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Abréviations

AG : Anesthésie générale

ADO : Antidiabétiques oraux

AIT : Accident ischémique transitoire
AIVOC : Anesthésie intraveineuse a
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AOMI : Artériopathie oblitérante des
membres inférieurs
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CHU : Centre hospitalo-universitaire
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diacétate

DCFH /DCF : Dichlorofluorescéine
oxydée / réduite

DO : Densité optique

EC : Endartériectomie carotidienne
ECG : Electrocardiogramme

EEG : Electroencéphalogramme
eNOS : Endothélial NO synthase /
Synthase endothéliale d’oxyde nitrique
ERO : Espéces réactives de I'oxygéne

FDRCV : Facteurs de risque cardio-
vasculaire

FiO2 : Fraction inspirée en oxygene
FR : Fréquence respiratoire

H20 : Eau ou monoxyde de
dihydrogene

H20. : Peroxyde d’hydrogéne

HTA : Hypertension artérielle

IEC : Inhibiteur de 'enzyme de
conversion

IL : Interleukine

IRM : Imagerie par résonance
magnétique

IUC : lonogramme, urée, créatinine

LDL : Low density lipoprotein /
lipoprotéine de basse densité
MDA : Malondialdéhyde

N : Nombre de sujets

NADP : Nicotinamide-adénine-
dinucléotide-phosphate

NaOH : Soude

NIRS : Near Infrared Spectroscopy /
Spectroscopie dans le proche
infrarouge

NFS : Numeération formule sanguine
NO- : Oxyde nitrique

NS : Non significatif

NSE : Neurone spécifique enolase
O2: Dioxygéene

O2™ : Anion superoxyde

10, : Oxygene singulet

OH - : Radical hydroxyle

ONOO- : Peroxynitrite

OR : Odd ratio

PA : Pression artérielle

PAC : Pontage aorto-coronarien
PAM : Pression artérielle moyenne
PRC : Pression résiduelle carotidienne
RAI : Recherche des agglutinines
irrégulieres

R' : Coefficient de corrélation de
Spearman

RB : Rose Bengale

SCA : Syndrome coronarien aigu
SjO2 . Saturation jugulaire en Oz
SpO:2 : Saturation transcutanée en Oz
SRIS : Syndrome de réponse
inflammatoire systémique

SrO2 : Saturation régionale en Oz
SSPI : Salle de surveillance post-
interventionnelle

TDM : Tomodensitométrie

TNF : Tumor factor nécrosis

UA : Unité arbitraire

Vt : Volume total



V1.

VII.

Sommaire

RESUME ...ttt ettt ettt ee e 5
INTRODUCTION ...t e e 6
MATERIELS ET METHODES ......ccoiioeieeeee et 11
A, POPUIALION ..o 11
B. Procédures anesthésiques et chirurgicales......................... 12
C. Echantillons biologiqUES. .........cccoueeueeeeeeeieee e 14
D. Parametres MESUIES.........oooiiiiiiiiiii 15

a) Etude du spectre d’absorption............c.ccoeuvene.e. 15

b)  Désactivation de I'O2 singulet par le sérum....... 16

C) Irradiation .......ccccoeeeeiiiiiiicce e 16
E. Analyse statiStique ...........covvviiiiiiiiieiieeeecee e, 17
RESULTATS ..ottt 18
DISCUSSION ...ttt ettt e e e e e e e e e e 25
CONCLUSION ...ttt e e e e e e e e e 33
BIBLIOGRAPHIE. ... 34
ANNEXES ..o e 39



NOM : JOLYOT PRENOM : Marie-Gabrielle

Titre de Thése : Etude du stress oxydatif aprés clampage carotidien chez
des patients bénéficiant d’'une endartériectomie carotidienne

Contexte : L'endartériectomie carotidienne (EC), chirurgie fréquente, est associée a des taux de morbi-
mortalité non négligeables liés notamment au clampage carotidien indispensable. Des études cliniques
récentes suggérent que le clampage carotidien lors de 'EC géneérerait un stress oxydatif. L’objectif de
I'étude était de confirmer ce stress oxydatif aprés clampage carotidien et d’en évaluer les facteurs de

risque.

Méthodes : Cette étude de cohorte, observationnelle, prospective, monocentrique, était réalisée au CHU
de Nantes entre juin 2014 et septembre 2015. Le critére principal était l'intensité du stress oxydatif
généré par le clampage carotidien évalué par le test PATROL avant clampage carotidien (T0), 30

minutes aprés clampage (T1) et aprés déclampage carotidien (T2).

Résultats : Sur les 56 patients inclus, le T1 était significativement supérieur au TO et le T2
significativementinférieur au T1 (p<0,001). Le T2 était non significativement inférieur au TO, mais tendait
vers un retour voire une amélioration de la valeur initiale TO. Seul le BMI semblait influencer ce stress
oxydatif avec un T1 se majorant significativement de maniére concomitante avec son augmentation
(p=0,047). Les autres facteurs de risque ainsi que la durée de clampage n’influengaient pas le stress
oxydatif post-clampage carotidien. Les complications post-opératoires ont été rares (hématomes de
paroi cervicale). Il n’y a pas eu de déceés, ni d’AVC per ou post-opératoire immédiat.

Conclusion : Notre étude met en évidence la majoration précoce d’un stress oxydatif dés 30 minutes
aprés clampage carotidien correspondant a de probables Iésions d’'ischémie. Ce stress oxydatif est
cependant réversible 1h aprés déclampage carotidien, car on observe un retour au seuil de base.
Réduire ce stress oxydatif induit par le clampage carotidien pourrait apporter un réel bénéfice a ces

patients.

MOTS-CLES

ENDARTERIECTOMIE CAROTIDIENNE, STRESS OXYDATIF, CLAMPAGE CAROTIDIEN, AVC,
PATROL TEST, ERO



.  INTRODUCTION

L’AVC (accident vasculaire cérébral) ischémique est un infarctus cérébral dd a un
manque d’apport en oxygéne d’origine embolique ou hémodynamique (sténose
vasculaire). En France, 'AVC est la 1°® cause de mortalité chez les hommes et la 3°™¢
cause de mortalité chez les femmes (1). C'est également la 1°® cause de handicap
chez I'adulte avec une incidence annuelle en progression constante d’environ 2/1000
habitants, dans un contexte de population vieillissante. De 2008 a 2014, le taux de
patients hospitalisés pour AVC ischémique a augmenté de 14,3% chez les moins de

65 ans, justifiant I'intérét porté a la prise en charge de ces patients.

Chez les plus de 55 ans, 80% des AVC sont ischémiques dont 20 a 40% sont en
rapport avec des Iésions athéromateuses carotidiennes. L’athérosclérose, qui est le
dépbt de graisse dans la paroi artérielle, constitue I'origine principale des lésions
formant les sténoses carotidiennes. Ces lésions prédominent au niveau de la
bifurcation carotidienne. Elles sont favorisées par les facteurs de risque cardio-
vasculaire (FDRCV), qui sont répartis en 2 groupes : les FDRCV non contrélables
('age avancé > 65ans, le sexe masculin, et le risque héréditaire) et les FDRCV
évitables ou curables (le tabagisme, I’hypertension artérielle, le diabete de type 1 ou

de type 2, les dyslipidémies, le surpoids ou I'obésité).

L’endartériectomie carotidienne (EC) est la procédure chirurgicale recommandée
lors de sténose carotidienne asymptomatique > 80% ou symptomatique > 50 a 70%
(2). Elle se caractérise par un court épisode d'ischémie cérébrale focale lors du
clampage suivi d'une reperfusion apres finalisation du geste. Ses indications et
avantages sont bien établis. Cette procédure est fréquemment réalisée avec un faible,
mais non négligeable taux de complications: environ 0,8% de complications
neurologiques a 1 mois (3,4) et un taux global de morbidité de 4,5% (5). Ces
complications peuvent étre liées a la chirurgie (Iésions des nerfs craniens, accidents
emboliques et AVC, hématome compressif cervical, resténose précoce, infection), ou
lites a lintolérance du clampage carotidien (ischémie cérébrale et syndrome de

reperfusion).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Hypertension_art%C3%A9rielle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Diab%C3%A8te_de_type_1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Diab%C3%A8te_de_type_2
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ob%C3%A9sit%C3%A9

La modalité optimale d'évaluation de la perfusion cérébrale au cours de I'EC n’est
pas clairement définie. Les pratiques chirurgicales durant 'EC sous anesthésie
générale évaluent la valeur hémodynamique du polygone de Willis (Figure 1) afin
d’apprécier la qualité du réseau de suppléance. Cette suppléance cérébrale détermine
la nécessité ou non d’utiliser un « shunt « sélectif (non systématique et controversé)
afin d’éviter I’hypoperfusion / ischémie cérébrale (2). En effet, les patients bénéficiant
d’'une EC en présence d'une artere carotide controlatérale occluse ont un risque
périopératoire et postopératoire accru et pourraient bénéficier de l'insertion d’'un shunt

systématique.

