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SOMMAIRE

L'Oxyglobin (Biopure Corporation) est une solution d’'hémoglobine bovine
ultrapurifiée commercialisée aux Etats-Unis depuis janvier 1998 pour le
traitement des anémies chez le chien. La posologie recommandée par la
compagnie Biopure est de 30 ml/kg quel que soit le seuil d’hémoglobine utilisé
pour débuter une transfusion. Cette posologie a été déterminée en laboratoire
chez des chiens sévérement anémiques (seuil de transfusion en hémoglobine de
30 g/L). Le premier objectif de notre étude était d’evaluer, chez le chien
modérément anémique (seuil de transfusion en hémoglobine de 50 g/L), la
posologie nécessaire pour atteindre la limite inférieure de la tolérance a 'anémie,
soit de 70 g/L. Le deuxitme objectif consistait & étudier la réponse
érythropoiétique aprés administration de la solution Oxyglobin. Le but ultime de
ce travail était de déterminer Pimmunotolérance du produit apres son
administration répétitive sur une période de 50 semaines.

Un nombre total de 26 chiens males de race Beagle ont été utilises. Les
chiens étaient splénectomisés au moins une semaine avant le début de 'étude.
Dans tous les groupes expérimentaux, I'anémie était induite par hémodilution
jusqu’a ce que la concentration de I'némoglobine atteigne un seuil de 50 g/L.
Aprés linduction de Panémie, 18 chiens, répartis en 3 groupes de 6 chiens, ont
recu la solution Oxyglobin & des volumes de 7, 10 ou 15 mi/kg. Quatre (4)
chiens ont recu du sang entier & un volume de 10 ml/kg et un dernier groupe de

4 chiens n'a regu aucun traitement.



En ce qui concerne la posologie minimale efficace, le volume de 15 mi/kg
d'Oxyglobin a été le seul volume administré pouvant entrainer une augmentation
de la concentration en hémoglobine a des valeurs supérieures a 70 g/L, jusqu’a
12 heures aprés le traitement. Il faut noter qu’a cette posologie, les valeurs du
contenu artériel en oxygene étaient comparables ou méme plus élevées que
celles du sang entier, et ce, jusqua 24 heures aprés le traitement.
L’administration de I'Oxyglobin ne compromet pas la libération de
I'érythropoiétine, ni la production de réticulocytes suite a I'induction de Fanémie.
L'administration répétitive de la solution Oxyglobin engendre une production
cumulative d'lgG anti-hémoglobine bovine reliée au nombre d’administration
chez la plupart des chiens traités. Aucun effet pathogéne rénal ou hépatique n'a
été observé. De plus, aucun dépdt d'IgM, IgA, IgM ou de C3 n’a été identifie lors
de I'évaluation histochimique du foie ou des reins. Finalement, la présence d'lgG
anti-némoglobine bovine dans le sérum n'interfere pas avec la capacité de
liaison de 'némoglobine bovine méme en présence des concentrationé‘d’lgG
trés élevées. En outre, l'absence de réaction systémique attribuable a des
administrations répétitives de la solution Oxyglobin fut une observation
importante. Il a été conclu que la posologie de 15 ml/kg de la solution Oxyglobin
est adéquate pour le traitement de 'anémie modérée. De plus, 'administration
répétitive de la solution Oxyglobin peut étre préconisée puisqu’elle ne produit pas
de changement physiclogique ou de réaction systémique reliée a la production

d’'anticorps anti-hémoglobine bovine.
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INTRODUCTION

L'anémie se définit comme une diminution de la concentration d’hémoglobine
en deca des valeurs normales qui se situent entre 130 et 170 g/L chez le chien
(valeur de référence des Laboratoires ITR Canada Inc). Un traitement de soutien,
cest-a-dire le repos en cage, I'administration d’oxygéne, et le rétablissement du
volume intravasculaire, est initié lorsque 'hémoglobine est sous le seuil de 100 g/L.
En l'absence de signes cliniques associés a une perte aigué de sang, les chiens
sont transfusés & une valeur d’hémoglobine variant entre 30 a 50 g/L. L'Humain a
des valeurs normales d’hémoglobine comparables & celles du chien. Cependant, le
seuil de transfusion est plus élevé, soit 70 g/L (Goodnough, 1999). Chez le chien,
'approche consiste donc a attendre que 'anémie provoque lapparition de signes
cliniqgues avant de procéder a une transfusion. Ce comportement s’explique par le
nombre limité de centres pouvant fournir du sang ou des dérivés sanguins, aussi au
colt élevé d’entretien des donneurs de sang sur place et a la courte durée de
conservation des produits sanguins entiers ou frais soit un maximum de quatre
semaines. De plus, il est encore pratique courante, lors d’'une urgence, de procéder
3 une transfusion sans tenir compte de la compatibilité ou du groupe sanguin entre
donneur et receveur. Une transfusion sanguine dans ces conditions n'est pas sans
danger et peut entrainer une aggravation de Iétat de l'animal. Face a ces
problémes, la compagnie Biopure Corporation a mis sur le marché en janvier 1998,
un substitut du sang & base d’hémoglobine bovine (Oxyglobin). Ce produit est
capable de transporter et d’échanger oxygéne et le gaz carbonique mais aussi de

