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Le système kinine-kallicréine est composé de peptides vasoactifs, les kinines, dont le 

plus connu est le nonapeptide bradykinine, qui agit via l’activation de deux récepteurs couplés 

aux protéines G : le RB2 (constitutif) et le RB1 (inductible). Elle est impliquée dans de 

nombreuses fonctions physiologiques dont notamment la régulation de la pression artérielle, 

l’inflammation, la coagulation, et la nociception. Comme de nombreux facteurs paracrines, la 

bradykinine participe à la régulation de la pression artérielle, non pas en condition 

physiologique, mais en situation de stress métabolique, immunologique ou vasculaire. Par ses 

interactions avec le système rénine-angiotensine, elle contribue aux effets anti-hypertenseurs 

des inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC). Cet effet hypotenseur résulte principalement 

de l’activation du RB2, même si l'induction du RB1 a aussi été observée.   

Malgré une littérature abondante sur le système kinine-kallicréine, son implication en 

anesthésie-réanimation reste encore mal connue. Hors, il semble très probable que ce système 

soit impliqué dans la régulation de la pression artérielle en situation d’agression aiguë comme 

l’anesthésie ou lors d’un état de choc, en particulier hémorragique. En effet, d’un point de vu 

physiopathologique, la perte de sang conduit progressivement à une hypotension artérielle, à 

une diminution de la perfusion tissulaire, et à une hypoxie cellulaire qui est aussi responsable 

d’une activation de l’inflammation, de la coagulation et de l’immunité. Ces différents 
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éléments suggèrent donc fortement l’implication du système kinine-kallicréine (notamment 

du RB2) au cours du choc hémorragique.  

L’objectif principal de ce travail était d’étudier le rôle du RB2 dans l’hypotension 

artérielle et les dysfonctions d’organe induites par un choc hémorragique. Pour cela, nous 

avons utilisé deux modèles murins de choc hémorragique contrôlé: i) un modèle à pression 

contrôlée via un prélèvement de sang responsable d’une hypotension artérielle cible, afin 

d’évaluer l’impact hémodynamique, ii) un modèle à objectif de volume dans lequel un 

prélèvement de sang d’un volume constant a été réalisé pour évaluer le retentissement sur la 

défaillance d’organe.  

Nous avons d’abord étudié l’impact du blocage du RB2 sur la sévérité de l’agression 

rénale aiguë induite par une anesthésie et un choc hémorragique à pression contrôlée. Pour 

cela, nous avons étudiées les conséquences de l’invalidation génique (souris KOB2 

n’exprimant plus le RB2) ou du blocage pharmacologique du RB2 (antagoniste B2 (HOE-

140)) sur la fonction rénale et les variations de la perméabilité vasculaire rénale. Dans un 

autre travail, nous avons étudié l’intérêt potentiel du blocage aigu du RB2 au cours d’un choc 

hémorragique lors d’une exposition préalable à un IEC. En effet, les IEC peuvent être à 

l’origine d’une aggravation des hypotensions artérielles au cours d'une anesthésie et a fortiori 

d’un choc hémorragique. Ces hypotensions artérielles sévères sont à l’origine d’une 

augmentation du nombre d’insuffisances rénales aiguës et de la mortalité périopératoire. En 

cas d’exposition préalable à un IEC, le blocage aigu du RB2 pourrait ainsi prévenir 

l’apparition d’hypotensions artérielles sévères au cours d’une anesthésie ou en cas d’état de 

choc. Afin d’étayer cette hypothèse, nous avons évalué l’impact du blocage pharmacologique 

du RB2 sur la défaillance multi-organique et la mortalité dans un modèle de choc 

hémorragique à pression ou à volume contrôlé chez des souris préalablement traitées par un 

IEC.  
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Ce travail de thèse met en évidence l’implication du RB2 au cours d’un choc 

hémorragique, en particulier lorsque les effets de la bradykinine sont potentialisés par 

l’exposition à un IEC. Cela soulève de manière plus générale, la question du rôle de la 

bradykinine dans les effets hémodynamiques observés au cours du choc.  

Ce travail a été réalisé au sein de l’équipe 12 de l’I2MC (UMR1048, Toulouse) et en 

collaboration avec l’équipe d’accueil 4564 (faculté de médecine de l’Université Paul 

Sabatier). Il a permis la rédaction d’un article publié dans un journal international à comité de 

lecture, d’une correspondance en cours de soumission, et de deux communications orales au 

congrès de la société française d’anesthésie-réanimation (SFAR) et au congrès de physiologie 

et de biologie intégrative (CPBI). Il a également fait l’objet d’un dépôt de brevet en avril 

2014.  

Cette thèse est construite autour de ces travaux. La première partie s’attache à décrire 

le système kinine-kallicréine, et ses interactions avec le système rénine-angiotensine. Nous 

abordons aussi l’implication probable du système kinine-kallicréine lors d’un état de choc ou 

d’une anesthésie. La deuxième partie est consacrée au choc hémorragique, à la description 

physiopathologique de ce choc et aux différents modèles expérimentaux proposés dans la 

littérature. Cette partie sera l’occasion de présenter mon travail de M2R sur la place du RB2 

dans l’agression rénale aiguë induite par un choc hémorragique contrôlé. Enfin la troisième 

partie est consacrée à l’impact du blocage du RB2 sur les effets hypotenseurs des IEC au 

cours d’un choc hémorragique contrôlé. Nous y détaillons d’abord la place centrale des IEC 

dans le traitement des maladies cardiovasculaires et rénales, mais aussi leurs effets 

potentiellement délétères en anesthésie-réanimation. Nous présentons nos travaux sur l’intérêt 

du blocage aigu du RB2 pour prévenir l’aggravation des hypotensions artérielles induites par 

les IEC au cours du choc hémorragique et son impact sur la mortalité et la défaillance 

d’organe. Enfin, nous avons souhaité partager nos premiers résultats concernant l’activation 
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des voies de signalisation (voie du NO) et de l’inflammation dans les modèles expérimentaux 

de choc hémorragique que nous avons mis en œuvre tout au long de nos travaux.  

En espérant que vous prendrez plaisir à lire ce manuscrit, bonne lecture ! 
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 PARTIE I : RÔLE DU SYSTEME KININE-
KALLICREINE EN ANESTHESIE-RÉANIMATION 

 
 
 
 
 
 

Le système kinine-kallicréine (SKK) est un système peptidique vasoactif ayant une 

puissante action vasodilatatrice. Il est impliqué dans de nombreuses fonctions physiologiques 

telles que la régulation locale et systémique de la pression artérielle, la volémie, la 

perméabilité vasculaire, les réponses inflammatoires, la médiation de la douleur et le 

phénomène de coagulation. Il est composé d’enzymes activatrices, appelées kallicréines, de 

leurs substrats, les kininogènes et de peptides vasoactifs, appelés kinines agissant sur deux 

types de récepteurs : le RB1 et le RB2. L’inhibition de ces récepteurs par invalidation 

génétique ou par blocage pharmacologique a permis de mieux comprendre les actions et 

implications physiopathologiques complexes de ce système. Par ses interactions avec le 

système rénine-angiotensine (SRA), le SKK participe notamment aux mécanismes de l’action 

hypotensive et néphroprotectrice des inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine 

I (IEC). Par ses implications dans la vasomotricité vasculaire et dans les réponses 

inflammatoires, le SKK joue un rôle encore mal défini dans le contrôle de la pression 

artérielle au cours d’une anesthésie et dans le développement des états de choc.  

L’objectif de cette première partie est de décrire les composants du SKK, de 

comprendre ses interactions avec le SRA, et de décrire les implications potentielles de ce 

système en anesthésie-réanimation.  
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I.1 Le système kinine-kallicréine  
 
 

I.1.1 L’histoire du système kinine-kallicréine 

 

La première observation du système kinine-kallicréine (SKK) a été faite en 1909 par 

deux physiologistes toulousains, Abelous & Bardier, qui ont rapporté qu’une injection 

intraveineuse d’urine humaine entraînait une hypotension artérielle importante chez le chien 

(1). Sur la base de cette observation, le groupe de E. Werle du Max Plank Institüt de Munich, 

en 1930, a mis en évidence des quantités importantes de cette substance hypotensive à partir 

d’extraits de pancréas, et la désigna sous le nom de « kallicréine » (du grec kallikreas, 

pancréas) (2). Il a été suggéré initialement que la kallicréine était une hormone synthétisée par 

le pancréas et éliminée dans l’urine. Cette hypothèse a ensuite été abandonnée avec la 

découverte des enzymes plasmatiques et tissulaires. En 1950, le groupe brésilien de Rocha e 

Silva (3) a découvert la bradykinine (BK) en montrant que la trypsine ou le venin du serpent 

Bothrops jararaca, mis en présence de globulines plasmatiques, induisait la libération d’un 

peptide fortement hypotenseur. Ces chercheurs ont attribué les noms de « bradykinine » à ce 

peptide, de « bradykininogène » à son précurseur, et de «kininogénases» aux enzymes telles 

que la kallicréine, la trypsine, et autres enzymes capables de libérer des kinines à partir de ce 

précurseur. En 1970, aux États-Unis, le groupe d’Erdös a découvert que l’enzyme de 

conversion de l’angiotensine (ECA) était à la fois capable de produire de l’angiotensine II 

vasoconstrictrice et d’inactiver la BK vasodilatatrice (4). Cette découverte ouvrit alors une 

importante voie de recherche pour l’industrie pharmaceutique dans le domaine de 

l’hypertension avec le développement des inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC). Après 

plusieurs années de recherches sur la structure de la BK, Vavreck et Stewart de l’École de 
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Médecine de Denver synthétisaient le premier antagoniste compétitif de la BK (5). En 1980, 

D. Regoli et J. Barabe (6) proposaient, sur des bases exclusivement pharmacologiques, 

l’existence de deux récepteurs de la BK. Cette distinction fut confirmée en 1991 et 1994 par le 

clonage des ADNc de deux types de récepteurs distincts.  

La découverte du SKK a fait l’objet de multiples recherches et de publications. A 

l’heure actuelle, on recense plus de 30 000 références sur le SKK indexées dans pubmed. Le 

système kinine-kallicréine joue un rôle physiologique important car il est situé à la croisée de 

plusieurs systèmes peptidiques et voies de signalisation telles que la cascade de la 

coagulation, les voies de la fibrinolyse, du complément ou le système rénine-angiotensine 

(SRA) (7). Tantôt bénéfique, tantôt délétère, les nombreuses facettes de ce système sont 

encore imparfaitement connues et restent à explorer. 

 

I.1.2 Les composants du système kinine-kallicréine  

 

I.1.1.1 Kininogènes  

Les kininogènes sont des glycoprotéines issues de l’épissage alternatif d’un seul gène 

de 11 exons localisé sur le 3ème chromosome chez l’homme. Il en existe deux types : le 

kininogène de haut poids moléculaire (KHPM, 110 kDa) et le kininogène de bas poids 

moléculaire (KBPM, 66 kDa). Le KHPM est une α-globuline et le KBPM est une β-globuline 

qui sont clivées respectivement par la kallikréine plasmatique et la kallikréine tissulaire (8). 

Ils sont synthétisés principalement au niveau du foie mais ont été également mis en évidence 

dans d’autres organes (rein, coeur, endothélium) et sont présents en quantité importante dans 

le plasma. Les deux types de kininogènes ont en commun leur chaine lourde, constituée des 

domaines 1 à 4, qui leur confère des propriétés antiprotéasiques non spécifiques. Le domaine 

4 constitue la partie kininoformatrice. Les kininogènes diffèrent par leur chaine légère, de bas 
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ou de haut poids moléculaire. La chaine légère de haut poids moléculaire confère ainsi à ce 

kininogène une propriété de cofacteur de la coagulation (activité procoagulante) alors que 

celle de bas poids moléculaire n’a pas de fonction connue. 

 

I.1.1.2 Kallicréines  

Les kinines sont libérées lors de l’hydrolyse enzymatique des kininogènes par des 

sérine-protéases : les kallicréines. Il existe au moins deux types d’enzymes kallicréines : la 

kallicréine plasmatique et la kallicréine tissulaire. Elles diffèrent par leurs propriétés physico-

chimiques et fonctionnelles, leurs substrats et leurs localisations (9). Les deux hydrolysent, 

avec des affinités différentes, les kininogènes de haut et de bas poids moléculaire (figure 1).  

 

 

Figure 1 : Sites d’action des kallicréines tissulaire et plasmatique au niveau des kininogènes de 
haut et bas poids moléculaire. 

 

 

La kallicréine plasmatique (60 kDa) est codée par un seul gène, elle est synthétisée au 

niveau du foie sous la forme d’un précurseur inactif, la prékallicréine, qui est la forme 

circulante. Elle est activée par le facteur Hageman (XIIa) ou par des protéases endothéliales 

en présence de zinc. La kallicréine plasmatique circule dans le sang sous la forme d’un 

complexe hétérodimérique. L’enzyme hydrolyse le kininogène de haut poids moléculaire 

(KHPM), au niveau des liaisons Lys-Arg et Arg-Ser, et libère la bradykinine (BK) (6) (figure 

2). La kallicréine plasmatique est inhibée par des molécules situées au carrefour des voies de 
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la coagulation, de l’inflammation et du complément telles que l’antithrombine III, l’α2-

macroglobuline et le C1-inhibiteur (10). 

Les kallicréines tissulaires, dont il existe actuellement quinze formes moléculaires 

différentes de 24 à 48 kDa, sont synthétisées par le pancréas, les reins, l’intestin, le cerveau, 

les glandes sous-maxillaires et les glandes sudoripares (10). Ces protéines sont codées par 

plusieurs gènes localisés sur un même chromosome. Chez l’homme, ces gènes sont placés en 

tandem sur le chromosome 19q13.4. Les kallicréines tissulaires sont synthétisées sous forme 

de précurseurs inactifs, les prokallicréines (ProK) qui, sous l’action de la trypsine ou de la 

thermolysine, libèrent les kallicréines tissulaires matures. Les kallicréines hydrolysent les 

liaisons Met-Lys et Arg-Ser du kininogène de bas poids moléculaire (KBPM) pour libérer la 

LysBK ou kallidine (figure 1) et sont spécifiquement inhibées par une Serpin (serine protease 

inhibitor) : la kallistatine. Les kallicréines participent également à la dégradation du KHPM. 

 

 
Figure 2 : Système kinine-kallicréine.  
KHPM : kallicréine de haut poids moléculaire ; KBPM : kallicréine de bas poids moléculaire ; BK : 
bradykinine ; LysBK : Lysbradykinine (d’après Griffon C. et al., mt cardio n°1, vol1) 
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I.1.1.3 Kinines et kininases 

Les kinines sont des agents vasoactifs synthétisés de novo et présents dans la 

microcirculation. Les deux principales kinines sont la bradykinine (BK), et la kallidine (Lys-

BK). Les kinines exercent leurs activités pharmacologiques en stimulant des récepteurs à 7 

domaines transmembranaires couplés aux protéines G : les récepteurs B2 (RB2) et B1 (RB1). 

La BK et la Lys-BK sont des agonistes endogènes des récepteurs B2 tandis que la des-Arg9-

BK et la des-Arg10-lysBK sont les agonistes préférentiels des récepteurs B1. La spécificité 

pharmacologique de chacun de ces peptides réside dans leur partie carboxy-terminale. 

Le temps de demi-vie des kinines dans le plasma est très court ; celui de la BK 

n’excède pas quelques secondes. Cette durée de vie courte corrobore l’observation selon 

laquelle les kinines exercent leurs actions essentiellement sur un mode autocrine/paracrine, en 

tout cas relativement proche de leur lieu de synthèse. En effet, les concentrations de BK 

tissulaires sont plus élevées que les concentrations plasmatiques (11). De plus, les différents 

éléments nécessaires à la synthèse de BK sont présents dans la paroi de certaines artères (12). 

Les kinines subissent une dégradation métabolique rapide par des kininases qui aboutit 

à la production de plusieurs métabolites actifs ou inactifs. In vivo, quatre enzymes sont 

principalement impliquées dans cette dégradation : la kininase I, l’enzyme de conversion de 

l’angiotensine I (ECA ou kininase II), l’endopeptidase 24-11 ou endopeptidase neutre et 

l’aminopeptidase P. Il a été montré que l’ECA est la principale enzyme de dégradation des 

kinines plasmatiques chez l’homme (13). Ces kininases sont trouvées de façon ubiquitaire 

notamment dans les cellules endothéliales, les cellules de la bordure en brosse du tubule 

contourné proximal et du tubule distal rénal, et dans le sang. 
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I.1.1.4 Les récepteurs de la Bradykinine : RB1 et RB2 

Les kinines agissent sur 2 récepteurs : les récepteurs B1 et B2. La structure de ces 2 

récepteurs est caractéristique des récepteurs couplés aux protéines G avec 7 domaines 

transmembranaires, un domaine N-terminal extracellulaire et un domaine C-terminal 

intracellulaire (figure 3). Ils sont codés par deux gènes différents chez tous les mammifères 

(14). Chez l’Homme, les gènes de ces deux récepteurs, localisés sur le chromosome 14 sont 

séparés par seulement 12 kb (8). L’homologie de structure entre les récepteurs B1 et B2 n’est 

que de 36% chez l’Homme, et de 30% chez la souris. 

 

 

Figure 3 : Représentation schématique de la séquence peptidique des récepteurs B1 et B2 
(Leeb-Lundberg LM et al. (14)) 

 

 

Initialement, ces deux récepteurs ont été distingués et classés selon leurs propriétés 

pharmacologiques, en particulier selon leur affinité pour 2 différents ligands : la des-Arg9 BK 

et la BK (6).  
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Le RB1 est activé préférentiellement par la des-Arg9-BK et la des-Arg10-lysBK, 

métabolites endogènes de la BK et de la lys-BK respectivement, après action de la kininase I. 

Il peut également être activé par la BK avec une moindre efficacité.  

Le RB2, responsable de la majorité des effets physiologiques décrits de la BK (10), est 

quand à lui activé exclusivement par la BK et la lys-BK (14). 