La production d’ERO (espéces réactives de I'oxygéne ou especes dérivées de
'oxygéne) a été observée dans de nombreux états pathologiques, augmentant la
séverité des dommages tissulaires, en particulier dans les situations ou les tissus
ischémiques sont reperfusés (comme aprés un pontage artériel coronaire ou des
membres inférieurs). En effet, le phénomene d’ischémie - reperfusion au déclampage
représente une séquence potentiellement hautement productrice d’ERO. Les ERO
sont des especes chimiques cytotoxiques normalement générées en petite quantité
par les mitochondries et le réticulum endoplasmique des cellules via la chaine de
transport des électrons. Ces ERO sont des espéces oxygéneées réactives produites
comme éléments intermeédiaires, par réduction incompléte de I'oxygéne durant son
métabolisme normal par les cellules aérobies lors du processus de respiration. La
seéquence irréversible de réduction de I'O: (dioxygéne) est la suivante (réaction

d’oxydoréduction (redox) conduisant 'O, en H0) :

= el e} el
02 —_— 02_ e HzOz — OH > H20+OZ

Les ERO comprennent 2 groupes majeurs : les radicaux libres (anion
superoxyde [O27], radical hydroxyle [OH -], oxyde nitriqgue [NO-]) et les dérivés de I'O;
non radicalaires (peroxyde d’hydrogéne [H2O»5], peroxynitrite [ONOO-]). Un radical

libre est une espéce capable d’une existence indépendante, qui contient un ou
plusieurs électrons de valence non appariés lui conférant une forte réactivité et le
rendant instable. Les dérivés non radicalaires sont moins réactifs et plus stables avec
une demi-vie plus longue que les radicaux libres. Ces ERO sont formées lorsque les

deux électrons célibataires que comporte le dioxygéne « oxydent » les composeés qu'ils



rencontrent en leur arrachant un électron pour s’y apparier. Ces composés deviennent
a leur tour instables et entrainent alors des réactions d’oxydations en cascade qui
aboutissent a la formation d’ERO comportant des électrons non appariés qui
réagissent ensuite avec les différents composants cellulaires (6-9). Par exemple,
l'oxygene singulet (*0O2) est une forme de dioxygene moléculaire excitée qui est
générée pendant les réactions inflammatoires ou pendant les photoréactions. Il se
désactive au cours de son interaction avec les tissus en produisant des ERO et des
ERO secondaires ainsi que d'autres produits de dégradation provenant de diverses

sources cellulaires et enzymatiques.

Dans des conditions physiologiques, les radicaux libres sont neutralisés par la
présence d'antioxydants endogenes et de piégeurs de radicaux libres. Mais les
réactions en cascades de ce stress oxydatif conduisent a I'épuisement des
antioxydants physiologiques plasmatiques débordant les mécanismes protecteurs. Il
est alors observé une majoration des processus (phénomene autoentretenu) tels que
la peroxydation lipidique altérant la membrane lipidique des cellules (10,11) et
provoquant des lésions des tissus environnants participant a I'apparition d’'un SRIS
(syndrome de réponse inflammatoire systémique) per et postopératoire (12—-15). Cette
inflammation est meédiée par plusieurs voies: production de cytokines pro-

inflammatoires (TNF, IL1, IL6), activation du complément, etc...

Bien que le mécanisme exact soit encore mal connu, une ischémie sévere entraine
une lyse cellulaire avec libération d'acides gras libres et de lysophospholipides sous
leffet de la phospholipase A2. Ces produits peuvent agir comme messagers
intracellulaires ou étre métabolisés en médiateurs lipidiques pro-inflammatoires (16).
Ceci est particulierement important dans le cerveau en raison de sa teneur élevée en
lipides. Par ailleurs, bien que ne représentant que 2% du poids corporel, il est le site
d’'un important métabolisme oxydatif. Il renferme d’importantes quantités de fer
(élément indispensable au processus de stress oxydatif), et est riche en acides gras
polyinsaturés facilement oxydables. De plus, son systeme de défense antioxydant est
relativement faible par rapport aux autres organes. Enfin, les cellules cérébrales
utilisent une trés grande partie de I'oxygéne total consommé par I'organisme (20%),

ce qui le rend particulierement vulnérable a la peroxydation (17).



Physiologiquement, les ERO jouent un réle important dans la communication
entre les cellules (réle paracrine) et régulent la fonction vasculaire par des voies de
signalisation sensibles a I'état redox (18). Les ERO vasculaires proviennent
principalement des oxydases du Nicotinamide-Adénine-Dinucléotide-Phosphate
(NADP) (19) (Figure 2). Un régulateur clé de la fonction vasculaire est I'oxyde nitrique
(NO), dérivé de I'endothélium, généré par la NOsynthase endothéliale (eNOS) (20). Le
NO vasculaire dilate les vaisseaux sanguins par relaxation des cellules musculaires
lisses vasculaires, prévient I'agrégation et I'adhésion plaquettaire, limite I'oxydation du
cholestérol des lipoprotéines de basse densité (LDL), inhibe la prolifération des
cellules musculaires lisses vasculaires et diminue I'expression des géenes pro-
inflammatoires qui favorisent I'athérogénése. Il existe des preuves que le stress
oxydatif persistant entraine une dysfonction de 'eNOS de sorte que la production de
NO diminue, et qu’en paralléle celle d’anion superoxyde (O?-) augmente. L’oxydation
rapide par I'anion superoxyde constitue un mécanisme dominant de réduction de la
biodisponibilité du NO vasculaire par son inactivation. Un déseéquilibre production /
dégradation des ERO (concentration croissante des ERO en situation de stress,
consommation alcoolo-tabagique, clampage...) engendre donc un stress oxydatif qui
conduit a une biodisponibilité réduite du NO, induisant donc des Iésions vasculaires
(croissance cellulaire, dépbts protéiques dans la matrice extracellulaire, activation des
métalloprotéinases, inflammation, dysfonction endothéliale, et augmentation du tonus
vasculaire) (14,15). En réponse a ces réactions pathologiques, la paroi vasculaire
possede plusieurs systemes antioxydants pour limiter la génération de ces ERO
(Figure 3) (21). Les systémes antioxydants endogenes naturellement présents dans
'organisme comprennent des enzymes (superoxyde dismutase, catalase, glutathion
peroxydase), des macromolécules (albumine, céruloplasmine, ferritine) et un
ensemble de petites molécules (acide ascorbique, alpha-a-copérol, b-carotene,
ubiquinol-10, glutathion réduit, méthionine, acide urique, bilirubine et cestrogénes)
(22).

En raison de difficultés méthodologiques évidentes pour mesurer les radicaux
libres dans le tissu cérébral, les études menées chez 'lhomme ont évalué soit les
molécules oxydées soit les antioxydants présents dans le sang. La mesure du stress
oxydant pouvant révéler la gravité des Iésions, et /ou le défaut de systéme antioxydant

qui peut étre un marqueur d’aggravation. Cependant, la cinétique de production des



ERO a jusquiici été peu étudiée, en raison notamment de la forte instabilité de ces
composés. Récemment, une méthode novatrice de mesure globale du pouvoir
antioxydant du plasma (Patrol®) a été développée au sein du CHU Nantes reposant
sur l'utilisation d’'un rayonnement laser et permettant une mesure simple, fiable et

reproductible de la CAT (capacité antioxydante) du sérum (23).

L’objectif de cette étude est donc d’évaluer dans quelle mesure le clampage
carotidien lors d’'une EC peut induire des changements dans le statut oxydatif des
patients, et ce grace a la méthode PATROL® en comparant I'évolution de la CAT a
différents temps chirurgicaux ciblés. On cherche également & évaluer les facteurs de
risques démographiques et interventionnels susceptibles de modifier ce stress

oxydatif.
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. MATERIELS ET METHODES

Il s’agit d’'une cohorte prospective observationnelle monocentrique réalisée au

CHU (centre hospitalo-universitaire) de Nantes.

A. Population

Aprés accord du Comité de Protection des Personnes dans la recherche
biomédicale du Centre Hospitalier Universitaire de Nantes, les patients ont été inclus
entre juin 2014 et septembre 2015 apres information et consentement écrit selon les

recommandations de la déclaration d’Helsinki.

Tous les patients bénéficiant d’'une chirurgie carotidienne par EC au CHU de
Nantes (quel que soit le c6té, avec shunt carotidien peropératoire ou non) étaient
inclus. Les seuls critéres d’exclusion étaient le refus du patient de participer a I'’étude,

I'absence de recueil de son consentement écrit, ainsi que les patients mineurs.