maintenir la volémie. L’Oxyglobin ne requiert aucun test de compatibilité avant de



procéder a une transfusion et le temps de stockage est de deux ans a température
ambiante. La posologie recommandée est un volume unique de 30 ml d’Oxyglobin
par kilogramme de poids, ce qui permet un apport en hémoglobine dans le plasma
de 40 g/L. La demi-vie est de 30 a 40 heures. Cette posologie a été déterminée par
le manufacturier chez le chien sévérement anémique. En effet, un seuil de
transfusion de 30 g/L d’hémoglobine a été utilisé lors des essais en laboratoire pour
déterminer la posologie efficace. Ce seuil de transfusion représente une situation

extréme.

Le premier objectif de notre étude était d’évaluer, chez le chien modérement
anémique (seuil de transfusion de 50 g/L), la posologie nécessaire pour atteindre la
limite inférieure de la tolérance a lanémie, soit de 70 g/L. Cet aspect est trés
important puisqu’une posologie unique de 30 ml /kg nest peut-étre pas appropriée si
le seuil de transfusion pour Phémoglobine est > 30 g/L. En effet, un animal
modérément anémique (hémoglobine de 50 g/L) pourrait nécessiter un volume
d’administration moins élevé que celui recommandé par le manufacturier ce qui

éviterait un risque de surcharge circulatoire.



Le deuxiéme objectif consistait a étudier la réponse érythropoiétique apres
administration de la solution Oxyglobin et de la comparer a celle obtenue chez des
sujets ayant recus du sang entier ou aucun traitement. Cette question a été évaluée
chez I'homme lors d’'une étude contrdlée. Il a été démontré qu'une administration
d’hémoglobine bovine stimulait I'érythropoiese chez des sujets ayant subi une
hémodilution intentionnelle de 15%. D'un autre cété, la sécrétion d’érythropoiétine
étant stimulée par 'hypoxie tissulaire, sa production pourrait étre bloguée par un
apport systémique d’oxygéne lié a 'hémoglobine bovine. |l nous apparaissait donc
important de vérifier ces hypothéses chez le chien.

Le but ultime de ce travail était de déterminer limmunotolérance du produit,
en association avec des administrations répétitives sur une période d’'une année. En
effet, 'némoglobine bovine étant une protéine d'origine étrangére, I'administration
répétitive pourrait susciter une réponse immunologique. Cette question n'a pas été
étudiée a fond par le manufacturier. Par conséquent, I'étiquetage n'autorise pas

administration répétitive du produit.



REVUE DE LA LITTERATURE

A des fins de compréhension du présent projet de recherche, une revue
de la structure de I'hémoglobine, des mécanismes de transport de 'oxygene et
des réactions physiologiques a 'anémie est essentielle avant d’aborder le mode

de fonctionnement des substituts sanguins.

STRUCTURE DE L'HEMOGLOBINE ET MECANISMES DE TRANSPORT DE L'OXYGENE

L’hémoglobine est une protéine d'un poids moléculaire de 64 000 daltons.
Elle est constitué d'une globine et d’'un groupement prosthétique, 'heme. La
globine comprend deux paires de chaines polypeptidiques o et B combinées

chacune a une molécule d’héme (Figure 1).

La propriété la plus caractéristique de I'hémoglobine est sa capacite de se
combiner a I'oxygéne pour former l'oxyhémoglobine (Harper et coll, 1982). Cette
capacité varie avec des changements de conformations de I'hémoglobine qui lui
permettent soit de lier ou de libérer 'oxygéne dans la circulation pulmonaire ou dans
les tissus. L’efficacité de liaison de I'némoglobine & l'oxygéne augmente a des
pressions croissantes d'oxygéne. Cette liaison est inversée simplement par
exposition de 'oxyhémoglobine a des pressions décroissantes d’'oxygene selon une

courbe sigmoide (Figure 2).



Figure 1

Représentation de [I'hémoglobine avec ses quatre chaines
polypeptidiques. Les groupements hémiques sont représentés par

des disques noirs. (D’apres Harper et coll.)
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Figure 2. Courbe de dissociation de I’'némoglobine. (Modifiee d'apres Harper et

coll.)