 

I.1.1.4.a  Localisation et régulation du RB2 et RB1 

Le récepteur B2 est constitutivement exprimé à la surface de nombreux types 

cellulaires, notamment les cellules endothéliales et musculaires lisses, les fibroblastes, les 

cellules mésangiales et épithéliales (10). Au niveau cellulaire, la régulation du RB2 se fait 

essentiellement par la BK. La stimulation du RB2 induit une internalisation rapide de celui-ci, 

impliquant la phosphorylation de résidus sérine et thréonine de son extrémité C-terminale. 

Cependant l’endocytose induite par la BK est rapidement suivie d’un recyclage du RB2 vers 

la membrane. L’activation du RB2 entraine donc un cycle endocytose/réexpression 

membranaire suite à la phosphorylation/déphosphorylation. La stimulation chronique du RB2 

semble cependant diminuer son expression membranaire probablement du fait de 

modifications post-transcriptionnelles (15). 

Contrairement au RB2, le RB1 est un récepteur essentiellement inductible. De ce fait, 

il est peu détectable dans les conditions physiologiques mais fortement exprimé au cours de 

certaines situations pathologiques (16). Son expression est induite en cas de lésions tissulaires, 

en présence d’endotoxines bactériennes, et au cours de certaines pathologies comme le 

diabète. Cette induction se fait au niveau transcriptionnel et implique des cytokines 

inflammatoires telles que l’interleukine-1β et le TNFα (17), ou encore l’activation des MAP-

kinases, la mise en jeu du facteur de transcription nucléaire NFκB et la protéine kinase p38 

(18). De façon très particulière, l’expression du RB1 peut être stimulée par son agoniste la 
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des-Arg9-BK ou des-Arg10-LysBK (19). Ce mécanisme d’up-régulation homologue pourrait 

expliquer certains effets B1 lors d’un traitement par des IEC. En effet, en bloquant la 

dégradation de la BK par l’ECA, les IEC favorisent la production de l’agoniste B1 par la 

kininase I. A la différence du RB2, le RB1 est associé à une lente dissociation du ligand, il 

n’est ni désensibilisé, ni internalisé (20). Le tableau 1 résume les propriétés des récepteurs B1 

et B2 de la BK. 

 

 RB1 RB2 
Famille  RCPG RCPG 
Mode d’expression  Inductible et faiblement 

exprimé 
Constitutif 

Localisation  Cellules endothéliales, 
Cellules mésangiales, 
fibroblastes, CML 

Ubiquitaire 

Désensibilisation  Non Oui 
Internalisation  Non Oui 
Agonistes préférentiels Des-arg9-Bradykinine 

Des-arg10-Kallidine 
Bradykinine 
Kallidine 

 
Tableau 1 : Résumé des propriétés des récepteurs B1 et B2 des kinines.  
RCPG : récepteur couplé aux protéines G ; CML : cellules musculaires lisses 
 

I.1.1.4.b Voies de signalisation et effets 

Le large spectre d’action de la BK est en rapport avec le nombre important de voies de 

signalisation induites par l’activation de ses récepteurs. La transduction des signaux pour les 

récepteurs des kinines est relayée par des systèmes de seconds messagers différents selon le 

type cellulaire, et implique l’activation de différentes protéines G. La liaison BK/RB2 est 

associée principalement à l’activation de la protéine Gαq responsable de l’activation de la 

cascade de la phospholipase C (PLC). La PLC stimule la formation d’inositol 1,4,5-

triphosphate (IP3) et du diacylglycérol impliqués respectivement dans la libération du calcium 

intracellulaire (Ca2+) et dans l’activation de la protéine kinase C (PKC). Le calcium 

intracellulaire augmente l’activité de la NO synthase endothéliale (eNOS) et donc la 
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production de NO (21), et active la phospholipase A2 (PLA2) (14). Le NO produit dans la 

cellule endothéliale diffuse et active la guanylyl-cyclase soluble (GMPc). La synthèse de 

prostaglandines via l’activation du RB2, passe principalement par la cascade de la PLC qui 

conduit à la formation de PLA2 (22). La libération de prostaglandines active l’adenylate 

cyclase menant à la formation de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). Enfin, 

l’activation du RB2 peut aussi stimuler l’expression de COX-2 via l’activation de la voie de 

l’AMPc et NF-kB conduisant à la production de cytokines pro-inflammatoires.  

Selon les conditions physiologiques et physiopathologiques, l’activation du récepteur 

B2 peut induire des effects biologiques opposés. Par exemple, au niveau de la cellule 

endothéliale, l’effet vasodilatateur induit par l’activation du RB2 provient de la production de 

NO/GMPc, de prostaglandines, et du facteur endothélial EDHF (endothelium-derived 

hyperpolarizing factor) par la PLA2 (23). L’effet systémique vasodilatateur puissant de la BK 

nécessite donc l’association cellule endothéliale/cellule musculaire lisse (CML) (23,24). 

Cependant, dans certaines situations associées à un dysfonctionnement ou à l’absence 

d’endothélium, la BK, en agissant directement sur la CML, devient un puissant 

vasoconstricteur (25). Un autre exemple des effets paradoxaux du RB2 est celui de 

l’activation de la voie du NO et du GMPc (assurant la protection de l’endothélium) 

parallélement de l’activation de la voie NF-kB et AMPc conduisant à la production de 

cytokines pro-inflammatoires. Les multiples voies de signalisation activées par le RB2 

expliquent ce double rôle, protecteur ou délétère, que l’on observe en fonction des situations 

cliniques (26).  

Concernant le récepteur B1, celui-ci active principalement les protéines Gαq et Gαi 

qui activent des voies de signalisations similaires au récepteur B2. Cependant les modalités 

d’activation de ces voies peuvent être différentes. En effet, l’augmentation de calcium induite 

par l’activation du RB2 provient de la cellule alors que l’augmentation de calcium induit par 
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le RB1 provient du calcium extracellulaire. D’autre part, la production de NO induite par le 

RB1 est dépendante de la NO synthase inductible (iNOS) et non de la eNOS (27). Cette 

activation passe par la protéine Gαi.  

 
Figure 4 : Voie de signalisation des kinines.  
NO : Monoxyde d’azote; eNOS: NO synthase endothéliale ; iNOS : NO synthase inductible ; PGE : 
prostaglandine, GC guanylyl cyclase ; GMPc :guanylyl-cyclase soluble ; AC :adénylyl cyclase ; AMPc : 
adénosine monophosphate cyclique PLA2 :phospholipase A2 ;  PLC :phospholipase C ; .PKC : protéine 
kinase C ; COX-2 cycloxygénase 2. Schéma représentant les récepteurs RB1 et le RB2, et les seconds 
messagers issus de leur activation. Le RB2 active principalement la voie de la PLC, PKC et MAP 
kinase via l’activation de la protéine Gαq, entrainant la libération de calcium intracellulaire et 
l’activation de la voie de la PLA2 et des PGE. Le RB2 peut aussi activer directement la eNOS qui libère 
le NO. Le NO et les PGE activent respectivement la GC et l’AC produisant le GMPc et l’AMPc. 
L’activation de COX-2 peut être induite par l’AMPc et la voie d’NF-kB responsable de la production de 
le PGE et de cytokines pro-inflammatoires. Le RB1 active aussi les protéines Gαq et Gαi qui activent 
les mêmes voies de signalisation que le RB2. Le RB1 induit la production de NO par la iNOS. Les 
différents effets biologiques induits de l’activation de ces deux récepteurs dépendent du type cellulaire, 
de leur environement, et des interactions entre ces différentes voies de signalisation.  

 

L’action vasodilatatrice des kinines sur les vaisseaux résulte principalement de 

l’activation endothéliale de cette « voie du NO », mais aussi de l’inhibition de la production 

d’anion superoxyde, de la libération de catécholamines par le système nerveux sympathique, 

et de l’inhibition de la libération d’endothéline par l’endothelium (28–30).  
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I.2 Système kinine-kallicréine et système rénine-

angiotensine  

I.2.1  

 
In vivo, la BK est rapidement inactivée par deux voies enzymatiques principales 

impliquant les kininases I et II. Sa demi-vie plasmatique est estimée à moins de 30 secondes. 

La kininase I, également connue sous le nom de carboxypeptidase N (CPN) dans le plasma ou 

carboxypeptidase M (CPM) sur la membrane plasmique des cellules vasculaires, génère la 

des-Arg9-BK. Celle-ci, agoniste préférentiel du récepteur B1, est responsable d’effets 

biologiques bien distincts de ceux de la BK. La kininase II (ou ECA) est la cible des IEC. Elle 

est capable d’une part de générer l’Ang II à partir d’Ang I et, d’autre part, de dégrader la BK 

en fragments BK1-5 et BK1-7 inactifs. L’ECA est une kininase plutôt qu’une angiotensinase. 

En effet, l’affinité de l’ECA purifiée pour la BK est environ cent fois supérieure à celle pour 

l’Ang I ; la BK constitue donc un substrat préférentiel pour l’ECA (31,32). Ce double rôle de 

l’enzyme de conversion, synthèse de l’Ang II et dégradation de la BK, constitue un lien étroit 

entre ces 2 puissants systèmes vasomoteurs (SRA et SKK). Le SKK est donc couplé 

négativement au SRA par l’enzyme de conversion qui active le SRA et inhibe le SKK. 

L’action vasomotrice des 2 systèmes dans un sens opposé en fait des systèmes organisés en 

contre-régulation, permettant de maintenir un ajustement fin du tonus vasculaire. 

L’organisation et l’intersection de ces deux systèmes sont représentées sur la figure 5. 
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Figure 5 : Interaction entre les systèmes rénine-angiotensine (SRA) et kallicréine-kinine (SKK).  
Ang : angiotensine ; AT1 ou AT2: Récepteur de type I ou II de l’Angiotensine II; ARAII : antagonistes 
du récepteur AT1 de l’angiotensine II ; BK : Bradykinine ; ECA : enzyme de conversion de 
l’angiotensine (ou kininase II), IEC : inhibiteurs de l’enzyme de conversion, IVP : inhibiteurs des 
vasopeptidases. 

 
 

 

 

L’inhibition du SRA par l’administration d’inhibiteur de l’enzyme de conversion 

(IEC) ou par des antagonistes du récepteur AT1 de l’Ang II (ARAII) active de façon directe 

ou indirecte le SKK. En effet, les IEC inhibent la formation d’Ang II et la dégradation de la 

BK, tandis que les ARAII bloquent l’action de l’Ang II sur le récepteur AT1 laissant persister 

les effets du récepteur AT2 dont l’activité est partiellement BK dépendante (figure 5). 

Les IEC sont aussi impliqués dans l’activation du RB2 par plusieurs mécanismes 

intriqués et additionnels (figure 6). Le principal d’entre eux est l’inhibition de la dégradation 
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de la BK, toutefois plusieurs autres mécanismes ont été proposés. Tout d’abord, l’ECA et le 

RB2 pourraient former un complexe (complexe ECA/RB2), qui augmenterait la sensibilité du 

RB2 pour la BK (33). Par ailleurs, l’inhibition de l’ECA entraîne l’accumulation d’Ang I 

dégradée en angiotensine 1-7. Celle-ci, en activant un récepteur spécifique associé à 

l’oncogène Mas (34), induit des effets hypotenseurs et vasodilatateurs (opposés à ceux de 

l’Ang II) qui peuvent être inhibés par des antagonistes du RB2 (35,36). L’angiotensine 1-7 

peut aussi se comporter comme un inhibiteur de l’ECA (et donc augmenter la biodisponibilité 

de la BK), mais également agir sur le complexe ECA/RB2 et diminuer la désensibilisation du 

RB2 (37). Enfin, l’activation du récepteur AT2 par l’Ang II induit aussi des effets 

vasodilatateurs via une synthèse accrue de BK et une activation du RB2 (38).  

 

Figure 6 : Possibilités d’activation du RB2 durant un traitement par un IEC ou un ARAII. 
ECA : enzyme de conversion de l’angiotensine II ; IEC : inhibiteurs de l’enzyme de conversion ; ARAII 
: antagonistes du récepteur AT1 de l’angiotensine II ; EPN : endopeptidase neutre ; PEP : prolyl 
endopeptidase. Au cours d’un traitement par les IEC : (a) l’IEC bloque la formation d’angiotensine II et 
inhibe la dégradation de la bradykinine favorisant ainsi l’activation du RB2, (b) certains IEC pourraient 
avoir une action directe sur l’activation du RB2 en formant un complexe. En l’absence de formation 
d’angiotensine II, il y a formation directe d’angiotensine 1-7 qui peut diminuer la dégradation de 
bradykinine (c), mais aussi stimuler directement le RB2 (d). Au cours d’un traitement par un ARAII, le 
blocage du récepteur AT1 favorise l’action de l’angiotensine II sur le récepteur AT2, dont l’activation 
est associée à celle de la kallicréine, ce qui entraîne la formation de bradykinine. Suite à l’accumulation 
d’angiotensine II (dont la formation n’est pas bloquée, comme c’est le cas en présence d’un IEC), on 
observe une formation accrue d’angiotensine 1-7 qui renforce la stimulation du RB2 (c et d). (Schéma 
d’après Marie Buléon, med sci 2007, vol 23 numéro 12) 
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L’augmentation de la biodisponibilité de la BK induite par les IEC active 

principalement le RB2 mais des données montrent qu’il existe également une augmentation de 

l’expression du RB1 au niveau rénal chez le rat et la souris normotendus (39) et au niveau 

aortique chez le rat hypertendu (40). Cet effet semble cependant transitoire (quelques jours) 

lors d’un traitement chronique par IEC (40). 

I.3 Invalidation génétique ou blocage pharmacologique 

du RB2  
 
 

I.3.1 Invalidation génétique du RB2 

 

Afin de mieux comprendre les effets physiopathologiques d’un gène, il est 

particulièrement intéressant de bloquer génétiquement sa transcription afin d’observer les 

conséquences physiologiques et cytologiques d’une telle suppression. C’est pourquoi les 

souris knock-out pour le RB2, le RB1 ou les 2, ont été largement étudiées.  

Les souris déficientes pour le RB2 (KOB2) ont permis d’observer des effets 

contradictoires. En effet, certains travaux montrent que les souris KOB2 sont hypertendues et 

tachycardes (41,42), alors que d’autres travaux suggèrent que leur pression artérielle n’est pas 

modifiée par rapport aux souris sauvages (43). En fait, l’absence de RB2 semble avoir un 

impact sensible dans certaines conditions pathologiques notamment au niveau rénal. Par 

exemple, les souris KOB2 présentent une hypersensibilité aux régimes hypersodés (44). Un 

apport excessif de NaCl ainsi qu’un excès de minéralocorticoïdes provoquent une 

hypertension plus importante chez les souris KOB2 que chez des souris sauvages (45).  
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Les modèles de souris KO pour l’un des récepteurs de la BK présentent cependant une 

limite. En effet, plusieurs travaux ont montré que le récepteur non invalidé (RB1 chez les 

animaux KOB2 et inversement) était surexprimé (46,47). Cette surexpression pourrait 

correspondre à une adaptation physiologique destinée à compenser l’absence de l’autre 

récepteur. Duka et al (46) ont mis en évidence cette surexpression du RB1 chez les souris 

KOB2, le RB1 compensant alors la perte du RB2 en exerçant à sa place des effets 

vasodilatateurs. 

 

I.3.2 L’inhibition pharmacologique du RB2  

 
Les progrès dans la connaissance du SKK ont été stimulés par la découverte et la 

synthèse de molécules antagonistes à la fois plus stables et plus spécifiques de chaque type de 

récepteur. Il existe 3 types d’antagonistes caractérisés par leurs structures (48) : les 

antagonistes peptidiques dont la structure est très proche de celle de la BK, et qui ont de ce 

fait l’inconvénient d’avoir une demi-vie courte ; les antagonistes pseudo-peptidiques dont la 

demi-vie est plus longue car ils sont résistants à la dégradation par les pseudopeptidases ; les 

antagonistes non peptidiques qui ont l’inconvénient de traverser facilement la membrane 

cellulaire et d’induire pour certains des effets nucléaires (ex : le SSR640312, antagoniste du 

RB1).  

Ces molécules aident à comprendre les « rouages » du SKK mais elles permettent 

également d’envisager des perspectives thérapeutiques dans de nombreuses pathologies. 

Régoli et al. furent les premiers à synthétiser un antagoniste du RB1, la Des-Arg9-Leu8-BK, 

qui a été caractérisé en utilisant des tests de contraction d’aortes isolées de lapin (car chez le 

lapin l’aorte exprime spontanément le RB1) (49). Cet antagoniste a été obtenu en remplaçant 

la phénylalanine C-terminale de l’agoniste B1 des-Arg9-BK, par un acide aminé aliphatique 
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la leucine. L’effort de recherche principal s’est néanmoins concentré sur le développement 

d’antagonistes du RB2, récepteur responsable de la plupart des effets biologiques de la BK. 

Le premier antagoniste B2 fut découvert par l’équipe de Vavrek et Stewart en 1985 (5). Le 

remplacement du résidu proline en position 7 par un résidu D-aromatique, dans la séquence de 

la BK lui confère une activité antagoniste B2. Le résidu aromatique utilisé dans la première 

génération d’antagonistes a été la phénylalanine (Phe), dans les générations suivantes, la 

phénylalanine a été remplacée par des acides aminés non naturels ayant des propriétés 

stériques favorables (50). Le plus utilisé des antagonistes est l’HOE-140 ou icatibant (figure 

7) (51).  

 

I.3.3 L’icatibant ou HOE-140 

 
L’icatibant fut développé en premier par Hoechst avec l’acronyme HOE-140. 

L’icatibant/HOE-140 est un décapeptide synthétique appartenant à la famille des antagonistes 

pseudopeptidiques. Sa structure comprend deux nouveaux acides aminés non naturels (figure 

7) : l’acide D-tetrahydroisoquinidine-3-carboxylique (D-Tic) en position 7 et l’acide 

octahydroindole-2-carboxylique (Oic) en position 8. Ces changements conformationnels 

améliorent la demi-vie du produit in vivo en bloquant sa dégradation par les CPN et l’ECA. 

