immunosuppressives. Les dosages

intracellulaires de ces cytokines après une brûlure seront nécessaires afin de justifier ce

mécanisme d'action. Cependant, plusieurs d'études vont dans ce sens et supportent cette

hypothèse en montrant qu'une brûlure sévère induit un changement dans la réponse des

cytokines qui favorise le phénotype immunosuppresseur TH2 (160,472). Les résultats

suggèrent que rétablissement d'une faible réponse inflammatoire à la LPS après une

brûlure sévère, amplifie l'immunosuppression subséquente. A l'opposé, l'induction

d'une réponse inflammatoire normale après une brûlure semble être nécessaire pour le

rétablissement de la capacité proliférative des splénocytes. Toutefois, comme on peut le
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remarquer, la présence d'une réponse inflammatoire ne prévient pas complètement l'état

d'immunosuppression sous-jacente à une brûlure.

Les paramètres du stress oxydatif étudiés dans cette étude démontrent de façon

convainquante que les souris résistantes à la LPS présentent un stress oxydatif plus

prononcé que la lignée de souris normales après une brûlure (figures 3, 4, 5 de l'article

2). En effet, contrairement au souris répondant normalement à la LPS, les souris

résistantes ont montré une augmentation significative des taux de malonaldehyde

(MDA) hépatique au dixième jour post-brûlure de même qu'une élévation concomitante

de la concentration de thiols totaux dans la rate (figure 3 et 5). L'absence d'un effet

brûlure sur les taux des MDA chez la lignée de souris normale suggère la mise en place

d'un mécanisme compensatoire antioxydant. Cette explication est appuyée par

1'augmentation des thiols totaux au jour 4 post-brûlure. L'augmentation des thiols chez

les souris résistantes suggère également la présence de ce mécanisme compensatoire

mais l'activité antioxydante, dans ce cas-ci, n'est pas suffisante pour contrebalancer la

peroxydation des lipides dans le foie. De plus chez les souris résistantes à la LPS,

l'augmentation de l'activité métabolique des splénocytes, démontrée par le potentiel

mitochondrial (figure 4), conjointement aux résultats de MDA et de thiols totaux

suggèrent une activation de la réponse inflammatoire. De façon plus spécifique chez ces

souris, les changements observés dans les paramètres de défense oxydatif indiquent

qu'une augmentation des taux de thiols est associée avec une réponse de défense

intensifiée pour lutter contre le stress oxydatif. L'augmentation du stress oxydatifchez

ces souris pourrait représenter rétablissement d'une réponse inflammatoire alternative

utilisée en absence d'une réponse normale aux endotoxines. La différence entre les

niveaux d'oxydation des deux lignées serait reliée à l'activation des macrophages

(101,224,479). Ainsi l'augmentation du stress oxydatif pourrait partiellement expliquer

l'immunosuppression observée chez les souris résistantes à la LPS après une brûlure

étant donné que ce phénomène est lié avec une augmentation de l'apoptose et de la

production de cytokine pro-inflammatoires par les macrophages.

0



0

226

En résumé cette étude montre qu'une faible réponse inflammatoire induite par la LPS

est associée à une immunosuppression prononcée et à la présence d'un stress oxydatif

chez les souris. Ainsi, il semble que l'emprunt d'une voie alternative autre que celle de

la LPS, soit néfaste pour le système immunitaire. En effet, en étant incapable de

produire des cytokines inflammatoires (IL-1 et TNF) en réponse aux endotoxines, les

macrophages des souris résistantes à la LPS semblent augmenter leurs activités de façon

significative en guise de compensation. Or, il se trouve que cette augmentation de

l'activité des cellules accessoires, reflétée par le haut taux de stress oxydatif, engendre

une profonde anergie des cellules T. Ce modèle suggère qu'une réponse inflammatoire

due aux LPS représente une voie importante et bénéfique pour le système immunitaire

après une brûlure. Ainsi, par cette voie, le système immunitaire exercerait ses fonctions

anti-infection après un stress thermique. A l'opposé, en contournant la réponse

inflammatoire due à la LPS, les souris résistantes à la LPS montrent une élévation

significative de l'activation des cellules accessoires qui est reflétée par l'augmentation

du stress oxydatif. Cette hyper activation pourrait être responsable de l'anergie profonde

et persistante des lymphocytes T retrouvée chez ces animaux. L'utilisation de ce modèle

a montré que l'augmentation des niveaux de stress oxy datif, associée à la production de

médiateurs inflammatoires et immunosuppresseurs, pourrait être impliqué dans

I'immunosuppression sous-jacente à une brûlure sévère.

0
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3. Effets de lipides de l'alimentation sur l'immunosuppression et le

stress oxydatif associés à une brûlure

0

La deuxième étude a démontré que l'intensité du stress oxydatif pourrait être

responsable, du moins en partie, de l'immunosuppression subséquente à une brûlure.

Ainsi avec la troisième et dernière étude, nous avons étudié l'effet du stress oxydatif

induit par les lipides de l'alimentation sur les fonctions immunitaires après une brûlure.

En effet, l'augmentation du stress oxydatif serait un des mécanismes importants par

lequel les lipides de l'alimentation inhibent le système immunitaire (247,111). Tel que

discuté précédemment, les lipides de l'alimentation ont la capacité de moduler plusieurs

paramètres du système immunitaire (301,368,480). Plusieurs évidences suggèrent que

les lipides de l'alimentation ne soient pas une source de calories efficaces après une

brûlure et que certaines composantes des molécules lipidiques peuvent interférer avec

plusieurs des fonctions immunitaires après une brûlure (247). Seulement deux études

expérimentales ont montré que l'administration de solution entérale contenant de faibles

quantités de lipides avait des effets bénéfiques après la brûlure (424,425). Toutefois, la

cicatrisation, la préservation de la masse musculaire et l'état nutritionnel sont les seuls

paramètres étudiés dans ces études. Ainsi, jusqu'à ce jour, aucune étude n'avait étudié le

rôle des lipides de l'alimentation sur les fonctions du système immunitaire et sur le

stress oxydatif après une brûlure. Ainsi, contenu de l'importance des résultats cliniques

antérieurs que nous avons obtenu dans notre laboratoire, nous avons cru nécessaire

d'examiner les effets spécifiques d'une diète faible en lipides sur les paramètres

immunitaires et oxydatifs. post-brûlure. L'utilisation de notre modèle animal était la

méthode la plus appropriée pour l'étude de ce phénomène. Afin de pouvoir isoler l'effet

du stress oxydatif induit par les lipides de la diète sur la réponse immunitaire post-

brûlure, la lignée de souris présentant une réponse inflammatoire normale (C3H/HeN) a

été choisie. Les animaux ont été sacrifiés au dixième jour post-brûlure, au moment où

l'immunosuppression était maximale.

L'alimentation habituelle des souris est constituée d'une moulée qui contient 5% de

lipides (11% des calories totales ou 14% des calories non-protéiques). Cette diète fut
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valeurs extrêmes de lipides pour les diètes expérimentales, soit : une diète faible en

lipides contenant 1% de lipides (2% des calories totales ou 3% des calories non-

protéiques) et une diète riche en lipides avec 25% de lipides (45% calories totales et

54% des calories non-protéiques). La diète faible en lipides (huile de maïs) renfermait le

minimum d'acide gras linoléique pour combler les besoins des souris en -acides gras

essentiels. Les deux autres diètes ont été faites à partir d'un mélange de gras

polyinsaturés et saturés (huile de maïs et lard ('/2, Vz)). Outre les lipides, le contenu en

éléments nutritifs était identique pour les 3 diètes (table l de l'article 3). Toutefois, la

concentration de vitamine E des 3 diètes a été augmentée afin de s'assurer que les

souris nourris avec la diète riche en lipides reçoivent une quantité suffisante

d'antioxydants. Les souris ont été nourris avec une de ces diètes pendant les 10 jours qui

ont suivi la brûlure et elles ont été sacrifiées au jour 10, moment où

l'immunosuppression est maximale. Une fois encore, le taux de survie des animaux a été

de 100% avec notre modèle de brûlure et d'administration continue de buprénorphine.

Les mêmes paramètres que ceux dans la deuxième étude ont été étudiés. Toutefois des

mesures de production in vitro de PGË2 et de N0 ont été ajoutées.

0

De nombreuses évidences ont montré que la réponse immunitaire à médiation cellulaire

est fortement compromise chez les patients et les animaux brûlés (24,468,481).

Toutefois, les effets des lipides sur les fonctions de ces cellules T n'ont jamais été

étudiés après une brûlure. Ainsi, la prolifération des splénocytes a été étudiée sous

l'action de trois mitogènes différents (figure l de l'article 3). Pour chacune de ces trois

conditions, les résultats démontrent que la brûlure induit une inhibition de la réponse

proliférative seulement chez les animaux nourris avec les diètes contrôle ou riche en

lipides. Toutefois, l'intensité de la suppression est plus prononcée chez le groupe riche

en lipides comparativement aux souris nourris avec la diète contrôle. Comme nous

l'avons montré dans l'étude précédente, les cellules T représentent la population de

cellules la plus affectée après une brûlure (voir stimulation avec H-57).

Remarquablement, l'administration d'une diète faible en lipides après une brûlure,

prévient complètement l'inhibition de la prolifération cellulaire normalement rencontrée
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au 10e jour post-brûlure. Ainsi, la quantité totale de gras semble être un facteur

determinant de l'immunosuppression subséquente à une brûlure. Tel que précédemment

mentionné, les acides gras saturés et polyinsaturés de type oméga-6 sont les 2 familles

d'acides gras ayant les moins grandes activités immunosuppressives (301). Or, nos

diètes étant constituées d'un mélange de deux gras riches en ce type d'acides gras, ces

résultats suggèrent que la quantité et non la qualité de lipides exercent des effets

modulateurs sur le système immunitaire après une brûlure. Rappelons qu'en absence de

stress physiologique, les études démontrent que la diète généralement offerte aux

rongeurs qui contient 5% de lipides, n'est pas immunosuppressive (301,323-325). Or,

après une brûlure, la diète 5% est inhibitrice. On peut donc supposer que les dommages

causés par la lésion thermique exacerbent les effets délétères des lipides de la diète. Il

est intéressant de noter que non seulement les souris brûlées nourries avec la diète 25%

ont une profonde inhibition de la prolifération des splénocytes mais que les souris

contrôles nourries avec cette même diète présentent également une diminution de la

proliferation de base comparativement aux souris contrôles 5% (30 000 vs 100 000

cpm). Ainsi, ces observations appuient l'hypothèse voulant qu'une augmentation des

lipides de la diète inhibent plusieurs des réponses des lymphocytes.

Tel que démontré par les figures l A et 2A du 2e article, les souris présentent une

inhibition de la prolifération aux jours 4 et 10. Ainsi nous avons voulu vérifier si les

effets bénéfiques d'une diète faible en lipides surviennent dès les premiers jours post-

brûlure. Etonnamment, l'administration d'une diète faible en lipides pendant les quatre

premiers jours post-brûlure est suffisante pour prévenir l'inhibition de la prolifération

des cellules stimulées avec la CON-A et le H-57 (figure 2 de l'article 3). Des

changements dans les acides gras membranaires pourraient expliquer ces effets rapides.