‘némoglobine

age de saturation de |

Pourcenlt

|
\
\
\
l
\

¥

oo 40 60 80 100 120
oaESSION GAZEUSE DE L 'OxYGENE (mm H)

/ l\ \ !
E : ' 140



La pression partielle d'oxygéene normale du sang artériel est de 95 mmHg et
celle du sang veineux nest que de 40 mmHg. La libération de Poxygéne aux tissus
ainsi que sa liaison sont aussi fonction du pH sanguin, de la tension en CO,, de la
température, et de la concentration en 2,3 diphosphoglycérate (2,3-DPG) des

globules rouges.

Comme on le voit, le déplacement de la courbe vers la droite indique une plus
grande capacité de libération de 'oxygéne aux tissus pour une pression d'oxygene
(pQs,) donnée. L'affinité de hémoglobine pour 'oxygéne affiche donc une diminution.
De la méme fagon, un déplacement de la courbe vers la gauche augmente [l'affinité
de I'hémoglobine pour I'oxygéne. La pOz a laquelle 50% de 'hémoglobine est liee en
oxygéne correspond & la Pso et représente une mesure standardisée de l'affinité de
'hémoglobine pour l'oxygéne (Harper et coll, 1982). Chez l'humain, la Pso
correspond & une valeur de 24-26 mmHg et chez le chien a 29 mmHg (Bartels,

1964).



Figure 3. Déplacement de la courbe de dissociation de I'oxyheémoglobine vers la

gauche ou vers la droite. (Modifiee d’apres Harper et coll.)
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Tel que mentionné plus haut, la concentration érythrocytaire en 2,3-DPG peut
modifier I'affinité de 'hémoglobine pour I'oxygéne. En effet, ce métabolite issue du
métabolisme de la glycolyse, se fixe sur 'hémoglobine pour compétitionner avec
loxygéne. |l joue donc un réle de régulateur physiologique important dans le
transport de l'oxygéne puisqu'il facilite la libération de ce dernier dans les tissus
(Harper et coll, 1982). En son absence, 'némoglobine extracellulaire a une affinité
tellement élevée pour I'oxygéne que la Pso est réduite de moitie (12 a 14 mmHg)
comparativement & 24-26 mmHg (Miller, 1970). Ce phénoméne est différent chez les
bovins car 'hémoglobine extracellulaire a une affinité pour 'oxygene similaire a celle
contenue dans le globule rouge, soit une Pso de 34 mmHg (Bartels, 1964). Ceci
s'explique parce que laffinité de 'hémoglobine bovine pour 'oxygéne ne dépend pas
du 2,3-DPG, mais de la concentration en ions chlore (Bucci et coll., 1988; Rentko,

1992; Wohl et Cotter, 1995).
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L’ANEMIE
Définition

Le globule rouge a une durée de vie moyenne de 120 jours chez les
mammiféres (Swenson, 1977). En temps normal, la production et la destruction
physiologique des globules rouges sont en équilibre : 'organisme produit autant de
globules rouges quil en détruit. La production des globules rouges est
essentiellement assurée par la moelle osseuse, et la destruction par la rate.
L’'anémie survient lors de la rupture de cet équilibre, soit par augmentation de la
destruction ou de la perte des globules rouges, soit par diminution de la production.
L’anémie est donc un état pathologique caractérisé (et défini) dans toutes les
espéces animales par la diminution de la concentration sanguine d’hémoglobine
fonctionnelle circulante (Gaillot. et Delisle, 1998). Chez le chien, les nombreuses
causes d’anémie sont classées en fonction du mécanisme qui conduit a lanémie.
Trois mécanismes fondamentaux peuvent étre rencontrés : 1) perte excessive en
globules rouges lors d’hémorragie, 2) destruction excessive lors d’hémolyse ou 3)
production insuffisante lors d'atteinte de la moelle osseuse (Gaillot et Delisle, 1998).
Les signes cliniques d’anémie comprennent une coloration péle des muqueuses
buccales ou génitales. Par contre, il arrive souvent que la coloration des muqueuses
est normale. Dans ce cas, il faut confirmer 'anémie par une évaluation de la

concentration d’hémoglobine dans le sang.
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La sévérité de lanémie peut atre évaluée selon la concentration en

hémoglobine comme suit :