La partie C-terminale L-Arg est substituée par la D-Arg qui assure sa capacité de liaison au 

RB2 et inhibe sa dégradation par l’aminopeptidase (APP). Enfin, le remplacement de Pro3 par 

la L-hydroxyproline (Hyp3) améliore l’effet antagoniste de l’icatibant. Cette conformation 

confère à l’icatibant sa haute affinité et forte spécificité pour le RB2.  
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Figure 7 : Comparaison des structures protéolytiques de la bradykinine et de l’icatibant. 
Conséquences des modifications conformationnelles de l’icatibant sur les effets antagonistes du RB2. 
APP : Aminopeptidase P ; RB2: Récepteur B2 ;  BK : Bradykinine ; CPN/M : Carboxypeptidase N/M. 
Figure adaptée de Charignon et al. (52). 

 

 

L’icatibant a une affinité pour le RB2 plus grande que la BK (52). L’icatibant a aussi 

un effet antagoniste sur le RB1. Son affinité pour le RB1 est plus élevée que celle de la des-

Arg9-BK pour le RB1 mais inférieure à celle pour le RB2 (30,32).  

Un certain nombre de données expérimentales montrent que l’icatibant est capable in 

vivo d’abolir les effets de la BK : chez le rat, l’icatibant prévient l’extravasation de protéines 

induite par la BK (54), inhibe les effets hypotensifs de la BK (51), et diminue la 

bronchoconstriction (55) et la douleur induite par la BK (54).  

L’effet antagoniste de l’icatibant sur les effets vasodilatateurs de la BK a ensuite fait 

l’objet d’une étude de phase I (56). Cette étude randomisée, contrôlée, et en double-aveugle a 

montré que l’icatibant était capable d'inhiber, de façon dose dépendante, les effets de la BK. 

Secondairement, l’icatibant a fait l’objet d’études de phase II et III. L’efficacité et l’innocuité 
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de l’icatibant ont été validées par 3 études majeures dans le traitement de l’angioedème de 

stade I et II: les études FAST (For Angioedema Subcutaneous Treament). L’étude FAST-2 a 

démontré une supériorité de l’icatibant sur l’acide tranéxamique (57), tandis que l’étude 

FAST-3 une supériorité de l’icatibant contre placébo (58). Enfin, en 2015, une étude 

randomisée contrôlée a montré la supériorité de ce traitement par rapport au traitement 

conventionnel (glucocorticoïde et antihistaminique) dans le traitement de l’oedème 

angioneurotique induit par les IEC (59).  

L’icatibant a obtenu l’autorisation de mise sur le marché (AMM) en 2008 en Europe 

puis en 2011 aux Etats-Unis dans le traitement des crises aiguës d’angioedème héréditaire 

chez l’adulte ayant une carence en inhibiteur de la C1-estérase.  

 

I.4 Rôle du RB2 dans les maladies rénales  
 
 
En plus de ses actions vasodilatatrices déjà détaillées, la BK exerce, principalement via 

le RB2, des effets natriurétiques qui impliquent soit l’inhibition de la synthèse d’AMPc 

(60,61), soit la synthèse de NO (61–63). Ces études suggèrent que l’inactivation du SKK 

favorise l’hypertension artérielle et le développement de ses complications rénales. Le SKK 

est donc rapidement apparu comme un système de défense contre les effets vasoconstricteurs 

du SRA. 

De nombreux arguments suggèrent que la BK exerce un rôle néphroprotecteur, 

indépendant de son effet sur l’hypertension artérielle. Par exemple, la perfusion de kallicréine 

chez le rat Dahl hypertendu, à une dose qui n’a pas d’effet sur la pression artérielle 

systémique, réduit la protéinurie, augmente le débit de filtration glomérulaire, et prévient le 

développement de la fibrose glomérulaire et tubulaire (64,65). Ces effets sont dépendants de 

l’activation du RB2 puisqu’ils sont supprimés par la co-administration d’un antagoniste du 
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RB2 (HOE-140) (64). Plus récemment, un travail utilisant le même modèle, a montré que 

l’administration directe de BK protège de l’atteinte rénale induite par un excès de sel (66). En 

effet, ce traitement a permis de limiter la protéinurie, la glomérulosclérose et la dilatation 

tubulaire, mais aussi de réduire l’accumulation de collagène, l’inflammation et l’apoptose 

dans le rein.  

La BK exerce aussi un rôle néphroprotecteur via la place centrale qu’elle occupe dans 

l’effet protecteur rénal des IEC. Dans un modèle de souris db/db, notre équipe a montré que 

l’effet néphroprotecteur des IEC, estimé par des paramètres fonctionnels (microalbuminurie, 

DFG) et structuraux (volume glomérulaire et glomérulosclérose), était diminué lors du 

blocage du RB2 par l’HOE-140. Ces résultats mettent en évidence le rôle central du RB2 dans 

l’effet néphroprotecteur induit par les IEC (67).  

Enfin, la capacité de la BK à réduire le développement de la fibrose suggère qu’elle 

pourrait avoir une action bénéfique directe au cours des pathologies rénales fibrosantes. Le 

développement de modèles de souris transgéniques pour les différents constituants du SKK, 

en particulier les souris invalidées ou bloquées pharmacologiquement pour le RB2, a permis 

d’apporter des preuves expérimentales très fortes en faveur du rôle néphroprotecteur de la BK 

dans différentes situations pathologiques. 

Si la BK et le RB2 ont été largement étudiés dans les pathologies rénales chroniques, 

cela est beaucoup moins vrai concernant les agressions rénales aigües. En effet, une seule 

étude a été publiée en 2006 sur ce sujet (68). A partir d’un modèle d’ischémie reperfusion 

rénale (occlusion de l’artère rénale pendant 40 min chez le rat), cette étude montre que 

l’activation précoce du RB2 contribue paradoxalement à la production de radicaux libres 

durant la phase d’ischémie et de reperfusion. Cette génération de radicaux libres semble 

d’ailleurs corrélée au degré d’inflammation, et de nécrose. Les auteurs soulignent donc 

l’intérêt potentiel de l’utilisation d’un antagoniste spécifique du RB2 dans le cas d’une 
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agression rénale aiguë pour limiter les effets délétères engendrés par l’ischémie reperfusion 

(68).   

Ce double rôle du RB2 tantôt protecteur, tantôt délétère, semble une fois de plus se 

retrouver ici. Cependant le nombre limité d’études sur ce sujet ne nous permet pas de conclure 

sur la place du RB2 au cours de l’agression rénale aiguë. L’objectif d’une partie de notre 

travail a donc été de préciser le rôle du RB2 au cours d’une agression rénale aiguë d’origine 

ischémique induite par un choc hémorragique à pression contrôlée (travail présenté dans la 

partie II.2).  

 

I.5 Système kinine-kallicréine et état de choc  
 

I.5.1 SKK et inflammation 

 

La BK est considérée comme un médiateur important de l’inflammation, de l’œdème et 

du sepsis. Elle est impliquée précocement dans le syndrome de la réponse inflammatoire 

systémique (SIRS), c’est pourquoi de nombreuses études se sont intéressées à l’intérêt du 

blocage des récepteurs de la BK pour limiter les effets délétères du SIRS. Le RB2 est 

impliqué dans l’initiation de la réponse inflammatoire alors que le RB1 est plutôt responsable 

de sa chronicisation (69,70).  

Le RB2 est associé à une augmentation de la perméabilité vasculaire et à une 

augmentation du recrutement des polynucléaires neutrophiles responsables d’œdème et de la 

production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFα ou l’IL1. Ainsi, l’intérêt du 

blocage du RB2 a été décrit pour limiter l’œdème cérébral après un traumatisme cranien ou 

un AVC (71,72), avec une amélioration du pronostic neurologique (73,74). Ces données ont 

été ensuite confortées par une étude interventionnelle en simple aveugle montrant que le 
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Deltibant (antagoniste du RB2) avait des effets favorables sur la contusion cérébrale via une 

réduction de la pression intra-cranienne et un moindre recours à la chirurgie (75). Enfin, 

l’intérêt du blocage du RB2 a aussi été montré dans le traitement de l’angiœdème induit par 

déficit en C1-estérase, et plus récemment par la prise d’IEC (59).  

A noter que l’effet pro-inflammatoire induit par la BK pourrait être paradoxalement 

contre balancé par un effet anti-inflammatoire. En effet, l’utilisation d’antagonistes du RB2 

ou le blocage du NO pourrait paradoxalement aggraver, dans certaines situations, la réponse 

inflammatoire (76,77). Le rôle ambivalent du RB2 est une fois de plus retrouvé.  

 

I.5.2 SKK et choc septique  

 

Une protéine issue du clivage du kininogène de haut poids moléculaire (la 47kD HK) a 

été proposée comme marqueur de sepsis témoignant de l’implication du SKK comme 

médiateur de l’inflammation et du sepsis. (78). Une étude récente a d’ailleurs montré, dans un 

modèle de sepsis chez le cochon, que la stimulation du RB1 et du RB2 par les kinines 

endogènes conduit à une vasodilatation responsable d’une hypotension artérielle sévère puis 

d’un état de choc (79). Il a aussi été montré que le blocage du RB2 par un antagoniste 

spécifique augmente la survie des rats et des lapins dans des modèles de choc endotoxinique 

(80,81). D’autres études n’ont retrouvé qu’une implication plus modérée du RB2 au cours du 

sepsis (82) et du choc septique (83). Enfin, les résultats d’une étude randomisée, contrôlée, en 

double aveugle ont montré que le blocage du RB2 a un effet bénéfique sur la survie des 

patients souffrant de SIRS (systemic inflammatory response syndrome) et de septicémie à 

bacille gram négatif (84). L’implication du RB2 semble donc varier au cours du temps et 

dépendrait du modèle inflammatoire utilisé. 
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Concernant le RB1, son rôle dans le sepsis reste controversé. En effet, selon les 

modèles expérimentaux étudiés, la surexpression du RB1 serait tantôt délétère ou tantôt 

bénéfique. Dans un modèle de rat transgénique exprimant le RB1 uniquement au niveau des 

cellules endothéliales, Merino et al. a montré que le RB1 exerce un rôle délétère au cours du 

choc endotoxinique (85). Ces données sont confortées par le fait que le blocage du RB2 

diminue la mortalité induite par le choc au lipopolysaccharide (LPS) alors que le blocage 

combiné du RB1 et du RB2 réverse ces effets bénéfiques (86). Inversement, une autre étude, 

menée dans notre équipe, a montré que le RB1 pouvait avoir un rôle bénéfique contre les 

hypotensions artérielles induites pendant la phase initiale d’un choc endotoxinique au LPS 

(87). Ce rôle bénéfique du RB1 a d’ailleurs été retrouvé dans d’autres modèles (88). De ces 

différents résultats, nous pouvons conclure que la surexpression du RB1 joue un rôle plutôt 

négatif lorsqu’il est exprimé exclusivement à la surface des cellules endothéliales, alors qu’il 

joue un rôle plutôt bénéfique lorsqu’il est exprimé spontanément et activé en réponse à une 

hypotension induite par un choc au LPS.  

Enfin, de façon intéressante, le fragment (1-5) de la BK (la BK (1-5)) semble aussi 

jouer un rôle protecteur en cas de septicémie (89,90).  

Ces différents résultats parcellaires et parfois contradictoires, suggèrent que le SKK est 

bien impliqué par différents mécanismes dans la physiopathologie du sepsis.  

 

I.5.3 SKK et choc hémorragique  

 

Contrairement au choc septique, l’implication du SKK au cours d’une hémorragie ou 

d’un état de choc hémorragique n’a jamais été vraiment étudiée. En effet, la littérature sur ce 

sujet est pauvre et ancienne.  
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D’un point de vu physiopathologique, la perte de sang conduit progressivement à une 

instabilité hémodynamique, à une diminution de la perfusion tissulaire, et à une hypoxie 

cellulaire (91). L’état de choc induit par une hémorragie aiguë, est aussi responsable d’une 

activation de l’inflammation, de la coagulation et de l’immunité. Compte tenu de l’impact du 

choc hémorragique sur l’inflammation et la microcirculation, plusieurs hypothèses peuvent 

être proposées concernant l’effet du choc hémorragique sur le SKK : 1) le SKK est 

probablement activé lors d’un choc hémorragique car il est impliqué dans la régulation de la 

pression artérielle via son action sur l’endothélium vasculaire ; 2) le SKK pourrait avoir un 

rôle délétère car son activation favorise la production de BK qui stimule préférentiellement le 

RB2 (constitutif et ubiquitaire), et induit ainsi une vasodilatation par la production de NO et 

de prostaglandines.   

L’analyse de la littérature retrouve 3 articles concernant l’impact des récepteurs des 

opioïdes sur l’activation du SKK au cours d’un choc hémorragique (92–94). Ces articles 

mettent en évidence une activation du SKK via l’activation de la kallicréine plasmatique au 

cours du choc hémorragique. Cependant, ces données sont anciennes et ont été publiées avant 

que la dichotomie kallicréines plasmatique et tissulaire n’ait été mise en évidence. De façon 

comparable, une autre étude menée sur des rats a montré qu’un prétraitement par le facteur 

XIIa (Facteur Hageman), activateur du SKK plasmatique, était responsable d’une surmortalité 

lors d’un choc hémorragique (54).  

Même si ces articles sont anciens et avec un faible niveau de preuve, ils mettent en 

évidence une activation du SKK avec un rôle potentiellement délétère au cours d’un choc 

hémorragique.  
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I.6 Système kinine-kallicréine et anesthésie  
 
 

I.6.1 La pression artérielle est-elle régulée par le SKK lors 

d’une anesthésie générale?  

 

La pression artérielle est une grandeur régulée alors que d'autres paramètres, comme le 

débit cardiaque, la volémie ou le tonus vasculaire, sont des grandeurs qui s'adaptent aux 

besoins. Le baroréflexe inclus dans le système nerveux autonome, sympathique et para-

sympathique, représente le système de régulation le plus anciennement connu (96). En fait, le 

maintien de la pression artérielle résulte d'un équilibre complexe entre plusieurs systèmes 

parmi lesquels on retient (97) : le système sympathique, le système rénine-angiotensine (SRA) 

et l’arginine-vasopressine. Le blocage de l'un ou de deux d'entre eux est le plus souvent 

compensé par le troisième (98). L'induction de l'anesthésie générale est généralement associée 

à une diminution de la pression artérielle du fait du sevrage brutal de la stimulation 

sympathique d'origine centrale et d'une altération du baroréflexe. Cette diminution de pression 

artérielle est étroitement dépendante du niveau d'activité sympathique avant l'induction. Les 

agents anesthésiques n'ont probablement pas d'effet direct sur le SRA, par contre, celui-ci est 

d'autant plus mis en jeu après l'induction que la diminution de pression artérielle provoquée 

par l'anesthésie générale est importante (patient hypertendu et/ou hypovolémique). Alors que 

la pression artérielle dépend peu de l’activité du SRA en cas d’isovolémie, sa contribution au 

maintien de la pression artérielle devient cruciale en cas d'hypovolémie (99,100).  

La place du SRA a largement été mise en avant dans la régulation au long cours de la 

pression artérielle, à l’état basal mais aussi au cours d’une anesthésie (99–101). Cependant, la 

participation de ce système est, sans aucun doute, aussi étroitement liée au SKK via l’ECA. 
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En effet, l’ECA couple ces 2 systèmes en transformant l’Ang I en Ang II, et surtout en 

dégradant la BK. Ces effets ont largement été décrits dans des modèles d’hypertension 

artérielle (102–104) mais ils n’ont, à notre connaissance, jamais été étudiés au cours de 

l’anesthésie. 

 
 

I.6.2 Contribution personnelle : impact rénal du blocage du 

RB2 chez la souris anesthésiée  

 

 Ce paragraphe correspond à une partie de mon travail de Master 2 recherche (M2R) 

qui a été réalisé au sein de l’équipe 12 UMR 1048 sous la direction des professeurs Ivan Tack 

et Vincent Minville.  

 

I.6.2.1 Description du schéma expérimental  

Dans le cadre de ce travail, nous avons étudié l’impact hémodynamique et rénal deux 

jours après (J2) une anesthésie dans 3 groupes de souris : 1) sauvages (wild type, WT) ; 2) 

invalidées génétiquement pour l’expression du RB2 (KOB2) ; 3) ayant reçu un antagoniste du 

RB2 (ATB2). L’antagoniste utilisé était l’HOE-140 injecté en sous cutané 24 heures avant la 

procédure à la dose de 250 μg/kg. Pour ce portocole, les souris ont été anesthésiées pendant 

une durée d’environ 30 minutes par une injection intra-péritonéale de 0,01 ml/kg d’un 

mélange de kétamine/xylazine à des doses respectives de 125 mg/kg et 10 mg/kg. Un cathéter 

artériel a été placé dans l’artère fémorale pour le monitorage continu de la pression artérielle 

afin d’évaluer l’impact hémodynamique de l’anesthésie. Deux jours plus tard, l’évaluation de 

la fonction rénale a été réalisée par une étude fonctionnelle. Nous avons aussi recherché une 

souffrance rénale d’origine hypoxique induite par l’anesthésie à l’aide d’une technique 



Rôle du sytème kinine-kallicréine en anesthésie-réanimation 

d’immunomarquage par le pimonidazole (Hydroxyprobe-1™), marqueur exogène d’hypoxie 

spécifique qui est réduit en cas d’hypoxie intracellulaire. Les zones hypoxiques peuvent alors 

être détectées sur des coupes de reins par immunomarquage à l’aide d’un anticorps dirigé 

contre le pimonidazole.  

 

I.6.2.2 Résultats et conclusion  

Au cours d’une anesthésie, les pressions artérielles des souris invalidées génétiquement 

pour le RB2 (KOB2) ou bloquées pharmacologiquement pour le RB2 (ATB2) ont augmenté 

mais de façon non significative (figure 8A). Les résultats des explorations fonctionnelles 

rénales ne montrent pas de différence significative entre les souris sauvages (WT) ou les 

souris bloquées pour le RB2 (KOB2 et ATB2) (figure 8B, 8C, 8D). Il existe des réponses 

discordantes entre les souris KOB2 et ATB2. Ces discordances pourraient être en rapport avec 

la surexpression du RB1 dans le modèle de souris KOB2 comme nous l’avons évoqué 

précédemment. L’ajout d’un groupe de souris double KO pour le RB1 et RB2 permettrait en 

partie d’apporter des réponses à cette question. 