Généralement le temps minimum nécessaire pour observer des changements dans les

acides gras membranaires chez des sujets normaux est d'environ 2 semaines (335). Chez

les brûlés, le turn-over cellulaire étant plus rapide, les changements dans la composition

membranaire peuvent avoir lieu plus tôt. Toutefois dans ce cas-ci, cette hypothèse est

peu probable car la diète administrée aux animaux ne contenait pas des acides gras

différents de ceux qui constituent normalement les membranes (acide w6).
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Conséquemment, une baisse de la réponse inflammatoire serait l'hypothèse de choix

pour expliquer les effets bénéfiques d'une diète faible en lipides.

0

Tel qu'observé dans la deuxième étude, le stress oxy datif pourrait être un des

mécanismes responsables de l'immunosuppression après une brûlure. Ainsi, nous avons

étudié les effets des lipides de l'alimentation sur l'induction du stress oxydatif post-

brûlure. L'oxyde nitrique, produit par les macrophages activés, a la capacité de

supprimer les fonctions des lymphocytes et peut donc moduler la réponse du système

immunitaire (225). Des résultats ont également montré une augmentation des taux de

N0 chez les patients et les animaux brûlés (221-223). Il a même été suggéré que le N0

produit par les splénocytes soit responsable, après une brûlure, de l'inhibition de la

réponse proliférative des cellules stimulées avec la CON-A (224,225). Les résultats

présentés à la table 4 de l'article 3 démontrent une augmentation de la production in

vitro de N0 après une brûlure mais seulement chez les animaux ayant été nourris avec

les diètes 5 et 25%. La production de NO par les souris brûlées nourries avec la diète 1%

n'est pas différente de celle des souris contrôles. Ainsi, les splénocytes des souris

brûlées nourries avec les diètes 5 et 25% semblent être pré-activées (prime). Par

conséquent on peut penser que l'intensité de la réponse inflammatoire et/ou du stress

oxydatif induite par la quantité de lipides de l'alimentation serait un médiateur important

de I'inflammation via sa capacité à pré-activer les cellules de la rate. Si cette hypothèse

est vraie, nous devrions nous attendre à ce que la production de PGEz par les

macrophages activés soit plus élevée avec les diètes 5 et 25%. En effet, tout comme le

iNOS, la cyclooxygenase de classe 2 (Cox-2) est inductible, par les macrophages, sous

l'action de stimuli inflammatoires (482). Une étude récente a indiqué que les

macrophages de souris brûlées montrent une altération de la susceptibilité aux effets de

PGE2, causant une augmentation de l'activité du iNOS (483). Les auteurs ont conclu

que l'augmentation de PGEs après une brûlure serait directement responsable de

1'inhibition des fonctions des cellules T, et qu'à travers l'augmentation de l'activité du

iNOS des macrophages, ce phénomène pourrait également contribuer aux altérations du

système immunitaire (483). Il est important de mentionner que les diètes expérimentales

étaient exemptes de LPS. Les résultats de la production de PGEs varient selon le
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stimulus utilise. Une augmentation importante de PGË2 dans les 3 groupes de souris

nourries avec une diète riche en lipides suggère qu'un excès de lipides induit la

cyclooxygénase des cellules stimulées avec la CON-A. Toutefois sous l'action de ce

même mitogène, la brûlure n'a pas engendré d'augmentation de la production de PGË2.

Par opposition, lors d'une stimulation avec LPS, la brûlure induit une augmentation de

la concentration de PGE; chez les animaux nourris avec les diètes 5 et 25%. Dans le

groupe 1%, l'effet brûlure se distingue difficilement de l'effet chirurgie (brûlé vs

buprénorphine). De façon générale, les résultats montrent que les macrophages

provenant de souris brûlées nourries avec les diètes 5 et 25% présentent une élévation

des taux de PGË2 et de NO. D'autres études sont nécessaires afin d'élucider ce

mécanisme. Cependant, ces résultats suggèrent une fois de plus que les PGEz ne sont pas

les seuls facteurs responsables de l'immunosuppression post-brûlure. Ainsi, on peut

prétendre que de par son action sur la réponse inflammatoire, qui a lieu du moins en

partie via ses effets sur les voies de PGEz et d'iNOS, l'administration d'une diète faible

en lipides après une brûlure prévient les altérations métaboliques qui sont responsables

des dysfonctions immunitaires. Encore une fois, il apparaît que l'hyper activation des

macrophages après une brûlure serait responsable des dommages immunitaires et

oxydatifs. Ainsi, la quantité de lipides administrée dans la diète jouerait un rôle

fondamental à ce niveau, en prévenant ou en exacerbant les effets de la brûlure. Un

dosage des concentrations de PGË2 en circulation dans les premiers jours post-brûlurc

fournirait des arguments à cette hypothèse.

0

Le niveau de stress oxydatif hépatique après une brûlure a été mesuré par le dosage d'un

métabolite de la peroxydation des lipides, le malonandehyde (MDA) (figure 3 de

l'article 3). Une augmentation des concentrations de MDA dans le foie a été carrelée

avec une activation des gènes de l'inflammation (484). L'absence généralisée d'un effet

brûlure trouvée dans cette étude confirme également ceux présentés dans l'étude

précédente (figure 3A de l'article 2). Ainsi, une augmentation de l'activité antioxydante

parallèlement au stress oxydatif causé par la brûlure pourrait expliquer ces résultats. Or,

ces résultats supposent également que la quantité de vitamine E administrée aux souris

était suffisante, et ce, même chez le groupe ayant reçu 25% de lipides. Toutefois, une
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différence marquée a été notée entre les taux de MDA des animaux nourris avec la diète

1% comparativement à ceux des deux autres groupes. Ces résultats montrent que

l'administration d'une diète faible en lipides réduit presque totalement la peroxydation

des lipides dans le foie tandis qu'une diète contenant plus de 5% de lipides augmente

considérablement l'accumulation de MDA hépatique. Ces résultats suggèrent que

l'administration d'une diète faible en lipides réduit la quantité d'AGPI dans le foie au

profit des AGS, ce qui expliquerait la diminution considérable de peroxydation

hépatique. Ainsi, en induisant des taux comparables de MDA dans le foie, nous pouvons

croire que l'administration d'une quantité modérée (5%) ou excessive (25%) de lipides

dans l'alimentation, participe de façon similaire à l'induction du stress oxydatif. Ces

résultats appuient notre hypothèse stipulant que les lipides de l'alimentation induisent un

stress oxydatif important qui serait, en partie responsable, des altérations rencontrées

dans les fonctions du système immunitaire. Malgré la similarité entre les taux de MDA

entre les groupes 5 et 25 %, seuls les animaux brûlés nourris avec la diète 25% ont

montré une augmentation des concentrations de thiols totaux dans la rate (figure 4 de

l'article 3) suggérant l'augmentation d'une activité antioxydante compensatrice chez ces

animaux. Toutefois, cette activité antioxydante ne semble pas suffisante pour prévenir

ou réparer les dommages oxydatifs causés par la brûlure et la forte concentration de

lipides dans la diète. De plus, l'élévation de l'activité métabolique des splénocytes

(figure 5 de l'article 3) suggère la présence d'une réponse inflammatoire et d'un stress

oxydatifplus intenses chez les animaux nourris avec la diète riche en lipides.

0

En résumé, cette étude montre que l'administration de grandes quantités de lipides ont

des effets délétères sur le système immunitaire après une brûlure. Plus spécifiquement,

nous avons montré pour la première fois que des diètes contenant plus de 11% des

calories totales sous forme de lipides exacerbent les fonctions du système immunitaire

après une brûlure. Les propriétés immunosuppressives des métabolites des lipides, de

même que l'induction du stress oxydatif pourraient expliquer les effets adverses des

diètes riches en lipides après une brûlure. En contre partie, un apport minimum en

lipides réduit et prévient ces effets sous-jacents à la brûlure.



233

0

0

4. INTERPRETATION GLOBALE ET CMTIQUE DES RÉSULTATS

L'ensemble des résultats présentés dans ce travail suggère que la réponse inflammatoire

soit un facteur déterminant de l'état d'immunosuppression et du stress oxydatif

subséquents à une brûlure sévère. La production massive de médiateurs inflammatoires,

tels que IL-6, PG et radicaux libres, et leurs activités suppressives exercées sur plusieurs

fonctions des cellules immunitaires supportent cet énoncé. Dans le premier article,

l'intensité de la réponse inflammatoire des patients brûlés a été associée à la présence du

récepteur soluble alpha de l'IL-2 qui est issu d'un clivage protéolytique de la forme

cellulaire de ce récepteur. La source exacte de l'IL-2Rs est encore inconnue mais la

production de protéases par les neutrophiles activés pourrait être responsable de la

sécrétion de cette forme soluble du récepteur à l'IL-2 qui est exprimée sur plusieurs

types de cellules (monocytes/macrophages, cellules B). Plusieurs auteurs ont suggéré

que la présence de l'IL-2Rs soit associée à l'activation des lymphocytes T mais,

toutefois dans notre étude, l'absence de marqueurs d'activation retrouvés sur les cellules

T des patients brûlés va à l'encontre de cette hypothèse. La détermination de l'activité

des protéases en présence de plusieurs types de cellules immunitaires sera nécessaire

pour déterminer l'origine cellulaire et l'implication de l'IL-2Rs dans l'inflammation qui

est sous-jacente à une brûlure. Parallèlement à d'autres molécules impliquées dans

I'inflammation (PGEi, oxyde nitrique), de fortes concentrations d'IL-2Rs peuvent

participer à l'immunosuppression. La présence de ce récepteur soluble n'est pas associée

directement dans la diminution de l'activité des lymphocytes T mais, sa capacité de se

lier à l'IL-2 en compétionnant avec le récepteur cellulaire d'affinité intermédiaire

pourrait expliquer la participation indirecte de cette molécule à l'immunosuppression

secondaire à une baisse des concentrations d'IL-2 circulantes. De plus, l'observation

d'une dissociation entre la présence de l'IL-2Rs et la production intracellulaire

d'IFNy suggère un autre mécanisme de suppression induit par l'IL-2Rs. Ces dernières

observations suggèrent l'implication de l'IL-2Rs dans l'équilibre des populations THI et

Tu2 en période post-brûlurc. Ainsi, au même titre que les PGEs, de fortes concentrations

d'IL-2Rs pourraient participer à la prédominance des cellules Tn2 retrouvée chez les

patients brûlés et participer à la suppression de l'immunité cellulaire qui est grandement
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affectée après une brûlure. Cette hypothèse devra toutefois être confirmée avant de

pouvoir établir le rôle exact de l'IL-2Rs dans l'inflammation et l'immunosuppression

post-brûlure. L'observation d'une diminution des concentrations d'IL-6 et d'IL-2Rs

chez les brûlés nourris avec une diète faible en lipides, en parallèle avec l'amelioration

de plusieurs paramètres cliniques, suggère qu'une diminution de l'intensité de

l'inflammation soit bénéfique pour ces patients. Or, de façon surprenante nous avons

montré l'induction d'un état oxydatifet immunosuppressif profond plus important chez

les souris brûlées dont la réponse inflammatoire à la LPS était absente comparativement