Les FDRCV (selon I'étude de Framingham) que présentaient les patients étaient
recueillis. Ces FDRCYV, tous considérés comme générateur de stress oxydatif (24)
comprenaient l'age, le sexe masculin, le risque héréditaire, le tabagisme,
’hypertension artérielle, le diabéte, les dyslipidémies, le surpoids ou l'obésité, la

sédentarité.

Les autres pathologies ou antécédents, considérés comme générateurs de
stress oxydatif ou perturbateurs des défenses antioxydantes, étaient collectés
(exogénose chronique, pathologies médicales et chirurgicales séveres, pathologies

néoplasiques (25), radiothérapie, chimiothérapie, et ménopause).

Les traitements des patients considérés comme ayant une action antioxydante
ont également été colligés (antidiabétiques oraux (ADO), statines, fibrates, inhibiteurs
du systeme rénine-angiotensine (IEC, ARA Il, aliskiren), anti-aldostérone, béta-
bloquants, inhibiteurs calciques, hypouricémiants, folates, et anti-agrégants

plaguettaires).
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B. Procédures anesthésiques et chirurgicales

L’indication d’EC était posée par le chirurgien en fonction du pourcentage de
sténose carotidienne a I'angioscanner et/ou du caractére symptomatique des sténoses

(AVCI/AIT (accident ischémique transitoire)).

Les patients étaient tous vus en consultation pré-anesthésique permettant le
recueil de leurs antécédents, éléments cliniques et traitements. Un bilan biologique
préopératoire standard (NFS, hémostase, IUC, carte de groupe sanguin, RAI, ECG)
était réalisé chez tous les patients. Un bilan cardiologique complémentaire était

demandé quand I'anesthésiste le jugeait nécessaire.

Les modalités anesthésiques étaient standardisées pour tous les patients, a
savoir une anesthésie générale avec monitorage peropératoire de la pression artérielle
(PA) de maniére invasive, du pouls, de la saturation transcutanée en oxygéne au doigt
(SpOy2), de la capnographie, et de la FiO2 (fraction inspirée en oxygene). D’autres
parameétres comme la température peropératoire et la glycémie n’étaient monitorés
gue de maniere trés ponctuelle chez certains patients ne permettant pas I'exploitation

de ces données dans I'étude.

Tous les patients bénéficiaient d’'une anesthésie générale similaire par un agent
hypnotigue (PROPOFOL Diprivan®, Panpharma, Luitre, France) et morphinique
(SUFENTANIL Mylan, Saint Priest, France) administrés en intraveineux avec un
objectif de concentration (AIVOC) (Base Priméa Frésénius Kabi, Sevres, France ;
modéle pharmacocinétique de Schneider pour le Propofol, modele pharmacocinétique
de Geps pour le Sufentanil). La concentration au site d’action des deux produits était
laissée a I'appréciation du praticien. Tous les patients étaient curarisés par Atracurium
(TRACRIUM®, Hospira, Meudon La Forét, France) afin de faciliter I'intubation
orotrachéale, la ventilation mécanique (Vt 6 a 8mL/kg, FR adaptée en fonction de la
capnographie) et le geste chirurgical. Les posologies étaient adaptées a I'appréciation
de I'anesthésiste. Il n’y avait pas d’antibioprophylaxie pour cette chirurgie. Il n’y avait

pas d’entretien de I'anesthésie par un agent halogéné.
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Le monitorage continu de la pression artérielle sanglante radiale permettait
I'optimisation hémodynamique. La surveillance rapprochée de la pression artérielle
moyenne permettait de juger du besoin d’'un remplissage vasculaire par cristalloides
ou par colloides (RINGER LACTATE, B. Braun Medical SA, Boulogne Billancourt,
France ; GELOFUSINE® B. Braun Medical SA Boulogne-Billancourt, France ou
HEAfusine®, Frésénius Kabi, Sevres, France) ou de l'administration d’un agent
vasoconstricteur (EPHEDRINE Aguettant, Lyon, France; NEOSYNEPHRINE
Renaudin, Itxassou, France ; NORADRENALINE Mylan, Saint Priest, France). Lors du
clampage carotidien, des vasoconstricteurs pouvaient étre introduits (Phényléphrine
ou Noradrénaline en IVSE) afin de maintenir une perfusion cérébrale adéquate
correspondant a un objectif de PAM >100mmHg. En effet, I'hypertension induite est
largement recommandée comme mesure de protection dans I'EC pour prévenir
I'insertion de shunt (26). Apres déclampage, un objectif de PAM <90mmHg était
souhaité afin de limiter la survenue d’hématome cervical, justifiant l'arrét des
vasoconstricteurs et/ou dans certains cas I'utilisation de traitement anti-hypertenseur
(NICARDIPINE Aguettant, Lyon, France ; URAPIDIL Mylan, Saint Priest, France) (27).
Le choix de ces thérapeutiques dépendait des contre-indications et du terrain du

patient. La posologie restait a la discrétion de I'anesthésiste.

Une surveillance continue par spectroscopie infrarouge NIRS (Near-Infrared
Spectroscopy, Invos ™ 5100C) mesurait la saturation tissulaire régionale en oxygene
(SrO2) de I'hémoglobine cérébrale et permettait ainsi de dépister de fagon non invasive
les hypoperfusions cérébrales (Figure 4) (28). Trois mesures de I'lnvos étaient ainsi

recueillies : avant clampage, pendant clampage et apres déclampage carotidien.

L’installation chirurgicale se faisait en décubitus dorsal avec bras le long du
corps et billot sous les épaules pour une extension de nuque, la téte en Iégere rotation
controlatérale. La chirurgie se déroulait en plusieurs étapes : l'incision, la dissection,
I’évaluation de la protection cérébrale par la pression résiduelle carotidienne (PRC), le
clampage, l'artériotomie carotidienne, I'endartériectomie, la fermeture de la carotide
par fermeture directe ou avec un patch en DACRON®, le déclampage de la carotide
primitive puis de la carotide interne, le contréle peropératoire de la nouvelle circulation

carotidienne, la fermeture de l'incision, et la mise en place d’un redon.
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La PRC était mesurée lors du test de clampage carotidien : mesure de la
pression de la carotide primitive et de la carotide interne résiduelle homolatérale, en
aval du clampage, a laide d'un cathéter, avant et aprés clampage, permettant
d’évaluer la qualité du réseau de suppléance du polygone de Willis. La décision de
réalisation ou non d’'un shunt carotidien dépendait de la PRC :

- Sila PRC était non pulsée et < 50mmHg (réseau de suppléance insuffisant)
le chirurgien pouvait décider de la réalisation d’'un shunt carotidien
homolatéral a I'endartériectomie.

- Sila PRC était pulsée et > 50 mmHg, le chirurgien réalisait un clampage

carotidien sans shunt.

La durée du clampage et de la chirurgie étaient relevées.
Les patients étaient immeédiatement extubés en salle de réveil (SSPI) des la

reprise d’une ventilation spontanée et d’un état neurologique compatible.

En post-opératoire, 36 patients ont bénéficié d’'un dosage de troponine a H24
et 14 patients d’'une imagerie cérébrale (8 IRM et 6 TDM) en fonction de point d’appels

cliniques spécifiques, justifiant également I'absence d’exploitation de ces données.
C. Echantillons biologiques

Tous les échantillons étaient collectés a I'aide de tubes secs de type Vacuette®.
Une cinétique de prélévements était réalisée au décours de la chirurgie :

- Le premier prélevement TO de sang était réalisé aprés induction et avant
clampage carotidien directement sur l'artére radiale via le cathéter de
pression artérielle sanglante.

- Un second prélevement T1 de sang était réalisé a 30 minutes du clampage
carotidien selon les mémes modalités que TO.

- Un troisieme prélevement T2 de sang était réalisé environ une heure aprés

déclampage carotidien, en SSPI, apres réveil et extubation du patient.

Les prélevements étaient acheminés immédiatement au laboratoire pour

isolement rapide du sérum aprés centrifugation. Le surnageant était congelé a -20°C

14



pour réalisation ultérieure du test. La congélation a -20°C n'’interfére pas avec le test
PATROL®.

D. Parametres mesurés

Le principe du test Patrol® (brevet n° PCT/FR2008/52042) était d’irradier le
sérum étudié par un faisceau laser aprés avoir ajouté au sérum un photosensibilisant
permettant de générer des ERO en quantité importante. On mesurait ensuite la
fluorescence induite par les ERO n’ayant pas été neutralisées par le pouvoir
antioxydant du sérum a l'aide d’'une sonde ultra-sensible aux oxydations: il s’agissait
donc d’une mesure indirecte de la CAT (capacité antioxydante totale). Ces mesures
permettaient alors d’obtenir I'aire sous la courbe (intégration) de la CAT. Elles sont tres
précises avec 30 mesures par courbe (3 prélevements par patients, 4 échantillonnages
par prélevement, triple controle de la technique (homme, femme, longitudinale). Ceci
permettait de mettre en évidence leur reproductibilité et fiabilité avec une précision tres

élevée.