Le marquage par le pimonidazole montre des lésions d’ischémie à la jonction corti-

médullaire chez les souris anesthésiées. L’importance de ces lésions est comparable entre les 

souris sauvages (WT) et les souris dont le RB2 a été invalidé ou bloqué (KOB2 ou ATB2) 

(figure 9).  

Les résultats de ce travail mettent en évidence qu’une anesthésie induit une agression 

rénale aiguë. En effet, l’hypotension artérielle induite par l’anesthésie est responsable d’une 

altération de la fonction rénale et surtout d’une hypoxie tissulaire rénale. Le blocage du RB2 

ne semble pas influencer la sévérité de cette agression.   
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Figure 8 : Résultats des explorations fonctionnelles rénales à J2 d’une anesthésie.  
A : Pression artérielle moyenne (PAM) ; B : Mesure du débit de filtration glomérulaire (DFG) ; C : 
Rapport Na/K urinaire. D : Mesure de la clairance de l’eau. * p<0,05. A J2 d’une anesthésie, les souris 
avaient une pression artérielle et une fonction rénale comparables entre les groupes (n = 7-13). 
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Figure 9 : Immunohistochimie (marquage au Pimonidazole) de la jonction cortico-médullaire 
jusqu’au cortex.  
Microscopie optique x 50. L’anesthésie induit une hypoxie marquée à la jonction cortico-médullaire 
chez les souris WT, KOB2 et ATB2. Il n’a pas été constaté de différence significative entre les groupes 
(n=3-5) 

 

I.7 Conclusion 
 
 

L’intérêt scientifique porté pour le système kinine-kallicréine (SKK) est en rapport 

avec la complexité et l’ambivalence de ce système (26,105). Par son implication dans de 

nombreuses fonctions physiologiques et physiopathologiques, le SKK joue un rôle difficile à 

définir. Il interagit étroitement avec le système rénine-angiontensine, et est impliqué dans 

plusieurs voies de signalisation telles que la cascade de la coagulation, les voies de la 

fibrinolyse et du complément. La bradykinine (BK), dont les effets sont principalement 

médiés par le récepteur B2 (RB2), est le peptide vasoactif central de ce système. Le RB2 

induit l’activation de nombreuses voies de signalisation dont notamment la cascade du NO et 

des protaglandines expliquant les effets bénéfiques vasculaires observés (effet vasodilatateur, 



Rôle du sytème kinine-kallicréine en anesthésie-réanimation 

antiprolifératif, anti-oxydatif et anti-fibrotique du RB2). Le rôle cardiovasculaire protecteur 

du RB2 a donc fait l’objet de nombreuses publications montrant l’intérêt de son activation 

dans la prise en charge des pathologies cardiovasculaires comme l’hypertension artérielle 

(102), l’ischémie et le remodelage myocardique (106), et les néphropathies chroniques (107) 

dont notamment la néphropathie diabétique (67,108). Paradoxalement, une suractivation du 

RB2 induit aussi la production de cytokines pro-inflammatoires responsables d’une activation 

de l’inflammation, du sepsis et de la douleur. L’utilisation d’antagonistes du RB2 a donc été 

proposée dans le traitement des angioedèmes (48,52,59), de l’œdème cérébral (71,72,75), des 

maladies inflammatoires chroniques (48), du sepsis (80,81,89,90) et des douleurs notamment 

l’hyperalgésie induite aux opioïdes (109). Le tableau 2 résume ainsi les principales 

implications physiopathologies du RB2 décrites dans la littérature. Ce double rôle, tantôt 

protecteur tantôt délétère, du SKK et en particulier du RB2 en fait une cible particulièrement 

intéressante dans le traitement de nombreuses pathologies grâce à l’utilisation d’agonistes ou 

d’antagonistes spécifiques. Cependant la détermination de l’indication, du dosage, et de la 

durée de ces traitements paraît d’un enjeu crucial pour la prise en charge de ces pathologies.  
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Tableau 2 : Résumé des principaux effets physiopathologiques du RB2 et des conséquences 
thérapeutiques de l’utilisation de son agoniste ou de son antagoniste. 

 
 
 

Même si la littérature reste confidentielle sur le rôle du SKK en anesthésie-

réanimation, ce système pourrait avoir cependant des implications importantes dans ce 

domaine. En effet, par ses actions sur la régulation de la pression artérielle, la volémie, la 

perméabilité vasculaire, les réponses inflammatoires, et la coagulation, le SKK participe à 

l’activation de voies de signalisation impliquées dans des situations d’agression telles que 

l’état de choc. En situation d’anesthésie « standard » (c’est à dire sans traitement associé ou 

état de choc), nous n’avons cependant pas retrouvé d’effet significatif du blocage du RB2 sur 

la pression artérielle ou la fonction rénale. 

 



RB2 et agression rénale aiguë au cours d’un choc hémorragique contrôlé 

 

PARTIE II : RB2 ET AGRESSION RENALE AIGUE AU 
COURS D’UN CHOC HÉMORRAGIQUE CONTRÔLÉ 

 
 
 
 
 
 

L'état de choc hémorragique résulte d’une diminution du volume sanguin circulant qui 

est responsable d'une hypoperfusion tissulaire et d'une inadéquation entre les besoins 

cellulaires et les apports en oxygène. Les étiologies les plus fréquentes regroupent les 

hémorragies digestives, les hémorragies obstétricales et les polytraumatismes. La réponse 

adaptative initiale de l’organisme face au choc hémorragique consiste en une stimulation 

sympathique qui permet de redistribuer le volume sanguin restant vers les organes vitaux que 

sont le cerveau et le cœur. Par contre, cette réponse provoque une hypoperfusion des 

territoires vasculaires splanchniques, rénaux et musculocutanés avec une diminution des 

apports énergétiques (diminution des apports en oxygène et en glucose) vers ces territoires. Il 

existe alors un risque de déséquilibre entre les apports et les besoins énergétiques qui est 

susceptible d’induire des altérations des fonctions cellulaires et, par voie de conséquence, des 

altérations des fonctions des organes. Les lésions cellulaires sont d’autant plus sévères que la 

durée et l’intensité du choc sont importantes. L’hypoperfusion tissulaire résultante est alors 

responsable d’un syndrome de défaillance multiviscérale et d’une augmentation de la 

mortalité. 

L’insuffisance rénale aigüe (IRA) par nécrose tubulaire aigüe ischémique (NTAI) qui 

résulte de cet état de choc, est un facteur pronostic indépendant de mortalité (110,111). Des 

données récentes de la littérature montrent l’existence d’un dysfonctionnement 



RB2 et agression rénale aiguë au cours d’un choc hémorragique contrôlé 

microcirculatoire responsable d’une hypoxie prolongée conduisant à la production de radicaux 

libres (112). La mise en jeu des facteurs micro rhéologiques, en particulier par une anomalie 

de la biodisponibilité du NO, pourrait ainsi jouer un rôle critique dans le développement de 

cette IRA (113–115).  

La bradykinine (BK), par son action vasodilatatrice via la production de NO participe 

physiologiquement à la régulation de l’hémodynamique rénale (116). Son rôle 

néphroprotecteur dans le cadre des insuffisances rénales chroniques a été largement démontré 

(116–118). Par contre, son rôle en situation d’agression rénale aiguë reste encore inconnu.  

Afin de mieux comprendre le rôle potentiel de la BK et du RB2 en situation d’IRA, 

nous avons étudié les effets de l’invalidation génétique ou du blocage pharmacologique du 

RB2 dans un modèle murin d’IRA par NTAI suite à un choc hémorragique contrôlé. 
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II.1.1 Physiopathologie du choc hémorragique  

 

Les premières observations documentées sur les effets d’un choc hémorragique sont 

issues de la Seconde Guerre mondiale (119,120). Ces travaux soulignent la corrélation entre la 

perte sanguine, la fréquence cardiaque, la pression artérielle et le pronostic des patients en état 

de choc hypovolémique.  

 

II.1.1.1  Réponse neuro-hormonale  

La régulation de la volémie est effectuée via les informations transmises aux 

barorécepteurs centraux et périphériques à haute et à basse et pression. Les réponses neuro-

hormonales mises en œuvre lors de la réponse à l’hémorragie aiguë sont nombreuses : les 

hormones cortico-surrénaliennes (121) en premier lieu mais également les opioïdes endogènes 

(122), les systèmes sérotoninergiques (123), les hormones sexuelles (124), et le NO (125). 

L’objectif de cette réponse est de maintenir la perfusion tissulaire, toutefois elle induit 

systématiquement des variations importantes de la perfusion tissulaire régionale. 

Le modèle de choc hémorragique a d’ailleurs été essentiel pour l’analyse des débits 

sanguins régionaux et a permis de caractériser les circulations dites « vitales », qui alimentent 

des organes dits « nobles » : le cerveau, le myocarde et, à un moindre degré, le rein (126–

129). 
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II.1.1.2  Réponse hémodynamique  

 L’état de choc hémorragique comporte trois phases. 

 

II.1.1.2.a Phase sympatho-excitatrice 

La première étape de la réponse à une hémorragie chez l’Homme est induite par une 

réduction du volume de sang d'environ 15%. Ce qui provoque une augmentation modeste de 

la fréquence cardiaque (100 battements/min), et parallèlement une augmentation des 

résistances vasculaires périphériques qui compense la perte volémique et permet le maintien 

d'une pression artérielle normale (130,131). En effet, la boucle réflexe des barorécepteurs à 

haute et basse pressions ainsi que les chémorécepteurs aortiques sino-carotidiens ou centraux 

(stimulés par les conséquences de l’ischémie tissulaire) augmentent le tonus sympathique 

périphérique artériel (131). Cette augmentation de tonus touche également le territoire 

veineux, à forte capacitance, et permet de mobiliser une réserve de sang importante (jusqu’à 

80% du volume sanguin total). Cette vasoconstriction a pour conséquence d’optimiser le débit 

sanguin tissulaire en privilégiant les circulations « vitales » au détriment des autres territoires 

(musculo-cutané, splanchnique). Cette redistribution régionale permet d’optimiser la 

consommation en oxygène (VO2) de l’organisme en abaissant le seuil de transport artériel en 

oxygène (TaO2) critique. Néanmoins, quand elle se prolonge, cette vasoconstriction régionale 

semble jouer un rôle dans l’apparition du syndrome de défaillance multi-organique. Elle 

induit en effet, dans les territoires sacrifiés, une ischémie tissulaire importante dont le 

retentissement peut devenir systémique (132). 
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II.1.1.2.b Phase sympatho-inhibitrice  

La deuxième étape est marquée par une diminution des résistances et de la pression 

artérielle attribuée principalement au réflexe de Bezold-Jarisch (sympatho-inhibition) 

(133,134). Cette phase a été décrite comme survenant au-delà d’une spoliation de 50% de la 

masse sanguine initiale. Sander-Jensen et al. ont ainsi observé, chez des patients ayant 

présenté une déplétion sanguine importante, que la fréquence cardiaque était initialement 

faible et augmentait paradoxalement seulement après le début de la réanimation (135). 

Plusieurs phénomènes caractérisent cette phase : 1) une inhibition centrale de l’activation 

sympathique initialement présente ; 2) une sécrétion médullosurrénalienne de catécholamines 

(notamment l’adrénaline) ; 3) la libération d’hormone antidiurétique (ADH) à forte 

concentration ; 4) l’activation du SRA. Cette phase sympatho-inhibitrice est caractérisée en 

partie par une boucle réflexe vago-vagale, induite par les mécanorécepteurs intra-cardiaques. 

Cela permet d’optimiser le remplissage des cavités cardiaques en situation d’hypovolémie 

extrême. Cette phase précède le désamorçage cardiaque en l’absence de thérapeutique 

appropriée. 

 

II.1.1.2.c Vers l’état de choc incontrôlé 

Lorsque la perte de sang persiste, la pression artérielle diminue et une tachycardie plus 

importante se manifeste (120 battements/min). Cette troisième étape dite de reperfusion, 

reflète probablement la transition vers l’état de choc décompensé ou irréversible. Les lésions 

secondaires à l’ischémie et l’hypoxie tissulaire sont aggravées par le relargage brutal de 

médiateurs toxiques tels que les radicaux libres (stress oxydatif) (136). Ces derniers activent 

des voies de signalisation intracellulaires cytotoxiques et déterminent une réaction 

inflammatoire systémique via la production de cytokines ou l’expression de molécules 

d’adhésion à la surface des cellules endothéliales (137). La dysfonction endothéliale résultante 
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est responsable d’une fuite capillaire. Ces phénomènes peuvent aboutir à la mort cellulaire et 

la prolongation de l’inflammation systémique. Plus l’ischémie est longue et la reperfusion 

brutale, plus les dégâts cellulaires et les défaillances d’organes sont importants. La 

prolongation de l’inflammation aboutit à un état de vasoplégie qui persiste malgré un 

remplissage vasculaire adéquat (138). S’en suit un syndrome hyperkinétique avec résistances 

artérielles basses et index cardiaque normal ou augmenté (139,140). 

 

II.1.1.3   L’anesthésie modifie la réponse hémodynamique au choc 

Les médicaments hypnotiques utilisés pour l’anesthésie générale modifient 

l’homéostasie hémodynamique. En effet, les agents anesthésiants induisent une diminution 

d'activité du système sympathique responsable d’une vasodilatation artérielle et veineuse 

associée à une diminution de la commande sympathique cardiaque (141–143). En 

conséquence, le baroréflexe est modifié sous anesthésie générale. Dans le cadre du choc 

hémorragique, il a été montré que la chute de pression artérielle au cours d'une hémorragie 

était identique chez des chiens dont les fibres participant au baroréflexe avaient été 

sectionnées, et chez des chiens sous anesthésie générale barbiturique (96). Ceci est 

globalement transposable à l’ensemble des produits anesthésiants, y compris ceux administrés 

par voie inhalée (141). Seul l'étomidate préserve l'activité sympathique centrale et 

périphérique sans modifier l'équilibre sympatho-vagal cardiaque et le baroréflexe (144). 
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II.1.2 Conséquences de l’état de choc hémorragique  

 

II.1.2.1   Impact sur la microcirculation, la coagulation, 

l’inflammation et l’immunité 

L’inflammation et les modifications de la microcirculation jouent un rôle capital au 

cours de l’état de choc prolongé. Le choc prolongé aboutit ainsi à des obstructions capillaires 

irréversibles. Cette obstruction résulte de différents mécanismes : 1) oedème des cellules 

endothéliales et de l’interstitium qui conduit à une diminution de la lumière des capillaires et à 

une augmentation de leur résistance hydraulique (137), 2) adhésion des polynucléaires 

neutrophiles sur cet endothélium vasculaire et 3) altération des propriétés anticoagulantes de 

l’endothélium associée à une activation de facteurs procoagulants tels que le facteur tissulaire 

(145,146). Ces modifications sont associées à une coagulopathie qui résulte de la perte de 

l’effet anticoagulant de l’endothélium et qui peut se compliquer d’une coagulation 

intravasculaire disséminée (CIVD) aggravant l’obstruction microvasculaire (147). Ce cercle 

vicieux est essentiel pour la compréhension de la physiopathologie de la défaillance 

multiviscérale.  

Enfin, à distance de l’épisode de choc, il est noté une profonde dépression de 

l’ensemble des fonctions macrophagiques mais également une altération des fonctions 

lymphocytaires aboutissant à une immunodépression (148,149). L'ensemble de ces 

phénomènes explique la fréquence des infections chez les patients en choc hémorragique, en 

particulier les polytraumatisés. La sévérité du choc hémorragique, plus que sa durée, semble 

responsable de l'importance de la dépression immunitaire observée. 
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II.1.2.2  Rôle du territoire hépato-splanchnique 

La circulation hépato-splanchnique est particulièrement critique lors du choc 

hémorragique, car elle est sacrifiée précocement. Les conséquences de cette hypoperfusion 

hépato-splanchnique peuvent être catastrophiques : libération de facteurs dépresseurs 

myocardiques, translocation bactérienne, facilitation de l'endotoxinémie. D’autre part, le choc 

hémorragique prolongé peut entraîner des altérations profondes et durables des fonctions 

hépatiques, en particulier des fonctions métaboliques et de détoxification. 

L’ischémie intestinale altère la muqueuse intestinale, entraînant rapidement une 

rupture de cette barrière bactériologique. Ceci permet le passage de bactéries notamment vers 

les systèmes lymphatiques et mésentériques. Ce phénomène, appelé translocation bactérienne, 

survient au cours de tout état de choc entraînant une altération de la muqueuse intestinale, 

c’est en particulier le cas du choc hémorragique (150). La translocation bactérienne peut 

apparaître dès les premières heures du choc hémorragique, et son incidence croît sur les jours 

suivants. De plus, le choc hémorragique pourrait faciliter le passage d'endotoxines 

bactériennes. 

L’ hypoperfusion hépato-splanchnique participe peut-être également à l’intensité de la 

réaction inflammatoire (127,151). La restauration de cette perfusion est ainsi fréquemment 

prise en compte comme objectif complémentaire aux objectifs circulatoires systémiques lors 

de la réanimation de l’état de choc (152–154). 

 

II.1.2.3  Impact cardio circulatoire 

La contractilité myocardique est également altérée lorsque le choc hémorragique se 

prolonge. Il semble que la principale altération soit, dans cette situation, une atteinte de la 

fonction diastolique (155). En plus des impacts cardiaque et microcirculatoire, un impact 

vasculaire systémique apparait lorsque l’état de choc se prolonge. L’existence d’une 
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vasodilatation proportionnelle à l’intensité du choc hémorragique a été bien illustrée dans le 

travail de Dalibon et al. (138). Le choc prolongé peut ainsi déclencher une défaillance de la 

vasoconstriction sympathique. Après la réanimation d’un choc hémorragique contrôlé et le 

retour à une volémie normale, il persiste ainsi une hypovolémie efficace qui justifie un 

remplissage vasculaire plus important que le volume initialement prélevé et probablement 

également l’utilisation de vasoconstricteurs (156). 