à des souris dont la réponse inflammatoire à la LPS était normale. Ainsi, d'après les

résultats de cette deuxième étude, nous pouvons conclure que rétablissement d'une

réponse inflammatoire normale à la LPS semble être utile pour rétablir les fonctions

immunitaires post-brûlure. A l'opposé/en contournant la réponse inflammatoire due à la

LPS, les souris résistantes à la LPS montrent une élévation significative de l'activation

des cellules accessoires qui est reflétée par l'augmentation du stress oxydatif. Cette

hyper activation pourrait être responsable de l'anergie profonde et persistante des

lymphocytes T retrouvée chez ces animaux. L'utilisation de ce modèle a montré

que l'augmentation des niveaux de stress oxydatif, associée à la production de

médiateurs inflammatoires et immunosuppresseurs, jouerait un rôle important dans

l'induction de l'immunosuppression sous-jacente à une brûlure sévère. Sachant que les

lipides de l'alimentation peuvent induire un stress oxydatif, nous avons voulu vérifier

les effets d'une quantité variable de lipides dans la diète sur les fonctions du système

immunitaire après une brûlure sévère. Plusieurs ont déjà démontré les effets nocifs

d'une trop grande quantité de lipides de l'alimentation sur certaines fonctions

cellulaires. Ainsi, lors d'une brûlure, les effets nocifs des lipides seraient amplifiés en

raison de leur métabolisme anormal et aussi en raison de leur contribution à la

production massive de médiateurs inflammatoires et oxydatifs. Dans la troisième étude,

nous avons montré une inhibition de la prolifération des splénocytes et une

augmentation du stress oxydatif (tel que démontré par les concentrations de MDA

hépatique, thiols totaux et production in vitro de N0) chez les animaux brûlés ayant reçu

une quantité normale (11% des calories totales) ou excessive (45% des calories totales)

de lipides dans la diète. L'intensité de la suppression et du stress oxydatif étant
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proportionnelle à la quantité de lipides présente dans la diète, ces résultats suggèrent

qu'une quantité excessive de lipides alimentaires exacerbent les perturbations causées

par la brûlure. A l'opposé, nous avons montré, pour la première fois, un rétablissement

complet des fonctions immunitaires des souris brûlées suite à l'administration- d'une

diète hypo lipidique (2% des calories totale), en période post-brûlure. De plus,

I'administration d'une diète faible en lipides a su prévenir le stress oxydatif subséquent

à une brûlure en réduisant de façon considérable les taux peroxydation des lipides dans

le foie et en diminuant la capacité des cellules stimulées à produire de l'oxyde nitrique.

Ainsi, cette étude a permit de confirmer les effets bénéfiques de l'administration d'une

diète faible en lipides après une brûlure sévère. Nos résultats suggèrent qu'une

diminution de l'intensité de la réponse inflammatoire et oxydative puisse être associée

aux effets bénéfiques d'une diète faible en lipides après une brûlure sévère.

0
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5. HYPOTHESES DES EFFETS BÉNÉFIQUES D'UN FAIBLE APPORT EN

LIPIDES APRÈS UNE BRULURE

Plusieurs mécanismes peuvent être proposés pour expliquer les effets bénéfiques d'une

réduction des apports en lipides après une brûlure :

l) Une diminution de la réponse inflammatoire. Cette hypothèse est appuyée par la

baisse des concentrations d'IL-6 et d'IL-2Rs chez les patients brûlés ayant reçu une

diète faible en lipides, de même que par la diminution de la capacité des cellules à

produire des médiateurs inflammatoires (N0 et PGE2) in vitro. Une réduction de

l'activité initiale des monocytes/macrophages secondaire à un faible apport en

lipides entraînerait une diminution de la production de plusieurs métabolites

inflammatoires, oxydatifs et enzymatiques (protéases) qui engendrent des dommages

cellulaires sévères. De plus, nous pouvons supposer qu'une réduction de l'apport en

lipides alimentaires entraîne une diminution de la production systémique de PGEz.

En effet par manque de substrats, en l'occurrence l'acide linoléique, les cellules

immunitaires pourraient avoir une capacité réduite à produire ce métabolite

inflammatoire ayant des propriétés immunosuppressives puissantes. Ainsi comme la

brûlure à elle seule produit des quantités importantes de PGË2, le fait de diminuer les

lipides de la diète, pourrait réduire la capacité de production totale. Ainsi, les effets

inflammatoires et immunosuppresseurs de cet éicosanoïde seraient atténués. Par le

même phénomène, la production de l'IL-2 et l'équilibre des populations TH l et Tn2

seraient rétablis. Ainsi, les effets immunosuppresseurs occasionnés par de grandes

quantités de PGË2 en circulation seraient diminués. Des mesures de l'activité du

COX-2 dans les cellules inflammatoires seraient utiles pour vérifier les effets anti-

inflammatoires d'un apport réduit en lipides.

0

2) Réduction de la peroxydation des lipides. Comme nous l'avons mentionné

précédemment, une brûlure sévère génère une augmentation importante . de la

lipolyse. Une élévation des acides gras libres plasmatiques découle de ce phénomène.

Rappelons également que la majorité des acides gras libres plasmatiques (près de
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70%) subit une ré estérification au foie tandis que seulement 30% est utilisé comme

substrat. Ainsi, la quantité de lipides exogènes pouvant être utilisée comme source

énergétique est limitée chez les brûlés. De plus, la ré estérification hépatique des

acides gras est un mécanisme coûteux en énergie pour cet organe qui est déjà très

sollicité et impliqué dans la réponse inflammatoire post-brûlure. Des apports élevés

en lipides augmentent les risques de peroxydation, favorisant ainsi l'induction du

stress oxydatif hépatique. Par opposition, en diminuant la quantité totale de lipides de

l'alimentation, la surcharge hépatique en lipides est diminuée et permet ainsi un

meilleur métabolisme et une meilleure homéostasie hépatique. La très faible quantité

de malonaldehyde hépatique retrouvée chez les animaux nourris avec une faible

quantité de lipides suggère une réduction de la peroxydation des lipides chez ces

animaux. L'apport minimal en acide gras essentiel et/ou un changement dans la

composition en acides gras membranaires pourrait expliquer ce phénomène. Pour

confirmer cette hypothèse la détermination du contenu en acides gras des hépatocytes

et des macrophages devrait être effectuée dans des études ultérieures afin de

déterminer le mécanisme d'action des diètes en lipides sur le stress oxydatif après

une brûlure sévère. De plus, il serait intéressant et important de vérifier l'effet de la

diète sur les sous-populations de lymphocytes et leurs fonctions associées.

3) Augmentation de la captation de glucose par les cellules immunitaires. En

diminuant la quantité totale de lipides dans l'alimentation, la disponibilité

énergétique de ce substrat est d'autant plus réduite. Sachant que les cellules

immunitaires utilisent principalement le glucose comme substrat énergétique, il est

possible de penser qu'en diminuant les lipides de la diète, la source d'énergie pour les

cellules (le glucose) serait plus facilement assimilable et moins complexe comme

mécanisme. On peut également proposer que les fonctions des cellules immunitaires

soient plus efficaces en présence d'une grande quantité de glucides et qu'une forte

quantité de lipides ralentissent et nuisent aux fonctions de ces cellules.

0 L'étude des effets modulateurs des lipides de la diète sur les fonctions immunitaires

après un traumatisme n'est qu'un exemple des bénéfices obtenus par la modification de
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l'apport nutritionnel des patients. Des modifications dans les apports en acides aminés

(glutamine, alpha-kétoglutarate), en vitamines antioxydantes ou encore des

modifications dans la composition des acides gras de la diète sont aussi des voies de

recherches prometteuses pour l'améliôration du traitement des patients brûlés.

0



239

0

0



0

240

Les brûlures étendues constituent un traumatisme grave pour l'organisme. L'induction

d'une réponse inflammatoire systémique est généralement suivie d'une suppression

globale des fonctions immunitaires. La sévérité de ces réponses métaboliques contribue

aux hauts taux de complications infectieuses présent chez les patients brûlés. Sachant

que la morbidité infectieuse est une des causes les plus fréquentes de mortalité chez les

brûlés, il est donc important d'approfondir nos connaissances afin de mieux comprendre

cette pathophysiologie dans le but ultime d'améliorer le statut clinique des ces patients.

Les résultats des études présentées dans ce travail ont contribué à éclaircir le rôle de la

réponse inflammatoire après une brûlure et son implication dans l'immunosuppression.

La modulation post-brûlure de la réponse inflammatoire et oxydative par les lipides de

la diète constitue l'originalité de ces travaux. En effet, la démonstration des effets

bénéfiques d'une diminution des lipides de l'alimentation chez les patients et chez les

animaux brûlés constitue une preuve que les lipides jouent un rôle immunomodulateur

important après un traumatisme sévère. D'un point de vue clinique, une amélioration

significative a été observée à la suite d'une diminution des lipides de l'alimentation

tandis que les études expérimentales ont permis de mieux comprendre les effets

protecteurs d'une telle diète. La diminution de l'intensité de la réponse inflammatoire et

la réduction du stress oxydatif semblent être associées à ces effets bénéfiques. Des

études supplémentaires sont toutefois nécessaires afin de déterminer le mécanisme

d'action précis d'un faible apport en lipides sur les fonctions des cellules immunitaires.

D'autres études évaluant l'effet des lipides sur les fonctions endocrinennes post-brûlure

seraient également justifiées. L'amélioration du traitement des patients brûlés via une

modification des apports nutritionnels de la diète constitue une approche innovatrice et

non-invasive pour les patients. La poursuite des travaux dans ce domaine constitue une

voie de recherche déterminante pour le traitement des patients traumatisés et

enrichissante pour l'avancement de la science.

0
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Decreased corticosteroid-binding globulin in burn
patients: Relationship with interleukin-6 and fat
in nutritional support

Jacques Bernier, PhD; Nathalie Jobin, MSc; Agnès Emptoz-Bonneton, MD; Michel M. Pugeat, MD;
Dominique R. Garrel, MD

•l

Objectives: To analyze the effect of low-fat nutritional solu-
tions, with or without fish oil, on serum interleukin (IL)-6, and to
explore the relationships between IL-6, corticosteroid-binding globu-
lin (CBG; the main cortisol carrier in plasma), and protein metabo-
lism in severely burned adult patients.

Design: Randomized, double-blind study with control and low
fat-fed groups.

Setting: Burn center of Hotel-Dieu Hospital of Montreal.
Patients: Thirty-seven men and women with thermal burn in-

jury over >20% of body surface area and no other known medical
condition.

Interventions: Within 24 hrs after admission, nutritional sup-
port was started through a gastroenteral tube inserted under endo-
scopic guidance. The goal for energy intake was calculated using
the Curreri formula, and was adjusted with biweekly measure-
ments of resting energy expenditure. Patients were randomly as-
signed to one of the following groups: control (35% of energy as
fat); low fat 1 (1 5% of energy as fat); and low fat 2 (50% of fat in the
form of fish oil).