Concentration en hémoglobine (g/L) _ Sévérité de 'Anémie

e 1002120 o discrete

e 60a100 e modérée
« 40260 e (grave

o <40 e trés grave

Réactions physiologiques a 'anémie

Une baisse de la concentration en hémoglobine s'accompagne de
phénomenes d’adaptation, en particulier une augmentation du débit cardiaque et une
augmentation du coefficient d’extraction de roxygene. |l est intéressant de noter que
'hémoglobine n'est qu'un des déterminants de Ioxygénation. En effet, le transport
systémique d’'oxygéne (DO2) est le produit du débit cardiaque (CO) et de la teneur
en oxygene du sang artériel (Ca0z). La Ca0, dépend de la concentration
d’hémoglobine mais aussi du pourcentage de saturation de I'némoglobine en
oxygéne. Le CO dépend de la précharge (retour veineux) et de la postcharge
(pression artérielle). Lors danémie, il y a baisse du nombre de globules rouges,
réduction de la viscosite et augmentation de la précharge. Il en résulte une
augmentation du débit cardiaque. Les tissus peuvent aussi augmenter les taux
d'extraction d'oxygene (Priebe, 1981). Ces mécanismes de compensation
physiologique (augmentation du débit cardiague Ou augmentation du taux
dextraction de Poxygéne) permettent de maintenir le transport systémique de
I'oxygéne dans les tissus mais il y a une limite 3 cette capacité d’adaptation (Carey,

1975 ; Priebe, 1981; Stehling et Zauder, 1991). En effet, lorsque le transport de
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loxygéne ne permet plus de faire face a la consommation en oxygéene, un
métabolisme d’anaérobie s'installe, et il y a production d’acide lactique. Ce point est
critique et correspond & des valeurs du coefficient de Pextraction de l'oxygéne de

60% (Chapler, 1986).

Seuil transfusionnel

Les chiens sont généralement transfusés & une valeur d’hémoglobine de 30
g/L (Kristensen et Feldman, 1995 ; Gaillot et Delisle, 1998) ou de 50 g/L s’il s’agit
d’'une perte aigué, c'est-a-dire s'il y a perte de plus de 30% du volume sanguin
(Kristensen et Feldman, 1995). Un traitement de soutien (le repos en cage,
I'administration d’oxygéne, le rétablissement du volume intravasculaire) est considéré
suffisant lorsque 'hémoglobine se situe entre 50 et 100 g/L. En médecine humaine,
la plupart des patients sont transfuses lorsque la concentration d’némoglobine est
inférieure a 70 g/L (Goodnough, 1999). De plus, lorsqu'une transfusion s’'impose, il
n'est pas obligatoire de chercher & ramener la concentration d’hémoglobine a la
normale. Il faut viser une concentration qui évitera le danger d’hypoxie tissulaire. Une
concentration en hémoglobine de 70 g/L est considérée comme étant la limite
inférieure de la tolérance a ranémie chez 'homme (Goodnough, 1999; Linman,

1968).
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Chez le chien, 'approche clinique consiste & attendre que 'anémie provoque
l'apparition de signes cliniques avant de procéder a une transfusion. Ce
comportement s’explique par le nombre limité de centres pouvant fournir du sang ou
des dérivés sanguins, le colt élevé pour I'entretien de donneurs de sang sur place, la
courte durée de conservation des produits sanguins entiers ou frais (maximum de
quatre semaines), et le probléme de compatibilité entre les groupes sanguins. Les
publications récentes (Feldman, 2000) suggerent qu'une transfusion chez le chien
soit considérée lorsque la concentration en hémoglobine est inférieure a 70 g/L.
Feldman note cependant qu'il 'y a pas de seuil fixe d’hémoglobine ou il faut
commencer la transfusion. Tout dépend de la condition physique du patient et de la

cause de 'anémie.

Groupes sanguins chez le chien

Il est encore pratique courante, lors d'une urgence, de procéder a une
transfusion sans tenir compte de la compatibilite ou du groupe sanguin entre donneur
et receveur. Les donneurs de sang appartiennent souvent au personnel des hopitaux
vétérinaires ou a des clients qui offrent généreusement leur collaboration. Tout
comme chez humain, il existe chez les chiens des groupes sanguins. Selon la
nomenclature adoptée en 1978, les principaux groupes sanguins d’'importance chez
le chien comprennent le groupe A et ses sous-types (Aal, Aaz, Aag) et le groupe Tr

et ses trois phénotypes (Tr (Tr), Tr (O), et Tr).
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Figure 4 : Caractéristiques des groupes sanguins chez le chien (modifiée d'apres

Chabanne et coll., 1994).
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Le groupe A est le seul groupe sanguin ayant une forte reactivité
immunologique. L'incidence dans la population du groupe A est estimée a 40%
(Pichler et Turnwald, 1975 ; Hale, 1995). Le groupe Tr posséde une faible réactivité
antigénique mais peut réduire la survie des globules rouges lors d’incompatibilite.
Pour mieux comprendre la nomenclature, la dénomination DEA pour « Dog
Erythrocyte Antigen » est utilisé dans la littérature nord-américaine. Le groupe A
correspond au DEA 1, DEA 1.1 et 1.2 alors que le groupe Tr correspond au DEA 7.
Les groupes B, C, D, F et G correspondent aux groupes DEA 3, 4,5, 6 et 8,
respectivement (Hale, 1995). Ces derniers groupes sanguins sont présents chez le
chien mais ne posent pas de problémes lors de transfusion (Chabanne et coll.,

1994).