 

II.1.3  Le lactate artériel comme marqueur cellulaire de l’état 

de choc  

 

L’hypoperfusion tissulaire faisant suite à l’état de choc entraîne rapidement une 

hypoxie cellulaire. Face à la diminution des apports en oxygène, les tissus mettent en place 

une série de mécanismes compensatoires visant à maintenir un équilibre entre production 

d’ATP et besoins métaboliques. L’augmentation de l’extraction en O2 (EO2) permet, jusqu’à 

un certain seuil, de maintenir une consommation tissulaire en O2 (VO2) constante (157). Au-

delà de ce seuil critique, l’augmentation de l’EO2 ne permet plus le maintien de la VO2. Les 

cellules diminuent leur métabolisme et certaines synthèses pour maintenir leurs fonctions 

essentielles, puis elles utilisent le métabolisme anaérobie qui se traduit par la formation de 

lactate et de protons (158,159). Ce phénomène met en jeu la production mitochondriale de 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) (160). La privation d’O2 conduit également à l’induction de la 

transcription d’un grand nombre de gènes cibles dans le but d’adapter le métabolisme à la 

déficience en O2. Parmi eux, le rôle majeur du facteur 1 induit par l’hypoxie (HIF-1) a 

récemment été mis en évidence comme activateur des éléments HRE (hypoxia response 

element) présents sur les gènes sensibles à l’hypoxie (161,162). 
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Le lactate artériel est donc un marqueur indirect du degré d'hypoperfusion tissulaire et 

de la sévérité des états de choc (163,164). L'évolution de ce paramètre permet de surveiller 

précocement l'adaptation de la réanimation cardiovasculaire entreprise et constitue un facteur 

pronostique dans le choc hémorragique. Chez les patients polytraumatisés, la normalisation de 

la concentration du lactate artériel dans les 24 premières heures de la prise en charge est un 

facteur de bon pronostic (165,166). Les dernières recommandations formalisées d’experts 

publiées en 2014 soulignent l’intérêt de suivre l'évolution de la concentration du lactate 

artériel et la nécessité d’incorporer ce dosage dans les algorithmes de prise en charge 

hémodynamique du choc hémorragique (167). 

 

II.1.4 Les différents modèles de choc hémorragique 

 

L’intérêt principal du choc hémorragique, en comparaison aux autres états de choc, est 

de pouvoir être « standardisé ». En effet, les autres types de choc (septique, cardiogénique, 

distributif) peuvent présenter de fortes variations inter-individuelles concernant le délai 

d’apparition, la sévérité de l’état de choc mais aussi les mécanismes d’adaptation mis en jeu 

lors de la phase de réanimation.  

Le choc hémorragique a été initialement étudié par Cannon et Blalock (168). Quelques 

années plus tard, Wiggers et Guyton ont également développé une variété de modèles 

animaux de choc hémorragique contrôlé (169,170). D’autres modèles ont par la suite été 

décrits selon des procédés ou des objectifs de déplétion sanguine variables (171–173). Ces 

études ont permis de montrer que la gravité du choc était liée à la profondeur et à la durée de 

l’hypovolémie. Récemment, Deitch a classé ces modèles en trois catégories générales : 

saignement incontrôlé, volume contrôlé et pression artérielle contrôlée (174).  
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II.1.4.1  Modèle à pression contrôlée 

Dans ce modèle décrit par Wiggers, la spoliation sanguine est effectuée afin de 

diminuer la pression artérielle moyenne (PAM) jusqu’à une valeur cible. Cette pression est 

maintenue durant une période prolongée puis l’animal est réanimé en fin de choc avec 

restitution de son propre sang associé ou non à un volume de soluté de remplissage. Ce type 

de modèle permet d’étudier différentes intensités et durées de choc chez un animal, ainsi que 

leurs impacts multi-organiques. Un deuxième intérêt de ce type de modèle est de pouvoir 

prolonger le choc jusqu’à une phase durant laquelle il devient « décompensé », c'est-à-dire 

jusqu’à un stade aboutissant à un échec de la réanimation et au décès de l’animal. 

 

II.1.4.2  Modèle à volume contrôlé 

Dans le modèle de choc hémorragique à volume contrôlé, la spoliation sanguine est 

prédéterminée et est réalisée progressivement, ce qui permet d’évaluer les mécanismes 

compensateurs mis en place par l’organisme (171). Ce type de modèle a notamment permis de 

définir les différentes phases de réponses neuro-hormonales à l’hypovolémie. 

 

II.1.4.3  Modèle à saignement incontrôlé 

Ce dernier type de choc consiste à réaliser une spoliation incontrôlée par section d’un 

organe ou d’un vaisseau. Ce modèle est intéressant car c’est le mécanisme qui se rapproche le 

plus de ce que l’on peut observer en situation clinique humaine. En effet, chez l’humain, la 

perte sanguine n’est pas contrôlée. Elle est régulée par l’hémodynamique systémique et celle 

de la zone lésée. Néanmoins, le principal inconvénient de ce modèle est l’absence de 

standardisation et la forte variabilité inter-individuelle qui en résulte. 
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II.1.5  Utilisation d’un modèle murin de choc hémorragique à 

pression contrôlée conduisant à une agression rénale aiguë  

 

Nos travaux ont été réalisés à partir d’un modèle murin de choc hémorragique à 

pression contrôlée validé et publié par notre équipe (175). L’intérêt de ce modèle est qu’il 

induit une nécrose tubulaire aigüe ischémique (NTAI) dont les caractéristiques sont proches 

de celles observées chez l’homme (c’est à dire une nécrose principalement localisée à la 

jonction cortico-médullaire).  

Pour valider ce modèle, il a été nécessaire d’apporter des modifications aux modèles 

de choc hémorragique. En plus du monitorage artériel par cathéter artériel fémoral, les souris 

ont bénéficié d’une anesthésie générale, d’une ventilation artificielle à faible volume courant, 

et de la pose d’un cathéter veineux central pour la sédation et la réanimation. L’objectif de ce 

modèle était de reproduire le plus fidèlement possible les conditions de prise en charge des 

patients en choc hémorragique. Il a été ensuite nécessaire de déterminer la profondeur, c’est à 

dire la pression artérielle moyenne (PAM) à atteindre (35 mmHg), et la durée du choc (2 

heures) pour obtenir cette agression rénale aiguë produisant une NTAI. La validation de ce 

modèle a comporté l’évaluation de l’impact fonctionnel rénal, mais aussi l’étude des 

conséquences moléculaires et morphologiques avec un suivi de 21 jours après le choc.  

Les résultats de ce travail ont permis de montrer qu’une hypotension artérielle avec 

une perte sanguine chez la souris était capable d’induire une IRA organique associée à une 

hypoxie et à des anomalies fonctionnelles tubulaires et morphologiques. Par ailleurs, il a été 

constaté qu’à 21 jours, il persistait certaines anomalies fonctionnelles tubulaires, et surtout 

une fibrose interstitielle malgré une reconstruction épithéliale ad integrum et une restauration 

du débit de filtration glomérulaire (DGF). 
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II.2 Contribution personnelle : place du RB2 dans la 

protection contre l’agression rénale aiguë induite par un 

choc hémorragique à pression contrôlée 

 
 
 Ce paragraphe correspond à mon travail de Master 2 recherche (M2R) réalisé au sein 

de l’équipe 12 de l’UMR 1048. 

 

 Introduction  

 

 Le rôle central de la BK via le RB2 dans l’hémodynamique rénale rend très probable 

son implication dans le développement de l’insuffisance rénale aiguë (IRA) par nécrose 

tubulaire aiguë d’origine ischémique (NTAI). Afin de mieux comprendre le rôle potentiel de 

la BK en situation d’IRA, nous avons utilisé un modèle murin d’IRA par NTAI induite par un 

choc hémorragique à pression contrôlée validé par notre équipe (175). L’objectif de notre 

travail était de déterminer le rôle du RB2 au cours de cette NTAI, et plus particulièrement de 

déterminer le degré d’hypoxie et les variations de perméabilité vasculaire rénale induites par 

ce choc hémorragique contrôlé. 

 

 Description du schéma expérimental  

 

Trois groupes de souris femelles C57/Bl6 d’âge compris entre 20 et 24 semaines ont 

été utilisés : 1) souris contrôle (wild-type, WT), 2) souris invalidées pour le récepteur B2 

(KOB2) et 3) souris traitées par un antagoniste pharmacologique du RB2 (ATB2). 

L’antagoniste utilisé était l’HOE-140 injecté en sous cutané à la dose de 250 μg/kg 24 heures 
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avant le choc et maintenu jusqu’au sacrifice par une réinjection tous les 2 jours. Chacun de 

ces 3 groupes ont été subdivisé en 2 sous-groupes : souris sham et souris choquées (figure 

10A). L’impact rénal a été évalué à 2 et 21 jours (J2 et J21) après la procédure de choc 

hémorragique, par une exploration fonctionnelle rénale et par une analyse histologique (figure 

10B). L’évaluation à J2 a aussi permis d’évaluer le degré d’hypoxie rénale par la technique du 

pimonidazole, ainsi que les modifications de la perméabilité vasculaire par la technique du 

bleu Evans et par la mesure de la teneur en eau tissulaire. Les souris ont donc été sacrifiées 

soit à J2, soit à J21.  

 

 Choc hémorragique à pression contrôlée  

 

 Le choc hémorragique a été réalisé comme précédemment décrit par Mayeur et al 

(175). Les souris ont été anesthésiées par une injection intra-péritonéale de 0,01 ml/kg d’un 

mélange kétamine/xylazine à des doses respectives de 125 mg/kg et 10 mg/kg. L’entretien de 

l’anesthésie a été ensuite maintenu jusqu’à la fin du choc avec de la kétamine intraveineuse 

(50 mg/kg/h). Un cathéter jugulaire interne gauche et un cathéter artériel fémoral gauche ont 

été insérés. Les souris ont été ensuite intubées puis ventilées mécaniquement (fréquence 

respiratoire 150/min et volume courant 9 ml/kg). La pression artérielle moyenne (PAM) a été 

monitorée en continu. 

Le choc hémorragique a été réalisé par saignées (prélèvements de sang artériel via le 

cathéter artériel fémoral) jusqu’à obtenir une PAM de 35 ± 5 mmHg. Cette PAM a été 

maintenue (par prélèvements ou réinjections du sang si nécessaire) pendant une durée de 2h. 

A la fin de cette période, le sang prélevé a été réinjecté par la voie veineuse centrale, à un 

débit compris entre 1,5 et 3,5 ml/h. La réanimation a été poursuivie par la perfusion de 

cristalloïde (Ringer lactate), d’un volume équivalent au volume de sang prélevé (figure 10A). 
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La surveillance hémodynamique a été poursuivie pendant toute la durée de la réanimation. 

Les cathéters ont été ensuite retirés, l’artère fémorale et la veine jugulaire ligaturées et la peau 

suturée. L’extubation a été réalisée dès les premiers signes de réveil et la reprise d’une 

ventilation spontanée efficace. 

Les souris sham ont bénéficié du même protocole anesthésique et chirurgical mais sans 

subir de spoliation sanguine. 
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Figure 10 : Protocole expérimental.  
A : souris choquée (  ventilation artificielle,  voie veineuse,  cathéter artériel,  sang hépariné). 
B : schéma expérimental. EFR (explorations fonctionnelles rénales), BE (Bleu Evans) et PIM 
(Pimonidazole). WT : Wild type; KOB2 : souris invalidées pour le récepteur B2 ; ATB2 : souris ayant 
reçu un antagoniste du RB2 (HOE-140) 24 heures avant le choc jusqu’au sacrifice. Chaque groupe a été 
subdivisé en 2 sous groupe : sham (souris anesthésiées non choquées) et choc (souris choquées). 
 
 
 

 Paramètres étudiés  

 

Nous avons étudié l’impact de l’agression rénale aiguë à J2 et J21 par une étude 

fonctionnelle (exploration fonctionnelle rénale) et morphologique (histologie). L’exploration 
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fonctionnelle rénale comprenait la mesure du Débit de Filtration Glomérulaire (DFG) par la 

mesure de la clairance de l’inuline, la détermination du rapport sodium/potassium urinaire et 

le calcul de la clairance de l’eau libre urinaire. L’analyse histologique rénale comprenait une 

coloration à l’hématoxyline-éosine à la recherche de lésions (vacuolisation des cellules, débris 

cellulaires intra-tubulaires et aspect de désépithélialisation). Le « Kidney Injury Score » nous 

a permis de caractériser l’intensité de la NTAI par une évaluation semi–quantitative de ces 

lésions : 0 : aucune lésion ; 1 : 1-10% ;  2 : 11-25%; 3 : 26-45%; 4 : 46-75%; et 5 : >76% 

(176).  

A J2, nous avons cherché à préciser le degré d’hypoxie rénale par une technique 

d’immunomarquage par le pimonidazole (Hydroxyprobe-1™). Celui-ci a été injecté par voie 

intra-péritonéale à la dose de 60 mg/kg une heure avant le sacrifice de l’animal.  

La mesure de la perméabilité vasculaire aux macromolécules a été faite à J2 par la 

technique de coloration du Bleu Evans (BE) (177,178). Les animaux ont été sacrifés 15 

minutes après l’injection d’un bolus de 30 mg/kg de BE puis purgés par du sérum hépariné 

(20 UI/ml). Les reins prélevés ont été ensuite placés dans une solution de formamide pour 

l’extraction du colorant, puis broyés et laissés au bain marie 24 h à 24°C. La concentration de 

BE dans les surnageants a été déterminée par spectrophotométrie à 620 nm (Beckman DU 

640), et les résultats calculés à partir d’une courbe standard de BE (0,5-25 mg/L) et exprimés 

en μg de BE/g de tissu sec. Les variations de la perméabilité aux macromolécules étant 

dépendantes de la pression hydrostatique et donc indirectement de la pression artérielle, celle-

ci a été monitorée en continue pendant l’exploration.  

Les variations d’eau intra-cellulaire ont été aussi étudiées par la mesure de la teneur en 

eau tissulaire. Pour cela, l’hydratation de chaque organe a été calculée en soustrayant son 

poids sec (après 24h à 37°C) à son poids humide (mesuré au moment du prélèvement). Cette 

valeur était ensuite rapportée au poids humide de chaque organe. Pour déterminer la variation 
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du contenu hydrique induite par le choc hémorragique, la moyenne des contenus hydriques 

des tissus contrôles correspondants (WT sham (WTs)) a été soustraite de la teneur en eau du 

tissu considéré. Le calcul de la variation de la teneur en eau tissulaire est la suivante : 

[(PH – PS)/ PH] tissu étudié – moyenne [(PH – PS)/ PH] tissu WTs  

 
PH est le poids humide, PS est le poids sec exprimé en g.  
Les résultats ont été ensuite exprimés en pourcentage de variation par rapport aux WTs 
 
 
 

 Impact hémodynamique du RB2 au cours du choc 

hémorragique à pression contrôlée  

 

La figure 11 montre la PAM pendant le choc dans les différents groupes, le volume 

moyen de sang prélevé nécessaire pour obtenir l’objectif de PAM (35 ± 5 mmHg), ainsi que la 

courbe de survie des souris choquées sacrifiées à J21.  

Pour les souris choquées, l’objectif de pression artérielle fixé a été systématiquement 

atteint et, l’intensité du choc a été comparable entre les groupes (figure 11A). La spoliation 

sanguine nécessaire pour obtenir l’objectif de pression artérielle a été significativement plus 

importante dans les groupes KOB2 choc (KOBc) et ATB2 choc (ATB2c) par rapport au 

groupe WT choc (WTc) (p < 0,05) (figure 11B). Enfin, la courbe de survie des souris 

choquées à J21 montre une augmentation significative de la survie des souris ATB2c par 

rapport aux souris WTc (p = 0,04). Le blocage pharmacologique du RB2 semble donc avoir 

eu un effet protecteur chez les souris choquées. 
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souris
Volume sanguin moyen  

prélevé (ml)

WTc  0,62 ± 0,12
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Figure 11 : Impact de l’invalidation génétique ou du blocage pharmacologique du RB2 au cours 
du choc hémorragique.  
A : Pression artérielle moyenne (PAM). B : Volume moyen de sang prélevé (moyenne ± écart type). C : 
courbe de survie des souris choquées sacrifiées à J21. WTc : Wild-type choquées ; KOB2c : souris 
invalidées pour le récepteur B2 et choquées ; ATB2c : souris ayant reçu un antagoniste du RB2 (HOE-
140) et choquées. * p<0 ,05 ; ** p<0,001. Augmentation significative de la tolérance des KOB2c et 
ATB2c à l’hypotension artérielle par rapport aux WTc. Augmentation significative de la survie à J21 
des souris ATB2c par rapport aux souris WTc (p = 0,04). 

 
 
 

 Place du RB2 dans l’agression rénale aigue 

II.2.6.1  Exploration fonctionnelle rénale  

A J2, le DFG est significativement diminué dans les groupes WTc et KOB2c 

témoignant d’une IRA sévère précoce après le choc (figure 12A). La sévérité de cette IRA n’a 

pas été retrouvée dans le groupe ATB2c (figure 12A). A J21, la mesure du DFG ne montre 
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pas de différence significative entre les groupes choqués par rapport aux groupes contrôles, 

témoignant d’une récupération de la fonction rénale à 21 jours après le choc.  

Concernant l’analyse urinaire à J2 du rapport Na/K et de la clairance de l’eau libre, ces 

paramètres doivent être interprétés avec précaution car l’agression rénale induite par le choc a 

été à responsable d’une oligo-anurie chez les souris choquées. Cela a rendu l’exploration des 

données urinaires très difficile malgré le nombre d’animaux (6-10 par groupe). Pour cette 

raison, aucune analyse statistique à J2 n’a été réalisée sur les figures 12B et 12C. A J21, les 

résultats montrent une normalisation de la capacité de réabsorption du sodium et de 

concentration des urines chez les souris choquées par rapport aux souris sham quelque soit le 

groupe (figures 12B et 12C). 
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Figure 12 : Résultats des explorations fonctionnelles rénales (EFR).  
A : Débit de Filtration Glomérulaire (DFG) à J2 et J21. B : Rapport Na/K. C : Mesure de la clairance de 
l’eau. Après agression rénale aiguë, les souris choquées WTc et KOB2c ont présenté une insuffisance 
rénale sévère à J2. La fonction rénale était normalisée à J21. WT : Wild type; KOB2 : souris invalidées 
pour le récepteur B2; ATB2: souris ayant reçu un antagoniste du RB2 (HOE-140); s : sham ; c : choc. 
n= 6-10/groupe. * p<0,05.  
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II.2.6.2  Immunohistochimie : marquage au Pimonidazole à J2 

Une coloration brune intense a été mise en évidence dans les zones corticales et 

cortico-médullaires chez les souris choquées contrairement aux souris sham (figure 13). Il n’a 

pas été constaté visuellement de différence entre les groupes WTc, KOB2c et ATB2c.  