Measurements and Main Results: Tumor necrosis factor (TNF)-
a and TNF-P, IL-6, CBG, and cortisol free fraction were measured

every 3 days for 28 days. Nitrogen balance and urinary 3-
methylhistidine excretion were measured daily. IL-6 concentra-
tiens were high in all patients, with the highest value (460 ±111
units/mL) observed on day 4. Concentrations of IL-6 were higher in
control patients than in low fat-fed patients between days 13 and
28, but not between days 1 and 13. Multivariate analysis showed
that IL-6, total body surface area burned, and sepsis scores were
independent predictors of CBG between days 1 and 13 (n =170;p<
.00001). High IL-6 concentrations were predictors of low CBG con-
centrations and high cortisol free fractions. There was no relation-
ship between IL-6, nitrogen balance, and 3-methylhistidine excre-
tion. TNF-a and TNF-p activity measurements by biological assay
showed no correlation with other factors measured.

Conclusions: a) Low-fat feeding, with or without fish oil, does
not change the early production of IL-6 after bum injury; b)serum
IL-6 is negatively correlated with CBG, which supports the hypoth-
esis that this cytokine inhibits hepatic CBG production; and c) IL-6
does not appear to directly influence protein metabolism in burn
patients. (Crit Care Med 1998; 26:452-460)

KEY WORDS: burns; cytokines; cortisol; inflammation; nutrition;
protein metabolism

evere burns induce a general
ized inflammatory response,
including increased produc-
tion of cytokines. Tumor

necrosis factor (TNF)-a and interleukin
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(IL)-l are early cytokines produced
mainly by activated macrophages or
monocytes (l). These proinflammatory
cytokines induce a second wave ofspe-
cialized cytokines, such as IL-6 and IL-
8 (1). Whereas TNF-a and IL-1 can
exert their activity as cell-associated
or secreted forms (2), IL-6 exists only
in secreted forms and serves a more
classic endocrine function. Thus, circu-
lating IL-6 is a better indicator of in-
flammatory response than other
cytokines. IL-6 has pleiotropic activri-
ties that play a central role in hepatic
acute-phase response and in host de-
fense, and has both innammatory and
anti-inflammatory effects (1, 3). Burn
patients have high concentrations of
circulating IL-6 (4-9). This finding,
along with the role of IL-6 in inflam-
mation, led us to correlate serum IL-6
concentrations with clinical outcomes

and to find indirect evidence for ben-
eficial or detrimental effects of the
cytokine in burn patients.

In a previous study (10), we tested
the eïïect of low-fat nutritional sup-
port, with or without fish oil, on sev-
eral biochemical and clinical param-
eters associated with burn injury.
Low-fat feeding shortened the dura-
tion of care and decreased the inci-
dence of pneumonia. Inasmuch as in
vitro concentrations ofIL-6 comparable
with those found in serum samples
from burn patients suppress T cell-
mediated immune functions (11) and
induce apoptosis in neutrophils (12),
the decreased incidence of pneumonia
in our low fat-fed patients may be re-
lated to lower circulating concentra-
tions ofIL-6. Both low-fat feeding and
the administration of u-3 fatty acids
are thought to decrease inflammation
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through inhibition ofprostaglandin E^,
a major mediator of inflammation.
T'herefore, we tested the hypothesis
that low-fat feeding, with or without
fish oi.1, reduces blood concentrations
ofIL-6.

The relationships of serum IL-6 with
cortisol and protein metabolism in burn
patients are not known. However, in
vitro, IL-6 decreases the production of
corticosteroid-binding globulin (CBG),
the main carrier for cortisol (13), and
such an effect in vivo would result in
increased free fraction of circulating
cortisol. Glucocorticoids suppress the
immune response (14) and can stimu-
late the expression of some acute-phase
plasma proteins or enhance the effect
of cytokines on these proteins (1). In
addition, IL-6 increases muscle pro-
tein breakdown in rats (15), and
transgenic inice with permanently el-
evated IL-6 production have muscle
atrophy (16).

We explored the relationship be-
tween serum IL-6, CBG, free cortisol
fraction, nitrogen balance, and 3-
methylhistidine (3-MH) excretion (a
marker of myofibrillar protein break-
down) in burn patients fed low-fat so-
lutions with or without fish oil.

MATERIAL AND METHODS

Patients, Patient Care, and Nutri-
tional Support. Patient characteristics,
patient care. and nutritional support
were described in a previous article
(10). Forty-three adult men and women
with thermal burn injury over >20% of
their total body surface area (TBSA)
and no other known medical condition
were recruited. All patients were ad-
mitted to the burn center within 24 hrs
after injury. The Parkland formula,
with lactated Ringer's solution, was
used for resuscitation. With the excep-
tion of burns on the hands, burn
wounds were left without dressing and
without antiseptic ointment. The ex-
istence of bronchial injury was assessed
by bronchoscopy, which was performed
in all patients within 3 days after ad-
mission. Pain was managed with mor-
phine administered intravenously.

Within 24 hrs after admission, nu-
tritional support was started through
a nasogastric tube inserted under en-
doscopic guidance. The goal for energy
intake was calculated using the Curreri
formula (40 x %- TBSA burned + 25 x
body weight [kg]) and was adjusted

with biweekly measurements of rest-
ing energy expenditure (17). Patients
were randomly assigned to receive one
of three enterai solutions: a) control
group: fat 35% of total calories; carbo-
hydrate 40%; protein 25%; b) low-fat
group 1 (LF1): fat 15%; carbohydrate
60%; protein 25%; and c) low-fat group
2 (LF2): fat 15% (50% as fish oil);
carbohydrate 60%; protein 25%. The
solutions were made for the purpose of
the study (Mead Johnson, Ottawa, ON,
Canada), and all vitamins and miner-
aïs were present in identical concen-
trations in the three solutions (Table
1). Proteins were derived from calcium
and sodium casemate, and fatty acids
were derived from soybean oil (80%)
and medium-chain triglycéride oil
(20%). In control and LFl solutions,
fat was derived from soybean oil (80%)
and medium-chain triglycéride oil

Table 1. Composition of the enterai formulas
(amounts/L)

Component Control LF1 LF2

Vitamin A (IU)
Vitamin D (IU)
Vitamin E (IU)
Vitamin C (mg)
Vitamin B, (mg)
Vitamin B, (mg)
Niacin (mg)
Vitamin Bg (mg)
Folie acid (mg)
D-Panthothenic
Vitamin B (ug)
Vitamin K (mg)
Biotin (mg)
Sodium (mg)
Potassium (mg)
Chloride (mg)
Calcium (mg)
Phosphorus

(mg)
Magnesium

(mg)
Iron (mg)
Iodine (mg)
Copper (mg)
Zinc (mg)
Manganese (mg)
Choline (mg)
Protein (g/L)
Fat (g)
Linoleic acid (g)
Linolenic acid (g)
EPA (g)
DHA(g)
Carbohydrate(g)

4230
340
64

250
3.2
3.6

42
4.2
0.34

21.1
12.7
0.10
0.25

690
1500
1590
1340

4230
340
64

250
3.2
3.6

42
4.2
0.34

21.1
12.7
0.10
0.25

690
1500
1590
1340

4230
340
64

250
3.2
3.6

42
4.2
0.34

21.1
12.7
0.10
0.25

690
1500
1590
1340

1070 1070 1070

300
1.5
0.14
1.6
1.2
4.4

42
62.5
38.9
19
0.2

100

300 300
1.5 1.5
0.14 0.14

1.6
1.2
4.4

42
62.5
16.7
3.8
0.6
1.3
0.7

150

1.6
l.2
4.4

42
62.5
16.7
8.2
0.9

150

LF1, low fat without co-3 fatty adds; LF2,
low fat with u-3 fatty acids; EPA,
eicosapentanoic acid; DHA, docosahexanoic
acid.

(20%); in LF2 solutions, fat was de-
rived from menhaden oil (50%), soy-
bean oil (40%), and medium-chain tri-
glyceride oil (10%). Parenteral solutions
with equivalent macronutrient compo-
sition were made of a mixture ofamino
acids (Vamine, Clintec, Mississau,
Ottawa, ON, Canada) and 207c glu-
cose, given with 10% Intralipid*- (Kabi-
Vitrum, Alameda, ÇA) solutions. The
proportion of fat, carbohydrate, and
protein was maintained, regardless of
the amount of nutritional support given
intravenously. Parenteral nutrition
was necessary in all patients. Energy
and protein intakes and proportion of
energy received enterally and parenter-
ally are shown in Figure 1. The propor-
tion of energy received was the same
in each group. Because co-3 fatty acids
are not available for parenteral use in
Canada, fish oil was administered
through the enterai feeding tube to ob-
tain the desired proportion (50%) of fat
intake as Cù-3 fatty acids. This experi-
mental feeding lasted 28 days. Allpa-
tients received vitamin A (50,000 IU/
wk), zinc (10 mg/day), and vitamin C
(500 mg/day) as supplements. The pro-
tocol was approved by the Ethics Com-
mittee of our institution, and wTitten
consent was obtained from the patients
or their closest relative.

Blood and Urine Sampling. Blood
was sampled every 3 days between 0700
and 0900 hrs, centrifugea without de-
lay, measured in aliquot portions, and
stored at -80°C. Day 1 was the morn-
ing after admission. Urine collections
(24-hr samples) were obtained through-
out the study. Urine volume was deter-
mined from weight and density
measurements.

Biochemistry. Total urinary nitro-
gen was measured in all urine collec-
tions by chemiluminescence with an
analyzer (Antek, Houston, TX). 3-MH
was measured by reverse-phase, high-
performance liquid chromatography
(1090, Hewlett-packard, Mississauga,
ON, Canada) after derivatization with
orthophtalaldehyde. Cortisol was
measured by radioimmunoassay
(Immunocorp, Montreal. PQ, Canada).
CBG was measured by radioimmunoas-
say (18). Free cortisol fraction was
measured by equilibrium dialysis (19).

Measurements oflnterleukin-6. IL-6
was measured with a bioassay, using
IL-6-dependent 7TD1 cells (20). Cells
were washed three times in RPMI 1640
medium, 10% fetal calf serum without

CritCareMed1998Vol.26,No.3
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Figure 1. Nutritional characteristics of the patients during the entire period of the study. A) mean caloric intake; B) mean nitrogen
intake; C) mean caloric parenteral intake; and D) mean caloric enterai intake. There was no significant difference between values for
total caloric intake and nitrogen intake and for parenteral nutrition and enterai nutrition between the control group (so/id bars) and the
low-fat groups without fish oil (hatched bars) and with fish oil (open bars). Mean ± SEM values.
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IL-6. The cell concentration was ad-
justed to 2 x 104 cells/mL, and 100 //L
of cells was added to each well of a 96-
well microtiter plate. Serial dilutions
of serum samples were made, and 100
//L was added to the wells. Serum was
tested in triplicate for each dilution.
Recombinant IL-6 (Boehringer
Mannheim, Lavai, ÇA) was used to es-
tablish a standard curve, and the back-
ground response was determined in the
absence of IL-6. Cells were incubated
for 18 hrs at 37°C, and proliferation
was determined by the addition of 20%
Alamar blue (Immunocorp) for 8 hrs.
Reduction of Alamar blue was deter-
mined using absorbance by spectropho-
tometry with a wavelength of 550 nm
(reduced form) and a reference of 600
nm (oxidized form). Data were ex-
pressed in units/mL, as compared with
the recombinant IL-6 standard. The
lower limit of sensitivity of the IL-6
assay was 1.5 units/mL.