1. Etude du spectre d’absorption

Pour chaque échantillon et chaque contréle (dilué a 5% dans de I'eau pour
préparation injectable), le spectre d’absorption était obtenu a partir d'un
spectrophotometre d'absorption BIOCHROM Libra® S60PC. Le niveau d'hémolyse
était évalué a partir du pic d'absorption a 413 nm et le niveau d'absorption minimal

était défini par I'absorption a 650 nm.

Les sérums dilués avec une absorption a 413 nm supérieure a une densité
optique (DO) de 0,4 ou une absorption a 650 nm supérieure a une DO de 0,025 étaient

considérés comme trop hémolysés et non analysés.

L'évolution de I'absorption du Rose Bengale (RB) (Sigma-Aldrich, France) aprés
exposition au rayonnement Laser (514 nm) était aussi analysée afin d'éliminer les
artéfacts pouvant étre liés aux modifications d'absorption du RB en présence des

différents solvants.
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2. Désactivation de I'oxygéne singulet (10O,) par le sérum.

Le Rose Bengale (RB) était utilisé en tant que producteur de 'Oz, le sérum
humain (HS) en tant que cible et la dichlorofluorescéine (DCFH) en tant que marqueur

non spécifique, devenant fluorescent lorsqu'il était oxydé.

Le principe du test était d'analyser par le biais du couple dichlorofluorescéine
réduite/oxydée (DCFH/DCF), la vitesse de neutralisation des ERO et/ou des
peroxydes induits par I'*O,. La DCFH était ajoutée au sérum immédiatement apres la
fin de l'irradiation lumineuse de maniére standardisée pour chaque échantillon testé.
Une solution était formée de maniere extemporanée dans une cuve (1 cm X 1 cm)
avec 25 pl du sérum devant étre testé, 25 uL d'une solution de RB a 100 pg/ml et 450
pl d'eau stérile (pH 7). Le RB était le photosensibilisant avec le meilleur rendement
pour la production d’oxygéne singulet. Il était dilué a 5 pg/ml et le sérum a 5% dans

une solution finale d'eau stérile pour préparation injectable.

3. Irradiation

Le laser était un Coherent® Ar-ion Inova 70 émettant a 514 nm. L'irradiation était
réalisée sur des cuves contenant 500 pl de solution. Le rayonnement laser était
transmis jusqu'a la cuve par le biais d'une fibre optique en silicone - silice (diamétre
interne 600 um, Quartz et Silice ® France) produisant un spot de 10 mm de diametre
illuminant la solution. La puissance était calibrée par un Wattmeétre (Coherent®) et
ajustée a 500 mW. Pour délivrer une fluence de 20 J/cmz, le temps d'irradiation était
de 102 secondes. Un systéeme mécanique permettait le positionnement parfait du
rayonnement laser ainsi que du puits afin d'obtenir une reproductibilité parfaite des

mesures.

Immédiatement apres la fin de l'irradiation, de la dichlorofluorescéine activée
(ImL) préparée ainsi : 2',7'-dichlorofluorescéine diacétate (DCFH-DA) (Sigma, Saint-
Quentin Fallavier, France) était dissoute dans I'éthanol et stockée a -20°C. Pour
convertir la DCFH-DA en DCFH, 0.5 ml d'une solution a 1 mM de DCFH-DA dans
I'éthanol était additionné a 2 ml d'une solution de NaOH (soude) a 0.01 N et entreposé

a température ambiante dans le noir pendant 30 min. L'hydrolysat était ensuite
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neutralisé avec 10 ml de tampon phosphate a pH 7,2 & 250 mM et stocké a 40°c dans
une étuve au noir et utilisé dans les 2 heures suivant son ouverture. La concentration
finale de DCFH activée était de 40 mM.

L'oxydation de la solution activée de DCFH résultait de la transformation de la
DCFH activée non fluorescente en DCF fluorescente avec un pic a 525 nm. Le spectre
de fluorescence était enregistré pendant 60 minutes par un spectrofluorimetre Varian®
Cary Eclipse, qui mesurait simultanément le niveau de fluorescence a une température
stable et monitorée de 40°C (Varian® Cary PCB 150 Peltier Device). L'excitation se
produisait & 488 nm et la fluorescence était mesurée entre 400 et 800 nm mais lue a

525 nm. Les aires sous courbes étaient ensuite calculées.

Un pourcentage (Patient / ttmoin *100) était établi par rapport a chacun des

témoins pour chaque valeur.

E. Analyse statistique

Les résultats sont présentés en médiane et intervalle interquartile pour les
variables quantitatives, en valeur absolue ou en pourcentage pour les variables

gualitatives.

Les différences significatives (p<0,05) sont déterminées :

- Pour les variables quantitatives par une ANOVA a une voie pour mesures
répétées, suivie d’un test de Student Newman-Keuls ou par un test de Mann-
Whitney selon la normalité ou non des populations.

- Laforce d’association entre le test Patrol et une variable quantitative était
mesurée en analyse univariée par corrélation linéaire (test de Pearson ou

de Spearman).

L’analyse statistique était réalisée a l'aide du logiciel Sigma- Stat 2.03 (Systat
Sofware Inc, lllinois, USA).
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. RESULTATS

Cinquante-six patients étaient inclus dans I'étude : 51 sans shunt et 5 avec
shunt. Les caractéristiques de la population étaient comparables dans les 2 groupes.
Il y avait 75% d’hommes et 25% de femmes. La moyenne d’age était de 71 ans. Les
caractéristiques démographiques et préopératoires sont détaillées dans le Tableau 1.
Soixante-deux pour cent des patients étaient asymptomatiques (versus 38% de
patients symptomatiques). L’occlusion moyenne de I'artére carotide interne était de
78%. L’indication chirurgicale était unilatérale dans 75% des cas, majoritairement le
c6té gauche a 61%. Le BMI (Indice de masse corporelle) moyen des patients était de
25+- 4.

Chez tous les patients, I'évolution des résultats TO T1 T2 était représentée sous

forme d’'une courbe parabolique (Figure 5).

Les médianes des TO, T1, T2 étaient significativement différentes avec pour
valeur respective 132 [94-177], 178 [136-211], et 117 [71-159] (p<0,001). Chez tous
les patients, le T1 était donc significativement supérieur par rapport au TO (p<0,001),
le T2 était lui significativement inférieur par rapport au T1 (p<0,001). Enfin, les T2
tendaient a étre inférieurs aux TO, mais de maniere non significative (Tableau 2 et
figure 6). L’évaluation de la CAT mettait donc en évidence I'apparition d’'un stress
oxydatif précoce des 30 minutes apres clampage carotidien (T1 égal a une valeur
moyenne de 138% de T0). Ce stress oxydatif semblait réversible une heure apres
déclampage carotidien avec un retour au seuil de base voire une amélioration de cette

valeur initiale (non significative).

Tableau 2. Patrol obtenus aux temps TO, T1 et T2.

Temps n PATROL P
T0 56 13294 - 177]
T1 55 178 [136 - 211] <0,001
T2 29 117 [71 - 159]

Patrol exprimé en UA (unité arbitraire) et médiane [25%-75° percentiles], n
nombre de mesures, p obtenu aprés ANOVA a une voie pour mesures répétées
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Tableau 1. Caractéristiques démographiques et facteurs de risque
cardio-vasculaire des patients.