WTs 

WTc 

KOB2s 

KOB2c 

ATB2s 

ATB2c 

Figure 13 : Immunohistochimie (marquage au Pimonidazole) de la jonction cortico-médullaire 
jusqu’au cortex.  
Histologie rénale réalisée à J2. Microscopie optique x50. WT : Wild-type ; KOB2 : souris invalidées 
pour le récepteur B2 ; ATB2 : souris traitées par un antagoniste du récepteur B2 ; s : sham; c : choc (n = 
3 à 5 par groupe). Le choc hémorragique induit une hypoxie plus massive et diffuse chez les souris 
choquées comparativement aux souris sham. Pas de différence constatée entre les WTc, KOB2c et 
ATB2c.  

 
 

II.2.6.3  Histologie à J2  

Après coloration à l’Hématoxyline Eosine (HE), les souris WTc présentaient des 

lésions de type « turgescence cellulaire » (cell swelling) prédominantes à la jonction cortico-

médullaire. Ces lésions de nécrose tubulaire aiguë associaient une vacuolisation des cellules, 
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la présence de débris cellulaires intratubulaires, et un aspect de désépithélialisation (figure 

14). Après une évaluation semi quantitative, il n’a pas été constaté de différence significative 

entre les souris WTc, KOB2c et ATB2c.  
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Figure 14 : Histologie de la jonction cortico-médullaire à J2 après coloration par HE. 
Microscopie optique x400. Mesure semi-quantitative des lésions histologiques par le Kidney Injury 
Score (n = 2 à 5).  désépithélialisation  œdème cellulaire  vacuolisation cellulaire  débris 
cellulaires intratubulaires. WTs : souris wild-type sham ; WTc : wild-type choquées. KOB2c : souris 
choquées invalidées pour le récepteur B2; ATB2c: souris ayant reçu un antagoniste du RB2. Lésions de 
NTAI à J2 du choc hémorragique chez les souris choquées. Pas de différence significative entre les 
groupes.  

 

II.2.6.4  Histologie à J21  

L’analyse morphologique rénale à J21 a montré la disparition des lésions d’agression 

tubulaire (coloration HE) initialement observées à J2. Une fibrose modérée a été constatée de 

façon prédominante à la jonction cortico-médullaire chez les souris choquées par rapport aux 
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souris sham (coloration Rouge Sirius) (figure 15). Après quantification des lésions, aucune 

différence significative n’a été observée entre les groupes. .  
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Figure 15 : Histologie de la jonction cortico-médullaire à J21 après coloration par le rouge Sirius.  
Microscopie optique x200. WT: souris wild-type; KOB2 : souris invalidées pour le récepteur B2 ; 
ATB2 : souris choquées traitées par un antagoniste du récepteur B2; s : sham; c : choc (n = 3 à 5). Après 
agression rénale aigüe, les souris choquées présentaient une fibrose modérée à la jonction cortico-
médullaire. Aucune différence significative n’a été observée entre les groupes.  

 
 

 RB2 et perméabilité vasculaire  

 
La perméabilité rénale aux macromolécules n’a pas été significativement altérée 

quelque soit le groupe (figure 16B) par contre la teneur en eau tissulaire des reins KOB2c a 

été significativement augmentée par rapport aux WTc (figure 16C). Contrairement aux 

KOB2c, les souris ATB2c ne semblent pas avoir de modification de la perméabilité vasculaire  

à J2 du choc hémorragique.  
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Figure 16 : Variation de la perméabilité vasculaire rénale à J2 du choc hémorragique.  
A : Pression artérielle lors de l’exploration rénale à J2. B : Mesure de la perméabilité aux macromolécules 
par le Bleu Evans. C : Quantification de l’œdème cellulaire par la mesure des variations de la teneur en 
eau tissulaire (%). D : Poids des reins. n =3-5/groupe. *p<0.05. WT : Wild type ; KOB2 : souris 
invalidées pour le récepteur B2 ; ATB2: souris ayant reçu un antagoniste du RB2;  s : sham; c : choc. 
Augmentation de la perméabilité cellulaire des reins KOB2c par rapport aux WTc (augmentation de la 
teneur en eau tissulaire et augmentation du poids des reins). Contrairement aux KOB2c, les souris ATB2c 
ne semblent pas avoir de modification de la perméabilité vasculaire et cellulaire à J2 du choc 
hémorragique.  

 

 

II.3  Conclusion  
 

Le modèle murin de choc hémorragique à pression contrôlée que nous avons utilisé, 

est un modèle suffisamment sévère pour conduire à une situation clinique d’IRA par NTAI. 

Contrairement à ce qui a été montré dans l’insuffisance rénale chronique, le RB2 ne semble 

pas jouer de rôle néphroprotecteur déterminant dans ce modèle. Par contre, par son action sur 

l’endothélium vasculaire, le RB2 semble avoir un impact important sur la réactivité 
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vasculaire. En effet, les souris choquées déficientes (KOB2) ou bloquées 

pharmacologiquement pour le RB2 (ATB2) ont présenté une meilleure tolérance à 

l’hypotension que les souris contrôles (WT). Ceci a été confirmé par l’augmentation 

significative du volume de sang nécessaire à prélever pour atteindre l’objectif de pression 

artérielle et par une réduction de la mortalité des souris ATB2 par rapport au groupe contrôle. 

L’implication du RB2 dans la régulation de la perméabilité vasculaire reste, par contre, moins 

claire. Nos résultats montrent que la perméabilité capillaire est augmentée chez les souris 

choquées KOB2, alors qu’elle a plutôt tendance à diminuer chez les souris choquées ATB2. 

Ces résultats contradictoires pourraient être en partie expliqués par la surexpression du RB1 

qui a été décrite chez les souris KOB2 (46). Des investigations complémentaires sont 

nécessaires pour valider cette hypothèse.  

Nous avons montré que le RB2 participe donc bien à l’hypotension artérielle lors d’un 

choc hémorragique. De ce premier travail est né une réflexion nouvelle : quel serait l’impact 

du blocage du RB2 dans une situation où il serait suractivé, comme par exemple lors d’un 

traitement par des inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC) ? Cette problématique a une 

application clinique importante car les IEC sont largement prescrits dans le traitement de 

l'hypertension artérielle, de l’insuffisance cardiaque et des maladies rénales chroniques. 

Cependant, ils peuvent être aussi à l’origine d’hypotensions artérielles sévères pendant 

l'anesthésie, et a fortiori en cas d’état de choc hémorragique. Dans ce cadre, le blocage aigu 

du RB2 pourrait donc être d’un intérêt majeur. L’objectif de la suite de ce travail a donc été 

d’évaluer l’intérêt de l’utilisation d’un antagoniste spécifique du RB2 pour limiter les effets 

hypotensifs délétères des IEC observés au cours d’une situation critique telle que l’état de 

choc hémorragique. 
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hémorragique contrôlé 

 

 

PARTIE III : IMPACT DU BLOCAGE DU RB2 SUR 
LES EFFETS DES IEC : APPLICATION À UN 

MODÈLE DE CHOC HEMORRAGIQUE CONTROLE  
 
 
 
 
 
 

D’un point de vu hémodynamique, le système kinine-kallicréine (SKK) joue un rôle 

essentiellement vasodilatateur via l’endothélium tandis que le système rénine-angiotensine 

(SRA) exerce une action plutôt vasoconstrictrice. Ces 2 systèmes agissent donc de façon 

opposée mais aussi complémentaire. Les interactions entre ces 2 systèmes sont multiples, et 

l’enzyme de conversion de l’angiotensine I (ECA) tient un rôle central dans ces interactions. 

La découverte de cette enzyme a rapidement fait naître une nouvelle classe thérapeutique : les 

inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC).  

D’un point de vue pharmacologique, nous rappellerons le rôle central de ce 

médicament dans la prise en charge des maladies cardiovasculaires comme l’hypertension 

artérielle, l’insuffisance cardiaque chronique et les néphropathies chroniques (en particulier 

diabétiques). Nous expliquerons comment une classe thérapeutique aussi importante que les 

IEC peut être aussi responsable d’hypotensions artérielles sévères parfois même réfractaires 

au cours d’une anesthésie ou d’état de choc.   

L’objectif de notre travail était d’évaluer l’impact du blocage aigu du RB2 sur les 

effets hypotensifs des IEC, dans une situation critique telle que l’état de choc hémorragique. 

Pour cela, nous avons évalué les effets de l’utilisation de l’HOE-140 (antagoniste du récepteur 
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B2) sur la pression artérielle, la défaillance multi-organique et la mortalité induite par les IEC 

lors d’un choc hémorragique murin à objectif de pression ou de volume. 
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 Pharmacologie des IEC  
 

L’enzyme de conversion de l’angiotensine 1 (ECA) a été découverte par Skeggs et al. 

en 1956 (179), puis étudiée par Erdös dans les années 1960 (180). Vane et al. (181) ont 

ensuite mis en évidence les principales actions de l’ECA : production d'angiotensine II (Ang 

II) à partir de l’angiotensine I (Ang I) (182), mais aussi dégradation de la bradykinine (BK) 

(183). Ils ont par la suite décrit l’importance de l’endothélium vasculaire dans ces effets (184). 

La découverte de l’ECA permit rapidement la synthèse d’une nouvelle classe thérapeutique : 

les inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC) dont la première molécule, le captopril, a été 

synthétisée par Ondetti et Cushman dans les années 70 (185).  

Les IEC agissent à la fois sur le SRA vasoconstricteur et le SKK vasodilatateur. Leurs 

effets bénéfiques, en particulier anti-hypertenseurs, ont été initialement rapportés à 

l’inhibition du SRA, mais des données plus récentes montrent que l’accumulation de BK joue 

un rôle sans doute aussi important (186,187). En effet, la biodisponibilité de l’Ang II n’est pas 

toujours modifiée lors d’un traitement par les IEC (188,189), car la synthèse d’Ang II peut 

être indépendante de l’ECA (190), et sa dégradation induite par l’enzyme de conversion 2 de 

l’angiotensine I (ECA 2). D’autre part, l’utilisation d’antagonistes du RB2 a aussi apporté des 

preuves expérimentales importantes en faveur l’implication de ce récepteur dans l’action des 

IEC (67,191,192). 

Pharmacologiquement, les IEC se distinguent en 3 catégories : les sulfhydryles 

(captopril), les phosphonates (fosinopril) et les dicarboxylates (énalapril). Ces 3 groupes de 

composés diffèrent notamment par leur durée d'action, qui, pour une dose thérapeutique 

moyenne de captopril est de 6 à 8 h contre 12 à 18 h pour l’énalapril (193).  

Les IEC sont responsables d’une diminution des résistances vasculaires périphériques, 

et par suite d’une chute de la pression artérielle. Cette hypotension artérielle s’accompagne de 
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faibles variations de la fréquence cardiaque et du débit cardiaque, contrairement à celle 

induite par d'autres vasodilatateurs (par exemple les inhibiteurs calciques) qui provoquent une 

tachycardie (194,195). 

 

 

  Les IEC dans le traitement des maladies 

cardiovasculaires  
 

Les IEC sont l’une des classes thérapeutiques les plus prescrites dans le monde. Ils 

sont recommandés par les sociétés savantes européennes et internationales dans le traitement 

de l’hypertension artérielle chronique (HTA), de l’insuffisance cardiaque chronique et de 

l’insuffisance rénale chronique (196–198). L’intérêt porté aux IEC, et de manière plus 

générale aux inhibiteurs du SRA, est sans aucun doute en rapport avec les effets bénéfiques 

spectaculaires obtenus (en particulier la réduction de la mortalité) dans le traitement des 

maladies cardiovasculaires.  

D’un point de vu physiopathologique, ces effets bénéfiques ont longtemps été 

rapportés uniquement au blocage du SRA (199,200). Les nombreuses données cliniques et 

expérimentales précédemment citées prouvent que ces effets passent aussi par l’activation du 

SKK et en particulier du RB2 (186,187).   

 

  IEC et HTA  

 

Selon les recommandations de la société française d’hypertension en 2013, il est 

recommandé d’utiliser un IEC en première intention dans le traitement des patients 
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hypertendus diabétiques ou insuffisants cardiaques. Il est aussi recommandé d’utiliser en 

première intention un IEC plutôt qu’un ARAII, du fait de la supériorité des IEC sur le 

contrôle tensionnel.  

C’est initialement Swartz et al. en 1979, qui ont suspecté le rôle important de la BK 

dans les effets hypotensifs des IEC (201). La contribution du SKK dans le contrôle tensionnel 

induit par les IEC a ensuite été mise en évidence dans de nombreux modèles d’hypertension 

artérielle chronique chez l’animal (souris (202), rat (191,203–205), et chien (206)) comme 

chez l’homme (207,208), en particulier grâce à l’utilisation d’antagonistes du RB2.  

 

  IEC et insuffisance cardiaque  

 

Les IEC représentent actuellement une des bases du traitement de l'insuffisance 

cardiaque. Depuis plus de 15 ans, de nombreux essais contrôlés ont largement montré que les 

IEC améliorent la qualité de la vie, réduisent les symptômes des patients, augmentent 

l'aptitude à l'effort et diminuent la mortalité. Les IEC ralentissent l'évolution des dysfonctions 

ventriculaires gauches. Le captopril et l'énalapril ont, les premiers, prouvé leur efficacité sur la 

réduction de la mortalité à moyen terme (209–212). Désormais, le traitement de l'insuffisance 

cardiaque congestive ne se conçoit plus sans IEC.  

Les IEC sont aussi largement recommandés dans la prise en charge des infarctus du 

myocarde pendant la phase aigüe car ils limitent l’ischémie myocardique et le remodelage 

cardiaque. Ils permettent aussi de prévenir les dommages qui pourraient être causés par le 

syndrome d'ischémie-reperfusion (213,214). 

Ces effets cardioprotecteurs ont été mis en évidence initialement par des études 

expérimentales, dont une partie montrent l’implication du RB2 dans ces effets, que ce soit 

dans le cadre de l’insuffisance cardiaque chronique (38,215,216) ou aiguë (217).  
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  IEC et néphropathies  

 

L’effet protecteur rénovasculaire des IEC a été démontré dans plusieurs grandes études 

cliniques. L’étude REIN (The Ramipril Efficacy In Nephropathy (218)) a montré que le 

traitement par IEC (ramipril) chez des patients protéinuriques permettait, malgré une pression 

artérielle identique, de ralentir le déclin du débit de filtration glomérulaire, et de réduire le 

risque de développer une insuffisance rénale terminale. L’effet protecteur rénal des IEC serait 

supérieur à celui des autres molécules anti-hypertensives. L’étude HOPE (Heart Outcomes 

Prevention Evaluation (219)) a montré que le traitement par le ramipril était associé à une 

réduction de la mortalité et de la morbidité cardio-vasculaires chez les patients à haut risque 

cardio-vasculaire. Ce bénéfice est encore plus important chez les patients présentant des 

pathologies rénales, ce qui suggère un effet spécifique des IEC sur la protéinurie, 

indépendamment de leur effet hypotenseur (220). Au niveau rénal, les IEC augmentent le 

débit sanguin rénal et diminuent la fraction de filtration glomérulaire, en réduisant le tonus de 

l'artère efférente glomérulaire et la pression intra glomérulaire (221,222). L’administration 

chronique d’IEC permet de diminuer la pression artérielle, non seulement chez les patients 

hypertendus à rénine haute, mais aussi chez les patients à rénine normale ou basse (223,224). 

Dans ces groupes de patients hypertendus et dans ceux souffrant d'insuffisance cardiaque, les 

effets bénéfiques des IEC dépendent en grande partie de l’activité des kinines. En effet, 

plusieurs études ont montré que les effets bénéfiques des IEC étaient considérablement réduits 

lors de l'antagonisation du RB2 par l’icatibant (102,225,226).  
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  IEC et diabète 

 

Dans une revue de la littérature, McFarlane et al. ont mis en évidence la place centrale 

des IEC dans le contrôle du syndrome cardio-métabolique (associant diabète de type 2, 

hypertension et obésité) (199). De nombreuses études montrent que ces effets bénéfiques sont 

liés au blocage du SRA (199), mais aussi à une suractivation du SKK (216,217).  

Le SKK joue un rôle important dans certaines fonctions « métaboliques » d’organes 

comme le pancréas ou le rein soulignant ainsi son action paracrine (186,227,228). Les kinines 

facilitent le transport du glucose et augmentent son utilisation par les cellules. Plusieurs 

mécanismes ont été proposés pour expliquer les interactions entre BK et insuline : 1) le RB2 

stimulerait la sécrétion d’insuline par les cellule Béta du pancréas ; 2) le RB2 augmenterait la 

consommation cellulaire du glucose en présence ou absence d’insuline ; 3) le RB2 faciliterait 

la phosphorylation du récepteur de l’insuline (186,199).  

A l’heure actuelle, l’intérêt des IEC a largement été démontré  dans le contrôle de la 

microangiopathie et de la macroangiopathie liées au diabète. Ils sont aujourd’hui 

recommandés en première intention dans le traitement et dans la prévention des angiopathies 

liées au diabète (229).   

 

  Conclusion  

 

Cette revue de la littérature permet de conclure que les IEC sont des médicaments 

précieux et efficaces dans le traitement des maladies cardiovasculaires. Les IEC et ARAII 

sont parmi des médicaments les plus étudiés et les plus utilisés au long cours avec une 

observance optimale car responsables de peu d’effets secondaires (230).  
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   L’effet paradoxal des IEC  
 

  Effets bénéfiques ou délétères des IEC ? 