Measurement of Tumor Necrosis Fac-
tor. TNF-a and TNF-P activity were
quantified using TNF-sensitive, acti-
nomycin D-treated murine L929 fibro-
blasts (20). Marine L929 fibroblasts
were seeded at 5 x 104/well in flat-
bottomed, 96-well microtiter plates and
incubated overnight in a 98.6°F (37°C)
5% CO^ humidified incubator. Serial
dilutions of test sample or recombi-
nant TNF (50 fJ.L) were added to L929
cell monolayers in the presence of l //g/
mL actinomycin D (Sigma Chemical,
St. Louis, MO) in triplicate. Plates were
incubated for 18 hrs under standard
conditions and then harvested. Each
well was washed with 200 ^(L of 0.9%
saline solution, and 50 ^L of 0.05cï
crystal violet in 20% ethanol was added
for 10 mins. Plates were rinsed with
cold tap water and dried overnight. To
score the plates for TNF activity, 100
^L of 100% methanol was added to
elute stain from the cells, and absor-

bance was determined with a microtiter
plate reader at 595 nm. Wells that ex-
hibited an A595 closest to 50% of the
arithmetic mean of the maximal con-
trol were considered to represent 50%
lysis of L929 cells. Recombinant TNF
was used to establish standard curves
and to determine TNF concentrations.
The lower limit of detection of the TNF
assay was 25 pg/mL.

Statistical Analyses. Variables mea-
sured every 3 days were analyzed by
analysis of variance for repeated mea-
sures, using a model with five param-
eters, as follows: a) two parameters
for a priori comparison of the two low-
fat groups (test of the effects offish oil)
and of the low-fat groups against the
control group; b) one parameter for time
effect; and c) two parameters for the
groups times the time interaction. In
addition, regression analysis for time
series (pooled cross-section regression)
(21) was performed on CBG, IL-6,
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Table 2. Characteristics of the patients (mean ± so)

Age Gender Weight Height 3rd degree TBSA Inhalation Pao/Fio, Pneu-
(yr) (NVF) (kg) (cm) % TBSA (%) Injury <200 (day) monia

Length of Care (day)
(days/% TBSA)

LFl 40.6 ± 3.9 8/3 73.4 172 ± 3 10.7 ± 3.5 40 ± 3 5/11 5 ± 3 1 45 ±23 (1.2 ± 0.4)
LF2 35.2 ± 2.7 9/3 78.5 173 ±3 7.6 ± 3.0 40 ± 4 6/12 4 ± 2 2 46 ±23 (1.2 ± 0.5)
Control 36.3 ± 3.6 10/2 73.4 173 ±3 9.2 ± 4.0 40 ± 4 8/12 10 ± 3° 7" 67 ± 28 (1.8 ± 0.6°)

TBSA, total body surface area burned; LF1, low fat without co-3 fatty acids; LF2, low fat with d>3 fatty acids.
°p < .01 for controls vs. LF1 + LF1; >'p < .05 for controls vs. LF1+ LF2.
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Figure 2. A ) Mean 24-hr urinary 3-methylhistidine excretion for the entire period of the study. The normal value for healthy volunteers
fed a meat-free diet is 2.5 ^moVkg/day. B) Mean nitrogen balance for the entire period of the study (no significant difference between
groups). Values for 3-methylhistidine were significantly lower Cp < .05) in the control group (so/;d bars) than in the low-fat group
without Hsh oil (hatched bars) and the low-fat group with fish oil (open bars). Mean ± SEM values.
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3-MH, and nitrogen balance, to iden-
tify independent predictors for each of
these variables. Sepsis score, Acute
Physiology and Chronic Health Evalu-
ation score, amount of insulin received,
and urinary' cortisol concentration were
included in the analysis.

RESULTS

Patients. Forty-three patients were
recruited. Six of the patients (three in
the control group, two in the LF1 group,
and one in the LF2 group) died within
21 days after admission, and data for
these six patients were not included in
the analyses. Two patients in the con-
trol group died after completion of the
study, and their data were included in
the analyses. Data for two patients
were not included in the analyses be-
cause of missing values. The charac-
teristics of the 35 patients studied are
shown in Table 2. There was no differ-
ence in age, weight, height, male-to-
female ratio, severity of injury, or inci-
dence of inhalation injury between
groups. Respiratory function was as-
sessed daily because all patients were

receiving mechanical ventilation
throughout most of the study. The av-
erage number of days with an observed
Pao/Fio^ ratio of <200 was higher in
control patients than in low fat-fed pa-
tients (p < .01) (Table 2). The number
of episodes of pneumonia was seven in
the control group, two in the LF1 group,
and one in the LF2 group. The differ-
ence between the control and low-fat
groups was statistically significant (p
< .05, chi-square analysis). Renal and
hepatic functions were normal in all
patients throughout the study. 3-MH
was significantly increased in the low-
fat groups for the entire period of the
study, and there was no difference in
mean nitrogen balance between groups
(10) (Fig. 2). A significant (p < .01)
reduction in duration of care in the
LF1 and LF2 groups (45 and 46 days,
respectively) was observed, compared
with the control group (67 days).

Corticosteroid-Binding Globulin and
Cortisol Free Fraction. Values for CBG,
cortisol free fraction, and serum and
urinary concentrations of free cortisol
are shown in Figure 3. The concentra-
tion of CBG was decreased in all pa-
tients on day l; mean values for the

three groups were 40% to 50% of nor-
mal (Fig. 3A). The CBG concentration
increased over time in all three groups
(significant atp < .01). There was also
a significant group effect: values in
the control group were lower than in
the two low-fat groups throughout the
study (p < .01), but there was no differ-
ence between the two low-fat groups.
Cortisol free fraction was higher than
normal during the first week of the
study, with a significant decrease with
time (p < .01; Fig. 35). Values for corti-
sol free fraction were higher in the con-
trol group than in the two low-fat
groups (p < .01); values in the two low-
fat groups did not differ. Free cortisol
concentrations were higher in the con-
trol group than in the two low-fat
groups(p <.05)throughout the study,
and there was no time effect for this
variable (Fig. 3C). Urinary cortisol ex-
cretion values were higher than the
upper limit of normal (145 fzg/day) (Fig.
30). Throughout the study, a signifi-
cant time effect was observed in all
groups: cortisol values decreased over
time. There was no difference between
groups and no interaction between
group and time.
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Interleukin-6. Serum concentrations
of IL-6 were determined every third
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Figure 3. A) Corticosteroid-binding globulin (CBG) (normal range, 35 to 45 mg/L) in the
three patient groups. Values for the two low-fat groups (shaded bars) were significantly
higher (p < .05) than for the control group (solid bars) and did not differ from each other.
B) and C.) Free cortisol fractions and free cortisol concentrations in the three patient
groups. Data from the two low-fat groups were pooled, p < .01 for all comparisons between
the control group {.solid bars} and the low-fat groups (hatched bars). D) Urinary cortiso]
(upper limit of normal, 145 //g/day). Data for the three groups were pooled because their
difference was not statistically significant. Effect of time for all groups was significant (p
< .01). Mean ± SEM values.

amounts of IL-6, ranging from 16 to
1285 units/mL. The highest mean
values were observed on day 4 in all
groups. A significant time effect was
seen in all groups: IL-6 decreased af-
ter day 4. There was no difference be-
tween groups for the first 10 days after
the burn. However, significant differ-
ences between the control group and
the two low-fat groups were observed
between days 13 and 28 (p < .01). Nu
effect of fish oil supplementation was
observed. Patients with pneumonia had
higher serum concentrations of IL-6
than did patients without pneumonia
(Fig. 4B}, and pneumonia was always
associated with an IL-6 peak (Fig. 5).
In addition, when pneumonia was
added as a covariant to the analysis of
variance for IL-6, the group effect ob-
served during the second part of the
study disappeared.

Tumor Necrosis Factor-a. Serum
concentrations of TNF-a and TNF-P
were measured by cytolytic assay. Only
11 patients had a detectable serum
TNF concentration with this assay. Two
patients in each low-fat group had an
increase in serum TNF concentration
(mean 100 pg/mL), and one patient in
each of the low-fat groups had a detect-
able level only the day after the injury.
In the control group, five patients had
detectable levels of TNF: three pa-
tients when the entire study was taken
into account, and two patients during
the first week. There was no relation-
ship between serum TNF and IL-6 con-
centrations or between TNF and the
severity of the injury (data not shown).
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4

Multivariate Analyses: Corticoster-
oid-Binding Globulin. Variables with
independent correlation with CBG are
shown in Figure 6A. Interleukin-6 was
the best predictor of CBG, and this
relationship was particularly strong
when the first five samples of the study
were considered. There was an inverse
relationship between CBG and IL-6:
higher IL-6 values were associated with
lower CBG values. The size of the burn
area and sepsis score were also inde-
pendently correlated with CBG. Large
burn injuries (r = -.16; p < .04) and
elevated sepsis scores (r = -.18; p <
.05) were associated with lower CBG
concentrations. Age was not correlated
with CBG. When serum CBG was lower
than normal (<35 mg/L), the correla-
tion between CBG and free cortisol frac-
tion was .74 (p < .001) (Fig. 65). In
contrast, when serum CBG was within
the normal range (>35 mg/L), the cor-
relation between CBG and free cortisol
fraction was only .25 (p < .05).

Interleukin-6. Serum free cortisol
and mean body temperature were the
only variables associated with IL-6. The

correlation between IL-6 and mean
body temperature was negative (r =

.12; p < .05; Fig. 60; the same analy-
sis made with maximum temperature
instead of mean temperature gave an
identical result. Serum free cortisol was
positively correlated with IL-6 (r = .22;
p<.01).

3-Methylhistidine and Nitrogen Bal-
ance. Variables that were indepen-
dently correlated with 3-MH were as
follows: urinary cortisol (r = .25; p <
.001); feeding group (r = .15; p < .01 for
LF1 greater than LF2); urinary nitro-
gen (r = .19; p < .01); and creatinine
clearance (r = .26; p < .001). There was
no relationship between IL-6 and 3-
MH (r = .07; NS). Nitrogen balance
was correlated with feeding group (r =
.13; p < .05, for LF2 greater than LF1),
sepsis (r = -.14; p < .05), total body
surface area burned (r = -.13; p < .05),
and urinary cortisol (r = -.13; p < .05),
but not with IL-6 (r = .02; NS). Thus, in
both analyses, the low-fat diet with
fish oil was independently associated
with better nitrogen retention and
lower 3-MH excretion.