Sans shunt Avec shuntCohorte Totale
n % n % n %

Patients 51 al 5 9 56 100
Sexe
Homme 38 73 4 30 42 73
Femme 13 25 1 20 14 25
Age (années)
=65 10 20 2 40 12 21
66-80 29 57 3 60 32 58
=80 12 23 0 0 12 21

Moven 72+-85 68+-6,7 71 +-8.4

Indications de chirurgie
AIT 9 g1 20 10 18
AVC 10 20 1 20 11 20
Asymptomatique 32 62 3 60 35 62

Distribution des lésions
Unilatérale 38 75 4 80 42 73

Bilatérale 13 25 1 20 14 25
Cite
Gauche 31 61 3 60 34 61
Droit 20 39 2 40 22 39
Pourcentage moyen des lésion 77 +-9 82+-13 T8 +-10
BMI
=25 23 [ 45 | 0 0 | 23 41
26-34 22 43 21 40 24 43
=35 6 12 3 60 9 16
Moyen  25+-4 29 +-3 25+-4
FR cardio-vasculaire
HTA 41 80 5 100 46 82
Dyslipidémic 41 80 4 80 45 80
Ethylisme 6 120 0 ] 11
Tabagisme actif 13 26 0 0 13 23
Tabagisme sevré 14 28 2 40 16 29
Non fumeur 24 47 3 60 27 48
Insuffisance rénale chronique 11 22 0 0 11 20
Dialysé 2 4 0 0 2 4
Diabete 11 22 1 20 12 21
Pathologies cardio-vasculaires
ATCD chirurgie carotidienne 8 16 1 20 9 16
PAC 3 6 0 0 3 5
Stents coronariens. 11 22 0 0 11 20
ardiopathie ischémique instable 19 37 0 0 19 34
AOMI 17 33 1 20 I8 32
Traitements
Acide folique 3 6 0 0 3 5
Statines /Fibrates. 43 84 4 80 47 84
Béta-bloquant 28 55 @ 1 20 0 29 52
[EC /ARAZ2/ Inhibiteur calcique 33 65 4 80 37 66
Anti-aldostérone 1 2 0 0 1 2
Hypouricémiant 9 18 1 20 10 18
Autres ADO 10 20 1 20 11 20
Metformme 9 18 0 0 9 16
Antiagrégants plaquettaires 43 8 4 80 47 84



Figure 5. Exemple de courbe des résultats TO, T1, T2.
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Mr D.J, homme de 67 ans, opéré d’une EC gauche pour un AVC sur sténose
carotidienne gauche a 70%, ayant pour antécédent une HTA, une dyslipidémie, un
tabagisme actif, une AOMI, un BMI a 22, non porteur de néoplasie connue.
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Figure 6. Comparaison des Patrol obtenus aux temps TO, Tl et T2.
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Patrol exprimé en UA, et présenté en diagramme en boite (médiane, [25°-75°]
et [10°-90°] percentiles, et valeurs extrémes. *** p< 0,001, NS (non significatif).

Il N’y avait pas de différence significative des valeurs TO, T1 et T2 en fonction
de I'age (Tableau 3), du sexe (Tableau 4), de la présence ou non d’'une HTA (Tableau
5), de la présence ou non d’'une dyslipidémie (Tableau 6), de la présence ou non d’'un
diabéte (Tableau 7), et de la présence ou non d’un tabagisme actif (Tableau 9). Le
pourcentage de sténose, l'insuffisance rénale chronique, les constantes a TO (PAM,

pouls), et la FiO2 n’influencgaient pas les valeurs de bases des TO et T1.

Le BMI quant a lui ne semblait pas influencer la valeur de TO. Cependant, on
remarquait un T1 significativement inférieur chez les patients avec un BMI <25 par
rapport a ceux avec un BMI > 25 (p=0,047) et ce de maniére concomitante avec
'augmentation du BMI : BMI < 25, médiane 164 [125-185] ; BMI 25-30, médiane 190
[163-262] ; BMI >30, médiane 216 [127-283] (Tableau 8). Il existait une corrélation
significativement positive de la valeur Patrol au temps T1 avec la catégorie du BMI
(R’ (coefficient de corrélation de Spearman) =0.288 ; p= 0.033).
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Tableau 8. Patrol obtenus aux temps TO, T1 et T2 en fonction du BMI des

patients.

Temps BMI n PATROL p
<25 23 | 139104 —167]
TO 25-30 24 129 [90 — 186] | 0,943
>30 9 123 [73 — 184]
<25 23 | 164 [125-185]
25-30 24 | 190[163 —262] | 0, 047
T1 >30 8 | 216[127 — 283]
<25 vs 25-30 0,05
<25 vs >30 0,452
25-30 vs >30 1
<25 13 102 [59 — 139]
T2 25-30 11 14596 — 182] | 0,414
>30 5 135 [79 - 152]

Patrol exprimé en UA et médiane [25°-75° percentiles], n nombre de mesures,
p obtenu apres ANOVA a une voie pour mesures répétées.

On observait que plus la chirurgie était longue, plus le T2 augmentait

significativement (p=0,025) (Tableau 10). En effet, pour les chirurgies < 90minutes et

> 120 minutes, les médianes du T2 étaient respectivement de 110 [83-159] et 169

[137-182]. Cependant, il n’était pas trouvé de corrélation entre la durée de la chirurgie

et la valeur du Patrol au temps T2.

Tableau 10. Patrol obtenus aux temps TO, T1 et T2 en fonction de la durée

de ’EC en minutes.

Temps | Durée chirurgie n PATROL p
<90 12 | 12390 - 167]
TO 91-120 25 | 127[89-170] |[0,528
>120 17 | 140[126 — 148]
<90 12 | 191 [167 — 294]
T1 91-120 25 | 175[126 - 223] | 0,074
>120 17 | 145[111-186]
<90 8 110 [83 — 159]
91-120 9 108 [61—162] | 0,025
T2 >120 16 | 169 [137 — 182]
<90 vs 91-120 1
<90 vs > 120 0,146
91-120 vs >120 0,043

Patrol exprimé en UA et médiane [25°-75° percentiles], n nombre de mesures,

p obtenu apres ANOVA a une voie pour mesures répétées.
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En revanche, la durée de clampage n’influengait pas la courbe de stress
oxydatif (Tableau 11).

Tableau 11. Patrol obtenus aux temps TO, T1 et T2 en fonction de la durée

de clampage carotidien en minutes.

Temps | Durée clampage | n PATROL p

<40 23 10983 —132]

TO 41-55 20 | 145[100-—186] | 0,091
>55 7 148 [119 — 208]
<40 23 | 174 [127 — 204]

T1 41-55 20 | 185[133-211] | 0,793
>55 7 177 [127 — 183]
<40 12 127 [87 — 158]

T2 41-55 8 99 [59 - 167] 0,633
>55 4 111 [56 - 172]

Patrol exprimé en UA et médiane [25°-75° percentiles], n nombre de mesures,
p obtenu apres ANOVA a une voie pour mesures répétées.

Il n'y avait pas de différence des valeurs du Patrol au temps T1 entre les patients
ayant une chute du NIRS homolatéral a la chirurgie >15% et les patients de la cohorte
totale (Tableau 12).

Tableau 12. Patrol obtenus au temps T1 chez les sujets ayant une chute

du NIRS >15% du c6té homolatérale a ’EC par rapport aceux de lacohorte

totale.
Temps NIRS n PATROL p
T1 Chute NIRS >15% c6té | 8 172 [121-193]
homolatérale a 'EC 0,616
Cohorte totale 56 178 [136-235]

Patrol exprimé en UA et médiane [25°-75° percentiles], n nombre de mesures,
p obtenu apres test de Mann et Whitney.
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Les complications post-opératoires étaient rares. On observait seulement 2
patients sur 36 qui présentaient une élévation de la troponine T ultrasensible > 50 ng/L
(seuil des recommandations européenne de SCA) a J1 ou J2 (66 et 145 ng/L). Deux
patients sur 14 ont manifesté des « spots » d’'ischémie récente sur 'imagerie TDM ou
IRM, mais étaient cliniquement asymptomatiques. Trois hématomes de paroi cervicale
ont nécessité une reprise chirurgicale dans les 24h. Aucun déces n’a été rapporté dans

notre cohorte.
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IV. DISCUSSION

Notre travail mettait en évidence I'apparition d’'un stress oxydatif précoce dés
30 minutes apres clampage carotidien pouvant correspondre a de probables Iésions
d’ischémie. Cependant, ce stress oxydatif était rapidement réversible (< 1 heure) aprés
déclampage carotidien avec un retour du niveau de stress oxydatif au seuil de base,
voire inférieur. On peut évoquer une réduction du niveau global de stress oxydatif
aprés I'EC en lien avec une récupération ad intégrum de la vascularisation cérébrale
par rapport a I'état antérieur avant EC. En effet chez tous les patients de notre cohorte,
I’évolution des valeurs du test PATROL a TO, T1, T2 était représentée sous forme
d’'une courbe parabolique avec le T1 significativement supérieur au TO et le T2
significativement inférieur au T1l. Les T2 tendaient non significativement a étre

inférieurs aux TO.

Un des buts principaux de I'étude était de définir les facteurs de risques
démographiques et peropératoires d’altération de la CAT afin de pouvoir cibler les
catégories de patients les plus a méme de bénéficier de l'introduction de traitements
antioxydants spécifiques (Figure 6). Malheureusement, peu de corrélations
significatives entre stress oxydatif et antécédents médicaux, ou événements
peropératoires ont été mises en évidence. On retrouve néanmoins que le BMI, bien
que n’influencant pas la valeur de T0O, majorait significativement la valeur de T1 et non
significativement de T2, et ce proportionnellement a son augmentation dés lors qu’il
était > 25 (Tableau 11). Une corrélation entre le BMI et la valeur de T1 était également
retrouvée. Cela prouve que le stress oxydatif post clampage carotidien se majore avec

'augmentation du BMI lorsqu’il est supérieur a la normale (> 25).