Les IEC, comme tous les traitements, sont associés à des effets secondaires. Certains 

de ces effets sont liés au radical sulfhydryle présent chez tous les IEC. Ces principaux effets 

secondaires sont les suivants :   

- La toux est l’effet secondaire le plus fréquent. Elle est sèche, irritative et isolée. Elle survient 

dans environ 15% des cas, quelque soit l’IEC et la dose administrés, et elle cesse à l'arrêt de la 

thérapeutique. Son mécanisme d’action reste mal connu mais l'accumulation de substance P 

ou de BK et la stimulation de fibres vagales de type C ont été incriminées (231). Bien que 

relativement peu invalidante, cette toux liée à la prise des IEC impose le plus souvent de 

renoncer au maintien de ce traitement.  

- L'hyperkaliémie est exceptionnelle chez les patients dont la fonction rénale est normale ou 

en l'absence d'une autre cause d'hyperkaliémie (supplémentation en potassium, diurétiques 

épargneurs de potassium). Elle est liée à une diminution de la sécrétion d’aldostérone. Les 

IEC peuvent aussi être responsables de l’aggravation d’une insuffisance rénale, en particulier 

chez les patients avec une hypertension rénovasculaire ou chez les patients avec une sténose 

des artères rénales. Cette dégradation est liée à la levée de l’action vasconstrictrice de l’Ang II 

sur l’artériole efférente du glomérule, ce qui entraîne une diminution de la pression 

d’ultrafiltration. Les IEC sont donc contre-indiqués chez les patients avec une sténose 

bilatérale des artères rénales.  

- De façon plus rare, les IEC peuvent être associés à des réactions allergiques (comme des 

rash cutanés) (1%) ou à des angioedèmes (0,1-0,2%) (194). Les mécanismes responsables de 

ces angio-oedèmes restent mal connus, mais ils semblent impliquer l’augmentation de la 

production de BK via la stimulation du récepteur AT2, ou l’inhibition de sa dégradation (232). 
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Les résultats récents d’une étude randomisée sur l’utilisation d’un antagoniste du RB2 

(icatibant) dans le traitement des angiœdèmes induits par les IEC confortent cette hypothèse 

(59). 

- Enfin, les IEC sont à l’origine paradoxalement à des hypotensions artérielles parfois 

délétères. Ces hypotensions sont observées en particulier chez les patients dont le SRA est 

activé, comme par exemple lors d’un traitement par diurétique, d’un régime hyposodé, ou 

chez les patients insuffisants cardiaques. Elles peuvent conduire à des hypotensions artérielles 

sévères voir réfractaires chez les patients anesthésiés (233,234). Ces hypotensions artérielles 

sévères peuvent être responsables d’insuffisance rénale postopératoire et d’une augmentation 

de la mortalité périopératoire (234).  

  IEC et hypotension artérielle 

 

III.3.2.1 IEC et Anesthésie  

III.3.2.1.a Anesthésie et hypotension artérielle  

L’hypotension artérielle en anesthésie est très mal définie car il n’existe pas de 

définition consensuelle. Ainsi, JB Bijker et al. ont montré qu’il existe plus de 50 définitions 

différentes de l’hypotension artérielle périopératoire dans 130 études publiées entre 2000 et 

2007 (235). L’effet de l’anesthésie générale sur la pression artérielle et la fréquence cardiaque 

résulte à la fois d’un effet indirect, lié à l’effet central de l’anesthésie sur l’activité de base du 

système sympathique, d’un effet direct des agents anesthésiques sur le système 

cardiovasculaire et d’une altération de la capacité d’adaptation à ces variations, par un effet 
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sur la fonction baroréflexe. Plusieurs études récentes rapportent des conséquences graves des 

variations hémodynamiques périopératoires sur le devenir à court et moyen terme des 

patients. Ainsi, dans le travail de Lienhart et al. sur la mortalité liée à l’anesthésie en France, 

une prise en charge non optimale de l’hypotension peropératoire (non définie) était une cause 

de mortalité, identifiée par les experts dans 39 % des dossiers analysés (236). Dans le travail 

de Rohrig et al. (237), une association significative entre la survenue d’une variation 

hémodynamique et la mortalité était trouvée, mais le lien de causalité ne pouvait être établi 

(mortalité en l’absence de variation hémodynamique = 1,0 % vs en cas de variation = 2,1 %, 

p < 0,001). Monk et al. (238) ont recherché les facteurs indépendants de mortalité à 1 an chez 

1 000 patients opérés de chirurgie générale. Ils ont montré, comme beaucoup d’autres auteurs, 

que les comorbidités étaient un facteur de risque indépendant majeur dans la mortalité 

postopératoire (OR [IC 95 %] = 16 [10–34], OR : olds ratio (OR) IC : intervalle de 

confiance), mais aussi que chaque minute passée avec une pression artérielle systolique 

< 80 mm Hg augmentait le risque de décès à 1 an (OR [IC 95 %] = 1,036 [1,01–1,06]). 

La survenue d’une hypotension artérielle en anesthésie, quelle qu’en soit la cause, est 

associée à une augmentation de la morbi-mortalité. L’association d’une anesthésie (et a 

fortiori d’un état de choc) avec la prise d’un traitement anti-hypertenseur comme les IEC a été 

étudiée afin d’évaluer le retentissement périopératoire et adapter la gestion de ces traitements. 

 

III.3.2.1.b IEC et hypotension artérielle péri-opératoire  

Le rôle central des IEC dans le traitement de l'hypertension artérielle, de l'insuffisance 

cardiaque et de l’insuffisance rénale chronique a suscité une augmentation constante du 

nombre de patients traités par IEC. La question de la gestion des IEC en période 

périopératoire s’est donc posée. Il a été initialement proposé d’administrer, comme pour les 

bétabloquants, les IEC le matin de l'intervention chirurgicale. Rapidement, des épisodes 
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d'hypotension artérielle sévères au cours de l'anesthésie, en particulier après l’intubation 

orotrachéale ont été observés (233,239–241). La fréquence et la sévérité des hypotensions 

artérielles, ainsi que les complications associées à ces hypotensions, ont été étudiées en 

chirurgie cardiaque (242,243) et non cardiaque (233,239–241). Certaines études ont montré 

une relation entre le maintien des inhibiteurs du SRA et la survenue d’une insuffisance rénale 

aiguë (244,245), d’une fibrillation auriculaire (246), voir même une augmentation de la 

mortalité périopératoire (233,234). Malgré ces effets délétères, la poursuite des IEC en 

périopératoire reste discutée (234,247). En effet, les études précédemment citées ont été 

ensuite controversées par des études plus récentes qui montrent l’absence d’effet délétère des 

inhibiteurs du SRA en chirurgie générale et cardiaque malgré le nombre plus fréquent 

d’hypotension artérielle (248,249).  

Compte tenu de ces différentes données, de nouvelles recommandations ont été 

proposées en 2013 et 2014 par les sociétés européennes (ESC) (250) et américaines (AHA) 

(251) pour la gestion des patients sous inhibiteurs du SRA en périopératoire. Il semble 

« reasonable » par la société américaine de les poursuivre (recommandation de classe IIa, 

accord de niveau B). En cas d’arrêt des inhibiteurs du SRA, il est aussi recommandé de 

reprendre ce traitement le plus tôt possible (accord de niveau C). Concernant la société 

européenne, elle stratifie les patients en deux groupes selon que les patients sont hypertendus 

ou insuffisants cardiaques chroniques. Il est recommandé de maintenir les inhibiteurs du SRA 

en périopératoire chez les patients insuffisants cardiaques, voir même de les introduire une 

semaine avant la chirurgie (recommandations de classe IIa, accord de niveau C) pour éviter 

une éventuelle décompensation cardiaque périopératoire. Chez les patients hypertendus 

chroniques, il est recommandé d’interrompre le traitement par inhibiteurs de SRA en 

préopératoire compte tenu du nombre et de l’importance des hypotensions artérielles péri-

opératoire (recommandations de classe IIa, niveau C).  
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Ces nouvelles recommandations vont conduire dans les années à venir à une 

augmentation du nombre de patients sous inhibiteurs du SRA en périopératoire. Cependant la 

gestion périopératoire des hypotensions artérielles sévères induites par les inhibiteurs du SRA 

reste empirique et basée sur une expansion volémique et l’utilisation de vasopresseurs (252).  

 

III.3.2.2 IEC et état de choc hémorragique  

Lors d’un choc hémorragique, l’organisme met en jeu plusieurs systèmes de régulation 

visant à maintenir la perfusion des organes « nobles », comme le cerveau et le cœur (253), au 

détriment d’autres territoires comme les territoires splanchnique, rénal et musculo-cutané 

(131). Quelques travaux anciens se sont intéressés à l’impact des IEC au cours du choc 

hémorragique et suggèrent un effet potentiellement bénéfique des IEC grâce à une 

amélioration de la perfusion tissulaire. Dans une étude publiée en 1984, Freeman et al. ont 

montré chez le chat qu’une injection d’acide enalaprilic (IEC non commercialisé aujourd’hui) 

augmentait (paradoxalement) la pression artérielle et améliorait la perfusion d’organe (254). 

Dans une autre étude publiée en 1982, Rosenfeld et al. ont montré que l’utilisation d’un IEC 

(captopril) améliorait les lésions d’ischémie-reperfusion au niveau intestinal observées au 

cours d’un choc hémorragique chez le chat (255). Ces données anciennes (avec un faible 

niveau de preuve) n’ont pas été confortées par de nouvelles études. En revanche, les 

nombreuses publications en anesthésie montrent que l’aggravation des hypotensions 

artérielles induite par les IEC peut être potentiellement délétère et donc a fortiori au cours 

d’un état de choc hémorragique.  
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 Contribution personnelle : Impact du blocage 

aigu du RB2 sur les effets hypotenseurs des IEC au 

cours d’un état de choc hémorragique  
 
 
 Ce travail a fait l’objet de 2 communications orales au congrès de la société française 

d’anesthésie-réanimation (SFAR) et au congrès de physiologie et de biologie intégrative 

(CPBI) (annexe 1). Il a été ensuite valorisé par une publication dans le journal Critical Care 

Medicine (256), ainsi par le dépôt d’un brevet en avril 2014 (annexe 2).  

 

  Introduction  

Comme décrit précédemment dans la partie II, nous avons étudié la place du RB2 dans 

la protection contre l’agression rénale aiguë induite par un choc hémorragique à pression 

contrôlée dans un modèle de souris knockout pour le RB2 ou bloquées pharmacologiquement 

par un antagoniste du RB2 (HOE-140). Dans ce premier travail, nous avons montré que : 1) le 

RB2 est impliqué dans les effets hémodynamiques induits par le choc hémorragique ; 2) le 

blocage pharmacologique du RB2 semble avoir un effet protecteur puisqu’il diminue la 

mortalité des souris choquées ATB2.  

L’intérêt de ce deuxième travail est né d’une triple réflexion : 1) le blocage du RB2 

pourrait exercer un effet protecteur lors d’un choc hémorragique ; 2) plusieurs études ont 

montré dans des modèles d’hypertension artérielle chronique (191,202–204) ou d’insuffisance 

cardiaque chronique (206), que les effets hypotenseurs des IEC peuvent être limités par le 

blocage du RB2 ; 3) chez les patients anesthésiés et/ou en état de choc traités par IEC, la 

survenue d’une hypotension artérielle sévère, parfois même réfractaire, est responsable d’une 

augmentation de la morbi-mortalité périopératoire (233,234).  
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En conséquence, l’hypothèse de ce troisième travail était que le blocage aigu du RB2, 

dans une situation critique comme l’état de choc hémorragique, limite l’aggravation des effets 

hypotensifs délétères des IEC.  

 

 Description du schéma expérimental  

 

Pour répondre à cette question, nous avons étudié l’impact des IEC et du blocage aigu 

du RB2 par l’HOE-140 dans 2 protocoles de choc hémorragique contrôlé : un choc 

hémorragique à objectif de pression (35 ± 5 mmHg) pour évaluer l’impact hémodynamique, et 

un choc hémorragique à objectif de volume (0,3 mL) pour étudier le retentissement sur la 

défaillance d’organe. L’impact des différents traitements a été analysé à l’aide de 5 groupes : 

1) un groupe de souris sham correspondant aux souris anesthésiées-opérées mais non 

choquées (sham) ; 2) un groupe de souris choquées non traitées dites contrôles (contrôle) ; 3) 

un groupe de souris choquées traitées pendant 7 jours précédents le choc par IEC (Ramipril) 

(IEC) ; 4) un groupe de souris choquées traitées par IEC pendant 7 jours précédents le choc et 

par une injection d’HOE-140 juste avant le choc (IEC+HOE) ; 5) un groupe de souris 

choquées traitées par une injection d’HOE-140 juste avant le choc hémorragique (HOE).  

L’impact des IEC et du blocage du RB2 par l’HOE-140 a été étudié au niveau 

hémodynamique par la mesure de la pression artérielle moyenne, et au niveau de la perfusion 

tissulaire systémique par la mesure de la lactatémie.  

 

 



Impact du blocage du RB2 sur les effets des IEC : application à un modèle de choc 
hémorragique contrôlé 

 Résultats et discussion 

 

Nos résultats apportent plusieurs informations: 1) ils confirment l’implication du RB2 

dans la régulation de la pression artérielle et dans les effets hypotensifs induits par les IEC ; 2) 

le blocage aigu du RB2 par l’HOE-140 permet de limiter l’aggravation des effets hypotensifs 

des IEC au cours d’un état de choc hémorragique ; 3) cet effet bénéfique hémodynamique 

s’accompagne d’une augmentation moins importante de la lactatémie ; 4) cet effet est 

immédiat et obtenu après une seule injection d’HOE-140.  

Ce travail met en évidence pour la première fois l’intérêt potentiel de l’utilisation d’un 

antagoniste du RB2 pour limiter l’aggravation des effets hypotensifs induits par des IEC au 

cours d’une situation critique telle que l’état de choc. 



Manuscrit n°1 

 

 

Manuscrit n°1 

 

 Acute bradykinin receptor blockade during hemorrhagic shock in mice prevents the 

worsening hypotensive effect of angiotensin-converting enzyme inhibitor.  

 

Hélène Charbonneau, Marie Buléon, Vincent Minville, Stanislas Faguer, Jean-Pierre 

Girolami, Jean-Loup Bascands, Ivan Tack, Nicolas Mayeur. 

 



Manuscrit n°1 

 



Manuscrit n°1 

 

 



Manuscrit n°1 

 



Manuscrit n°1 

 
 
 



Manuscrit n°2 

 

 

 

Manuscrit n°2 

BR2 antagonist for use in the prevention of the hypotensive effect of patient treated with 

angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEi) 

 

Inventeur(s) Charbonneau Hélène ; Mayeur Nicolas ; Tack Ivan 

Demandeur(s) INSERM; Université Paul Sabatier Toulouse; Centre Hospitalier universitaire 

de Toulouse; Assistance publique hôpitaux de Paris 

 

Numéro de demande WO2015EP57800 20150410 

Numéro de priorité: EP20140305523 20140410 

 

(Annexe n°2) 



Manuscrit n°2 

 
 
 



Impact du blocage du RB2 sur les effets des IEC : application à un modèle de choc 
hémorragique contrôlé 

   IEC et les médiateurs de l’hémodynamique  
 
 

 Potentialisation de l’activation du RB2 par les IEC 

  

Du fait de l’équipement enzymatique spécifique de la cellule endothéliale, en particulier 

de la présence de la forme endothéliale de la synthase du monoxyde d’azote (eNOS), 

l’activation du RB2 se traduit par des effets vasomoteurs relaxant puissants (23). Par ailleurs, 

plusieurs données expérimentales montrent une interaction moléculaire entre l’ECA et le RB2 

responsable d’une potentialisation des effets du RB2 (257–261). Par exemple, en utilisant des 

cellules endothéliales humaines et bovines en culture, Wiemer et al. ont montré une 

augmentation de la production de NO et PGI2 induite par les IEC grâce à l’accumulation 

importante de BK endogène (257). La production de NO a été évaluée indirectement par la 

mesure du GMPc intracellulaire, et de la PGI2 par un dosage radio-immunologique 

spécifique. L’augmentation de la production de GMPc induite par les IEC a été inhibée par 

l’utilisation d’un antagoniste spécifique du RB2 ou par le blocage de la production du NO 

avec le L-NAME. Ces données indiquent que des cellules endothéliales en culture provenant 

de différentes espèces sont capables de produire et de libérer de la BK dans le milieu 

extracellulaire. La BK est alors responsable d’une stimulation prolongée de la formation de 

NO et de PGI2, à condition que sa dégradation ait été bloquée par un IEC. Ces données ont 

été aussi étayées par le fait que la demi-vie de la BK exogène est augmentée en présence d’un 

IEC (258).  

Par ailleurs, Minshall et al. (259) ont montré, en utilisant une préparation d’oreillette de 

cobaye, que les IEC sont capables de potentialiser les effets inotropes de la BK. Cette 

propriété semble indépendante de l’action de l’inhibiteur sur le métabolisme de la BK, et a été 
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attribuée à une moindre désensibilisation du récepteur correspondant. Ces observations ont été 

confirmées dans un modèle de cellules CHO (Chinese hamster ovary) transfectées avec les 

gènes codant l’ECA et le RB2 (260,261). Dans ce modèle cellulaire, la présence d’un IEC 

augmente le nombre de RB2, augmente leur affinité pour la BK, et prévient leur 

désensibilisation et leur endocytose. Cet effet des IEC entraîne une formation accrue d’IP3 

intracellulaire et d’acide arachidonique (260,261). 

Les effets pharmacologiques des IEC sont donc bien liés à l’inhibition de la dégradation 

de la BK. L’accumulation de BK qui résulte de cet effet potentialise l’activité du RB2 et par 

suite, augmente la production de NO et de prostaglandines.  