De plus, la quasi-absence d'anticorps naturels chez le chien simplifie le
probléme des groupes sanguins. En effet, trés peu de chiens A™ ont naturellement
dans leur sérum des isohémagglutinines anti-A. Ces agglutinines n'apparaissent
dans le sang qu'aprés une transfusion avec le sang d’un chien A* (Hentic, 1973).
Pour ces raisons, beaucoup de vétérinaires ne se préoccupent pas des groupes
sanguins entre le donneur et le receveur. En effet, a probabilité pour qu'un chien soit
transfusé plusieurs fois au cours de sa vie est extrémement faible. Cependant, la
transfusion sanguine a pris un grand essor en clinique canine et labsence de
vérification de compatibilité sanguine peut aboutir a des accidents (Chabanne et coll,

1994, Callan et coll, 1996, Giger, 2000). Si le sang transfusé n'est pas compatible, il
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se produit une agglutination et une hémolyse des globules rouges du sang transfusé
en moins d’'une heure. Les signes cliniques d'incompatibilité comprennent les
vomissements, tremblements, une hyperthermie rapide, une prostration, une
hémoglobinémie et une hémoglobinurie (Hentic, 1973, Chabanne et coll.,, 1994,
Feldman, 2000). Cette réaction d'incompatibilité peut étre fatale chez un chien déja
affaibli avant la transfusion. De plus, des anticorps peuvent se développer chez les
chiennes de reproduction ou d’élevage et poser un probleme pour les éleveurs. En
effet, puisque les anticorps peuvent passer dans le colostrum, il faut s'assurer de la
compatibilité du groupe sanguin du géniteur. Par conséquent, il est plus prudent de
faire appel & un test de compatibilité sanguine ou de « cross-matching » avant de
procéder & la transfusion sanguine. Ce test peut se faire in vitro en mettant le sérum
du donneur en présence des hématies du receveur et vice-versa pour observer s’il y
a ou non agglutination. L’agglutination est la formation de conglomérats de globules
rouges lorsqu’ils sont mis en contact avec le sérum (Hentic, 1973; Giger, 2000). Une
autre méthode est la détermination du groupe sanguin de maniére & ne transfuser
que des animaux dun groupe identique. Puisque le groupe A est le plus
immunogéne, la détermination de ce groupe sanguin est le plus important et il existe
sur le marché un test appelé « RapidVet-H' » qui en permet l'identification. |l existe
des laboratoires qui offre le service d'identification des autres groupes sanguins
(laboratoire du Dr. Robert Bull®). Par contre, ces derniers tests requiérent de

Iexpérience et une expertise et peuvent étre colteux.

! DMS laboratories, inc, Flemington, NJ, USA
2 Dr. Robert Bull, B228 Life Sciences Building, Michigan State University, East Lansing, Ml
48824, USA: 517-355-4616.
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Face a ces problémes, I'idée de concevoir un substitut du sang, capable
de transporter et d’échanger l'oxygéne et le gaz carbonique mais aussi de
maintenir la volémie, a fait 'objet de travaux dont les développements ont connu
une accélération importante au cours des derniéres années. En effet, une
solution d’hémoglobine bovine (Oxyglobin, Biopure Corporation, 11 Hurley
Street, Cambridge, MA 02141) a été agréée par la Food and Drug Administration
en janvier 1998. En médecine humaine, les solutions d’hémoglobine ont atteint le
stade d'évaluation clinique de phase Ill. Ces solutions d’hémoglobine sont
produites par extraction de 'hémoglobine des globules rouges du sang humain
ou bovin ou par production d’une hémoglobine recombinante par des animaux ou
des plantes transgéniques. Les fluorocarbones constituent une autre voie de
recherche pour le développement d'un transporteur de I'oxygéne. Ces émulsions
ont la capacité de dissoudre des gaz incluant 'oxygene et le gaz carbonique et
elles sont faites de particules de fluorocarbones dérivées des hydrocarbures par

substitution maximale de I'hydrogéne par le fluor.
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TRANSFUSIONS ET SUBSTITUTS SANGUINS
Historique