Les autres FDRCV comme I'dge avancé, 'HTA, la dyslipidémie, le sexe, le
diabéte et le tabagisme n'étaient pas des facteurs prédictifs de la réponse au stress

postopératoire ce qui était corroboré par un autre écrit (29).

Concernant les facteurs de risques peropératoires, la variabilité
hémodynamique pourrait étre expliquée par la manipulation chirurgicale du glomus
carotidien ou comme conséquence de la réponse au stress chirurgical engendrant une

augmentation de la sécrétion des catécholamines. Cette labilité pourrait également
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contribuer a la progression du stress oxydatif. Cependant, nous ne retrouvions aucune
corrélation directe entre la variabilité hémodynamique mesurée a différents moments
pendant et aprés clampage carotidien et l'intensité du stress oxydatif, ce qui est

également confirmé par Marrocco-Trischitta et al (29).

On peut donc avancer que l'ischémie cérébrale (méme limitée), pendant le
clampage de la carotide, initie une cascade de processus biochimiques qui produisent
des radicaux oxydatifs, ce qui est également corroboré par d’autres auteurs (22). En
effet, cette étude pilote expérimentale animale sur 40 lapins montrait une
augmentation du statut antioxydant total 60 minutes apres clampage de la carotide, et
ce indépendamment de [l'utilisation ou non d’'un shunt ou de la présence d'une
occlusion controlatérale (22). Cependant, les marqueurs de la réponse au stress
mesurés avant et apres clampage carotidien, étaient moins sensibles que le test
PATROL, a savoir le cortisol, I'hormone adrénocorticotrope, la prolactine et la protéine
C-réactive. Les auteurs notaient que le stress oxydatif était significativement plus élevé
dans les modeles avec occlusion carotidienne controlatérale. L'utilisation du shunt

dans tous les autres modeles n'avait aucune influence sur la réponse oxydative.

Parsson et al. confirment I'apparition d’'un SIRS secondairement a une réponse
métabolique importante de I’hémisphére ipsilatéral lors de 'EC avec clampage
carotidien sans shunt (16). Leurs résultats sont également appuyés par une autre
publication qui confirme la production d'oxydants au cours d'une ischémie cérébrale /
reperfusion (30). En effet, les taux d'antioxydants dans la circulation cérébrale ont
diminué pendant la période d’ischémie et sont également diminués de maniére
significative lors de la reperfusion. Ceci est cohérent avec I'hypothese que les
changements cellulaires au cours de l'ischémie transitoire puis a la reperfusion ont

produit des espéces radicalaires consommant des antioxydants dans le plasma.

Une autre recherche, cette fois humaine, portant sur 113 EC montrait que la
réponse au stress peropératoire, a savoir I'hypercortisolémie, était directement
corrélée avec I'hypoperfusion cérébrale induite par le clampage carotidien (29). En
effet, le clampage carotidien a significativement augmenté les niveaux de cortisol
peropératoires a la fois dans les groupes AG (anesthésie générale) (p=0.019) et ALR

(anesthésie locorégionale) (p=0,006). A noter que le stress chirurgical peropératoire
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était plus élevé sous ALR que sous AG. Ce stress avait été aboli, mais de facon non
significative, par la réalisation d’'un shunt carotidien. Trois patients avaient présenté un
évenement neurologique peropératoire et avaient des valeurs de cortisol post
clampage carotidien plus élevées que les patients asymptomatiques. Par conséquent,
l'atténuation de la réponse au stress due a I'EC pourrait réduire l'incidence des AVC

et il serait intéressant de confirmer ces résultats.

Soong et ses collaborateurs ont mené une analyse de petit effectif (24 patients),
ayant pour but de déterminer si une peroxydation lipidique induite par les radicaux
libres se produit apres clampage carotidien transitoire lors de I'EC. lls observaient une
augmentation significative dans les concentrations de MDA (Malondialdéhyde) et de
CD (conjugués diene) 60 secondes apres déclampage (MDA =559 + 64 pmol / ml, CD
= 428 + 32 unités / ml), par rapport aux concentrations de base (MDA = 408 + - 34
pmol / ml, p <0,01, CD =374 + -28 unités / ml, p <0,05), et qui revenaient a la ligne de
base a 300 secondes. La confirmation d’une peroxydation lipidique aprés
hypoperfusion cérébrale transitoire lors de 'EC corrobore nos résultats. Cependant,
l'origine de cette concentration accrue de MDA était difficile a déterminer et sa
signification n'était pas claire, d'autant plus que le seul patient qui a présenté un déficit
neurologique postopératoire n'a, paradoxalement, pas présenté d’augmentation de la
concentration de MDA (17). Il y avait également une corrélation significative entre le
pourcentage d'augmentation de la concentration de MDA et la durée de l'ischémie
induite par le clampage (p = 0,03), mais non retrouvée dans notre étude. En effet, on
observait que la durée de clampage n’influengait pas l'intensité du stress oxydatif
généré contrairement a la durée de la chirurgie : les interventions longues > 120
minutes avaient un T2 significativement augmenté par rapport aux interventions plus
courtes (p=0,025) (Tableaux 13 et 14). Marrocco-Trischitta et al (29) corroborent ces
résultats avec une durée d’EC influencgant le stress oxydatif lorsqu’elle était supérieure
ou égale a 120 minutes. L’augmentation du T2 avec la durée de chirurgie longue
pourrait étre en lien avec une majoration de stress oxydatif secondaire au phénomeéene
d’ischémie-reperfusion prolongé. On s’attendrait donc a un résultat similaire pour le
clampage carotidien, non retrouvé en raison d’'un probable manque de puissance de

notre étude.
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Le r6le d'une occlusion carotidienne controlatérale dans I'apparition de
complications neurologiques aprés une EC fait I'objet de débats (31). En effet, il a été
suggéreé que les patients présentant une occlusion controlatérale pourraient nécessiter
plus frequemment d’'un shunt. Cette méta-analyse sur 19 publications montre une
fréquence significativement plus élevée de 5,6% par rapport a 2,1% (p = 0,012) pour
le risque d'AVC périopératoire chez les patients présentant une occlusion carotidienne
controlatérale par rapport a ceux n’en présentant pas. Ces résultats sont confirmés
dans une autre méta-analyse de 46 travaux regroupant 27 265 patients ayant bénéficié
de 28 846 EC (32). Une recherche animale, ou trois parametres du stress oxydatif ont
été évalués dans des conditions d'ischémie différentes, a permis de conclure qu'aprés
60 minutes, la production de radicaux oxydatifs et la concentration d'antioxydants dans
le sérum sont augmentées indépendamment d’'un shunt ou de la présence d'une
occlusion controlatérale (22). Cependant, apres 60 minutes d'occlusion des deux
arteres carotidiennes (pas de shunt, carotide controlatérale bouchée), le stress
oxydatif était plus important par rapport au groupe ayant au moins une artére carotide

perméable.

Dans notre cohorte, le shunt était décidé par le chirurgien de facon plus ou
moins subjective sur la PRC. De nombreuses recherches ont tenté d'évaluer la
nécessité d'un shunt carotidien en estimant lischémie cérébrale peropératoire.
Certains avancent que le shunt de routine n’est plus préconisé, car il ne réduit pas plus
les complications neurologiques que le shunt sélectif. Le « shunt de routine » , afin
de normaliser ’hémodynamique cérébrale pendant le clampage temporaire de I'artere
carotide interne, permettrait d’éviter I’'hypoperfusion cérébrale de maniére sécuritaire
et fiable (3). Bennett KM et al. (33) avancent que cette dérivation endoluminale pour
la protection cérébrale n’est pas dénuée de risques ( dissection distale, embolisation,
occlusion aigle, augmentation de la durée de procédure, difficulté technique de
réparation distale) et sans bénéfices clinigues dans 85% des cas, méme chez les
patients a haut risque d’hypoperfusion cérébrale due a une sténose sévere ou a une
occlusion de lartére carotide controlatérale (26,32,34—-36). Plusieurs auteurs
recommandent donc un shunt sélectif seulement chez les patients a risques : des lors
gue la PRC est basse (< 50mmHg)(37), qu’il y a des altérations oxymeétriques
cérébrales, des changements anormaux de signaux électroencéphalographiques

(5,38), une sténose de la carotide controlatérale (5) ou des modifications de I'état
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neurologique survenant chez le patient éveillé (39,40). En effet, une PRC pulsée < 50
mmHg atteint une sensibilité de 89% chez les patients qui développent un changement
de signal ischémique a 'EEG aprés clampage carotidien, avec une valeur prédictive
négative de 96% si la PRC est > 50mmHg. Cependant, la valeur prédictive positive
d’'une PRC < 50mmHg est de seulement 36% (4) rendant la décision de shunt sur la
PRC plus ou moins fiable. De plus, la PRC présente comme inconvénient d’étre une
mesure ponctuelle, et donc représentative de la circulation cérébrale a un
instant « T ». Enfin, une revue du groupe Cochrane remise a jour en 2009 a conclu
que les données disponibles étaient trop limitées pour soutenir ou réfuter I'utilisation
de shunts de routine ou sélectifs durant I'EC et conclut que des essais randomisés a
grande échelle sont nécessaires. Elle montre également qu’aucune méthode de

surveillance dans le shunt sélectif n‘a démontré de supériorité (41).