DISCUSSION

Serum IL-6 concentrations are el-
evated in burn patients. The fluctua-
tion in IL-6 concentration observed in
our patients, with a maximum at day 4
and a decrease after the first week, is
in agreement with the findings of most
studies (4-7), but not all studies (9).
Surgery and infection are also associ-
ated with high serum concentrations
of IL-6 (22-24), and infection in burn
patients increases plasma concentra-
tions of the cytokine (5). IL-6 is a pleio-
tropic c>rtokine produced by a variety
of cells (3), and has important actions
on inflammation, hematopoiesis, and
the immune system. Its release into
the circulation occurs within a few
hours after injury, and the elevated
IL-6 concentrations in our patients on
day 1 confirm that IL-6 production is
an early event after burn injury (8). An
important finding is the lack of differ-
ence in serum IL-6 concentration dur-
ing the first 14 days between patients
fed low-fat solutions and control pa-
tients. Feeding low fat, (i)-3 fatty acid-
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enriched diets after burn injury has
been associated with decreased inflam-
mation and improved immune func-
tion in gninea pigs (25), and since fewer
of our patients fed low-fat solutions
had pneumonia than control patients
did (10), it was expected that they
would have lower concentrations ofIL-
6. Very high concentrations of IL-6,
such as observed in our patients dur-
ing the first week after bum injury,
impair immune functions (11). That no
difference was observed with low-fat
feeding suggests that: a) more fre-
quent sampling is necessary to detect
a difference; or b) low-fat, nutritional
support improves immune function
without affecting the inflammatory re-
sponse to burn injury. We favor the
second hypothesis because multivari-
ate analysis of IL-6 predictors did not
show a significant relationship between

IL-6 and lipids in the diet. Further-
more. there was no difference between
mean values in the three feeding
groups. There was, however, a differ-
ence between values in control patients
and patients fed low-fat solutions dur-
ing the second part of the study (days
13 to 28): control patients had higher
IL-6 concentrations. Higher concentra-
tions of IL-6 in the control group may
be related to the effect of the low fat
diet. However, it can be proposed that
higher concentrations of IL-6 in con-
trol patients may be due to the higher
number of infectious episodes observed
in the control group. Comparison of
serum IL-6 concentrations in our pa-
tients with or without pneumonia
showed that pneumonia was associated
with increased IL-6 concentrations, ir-
respective of the diet received (Fig. 45).
In addition, when pneumonia was con-

sidered as a covariant in the analysis
of IL-6 variance, the effect of diet was
no longer observed, which suggests that
high IL-6 concentrations in the control
group were the result of pneumonia.
This finding is in agreement with stud-
ies in which elevated serum IL-6 con-
centrations were related to infection in
burn patients (5).

TNF concentration data show that
this cytokine is elevated in only some
patients, without a clear relationship
to the severity of injury. Previous re-
ports of burn patients (4, 5) have found
elevated serum TNF concentrations
only in patients with infection. In our
study, serum bioactive TNF was found
inconsistently in severely burned
patients and was not related to IL-6
concentrations.

An original finding of this study is
the relationship between IL-6, CBG,
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and cortisol free fraction. CBG is the
main carrier ofcortisol in plasma, and,
although its concentration in plasma
shows little physiologic variation, it is
decreased during innammation, burn
injury, and sepsis (26-30). Burn injury
induces a 50% decrease in serum CBG
within 24 hrs after burn, and that burn
size can predict the magnitude of this
phenomenon. As a consequence of this
decrease in CBG, the free fraction of
circulating cortisol increases (Fig. 2).
This increase in circulating cortisol,
together with the increase in cortisol
secretion through the activation of the
corticotropic axis, results in a marked
augmentation of the amount ofcortisol
available to the tissues. The amount of
free cortisol excreted during the first 2
wks after injury was three times the
upper limit of normal. The importance
of the variations in CBG concentra-
tions for the amount of cortisol avail-
able to the tissue is illustrated by the
fact that when CBG levels were lower
than normal, CBG concentration ac-
counted for almost half the variance of
serum free cortisol. This relationship
was much weaker when CBG levels
returned to normal values (Fig. 3).
From these observations, it can be pro-
posed that the decrease in serum CBG
concentration in the hours following
burn injury plays a major role in those
biological systems that are sensitive to
glucocorticoids, such as the immune
system, muscle protein metabolism,
and wound healing.

The decrease in CBG in burn pa-
tients should not result in an increase
in free cortisol if the negative feedback
on adrenocorticotropin secretion is nor-
mal. Since this negative feedback is
impaired in patients with sepsis dur-
ing dexamethasone infusion (18), such
impairment can be hypothesized in our
patients.

The mechanism for the decrease in
CBG following inflammation, sepsis,
or burn injury is not known. Under
these circumstances, CBG behaves as
a "negative" acute-phase protein (30),
and inflammatory cytokines are candi-
dates for mediators of the suppression
of CBG production. IL-6 may be re-
sponsible, at least in part, for the de-
crease in CBG, for the following rea-
sons: a) IL-6 is produced very early
after the stressful event and during
inflammation and sepsis; b) IL-6 inhi-
bition of the production ofCBG by hu-
man hepatoma-G2 cells in vitro is dose

dependent (13); and c) IL-6 is the best
predictor of CBG concentration in our
group of burn patients. This study pro-
vides the first evidence that IL-6
decreases serum CBG concentration
after burn injury. Therefore, additional
investigation will be necessary to sup-
port our hypothesis. The fact that low-
fat feeding induced a more rapid recov-
ery in serum CBG concentrations with-
out changing IL-6 concentrations sug-
gests either a very early response of
IL-6 production to low-fat feeding that
was missed in our study, or the exist-
ence of several mediators between in-
flammation and CBG production.

The consequences of increased se-
rum IL-6 on protein metabolism are of
interest because transgenic mice that
overexpress IL-6 show muscle atrophy
(16) and IL-6 administration in rats
increased muscle protein breakdown
(15). In our patients, there was no re-
lationship between serum IL-6 and ni-
trogen balance or 3-MH excrétion,
which suggests that IL-6 does not di-
rectly affect whole body protein me-
tabolism. We cannot rule out an effect
of IL-6 on muscle protein metabolism,
however, since the origin of 3-MH in
burn patients may not be predomi-
nantly skeletal muscle but tissues with
rapid turnover ofactomyosins, such as
g^it or skin. Our data support the hy-
pothesis of an indirect effect ofIL-6 on
protein metabolism through the in-
crease in free cortisol induced by low
CBG concentrations. Urinary cortisol
was significantly correlated with both
nitrogen balance and 3-MH excretion,
and high concentrations of IL-6 were
associated with low serum CBG con-
centrations. In support of this hypoth-
esis, Goodman (15) showed no increase
in muscle protein breakdown with the
addition ofIL-6 to the rat muscle incu-
bation milieu, but showed increased
muscle protein breakdown with IL-6
administration to the animal before
incubating the muscles.

Although some serum samples from
patients had detectable concentrations
ofTNF-a and TNF-|3 with cytotoxic ac-
tivity against L929 cells, most of these
samples gave negative results. In-
creased concentrations of TNF after
burn injury are well documented (4,5),
and the discrepancy with our results
can be related to the sensitivity of the
assay. In several studies, immunoas-
says were used to determine the pres-
ence ofTNF. However, immunoassays

nterleukin-6 produc-

tion is a constant and

early event in severe

burns and may be a major

factor in the early decrease

of circulating corticosteroid-

binding globulin.

estimate only immunoreactive TNF
and give no information on the biologi-
cal activity of secreted molecules (4, 5).
Thus, we cannot exclude the presence
ofTNF, but the role of other inhibitory
molecules on TNF activity or the pres-
ence of an inactive form of TNF in
serum remain to be determined. Com-
parative studies using both immuno-
logic and biological assays will be nec-
essary to determine the role ofTNF.

In conclusion, IL-6 production is a
constant and early event in severe
burns and may be a major factor in the
early decrease of circulating CBG. This
decrease in circulating CBG has im-
portant conséquences on the amount
of cortisol available to the tissues in
the days after injury and, thus, may
influence protein metabolisin, the im-
mune system, and wound repair. How-
ever, the decreased incidence of pneu-
monia and the faster recovery of the
patients fed a low-fat diet, with or with-
out fish oil, were not related to lower
IL-6 concentrations.
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Decreased serum insulin-like growth factor-I in burn patients:
Relationship with serum insulin-like growth factor binding
protein-3 proteolysis and the influence of lipid composition in
nutritional support

Thierry Abribat, PhD; Bernadette Nedelec, PhD; Nathalie Jobin, MSc; Dominique R. Garrel, MD

Objectives: To test the effects of the amount and type of fat in
the nutritional support on serum insulin-like growth factor (IGF)-1
concentrations in burn patients and to test the hypothesis that the
serum proteolytic activity for insulin-like growth factor binding
protein (IGFBP)-3 is a major mechanism for the decreased serum
IGF-1 observed in these patients.

Design: Randomized, double-blind trial of three different nu-
tritional supports and analysis of serum IGF-I, IGFBP-3, and serum
IGFBP-3 proteolysis.

Setting: Burn center in a university hospital.
Patients: A total of 23 severely burned (>25% total body

surface area burned) adult patients.
Interventions: Patients were randomly assigned to three types

of nutritional support differing in the amount of energy derived
from fat and the presence or absence of fish oil: Group I (control),
35% fat; Group II, 15% fat; Group III, 15% fat with 50% as fish oil.
Nutritional support was both parenteral and enterai and was
started within 24 hrs of admission.

Measurements and Main Results: Serum IGF-1 and IGFBP-3
were measured by radioimmunoassay every 3 days for 28 days in
23 severely burned adults. In six patients, IGFBP-3 was measured
by ligand binding assay and the serum proteolytic activity for
rhlGFBP-3 was measured as well. Serum IGF-1 concentration was
low in all subjects throughout the study period, but did increase
with time (p < .01); significantly higher values were found in

Group III (p < .05). Multivariate analysis showed that fish oil and
low fat solutions were significantly correlated to serum IGF-I
concentrations. Serum IGFBP-3 (radioimmunoassay) was higher
than normal throughout the study with no difference between the
groups. Between days 4 and 16, IGFBP-3 was cleaved into two
fragments in all patients studied, and the molecular weights of
the fragments were equal to those observed in the serum of a
woman late in pregnancy. During this period of time, serum
proteolytic activity for rhlGFBP-3 was > 30% in 24 of the 30
samples measured, whereas 20 of the 28 samples measured
thereafter were normal (<25%). Serum IGFBP-3 concentration
from ligand binding assay was correlated with serum proteolytic
capacity in all subjects (mean r2 = 0.77; p < .01) and with serum
IGF-1 concentrations in five of six subjects (mean r2 = 0.81; p <
.01).

Conclusions: In burn injury, serum IGF-1 concentrations are
sensitive to the amount and type of fat in their nutritional support.
The presence of fish oil allowed for a more rapid recovery of
serum IGF-1 levels. The proteolysis of IGFBP-3 may be an impor-
tant cause of the decreased serum IGF-1 values and the pro-
tease(s) responsible for this seem to be similar to those observed
in late pregnancy. (Grit Care Med 2000; 28:2366-2372)

KEY WORDS: insulin-like growth factor-1; insulin-like growth
factor binding proteins; burn injury; nutrition; lipids

he concentration of serum in-
sulin-like growth factor (IGF)-
I is decreased in patients with
severe burns (1, 2), but the

mechanism responsible for this observa-
tion remains to be identified. Insulin-like
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growth factors circulate in the blood
bound to specific binding proteins, and of
the seven insulin-like growth factor bind-
ing proteins (IGFBPs) so far identified in
humans, the one that is most important
for the maintenance of IGF-I in the cir-
culation is IGFBP-3 (3). The binding of
IGF-I to IGFBP-3 and its associated acid-
labile subunit prevents the rapid degra-
dation of the peptide by plasma proteases
(4). A decrease in circulating IGF-I levels
could therefore be caused by diminished
production of the peptide or of its carrier,
or from an increased amount of degrada-
tion because of a decreased affinity of
IGFBP-3 for IGF-I. Such a decrease in
affinity has been found after proteolytic

cleavage of the binding protein in late
pregnancy (5, 6) and in various patho-
physiological conditions such as critical
illness (7), elective surgery (8), trauma
(9, 10), and acquired immunodeficiency
syndrome (11). The primary aim of this
study was therefore to measure IGFBP-3
concentrations and the proteolytic degra-
dation of this protein in severely burned
individuals.