Les premiers essais de transfusion furent expérimentés chez les chiens et les
hommes au XVlle siécle. Tel que décrit par Hentic (thése pour le doctorat vétérinaire
en 1973) le premier essai de transfusion de chien a chien a lieu, et, cette méme
année, Jean-Baptiste Denis transfusa, avec succes, le sang d'un agneau a un jeune
homme (Hentic, 1973). Plusieurs autres transfusions eurent lieu mais plusieurs
patients y trouvaient la mort. Au début du XXe siécle, la médecine a connu un
tournant décisif lorsque l'on découvrit le systeme des groupes sanguins, les
techniques aseptiques et les bienfaits des anticoagulants. En effet, la découverte
des groupes sanguins en 1901 par Landsteiner expliquait la plupart des accidents
observés (Landerstein, 1901). Jeanbreau découvrit les propriétés anticoagulantes
du citrate de soude et aprés la premiére guerre mondiale, les progrés importants
furent apportés au niveau des techniques stériles et avec la découverte de la
solution anticoagulante citratée et glucosée (ACD). Avec ces nouveaux
développements, des systémes élaborés de banques de sang ont été mis sur pied
aprés la seconde guerre mondiale (Hentic, 1973). Cependant, il reste encore de nos
jours de nombreux problémes tels que la disponibilité, le stockage, la compatibilité
transfusionnelle et la transmission de maladies tel que le syndrome
d’immunodéficience acquise. C'est pourquoi les travaux de recherche pour le
développement d’'un substitut du sang sont en cours depuis les 50 derniéres
années. Les deux voies de recherche actuelles comprennent les solutions

fluorocarbonées et les solutions d’hémoglobine.
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Solutions fluorocarbonées

Les fluorocarbones (Fc) sont une famille de substances synthétiques qui ont
la particularité de dissoudre les gaz incluant Foxygéne et le gaz carbonique. C'est en
1966 que I'on a découvert leur capacité a transporter 'oxygéne (Clark et Gollan,
1966). A la suite d’une injection intraveineuse, I'oxygéne se dissout dans les
particules de fluorocarbones lorsqu'elles passent dans le sang au niveau des
poumons. En échange, ces particules rejettent le gaz carbonique. L'oxygéne capté
est ensuite distribué a tous les organes et tissus. Leur efficacité avait été demontrée
lorsqu’une souris pouvait survivre plusieurs heures submergée dans une solution de
fluorocarbones. Par contre, les Fc sont peu solubles en milieu aqueux et leur
formulation clinique nécessitent 'usage d’'un émulsifiant tel que le Pluronic 68 ou
des phospholipides de jaune d'oeuf (Frietsch et coll., 1998 ; Goodnough, 1998). Le
Fluosol-DA® a été le premier produit de ce type mis sur le marché mais il présentait
de multiples inconvénients. Ce produit était instable a température ambiante et
nécessitait une conservation par congélation. Cette émulsion contenait au maximum
20% de fluorocarbones permettant le transport de 1 ml d’oxygene/100 ml de sang.
Ceci représente seulement 5% de la capacité du sang a transporter de 'oxygene.

D’autres solutions fluorocarbonées, Oxygent™ * et le Oxyfluor™ 5 font présentement

lobjet d'essais cliniques (Riess, 1984, 1991, 1992, 1994; Winslow, 1999). Ces

% Green Cross International, Route de Florissant, 160a 1231 Conches, Geneva, Switzerland
* Alliance Pharmaceutical Corp., 3040 Science Park Road, San Diego, CA 92121, USA
5 HemaGen/PFC, 11810 Borman Drive, Saint Louis, MO 63146, USA
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nouvelles émulsions fluorocarbonées sont plus concentrées (60 a 90%) et elles sont
stables 4 température ambiante. Le développement de ces transporteurs de
loxygéne est prometteur mais leur efficacité est malgré tout limitée a quelques
heures, soit 4 4 6 heures au mieux. De plus, lutilisation d’eémulsifiants est
probablement la cause des effets secondaires que l'on rencontre soit: fievre,
douleurs musculaires, nausées, et vomissements. Méme si ces effets secondaires
sont relativement bénins, c'est-a-dire ne pouvant causer la mort, ils pourraient
cependant limiter le développement clinique de ces produits et leur utilisation a

grande echelle.