Dans notre protocole, le monitorage neurologique était réalisé par I'INVOS-
4100. Le NIRS est un moyen simple, non invasif, rapide, continu, opérationnel,
economique, et qui varie en quelques secondes seulement. Certains travaux
confirment I'efficacité du NIRS dans la détection de la chute du débit sanguin cérébral
apres clampage carotidien (42,43). Entre autres, le NIRS établit une distinction entre
le coté chirurgical et le co6té controlatéral pendant la chirurgie (44). Cependant,
I'espace vasculaire dans le tissu cérébral est normalement réparti par 25% de sang
artériel ou capillaire et 75% veineux, ce qui signifie que les difféerences de SrO:
pourraient tendre a refléter I'extraction hémisphérique du tissu cérébral plutét que les
perturbations focales dans la microcirculation capillaire (16). En outre, le NIRS a pour
inconvénient d’étre proportionnel au débit cardiaque de base et donc diminue avec
'age. Il présente également des aléas de mesures (sinus frontal, atrophie cérébrale)
qui peuvent en faire une valeur approximative. Une méta-analyse de 16 études
confirme le NIRS comme une technique de surveillance semblant prometteuse chez
les patients bénéficiant d’'une EC. Pourtant, les preuves permettant de définir des
seuils optimaux clairs pour la présence dischémie cérébrale péri-opératoire ou
I'identification de patients a haut risque de syndrome d’hypo-perfusion cérébrale sont
limitées (43,45). Toutefois, la surveillance cérébrale via le NIRS peut aider de maniére
indépendante a réduire I'utilisation d’un shunt de routine non nécessaire (44,45). En

effet, le NIRS permet de montrer des changements statistiquement significatifs de
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SrO: a la suite du clampage de l'artére carotide interne (42). Cette technique a une

valeur prédictive négative élevée, mais la valeur prédictive positive est faible (46).

Il est bien établi que les radicaux libres dérivés de I'oxygéne sontimpliqués dans
la genese de nombreux états pathologiques. Les espéces radicalaires générées au
cours de lischémie / reperfusion peuvent Iéser le tissu cérébral, entrainant des
dommages tissulaires si les défenses antioxydantes sont dépassées. Une
surproduction d’ERO peut ainsi induire des complications délétéres et imprévisibles
(47) ce qui n’était pas retrouvé dans notre analyse. En effet, il n'y a pas eu de
complications postopératoires hormis quelques reprises pour hématome cervical. Cela

peut étre expliqué par le faible nombre de sujets de la cohorte.

Un des points forts de I'étude est que la durée moyenne de clampage dans
notre population est de 44,5 +- 16 minutes, correspondant a celle retrouvée dans la
littérature (30 a 40 minutes) (44). De méme, la durée moyenne de chirurgie retrouvee

correspond a celle de la littérature (3).

Une des limites que I'on peut reprocher a ce travail, est que tous les patients
étaient induits et entretenus au Propofol, ce qui a pu interférer avec les mesures de
stress oxydatif obtenues. En effet, le Propofol est un phénol antioxydant puissant
pouvant atténuer les Iésions cérébrales. Ce résultat confirme celui de Kalimeris K et
al. montrant que le Propofol semble améliorer les performances cognitives versus le
Sévoflurane apres EC (48). Cette amélioration a été associée a une baisse du taux de
Iésions cérébrales ischémiques et semblait étre due a son effet antioxydant dans la

circulation cérébrale.

Le recrutement spécifique des patients, bénéficiant de cette chirurgie par EC,
pourrait constituer un biais de sélection. En effet, on peut considérer ces patients
comme porteurs de nombreux FDRCV, car ayant constitué des Iésions
d’athéroscléroses. Le niveau de stress oxydatif initial serait a priori déja tres élevé par

rapport a la population générale et pourrait donc imputer sur les résultats PATROL.

Réaliser un dosage des protéines sériques excrétées dans les Iésions

cérébrales (protéine S-100, Neurone Spécifique Enolase (NSE) et l'interleukine-6 (IL-
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6)) et semblant jouer un réle dans la souffrance cérébrale, aurait pu étre intéressant
(49).

Le design de I'étude constitue une de ses limites majeures : observationnelle
monocentrique, et de faible effectif. L’absence de calcul du nombre de sujets
nécessaires avant le lancement du projet est responsable de son manque de
puissance. En outre, le nombre réduit de patients du groupe shunt (5 patients (9%))

diminue la sensibilité de nos analyses par comparaison.

La preuve directe d'une Iésion tissulaire & médiation oxydante serait la méthode
idéale pour démontrer ce phénoméne, mais dans I'EC le tissu cérébral n'est pas
disponible pour I'analyse. Il existe cependant différentes méthodes de mesure de la
production de radicaux libres et de la capacité antioxydante totale. Nous utilisions le
test PATROL pour examiner les changements dans la concentration de la CAT
indirecte, technique qui a l'avantage d’étre particulierement sensible. Evaluer
facilement, a un moindre cout et de fagon reproductible le stress oxydatif généré lors
de 'EC peut-étre particuliérement important pour prévenir les complications post-
opératoires, non négligeables et pour lesquelles des mesures préventives pourraient
étre mises en place en amont. Cependant, il est important de bien souligner qu'il existe
une variabilité interindividuelle dans le degré de stress oxydatif, avec une mesure
initiale pouvant grandement varier devant une grande diversité de phénotype

métabolique (18).

L'endothélium est d’'une importance majeure dans le maintien de I'homéostasie
vasculaire alors que le stress oxydatif joue un réle central dans la progression de la
dysfonction endothéliale. Le stress oxydatif représente donc une cible importante de
nombreuses thérapeutiques antioxydantes, permettant la restauration de la fonction
endothéliale en exercant des actions anti-inflammatoires et anti-thrombotiques dans le
méme temps, incluant les antidiabétiques (Metformine, autres ADO), les statines, les
fibrates, les inhibiteurs du systeme rénine-angiotensine ( IEC, ARA II, Aliskiren), les
anti-aldostérone, les béta-bloquants, les inhibiteurs calciques, les hypouricémiants
(Allupurinol), les polyphénols, le folates, les acides foliques, les vitamines C,E, et oligo-
éléments Zinc, Se et autres antioxydants (3). Tousoulis D et al. (50) montrent que les

traitements antioxydants jouent un réle dans les maladies cardio-vasculaires avec de
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nombreuses cibles et mécanismes d'action, allant de l'effet antioxydant et anti-
inflammatoire a la modulation de la réponse adrénergique du systeme nerveux
autonome et a la fonction endothéliale. De plus, il a été suggéré dans un modéle
animal que la production des radicaux libres suite a une hypoperfusion cérébrale
transitoire provoquait un cedéme cérébral qui était réduit en prétraitant les animaux
avec des antioxydants afin de prévenir ces lésions de reperfusion (51). Alors que
plusieurs travaux, visant a renforcer la défense antioxydante lors de maladies ou de
carences, ont montré que l'utilisation de vitamines avait un effet positif ; d'autres
auteurs ont rapporté un manque de bénéfice en utilisant la vitamine C, la vitamine E,
et des combinaisons de ces agents (52). Néanmoins, I'impact de leurs résultats n’a
pas encore été clairement démontré et d'autres essais sont nécessaires pour établir

leur utilité en pratique (4).

Ce travail est cliniquement pertinent a des fins préventives, car 'EC apparait
clairement comme le gold standard chirurgical pour les patients présentant une
sténose carotidienne symptomatique avec une supériorité certaine sur les techniques
d’angioplastie transluminale carotidienne (53,54), et ce malgré que I'endoprothese
d'angioplastie carotidienne apparaisse comme une méthode a priori moins invasive
limitant les traumatismes chirurgicaux (29). En effet, évaluer l'intensité de la réponse
au stress périopératoire générée par 'EC n'a jamais pu étre réalisé de facon exacte

auparavant.