In healthy individuals, serum IGF-I is
a sensitive marker of energy and protein
intake. A 70% decrease in serum IGF-I
has been found after a 5-day fast, and
recovery to normal levels required ade-
quate provision of both energy and pro-
teins (12). Furthermore, in malnourished
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subjects receiving enterai and parenteral
support, serum IGF-I increased three-
fold after 10 days, and the increase was
correlated with the change in nitrogen
balance (13). These results suggested that
IGF-I might be a marker of nutritional
status in critically ill patients. Compari-
sons of nitrogen balance and serum IGF-I
in this patient population have yielded
inconsistent results (1, 14,15), and there
are no data in the literature addressing
the issue of the relationship between se-
rum IGF-I and energy and protein intake
under extreme stress. The second aim of
this study was therefore to analyze this
relationship in severely burned individu-
aïs.

Finally, low fat feeding and u-3 fatty
acids have been found beneficial in
burned guinea pigs, reducing protein ca-
tabolism and improving immune func-
tions (16,17) and we have found that low
fat nutritional support decreases the in-
cidence of infection and shortens the
length of care in burned patients (18).
The third aim of this study was therefore
to compare serum IGF-I and IGFBP-3 in
adult patients fed different amounts of
fat, with or without fish oil.

MATERIALS AND METHODS

Patients. Patients were adults with thermal
burn injuries exceeding 25% of their total
body surface area and without preexisting
medical conditions such as diabetes, obesity,
or cardiovascular disease. They were admitted
to the Burn Center within hours after injury
and randomly allocated to one of three types of
nutritional support. Group I (control) received
fat as 35% of energy intake; carbohydrate,
40%; and protein, 25%. Group II received fat,
15%; carbohydrate, 60%; protein, 25%. Group
Ill received fat, 15% with 50% as fish oil;
carbohydrate, 60%; protein, 25%. All patients
were admitted to the burn center within 24
hrs postinjury. The Parkland formula with lac-
tated Ringer's solution was used for resuscita-
tion. With the exception of the hands, burn
wounds were left without dressing and with-
out antiseptic ointment. The existence of
bronchial injury was assessed by bronchos-
copy, which was performed in all patients
within 3 days of admission. Pain was managed
using intravenous morphine. Informed con-
sent was obtained from each patient or from
his/her closest relative and the protocol was
approved by the human research committee of
our institution.

Nutritional Support. Nutritional support
was started within 24 hrs of admission
through a nasoenteric tube inserted under
gastroscopic guidance. Enterai solutions were
made for the study by Mead Johnson and dif-
fered only in the % contribution from fat and

carbohydrate. In group III, fish oil in the en-
teral solution was derived from menhaden oil.
Parenteral nutrition was used as well, as the
energy requirements of the patients were not
met by enterai feeding. Parenteral solutions
were given through a central venous catheter
and consisted of an admixture of amino acids
(vamin 6.5%), dextrose (18%), and intralipid
(10%). The energy composition of the paren-
teral solutions was identical to that of the
enterai solution. Because u-3 fatty acids for
intravenous administration are not available
in Canada, we used fish oil (MaxEPA, Sherer,
Troy, MI) as an enterai supplement when u-3
fatty acids had to be given in excess of the
amount administered with the enterai solu-
tion. Energy requirements of the patients
were determined with the Curreri formula
(19) and assessed twice a week with indirect
calorimetry (Delatrac monitor) as previously
described (20). Protein intake was determined
as 25% of total energy intake. Average energy
and protein intake for the three groups were
2680 kcal/day and 159 g/day.

Blood and Urine Sampling. Venous blood
was obtained between 0700 and 0900 hrs every
3 days for 28 days, centrifuged, aliquoted, and
frozen at -80°C. Day 1 was defined as the
morning after admission. Urine collection
were obtained daily and urine volumes calcu-
lated from weight and density.

Biochemistry. Urinary nitrogen was mea-
sured daily with an Antek analyzer (Antek,
Houston, TX). Nitrogen balance was calcu-
lated daily as nitrogen intake from enterai and
parenteral solutions minus urinary nitrogen
excretion. Urinary 3-methylhistidine excretion
was measured daily by reverse phase high-
performance liquid chromatography (Hewlett-
Packard 1090, Mississauga, ON, Canada) after
derivatization with orthophtalhaldehyde and
mercaptopionic acid and detection with flu-
orometry.

Serum IGF-I and IGFBP-3 Concentrations.
Serum IGF-I was measured by radioimmuno-
assay as previously described (21). Briefly,
IGF-I was extracted using a formic acid-
acetone procedure and the radioimmunoassay
was carried out under equilibrium conditions
with recombinant human IGF-I for radioiodi-
nation and standards and anti-hIGF-I anti-
body. Radioiodination of rhIGF-I was per-
formed by a conventional chloramine T
method.

IGFBP-3 was measured by radioimmuno-
assay using Escherichia coli rhIGFBP-3,
kindly provided by Dr. C. Maack (Biogrowth,
CA) and an anti-IGFBP-3 polyclonal antibody
made in our laboratory. In addition, IGFBP-3
concentration was measured from the west-
ern-ligand blotting with IGF-1, in six patients.

Western Ligand Blotting for IGFBP-3.
These measurements were made in six pa-
tients as an exploratory study. Two patients
from each dietary group were chosen. All re-
agents and materials were purchased from
Biorad Laboratories (Richmond, CA) except
when otherwise specified. Western ligand blot-

ting was performed according to Hossenloop
et al. (22) and described elsewhere (23).
Briefly, the samples were dissolved in 4 vol-
urnes of nonreducing sample buffer (2% w/v
sodium dodecyl sulfate, Tris-HCl 60 mmol/L,
10% glycerol, 0.00125% bromophenol blue,
pH 6.8) and heated 5 mins at 100°C, then
loaded onto discontinuous polyacrylamide
gels and run at 150 V. The gels were then
equilibrated in prechilled transfer buffer and
proteins were transferred onto nitrocellulose
membranes. For western ligand blotting, the
membranes were sequentially washed on a
rocking platform in Tris-buffered saline solu-
tion, 30 mins in 3% Nonidet P-40 (Sigma
Chemical, St-Louis, MO), 2 hrs in 1% bovine
serum albumin (RIA grade, Sigma), 10 mins in
0.1% Tween-20, and subsequently incubated
individually with 20 mL of TBS containing
Tween-20 in air-tight bags at 4°C for 15 hrs.
The membranes were washed, air dried, and
IGFBPs were localized by autoradiography
with Kodak X-Omat AR film (Eastman Kodak,
Rochester, NY) with intensifying screens
(Picker Spectra L-Plus) at -80°C for 48 hrs.
Bands were cut from the nitrocellulose mem-
branes with the use of the autoradiograms as a
guide and evaluated with a gamma counter
(micromedic 4/600 plus).

IGFBP-3 Proteolysis Assay. Measurement
of IGFBP-degrading activity of sera was per-
formed according to Lamson et al. (24). 5I-
IGFBP-3 (4500 cpm in 17 mL PBS containing
CaClz O.OSmmol/L) was incubated at 37°C
with 3 mL of the test sample for 4 hrs. The
reaction was stopped by adding electrophore-
sis sample buffer in a 1:4 dilution. Samples
were boiled at 100°C for 5 mins then imme-
diately subjected to a sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis under non-
reducing conditions; gels were dried for 90
mins and autoradiographed. Bands on the gel
corresponding to bands on the autoradio-
grams were cut and counted for radioactivity.
The IGFBP-3 proteolytic activity was esti-
mated as the sum of the proteolytic fragment
radioactivity divided by the total radioactivity
in each lane. The IGFBP-3 degradative activity
of normal serum in our assay was 25%.

Calculations and Statistics. The data were
analyzed with analysis of variance for repeated
measurements, with time and diet as depen-
dent variables. Relationship behveen variables
was analyzed with pooled cross section time-
series analysis.

RESULTS

Patients. Characteristics of the pa-
tients are shown in Table 1; there were no
differences among groups with respect to
age, weight, or male/female ratio. Sever-
ity of injury, as assessed by percentage of
total body surface area burned and by the
presence or absence of bronchial injury,
did not differ between groups.
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Table 1. Characteristics of the patients

j

n

Age
(yrs)

Weight
(kg)

Height
(m)

TBSA
(%)

Lung
Injury
(n)

Gender

(M/F)

Group I
Group II
Group III

8
8
7

38 ± 10
34 ±8
30 ± 10

74 ±13
80 ± 12
68 ± 12

1.75 ± 0.9
1.74 ± 1.1
1.73 ± 0.8

39 ± 12
43 ±15
37 ± 10

3
4
3

5/3
6/2
5/2

TBSA, total body surface area burned; Group I, control group; Group II, low fat without fish oil;
Group III, low fat with fish oil.
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Figure 1. Urinary 3 methyl-histidine excretion and nitrogen balance. Top, the average levels of 3
methyl-histidine evaluated over 3-day periods for group I (solid bars), group II (bars with diagonal
lines) and group III (hatched bars). Bottom, the average nitrogen balance measured over 3-day periods
for each group. No relationship exists between these two variables and serum insulin-Iike growth
factor-I (Fig. 2) when multivariate analysis was performed.

Nitrogen Balance and Urinary 3
Methyl-Histidine Excretion. Multivariate
analysis of 3 methyl-histidine (Fig. 1, top)
and nitrogen balance (Fig. 1, bottom)
showed no relationship between these
two variables and serum IGF-I (Fig. 2,
bottom).

Serum IGF-I and IGFBP-3 Concentra-
tions. Serum IGF-I was markedly lower
than normal throughout the study, with
values increasing significantly with time
(Fig. 2, bottom}. Patients who had re-
ceived fish oil had significantly higher

IGF-I levels than the two other groups
and the difference increased with time.
There was no difference between the con-
trol group and the group fed low fat so-
lutions without fish oil. Normal values
for serum IGF-I in an age matched group
of healthy individuals in our laboratory
was 240 ± 52 mg/L. Serum IGFBP-3
showed a significant increase with time,
with no difference between groups (Fig.
2, top). Mean values for IGFBP-3 were
above normal throughout the study. Nor-
mal values obtained from Pooled cross

section analysis of the variance of IGF-I
showed that both low fat feeding and fish
oil were significantly and independently
related to IGF-I (Table 2). Energy and
protein intake were not related to serum
IGF-I concentration.

Ligand Blotting of IGFBPs. In all six
patients studied, IGFBP-3 appeared as a
cluster of bands between 45,000 and
39,000 mol wt. During the first 2 wks of
the study, these bands were barely detect-
able and two main bands of 31,000 and
21,000 mol wt were visible. A representa-
tive example of one patient is shown in
Figure 3.