Solutions d’hémoglobine

Le développement des solutions d’hémoglobine comporte plusieurs
avantages dont la principale est 'absence de la membrane érythrocytaire et ses
caractéristiques antigéniques. De plus, il est possible d’inactiver les agents viraux
tel que le virus du SIDA, le cytomégalovirus et le virus de 'hépatite B,
potentiellement présents dans les solutions d’hémoglobine, par chauffage et filtration
(Farmer et coll, 1992). Les premiers essais d’administration de ces solutions ont eu
lieu en 1937 lorsque Amberson transfusa un animal avec une solution
d’hémoglobine obtenue aprés hémolyse des globules rouges (Amberson, 1937). En
1967, Rabiner et ses collaborateurs utilisérent une solution d’hémoglobine
semblable mais prirent soin d’éliminer les résidus membranaires provenant des
globules rouges. Ces techniques de purification de 'hémoglobine, permettant

rélimination des débris membranaires, ont permis de contourner les problemes de
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toxicité. En 1978, Savitsky et ses coll., ont purifié une solution d’hémoglobine et ils
ont réalisé des essais cliniques chez 'homme. Cependant, des effets secondaires
Staient observés: douleurs abdominales, sensation de malaise, bradycardie,
hypertension artérielle, et troubles rénaux.

L’administration d’hémoglobine libre comporte aussi les problémes suivants :
1) 'némoglobine extracellulaire (libre) a une grande affinité pour l'oxygene par
rapport & 'hémoglobine intracellulaire. De ce fait, elle libére moins d'oxygéne au
niveau des tissus. Cette affinité pour 'oxygéne est en relation avec un effecteur
allostérique présent dans le globule rouge, le 2,3 diphosphoglycérate (Chang, 1992;
Wohl et Cotter, 1995; Ketcham et Cairns, 1999).
2) 'hémoglobine extracellulaire est facilement dissociable et elle est éliminée en
quelques heures par les reins. En effet, la structure tétramérique de 'hémoglobine
de 64 000 daltons se scinde en deux diméres d’environ 32 000 daltons. Cette
protéine de plus petite taille est facilement éliminée par les reins (Gould et coll,
1995: Wohl et Cotter, 1995; Winslow, 1999). L’hémoglobine intracellulaire est
protégée par la membrane érythrocytaire et elle posséde une durée de vie
équivalente & celle de I'érythrocyte soit 120 jours (Winslow, 1999).
3) 'hémoglobine extracellulaire en solution a une pression oncotique élevée ce qui
limite la concentration des solutions d’hémoglobine a 70 g/L (Wohi et Cotter, 1995;
Ketcham et Cairns, 1999).

Les récents travaux de recherche ont permis de parer a ces inconvénients
(Chang, 1998, Frietsch et coll, 1998; Gulati et coll., 1999). En effet, il est maintenant

possible de modifier 'hémoglobine humaine pour qu'elle ait une affinité normale
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pour l'oxygéne, et ce, malgré I'absence du 2,3-DPG. Ceci est possible grace a un
processus de pyridoxylation de 'hémoglobine au site de liaison normale du 2,3-
DPG. Cette modification chimique est obtenue par le couplage covalent sur une
fonction amine de I'hémoglobine et du phosphate de pyridoxal. Une autre approche
consiste en I'utilisation de 3,5-bis dibromosalycil fumarate (diaspirine) pour créer un
pontage intramoléculaire par liaison covalente entre les chaines alpha et béta de
'hémoglobine (Azari et coll, 1994). Cette derniére modification permet de réduire
Paffinité de I'hémoglobine pour l'oxygéne mais aussi de prolonger sa présence
intravasculaire (Chatterjee et coll., 1986). Cependant, malgré cette stabilisation, la
demi-vie de cette solution d’hémoglobine n'est que de six a huit heures. La
polymérisation de I'némoglobine permet d'augmenter cette demi-vie jusqua 24
heures et de diminuer la pression oncotique. Cette polymérisation est rendue
possible grace a différents agents, le plus fréquent étant le glutaraldéhyde ou le C-

raffinose (Ning et coll., 1992).

La production de solution d’hémoglobine utilise trois sources potentielles
(Gould et coll., 1995): 1) du sang humain, généralement des concentres
érythrocytaires périmés, 2) du sang bovin, 3) de 'hémoglobine produite par génie
génétique (Shoemaker et coll, 1994). L’hémoglobine d'origine bovine est une
alternative intéressante & 'hémoglobine humaine (Wohl et Cotter, 1995; Light et caoll,
1998: Pearce et coll, 1998). En effet, 'hémoglobine bovine n'a pas de 2,3-DPG et
posséde une affinité normale pour I'oxygene, méme lorsque celle-ci est libre ou

extracellulaire. Les modifications nécessaires avant son administration se limitent a
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un processus de polymérisation afin d’en augmenter le temps de rétention
vasculaire et diminuer la pression oncotiqgue. De plus, 'hémoglobine bovine est

disponible en grande quantité, et ce, & un codt avantageux.