Il faut donc bien considérer cette étude comme un travail préliminaire réalisée
sur une petite cohorte de patients. Il serait souhaitable de corroborer ces résultats
prometteurs par une analyse de grande échelle multicentrique afin de mieux définir les
facteurs de risques démographiques et peropératoires influencant le stress oxydatif
lors de I'EC, et de confirmer son implication dans les complications post-opératoires
immédiates et tardives. Enfin, nos résultats ouvrent de nouvelles perspectives en
matiere de thérapeutiques préventives du stress oxydatif lors de 'EC dés que les

catégories de patients les plus a méme de bénéficier de lintroduction de ces

traitements antioxydants spécifiques seront bien ciblés.
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V. CONCLUSION

Notre étude confirme I'apparition d’'un stress oxydatif précoce dés 30 minutes
apres clampage carotidien via la méthode PATROL®, pouvant correspondre a de
probables I|ésions de souffrance cérébrale. Ce stress oxydatif est cependant
rapidement réversible aprés déclampage carotidien avec un retour au seuil de base.
Ce travail est cliniquement pertinent, car l'atténuation du stress oxydatif lors de I'EC
pourrait avoir des conséquences bénéfiques non négligeables en termes de morbi-
mortalité (diminution de l'incidence des événements ischémiques cérébraux et autres
complications). Elle souligne l'importance de poursuivre la recherche visant a
neutraliser ce stress oxydatif lors de cette chirurgie en particulier et d‘étayer ses
implications thérapeutiques. D'autres recherches a plus grande échelle sont
cependant nécessaires afin de confirmer nos résultats et de cibler les catégories de
patients les plus a méme de bénéficier de I'introduction de traitements antioxydants

spécifiques de maniére préventive.
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VIl.  ANNEXES

Figure 1. Polygone de Willis, systeme de suppléance vasculaire.
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Figure 2. Générations des ERO.
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Générations des ERO via la NADPH oxydase, la xanthine oxydase (XO), et les enzymes

mitochondriales. Le dysfonctionnement de la NO synthase endothéliale (eNOS) entraine la
diminution de I'oxyde nitrique NO et majore la formation de I'anion superoxyde (O>-).
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Figure 3. Mécanismes de défense contre les ERO.
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La formation de I'anion superoxyde (O-) dans la paroi vasculaire a partir du dioxyde (O2) sous
l'action d’enzymes est le point de départ. Cet anion est ensuite transformé en peroxyde
d’hydrogéne (H-0) par la voie des superoxydes dismutases (SOD). H,0, peut alors étre converti
spontanément en radical hydroxyle, ou en eau (H20) et O, via la voie des glutathions
peroxydases (GPx), des catalases, ou des thioredoxines peroxydases (Trx). La
Myeloperoxydase (MPO), peut aussi utiliser le H20, pour former le HOCI (acide hypochloride).

La Paraoxonase (PON) peut limiter la formation d’ O»- par la mitochondrie.
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Figure 4. Détail de la méthode par NIRS.

Les deux diodes de chaque capteur sont écartées de 3 cm environ ; chaque capteur est
placé sur I'angle fronto-temporal sus-orbitaire, de chaque cété du crane. La longueur d’onde laser
émise (770 — 910 nm) pénétre la boite cranienne et se trouve dispersée par la substance cérébrale
ou une partie spécifique du spectre est absorbée par 'hémoglobine oxygénée (HbO,) et une autre
par 'hémoglobine réduite. Le pic d’absorption de I'Hb oxygénée est a 929 nm et celui de I'Hb
désoxygénée a 758 nm. La quantité de lumiere réfléchie et le spectre d’absorption permettent ainsi
de calculer la teneur en oxygéne de la zone cérébrale explorée. Comme sa lecture n’est pas basée
sur la pulsatilité vasculaire, la spectroscopie infrarouge peut surveiller 'oxygénation cérébrale aprés
clampage carotidien. Cependant, une ischémie cérébrale survenant dans une autre région que celle
examinée échappe a la surveillance. La technique permet de différencier I'état des deux
hémispheres. La valeur normale a I'état éveillé oscille entre 60 et 75% ; elle diminue a 67% a partir
de 60 ans. Bien que la variation de cette valeur soit plus significative que sa valeur absolue, une
SrO; inférieure a 50% est clairement anormale. Il existe souvent une légere asymeétrie entre les
deux hémispheres, mais l'apparition d’une nouvelle asymétrie de > 10 % est suspecte d’étre
pathologique. La question majeure est celle de la définition d’un seuil en dessous duquel une
intervention thérapeutique se justifie parce que des déficits neurologiques sont probables. En
chirurgie carotidienne, une baisse de 20% a une valeur prédictive positive de 37% et une valeur
prédictive négative de 98% pour la présence de déficits neurologiques postopératoires. Une baisse
a des valeurs de 30-40% signe une souffrance grave, mais est encore compatible avec une
récupération neurologique. Dans I'état actuel de nos connaissances, on peut suggérer les reperes
suivants :

e Baisse de 5-15% : normal lors de clampage carotidien ;

e Baisse de < 20% : faible probabilité de souffrance neurologique ;

o Baisse de > 20% : seuil d’alerte ;

e SrO; = 40% : limite de récupération neurologique certaine ;

e SrO; <30% : seuil de probabilité de déficits neurologiques postopératoires.

En cours d’intervention, on cherche donc a maintenir la SrO, entre 65% et 75%, et/ou a
éviter une chute de plus de 20%. Le maintien rigoureux de la perfusion cérébrale en suivant
I’évolution de la SrO; tend a diminuer l'incidence des AVC, des troubles neuro-cognitifs et des
insuffisances multi-organiques postopératoires ; de plus, la durée d’hospitalisation est liée a

I'importance de la désaturation cérébrale peropératoire (OR = 2.71)

7
7 Voite photons laser
cranienne

Spectroscope
infra-rouge

Affichage ScO2
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Figure 6. Mécanisme d’action des thérapeutiques antioxydantes.
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Tableau 3. Patrol obtenus aux temps TO, T1 et T2 en fonction de I’age des

patients en années.

Temps | Age(an) | n PATROL p
<66 12 | 173 [108 — 214]
66-70 16 | 135[112 —148]
TO 71-75 11 94 [65—182] | 0,298
76-80 7 145 [49 — 187]
>80 10 | 122]90 — 146]
<66 11 | 178 [173 — 235]
66-70 16 | 179 [126 — 268]
T1 71-75 11 | 178123 -269] | 0,661
76-80 7 136 [96 - 195]
>80 10 | 175[147 — 224]
<66 7 120 [64 — 160]
66-70 8 98 [80 — 145]
T2 71-75 7 145[135 -217] | 0,355
76-80 3 57 [36 — 182]
>80 4 99 [70 - 143]

Patrol exprimé en UA et médiane [25°-75° percentiles], n nombre de mesures,

p obtenu apres ANOVA a une voie pour mesures répétées.
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Tableau 4. Patrol obtenus aux temps TO, T1 et T2 en fonction du sexe des

patients.
Temps | Sexe n PATROL p

0 F 14 | 164 [108 — 194] 0215
M 42 126 [93 — 169] '
F 13 | 179135 —220]

i M 42 | 176 [134 — 222] 0.976
F 8 90 [58 — 146]

T2 M 21 132 [91 - 162] 0,251

Patrol exprimé en UA et médiane [25°-75° percentiles], n nombre de mesures,

p obtenu apres ANOVA a une voie pour mesures répétées.

Tableau 5. Patrol obtenus aux temps TO, Tl et T2 en fonction de la

présence ou non d’un HTA chez les patients.

Temps | HTA| n PATROL
oo prslise-2e ' i
e Ry

Patrol exprimé en UA et médiane [25°-75° percentiles], n nombre de mesures,

p obtenu apres ANOVA a une voie pour mesures répétées.

Tableau 6. Patrol obtenus aux temps TO, Tl et T2 en fonction de la

présence ou non d’une dyslipidémie chez les patients.

Temps | Dyslipidémie | n PATROL p
o 0D
l———tr . [T
 —— ST

Patrol exprimé en UA et médiane [25°-75° percentiles], n nombre de mesures,

p obtenu apres ANOVA a une voie pour mesures répétées.
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Tableau 7. Patrol obtenus aux temps TO, Tl et T2 en fonction de la

présence ou non d’un diabéte chez les patients.

Temps | Diabéte | n PATROL p
o |0 el g
O[T,
"2 |5 |20 iee- 160l | 75"

Patrol exprimé en UA et médiane [25°-75° percentiles], n nombre de mesures,

p obtenu apres ANOVA a une voie pour mesures répétées.

Tableau 9. Patrol obtenus aux temps TO, Tl et T2 en fonction de la

présence ou non d’un tabagisme chez les patients.

Temps | Tabagisme | n PATROL p
o S el o
I ——r el B AP
A SR Y

Patrol exprimé en UA et médiane [25°-75° percentiles], n nombre de mesures,

p obtenu apres ANOVA a une voie pour mesures répétées.
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