Semm Proteolytic Activity for IGFBP-3.
In vitro degradation of IGFBP-3 was sig-
nificant in most samples studied, partic-
ularly during the first 2 wks of the study.
The cumulative results for the 6 patients
are shown in Figure 4. The autoradio-
gram of one representative patient (this
patient belonged to the control group)is
shown in Figure 5. The two fragments
observed after incubation with the pa-
tient's serum have the same molecular
weight as those observed after incubation
of IGFBP-3 with the serum of a late preg-
nant woman, ie, 23 and 16 kilodaltons.

Inverse correlations between serum
proteolytic activity and serum IGF-I and
IGFBP-3 concentrations were significant
for each subject. In every subject, serum
proteolytic activity was strongly and in-
versely correlated with IGFBP-3 concen-
trations measured by ligand blotting
(mean r2 = 0.77; range, 0.59 to 0.94; p <
.01). Inverse correlations between serum
proteolytic activity and IGFBP-3 mea-
sured by radioimmunoassay were also
significant (mean r2 = 0.30; range, 0.17
to 0.46; p < .05). A similar relationship
was found with IGF-I concentrations in
five of six subjects (r2 range, 0.44 to 0.88;
p < .01). In Figure 6, the relationship
between IGFBP-3 concentrations and se-
rum proteolytic activity in the six sub-
jects is shown. When proteolytic activity
reached 30%, a dramatic decrease in IG-
FBP-3 concentrations was seen. As the
sera of only two patients per group were
assayed, statistical analysis of intergroup
differences were not made. Average val-
ues for the three groups were similar,
however: 55%, 41% and 39% for groups
I, II, and III, respectively.

DISCUSSION

One of the novel findings of this study
is the relationship between nutritional
support and circulating IGF-I levels in
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Figure 2. Serum insulin-like growth factor binding protein-3 (IGFBP-3)(top} and insulin-like growth
factor-I (IGF-FI concentrations (bottom) of the patients throughout the study. Serum insulin-like
growth factor binding protein-3 values are mean ± SD of values from all patients, measured by
radioimmunoassay. There were no differences among the three groups for insulin-like growth factor
binding protein-3 (normal value, 2.7 ± 0.4 mg/L; n = 162). Serum insulin-like growth factor-1: Group
Ill > Groups I + II (Table 2). Values are mean ± SEM (normal value, 240 ± 52 mg/L). Group I
(triangles), control group; group II (squares), patients with low fat nutritional support without fish oil;
group III (circles), patients with low fat nutritional support and fish oil.

Table 2. Multivariate analysis of insulin-like growth factor-I variance (n = 189)

Variable Correlation Coefficient p

TBSA
Group I vs. group II
Groups I and II vs. group III
Age
Caloric intake
Protein intake

0.09
0.32
0.27

-0.09
0.11

-0.02

NS
<.01
<.01
NS
NS
NS

TBSA, total body surface area burned; NS, not significant.
Receiving fish oil and/or low fat nutritional support were both associated with higher insulin-like

growth factor-I concentrations.

severely burned patients. In healthy indi-
viduals, serum IGF-I is responsive to pro-
tein and energy intake, with a rapid de-
crease during starvation or semistar-
vation, and a return toward normal con-
centration during refeeding (25). Because
serum IGF-I concentration is closely cor-

related to acute changes in nitrogen bal-
ance in healthy volunteers during starva-
tion and refeeding, it has been postulated
that serum IGF-I may be used as a
marker of nutritional status in critically
ill patients (26, 27). However several
studies, including our own, have failed to

demonstrate a relationship between ni-
trogen balance and serum IGF-I in se-
verely ill individuals (1, 14). In the
present work, in addition to nitrogen bal-
ance, we analyzed the statistical relation-
ship between serum IGF-I and protein
and energy intake with a model for
pooled data that took 230 values into
account. The lack of relationship between
IGF-I and energy and protein intake sug-
gests that the mechanisms responsible
for the change in serum IGF-I during
starvation and refeeding are not operat-
ing in burned patients. In contrast, it was
found that patients fed fish oil had higher
IGF-I concentrations during the second
part of the study, the third and fourth
weeks postinjury. The results of the mul-
tivariate analysis confirmed the relation-
ship between fish oil and serum IGF-I and
showed that low fat feeding was also in-
dependently associated with higher IGF-I
concentrations. It is therefore likely that
both low fat regimens and the addition of
fish oil increased the concentration of
serum IGF-I in our patients. The mecha-
nism of this effect remains to be studied.
One of the consequences of both low fat
feeding and fish oil administration is to
decrease the production of eicosanoids
derived from the metabolism of arachi-
donic acid through the cyclooxygenase
pathway (28). One of these eicosanoids,
prostaglandin E2, is an important medi-
ator of the inflammatory response and
has immunosuppressive effects (29).
Whether these biochemical consequences
of low fat feeding and fish oil are related
to our results is not yet known.

The second important finding of this
study is evidence of an intense proteolytic
degradation of IGFBP-3, the main IGF-I
carrier in human blood, during the first 2
wks postinjury. Proteolytic degradation
of circulating IGFBP-3 was first shown to
be increased in late pregnancy (5, 6) and
subsequently in critically ill patients (7,
8), patients undergoing elective cholecys-
tectomy (30), and trauma patients (10).
Our data suggest that a common mech-
anism is underlying all these conditions,
as the molecular weights of IGFBP-3
fragments in our patient's sera are simi-
lar to those previously published (be-
tween 31,000 and 26,000 kilodaltons).
The proteolytic fragments of IGFBP-3
have markedly reduced affinity for IGF-I
(6, 31) and this may explain the low con-
centration of this growth factor during
the first 2 wks postinjury. Support of this
hypothesis is provided by the strong and
inverse relationship between IGF-I concen-
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Figure 3. Ligand blotting of insulin-like growth factor binding proteins in one subject. Serum was
loaded on a polyacrylamide gel; proteins were transferred onto a nitrocellulose membrane and
incubated with 125I-insulin-like growth factor-I. kd, kilodaltons.

100

90 -l

e
f
j

80

70 -l

60

50

40 -l

30 -l

20

10 -l

0
l 4 7 10 13 16 19 22 25

Day post burn

Figure 4. Proteolytic activity of the patient's sera for recombinant human insulin-like growth factor
binding protein-3. Values are mean for two patients. There was a significant variation with time
(analysis of variance, p < .01). Proteolytic activity for recombinant human insulin-like growth factor
binding protein-3 was 25% with sera from healthy volunteers. Group I [triangles), control group;
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Figure 5. Proteolytic activity for insulin-like growth factor binding protein-3 of the serum of one
patient every 3 days for 28 days. 125I-insulin-like growth factor binding protein-3 (IGFBP3) (4500 cpm)
was incubated with the test sample for 4 hrs; the samples were then run on a sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel and autoradiographed. kd, kilodaltons.
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trations and the proteolysis of IGFBP-3
found in five of six subjects studied. The
same relationship was found between the
proteolytic activity and the IGFBP-3 con-

centration (measured with the ligand as-
say) in all of the patients studied. These
findings suggest that serum proteolytic
activity for IGFBP-3 in burn patients is

ur results show

that the amount

ît^îd type of.fat in

nutritional support do influ-

ence the serum concentra-

tîons of msutm-like growth

factor-1 in severely burn

patie'Ws.

responsible, at least in part, for the ob-
served fluctuations in both IGFBP-3 and
IGF-I concentrations during the 4 wks
post injury. A similar correlation between
serum IGFBP-3 proteolytic activity and
serum IGF-I concentration was reported
in children with acquired immunodefi-
ciency syndrome (11). The observation
that IGFBP-3 measured by radioimmuno-
assay was markedly higher than normal
throughout the study although the re-
suits of the ligand-binding assay clearly
showed an opposite change suggests that
the antibody used here, a polyclonal an-
tibody raised against the peptidic portion
of the IGFBP-3 molecule, cross-reacted
with IGFBP-3 fragments. This may not be
the only explanation, because immunore-
active IGFBP-3 increased during the sec-
ond part of the study when proteolysis
appeared to decrease. Better specificity
for whole IGFBP-3 is needed to use this
type of assay in critically ill patients. Our
results are at variance with another study
that did not find serum IGFBP-3 proteol-
ysis in burn patients (2) although both
IGF-I and IGFBP-3 were decreased. The
discrepancy may be related to method-
ologic differences because Ghahary et al.
(2) did not measure the serum proteolytic
capacity for IGFBP-3 using recombinant
IGFBP-3, but by incubating burn patients
sera with serum from healthy individuals.
In addition, the authors made no direct
measurement of IGFBPs binding capacity
for IGF-I.

The functional consequences of the
observed changes in serum IGF-I and
IGFBP-3 proteolysis in our patients is dif-
ficult to determine. Theoretically, a de-
crease in serum IGF-I concentration may
lead to an increased availability of the
growth factor to target tissues or, alter-
natively, to a diminution in this availabil-
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Figure 6. Relationship between serum insulin-like growth factor binding protein-3 (IGFBP-3) mea-
sured by ligand blotting assay and the proteolytic activity of the same serum samples for recombinant
human insulin-like growth factor binding protein-3. Proteolytic activity of serum from healthy
volunteers was 25%.

ity, because the half life of "free" IGF-I is
only a few minutes, as compared with
15-20 hrs when associated with IGFBP-3
(32). There is evidence that serum IGFBP-3
proteolysis increases IGF-1 bioavailability
in vitro (33) but the bioavailability of
"free" serum IGF-I in critically ill patients
remains to be investigated.

In burn patients, a severe catabolic
phase develops during the second and
third weeks postinjury (34), followed by a
"recovery phase" once the deep wounds
have been grafted. It can be hypothesized
that higher serum IGF-I concentrations
may be beneficial to wound healing and
protein balance during the recovery
phase because increased serum IGF-I in
burn patients receiving recombinant hu-
man growth hormone has been associ-
ated with improved cutaneous healing
(35). In addition, a net uptake ofIGF-I by
leg tissues was measured in severely
burned patients (36), lending support to
the hypothesis of an increased bioavail-
ability of the growth factor in these pa-
tients. In a previous publication (18), we
had shown that fish oil administration
had no effect on subject's nitrogen bal-
ance or 3 methyl-histidine levels and
multivariate analysis in the present work
confirmed that no relationship exists be-
tween these variables and serum IGF-I
levels. In the present study, experimental
nutritional supplementation with fish oil
was administered for 30 days only; as a
result, this design may have prevented us
from seeing beneficial effects of higher
IGF-I concentrations on wound healing

or protein metabolism during the recov-
ery phase after burn injury.

In conclusion, our results show that
the amount and type of fat in nutritional
support do influence the serum concen-
trations of IGF-1 in severely burn pa-
tients. The administration of omega-3
fatty acids results in a more rapid recov-
ery of serum IGF-1. In addition, IGFBP-3
proteolysis occurs in burned patients and
serum proteolytic activity for IGFBP-3 is
strongly related to serum IGFBP-3 and
serum IGF-1 concentrations. Given the
small number of patients studied here,
our results should be considered as pre-
liminary and a larger number of subjects
should be investigated. Other mecha-
nisms responsible for the decrease in se-
rum IGF-1 seen in bum patients may be
hypothesized because IGF-1 levels in our
patients were lower than normal on day 1
postburn, whereas evidence of IGFBP-3
proteolysis appeared only between days 4
and 16.
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