SOLUTION D’HEMOGLOBINE BOVINE POLYMERISEE ULTRAPURIFIEE OU OXYGLOBIN

Caractéristiques

La solution Oxyglobin commercialisée pour le marché vétérinaire, est
préparée a partir du sang d’origine bovine (Rentko, 2000). Le sang est récolté dans
les abattoirs & partir de bovins soigneusement sélectionnés et démontrés exempts
d’encéphalite spongiforme bovine. Le concentré érythrocytaire est lave et les
hématies sont hémolysées puis filtrées afin d’éliminer les débris membranaires.
L’hémoglobine est ensuite pasteurisée pour éliminer la présence d’éventuels virus et
bactéries. L’hémoglobine ainsi purifiée est polymérisée avec du glutaraldéhyde,
réoxygénée et remise en suspension dans une solution modifiée de lactate de
Ringer. Le produit final a une concentration de 130 g/L + 10 g/L, une osmolalité de
300 mOsm/kg, un poids moléculaire moyen de 200 kD avec 50% des polyméres
compris entre 65 et 130kD, et ce, tel que décrit dans la monographie du
manufacturier  (http://www.biopure.com/animal_health). Moins de 5% de
I'hémoglobine dans la solution Oxyglobin est non-polymérisée (< 65 kD) et moins de
10% des polyméres ont un poids supérieur & 500 kD. La pression oncotique de cette
solution est de 17 mm Hg, équivalente a celle du sang entier. La viscosite de la
solution d’Oxyglobin est trés basse comparativement a celle du sang: 1.3 versus

3.5 centipoise (cp), respectivement.
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Le pH de la solution Oxyglobin est de 7.8 comparativement a un pH de 7.0
pour du sang canin préservé dans une solution de CPDA (citrate-phosphate-
dextrose-adénosine). Le pH plus élevé de cette solution peut étre en partie
responsable du déplacement vers la droite de la courbe de dissociation oxygene-
hémoglobine. En effet, la Psp de la solution Oxyglobin est de 38 mm Hg
comparativement & 29 mm Hg pour le sang entier (Rentko, 2000). La courbe de
dissociation de 'Oxyglobin est hyperbolique en comparaison a la courbe sigmoidale

normale de la courbe de dissociation de 'oxygéne-hémoglobine (Figure 5).

La solution Oxyglobin aurait donc une plus grande facilité a libérer 'oxygene
dans les tissus par rapport a celle de 'hémoglobine contenue dans les globules

rouges.

Présentation et conditionnement
L’Oxyglobin est présenté dans un sac stérile de 125 ml, prét a I'emploi et
recouvert d’'un papier aluminium. Dans ces conditions, la conservation du produit est

de deux (2) années a température ambiante.
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Figure 5. Courbe de dissociation de 'oxygéne de 'hémoglobine et de la solution

Oxyglobin. (D'aprés Rentko avec permission. dans Kirk ‘s Current

Veterinary Therapy X!IlI, 2000).
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Propriétés thérapeutiques

La solution Oxyglobin permet daugmenter I'hémoglobine totale et
plasmatique. L’administration de 30 ml/kg permet un apport plasmatique de 40 g/L.
Par conséquent, 'administration de la solution Oxyglobin contribue a I'amélioration
du contenu artériel en oxygéne. L'Oxyglobin a une demi-vie de 30 a 40 heures
losquadministré a ce volume. Les études portant sur les effets d’une administration
répétitive de la solution Oxyglobin sont limitées. Par conséquent, la solution
Oxyglobin n'a pas encore regu I'approbation de la Food and Drug Administration

pour une administration répétitive.

Etablissement de la posologie par le manufacturier
ESSAIS PRE-CLINIQUES

Une étude contrdlée en laboratoire avec 30 chiens sévérement anemiques
(hémoglobine réduite & 30 g/L) a initialement permis de démontrer que la posologie
minimale efficace de la solution Oxyglobin est de 30 mlkg (d’aprés la
monographie). Dans ces conditions, administration de 30 mlkg a permis
d’augmenter la concentration d’hémoglobine de 30 a 70 g/L et le pouvoir
oxyphorique du sang a des taux significativement plus élevés que ceux observés
lors de Padministration de la solution Oxyglobin & un volume de 15 mlkg.
L’administration & un volume plus élevée (60 ml/kg) ne se traduit pas par une

augmentation importante de l'efficacité du medicament.
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Cette méme étude a été réalisée avec des chiens sains ayant subi une
hémodilution normovolémique intentionnelle, c’est-a-dire, une dilution de la masse
sanguine mais sans diminution du volume sanguin. Les pertes sanguines aigués
étaient immédiatement remplacées par un soluté physiologique (solution de lactate
de Ringer). Puisque ce type de soluté posséde une pression oncotique moindre en
comparaison au sang, il faut perfuser un volume 2.5 fois plus élevé que le volume

de sang retiré afin de maintenir une volémie normale.
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