 

  Contribution personnelle : participation de la voie du 

NO dans les effets hypotenseurs des IEC au cours d’un état de 

choc hémorragique contrôlé 

 

Nous avons montré, dans un modèle murin de choc hémorragique à objectif de pression, 

puis un modèle à objectif de volume, qu’il était possible d’inhiber les effets hypotenseurs des 

IEC par l’injection d’une dose d’icatibant (HOE-140) avant le début du choc. Afin de mieux 

comprendre par quel mécanisme cet effet a été obtenu et compte tenu des données de la 

littérature précédemment citées, nous avons fait le choix d’étudier l’effet du blocage aigu du 

RB2 sur l’activation de la voie du NO au cours d’un état de choc hémorragique à objectif de 

volume. Pour cela, nous avons étudié la voie du NO à 3 niveaux : 1) par l’analyse de 

l’expression de la eNOS par la technique du western blot, 2) par le dosage du GMPc, et 3) par 

le dosage des nitrites (NO2-) et nitrates (NO3-) issus de la dégradation du NO. De façon 

comparable au protocole précédent, nous avons analysé 5 groupes : 1) un groupe de souris 
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sham correspondant aux souris anesthésiées-opérées mais non choquées (sham) ; 2) un groupe 

de souris choquées dites contrôles (contrôle) ; 3) un groupe de souris choquées traitées 

pendant 7 jours par IEC (IEC) ; 4) un groupe de souris choquées traitées par IEC pendant 7 

jours et par une injection d’HOE-140 avant le choc hémorragique (IEC+HOE) ; 5) un groupe 

de souris choquées traitées par une injection d’HOE-140 avant le choc hémorragique (HOE). 

Le dosage des nitrates et nitrites a été fait par une technique colorimétrique. Les 

résultats montrent qu’au cours d’un choc hémorragique à volume contrôlé, la production de 

nitrates et de nitrites a été significativement plus importante dans le groupe des souris sous 

IEC par rapport aux autres groupes et que cet effet a été inhibé par le blocage aigu du RB2 par 

l’HOE-140 (figure 17).  

 

Sham

Contrô
le IEC

IEC+H
OE

HOE
0

10

20

30

40

50
*

*

*

N
itr

at
es

+N
itr

ite
s 

(μ
M

)

 

Figure 17 : Dosage de la production de nitrates et nitrites par méthode colorimétrique. 
Sham : souris anesthésiées non choquées ; contrôle: souris choquées ; IEC : souris choquées prétraitées 
pendant 7 jours par IEC ; IEC+HOE : souris choquées prétraitées par IEC pendant 7 jours et par une 
injection d’HOE-140 avant le choc hémorragique ; HOE : souris choquées traitées par une injection 
d’HOE-140 avant le début du choc. * p<0,05  
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Concernant l’expression de la eNOS et les dosages de GMPc, nous avons eu des 

problèmes techniques qui ne nous permettent pas aujourd’hui de présenter nos résultats. De 

nouvelles expériences sont en cours. 

Malgré ces résultats partiels, les premières données obtenues sur le dosage des 

nitrates/nitrites semblent suggérer que la voie du NO est suractivée chez les souris sous IEC et 

que le blocage du RB2 permettrait de limiter cet effet. L’effet protecteur de l’HOE-140 

pourrait donc être en partie expliqué par une moindre activation de cette voie vasodilatatrice.  

 

  IEC et défaillance multi-viscérale  
 
 

  Choc et défaillance multi-viscérale  

 

Nous avons vu que l’état de choc hémorragique était défini par une défaillance aiguë du 

transport et/ou de l’utilisation de l’oxygène aboutissant à des défaillances d’organes. 

L’hypoxie se manifeste au niveau de tous les organes et entraîne la libération dans le sang de 

substances vaso-actives (prostaglandines, NO…) qui auto-entretiennent et aggravent la 

défaillance circulatoire. La diminution brutale des apports en O2 et en glucose expose les 

cellules à des lésions irréversibles par diminution du potentiel de membrane mitochondrial, et 

accumulation de calcium dans le cytosol (262). La phase d’ischémie, mais également la phase 

de reperfusion, peuvent être à l’origine de ces lésions cellulaires (263). La production de 

radicaux libres est l’un des déterminants majeurs de l’initiation des voies de signalisation 

intracellulaires cytotoxiques (136). Les radicaux libres stimulent également la réponse 

inflammatoire par l’activation de la production de cytokines et par l’expression de molécules 

d’adhésion à la surface des cellules endothéliales (264,265).  
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Si l’hypoxie joue un rôle certain dans les mécanismes de souffrance cellulaire et 

d’activation de la réponse inflammatoire systémique, l’endothélium contribue lui aussi 

largement à l’activation de cette réponse inflammatoire. En effet, l’interaction entre les 

leucocytes (Polynucléaires Neutrophiles) et l’endothélium favorise la migration des 

leucocytes dans les tissus (diapedèse) (figure 18), conduisant à cette réponse inflammatoire et 

au syndrome de défaillance multiviscérale qui s’en suit. L’atteinte de l’intégrité de 

l’endothélium contribue à l’altération de la fonction de « barrière » de l’endothélium et à la 

survenue d’une perméabilité vasculaire et d’une fuite capillaire.  
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Figure 18 : Rôle de l’endothélium dans la migration leucocytaire : diapédèse  
(d’après McIntyre et al. (266) 

 

Le rôle central de l’endothélium au cours du choc hémorragique a d’ailleurs fait l’objet 

de nombreuses publications. Dans un modèle murin de choc hémorragique, Van Meurs et al. 

ont étudié l’expression et la cinétique d’apparition de ces molécules d’adhésion dans plusieurs 

organes (foie, rein, poumon, cœur, cerveau) (267). Cette étude a mis en évidence la spécificité 

et l’importance de ces molécules d’adhésion dans l’apparition de cette réponse inflammatoire 

systémique responsable de la défaillance multi-viscérale. Ces résultats témoignent d’un intérêt 
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potentiel d’agir sur cette phase précoce inflammatoire pour limiter la gravité du choc. Dans 

une autre étude publiée par la même équipe, il a été de nouveau souligné l’importance de cette 

réponse inflammatoire (par rapport au processus hypoxique) dans les mécanismes d’activation 

de l’endothélium (268).   

 

  Contribution personnelle : inflammation rénale et 

blocage aigu du RB2 au cours d’un choc hémorragique à 

objectif de volume chez des souris traitées par IEC.   

 

Dans la suite de notre travail, nous avons cherché à comprendre comment évoluaient les 

paramètres de l’inflammation lors du blocage aigu du RB2 au cours d’un choc hémorragique 

à objectif de volume chez des souris traitées par IEC. De façon comparable aux travaux 

précédents, nous avons étudié 5 groupes : 1) sham ; 2) Contrôle ; 3) IEC ; 4) IEC+HOE ; 5) 

HOE. Les cibles de l’inflammation étudiées ont été : des cytokines pro-inflammatoires (IL6, 

TNFα), des chémokines (CCL2, CCL7) et des protéines d’adhésion (V-CAM et I-CAM). 

Nous avons quantifié l’expression de leurs ARNm par technique de qRT-PCR (quantitative 

reverse transcription polymerase chain reaction) 3 heures après le début du choc 

hémorragique à objectif de volume.   

Nos résultats (figure 19) montrent que l’expression des ARNm des cytokines pro-

inflammatoires, des chémokines et des protéines d’adhésion étudiées est significativement 

augmentée pendant la phase précoce du choc hémorragique ; que l’expression de ces ARNm 

tend à diminuer lorsque les souris sont préalablement traitées par des IEC ; et que l’ajout de 

l’antagoniste du RB2 (HOE-140) chez ces souris, limite encore plus l’importance de cette 

réaction inflammatoire. De façon paradoxale, l’expression de ces ARNm est significativement 
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augmentée lorsque les souris choquées ne sont traitées que par l’HOE-140, suggérant ainsi 

une activation importante du RB2 au cours du choc hémorragique. Ces résultats sont toutefois 

à interpréter avec précaution pour deux raisons : d’une part, ces paramètres n’ont été étudiés 

qu’à un seul temps après le choc (H3) ; d’autre part, les résultats du groupe HOE-140 incitent 

vivement à étudier l’implication du RB1 au cours du choc hémorragique. En effet, le blocage 

du RB2 pourrait favoriser le recrutement d’un effet RB1. Des explorations complémentaires 

sont donc nécessaires pour permettre d’apporter des réponses à ces résultats préliminaires.  
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Figure 19 : Quantification d’ARNm par qRT-PCR : cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL6), 
chémokines (CCL7, CCL2), et protéines d’adhésion (V-CAM, I-CAM)  
Sham : souris anesthésiées non choquées ; Contrôle: souris choquées ; IEC : souris choquées prétraitées 
pendant 7 jours par IEC ; IEC+HOE : souris choquées prétraitées par IEC pendant 7 jours et par une 
injection d’HOE-140 avant le choc hémorragique ; HOE : souris choquées traitées par une injection 
d’HOE-140 avant le début du choc.  n=6-7/groupe.  * p<0,005 ; ** p<0,001 ; *** p<0,0001 
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  Contribution personnelle : Mortalité et impact 

organique du blocage aigu du RB2 au cours d’un choc 

hémorragique à objectif de volume chez des souris traitées au 

long cours par IEC  

 
 
 Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Dr Benoît Richard dans le cadre son 

M2R au sein de l’équipe 12 UMR 1048.  

 

III.6.3.1 Introduction  

Nous avons montré dans un premier travail (manuscrit n°1, (256)), que le blocage du 

RB2 par une injection d’HOE-140 permettait de restaurer la pression artérielle des souris 

choquées traitées au long cours par IEC et diminuait aussi les signes indirects d’hypoxie 

tissulaire (lactate artériel). Ce travail a été réalisé avec un modèle de choc 

hémorragique contrôlé à objectif de pression (35 ± 5 mmHg) dans le but d’évaluer l’impact 

hémodynamique de ce blocage et avec un modèle de choc hémorragique à objectif de volume 

(0,3 mL) pour évaluer le retentissement organique systémique par le dosage du lactate 

artériel. Ce travail a permis de confirmer le rôle du RB2 dans l’aggravation de l’hypotension 

artérielle induite par les IEC, et a montré l’intérêt potentiel de l’utilisation de l’HOE-140 dans 

l’antagonisation des effets délétères des IEC au cours d’un état de choc. Dans ce travail, nous 

n’avons pas retrouvé d’effet bénéfique de l’HOE-140 sur la mortalité, car la diminution du 

nombre de souris décédées dans le groupe IEC+HOE par rapport aux souris sous IEC seul 

était non significative (p = 0,673). Nous avons suspecté que ce résultat était lié à un manque 

de puissance (effectif trop faible ou incidence de l’évènement trop faible).  



Impact du blocage du RB2 sur les effets des IEC : application à un modèle de choc 
hémorragique contrôlé 

L’objectif de ce troisième travail était d’évaluer de nouveau l’impact sur la mortalité et 

la défaillance multi-viscérale (atteinte hépatique, rénale et digestive) du blocage aigu du RB2 

au cours d’un choc hémorragique à objectif de volume chez des souris traitées au long cours 

par des IEC.  

 

III.6.3.2 Matériel et méthodes 

III.6.3.2.a Schéma expérimental  

De façon comparable aux travaux précédents, nous avons étudié 5 groupes : 1) sham ; 2) 

Contrôle ; 3) IEC ; 4) IEC+HOE ; 5) HOE. Nous avons réalisé deux protocoles de choc 

hémorragique contrôlé à objectif de volume d’intensités différentes : un choc dit « sévère » 

(0,6 mL de volume prélevé) pour évaluer la mortalité et un choc dit « modéré » (0,3 mL) pour 

évaluer la défaillance multi-viscérale. En effet, suite à nos premiers résultats sur la mortalité, 

nous avons choisi de majorer l’intensité du choc pour augmenter le taux de mortalité. Pour 

cela, nous nous sommes fixés un volume de 0,6 mL correspondant au volume moyen prélevé 

lors de la validation de notre modèle de choc hémorragique à objectif de pression pour obtenir 

une nécrose tubulaire aiguë (175). Nous avons choisi d’étudier la défaillance multi-organique 

en utilisant le protocole de choc hémorragique « modéré » afin d’avoir moins de mortalité et 

garder le plus grand nombre de souris possible, en particulier dans le groupe IEC.  

De façon comparable à notre premier travail (256), les animaux subissant le choc 

hémorragique dit « sévère » ont été sacrifiés à H3 après le début du choc. La mortalité a été 

étudiée par une courbe de survie du début du choc jusqu’au sacrifice. Les animaux subissant 

le choc hémorragique dit « modéré » ont été sacrifiés seulement à H24 afin d’étudier l’impact 

tissulaire du choc hémorragique.  
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III.6.3.2.b Paramètres étudiés 

Une analyse biochimique a été réalisée pour évaluer l’atteinte rénale par la mesure de la 

cystatine C plasmatique (technique ELISA), et l’atteinte hépatique par le dosage des Alamine 

Amino Transferase (ALAT) dans le sérum (analyseur biochimique PENTRA 400).  

Une analyse moléculaire par qRT-PCR a été réalisée pour quantifier l’expression de 

KIM1 (Kidney Inducible Molecule1) dans le rein, l’expression de HGF (hepatocyte growth 

factor) dans le foie, et l’expression de ZO1 (Zonula occludens 1) et l’interleukine 22 dans 

l’intestin (iléon).  

Enfin, une analyse histologique après coloration par l’hématoxyline-éosine a été réalisée 

au niveau rénal, hépatique et intestinal (colon distal) afin d’évaluer la sévérité du choc. La 

quantification des lésions a été évaluée par des scores spécifiques de chaque organe : le 

« kidney injury score» pour le rein (176),  le score de « Thoolen » pour le foie (269), et le 

score de « CHIU » pour le colon (270).  

 

III.6.3.2.c Analyses statistiques 

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne ± écart-type. Les comparaisons 

intergroupes ont été réalisées à l’aide du test non paramétrique de Kruskal-Wallis, puis du test 

de Dunn’s lorsque celui-ci était significatif. Les résultats ont été considérés comme 

significativement différents lorsque p < 0,05. L’analyse statistique a été réalisée à l’aide du 

logiciel GraphPad Prism (version 4.02). 

 

III.6.3.3 RB2 et mortalité au cours du choc hémorragique  

Après un choc hémorragique sévère, les PAM des souris sous IEC (IEC) (25,5 ± 2,1 

mmHg) ont été significativement plus faibles par rapport à celle des groupes contrôle (38,0 ± 
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3,2 mmHg) et IEC+HOE (34,2 ± 0,6 mmHg) (p = 0,008).  Dans le groupe IEC, 5 souris sur 6 

sont mortes (4 pendant le choc et 1 à la fin de la réanimation). Dans le groupe IEC+HOE (n = 

5) et dans le groupe contrôle (n = 4), seulement une souris de chaque groupe est décédée à la 

fin de la réanimation. La mortalité a été significativement plus importante dans le groupe sous 

IEC comparativement aux autres groupes (p = 0.03) (figure 20).  
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Figure 20 : Courbe de survie après un choc hémorragique « sévère » 
Contrôle : souris choquées ; IEC : souris choquées prétraitées pendant 7 jours par IEC ; IEC+HOE : 
souris choquées prétraitées par IEC pendant 7 jours et par une injection d’HOE-140 avant le choc 
hémorragique. n= 4-6 par groupe.  

 
 

III.6.3.4 Impact organique du blocage du RB2  

Les PAM mesurées au cours du choc hémorragique d’intensité modérée ont été 

représentées figure 21. Les PAM pendant le choc ont été respectivement de 41,8 ± 2,8 mmHg, 

36,6 ± 4,6 mmHg, 43,8 ± 5,1 mmHg, et 46,6 ± 5,2 mmHg pour les groupes contrôle, IEC, 

IEC+HOE, et HOE.  
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Figure 21 : Pressions artérielles moyennes pendant le choc hémorragique à objectif de volume 
d’intensité modérée.  
Prélèvement de 0,3 mL de sang. Contrôle: souris choquées ; IEC : souris choquées prétraitées pendant 7 
jours par IEC ; IEC+HOE : souris choquées prétraitées par IEC pendant 7 jours et par une injection 
d’HOE-140 avant le choc ; HOE : souris choquées traitées par une injection d’HOE-140 avant le début 
du choc.  n=9-10 par groupe.  * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 

 
 
 Les résultats des dosages biologiques montrent une augmentation du taux d’ALAT 

dans le groupe sous IEC seul comparativement aux souris contrôle et IEC+HOE. Aucune 

différence significative n’a été retrouvée pour le dosage de la cystatine C plasmatique (figure 

22). 
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Figure 22 : Dosage de la cystatine C plasmatique et des ALAT après un choc hémorragique à 
objectif de volume d’intensité modérée.  
Prélèvement de 0,3 mL de sang. Contrôle : souris choquées ; IEC : souris choquées prétraitées pendant 
7 jours par IEC ; IEC+HOE : souris choquées prétraitées par IEC pendant 7 jours et par une injection 
d’HOE-140 avant le choc ; HOE : souris choquées traitées par une injection d’HOE-140 avant le début 
du choc.  n=9-10 par groupe. * p<0,05 ; ** p<0,01. 
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 Les résultats des qRT-PCR sont présentés figure 23. L’expression des ARNm de 

KIM1, HGF, et ZO1 a été augmentée dans le groupe sous IEC comparativement aux autres 

groupes même si aucune différence statistique n’a été retrouvée. Malgré plusieurs tentatives, 

la quantification de l’interleukine 22 n’a pu être réalisée car aucune amplification n’a été 

obtenue.  
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Figure 23 : Quantification d’ARNm par qRT-PCR de KIM1 (Kidney Inducible Molecule1) dans le 
rein, HGF (Hepatocyte Growth Factor) dans le foie, et ZO1 (Zonula Occludens 1) au niveau de 
l’iléon.   
Contrôle : souris choquées ; IEC : souris choquées prétraitées pendant 7 jours par IEC ; IEC+HOE : 
souris choquées prétraitées par IEC pendant 7 jours et par une injection d’HOE-140 avant le choc ; 
HOE : souris choquées traitées par une injection d’HOE-140 avant le début du choc. n = 4-5 par groupe. 
** p<0,01. 

 

 

 L’analyse histologique après coloration par l’hématoxyline éosine ne montre aucune 

lésion au niveau rénal, hépatique et digestif quelque soit le groupe étudié. 



Impact du blocage du RB2 sur les effets des IEC : application à un modèle de choc 
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III.6.3.5 Conclusion  

Les principaux résultats de ce travail montrent qu’une injection d’HOE-140 avant un 

choc hémorragique « sévère » permet de réduire de façon significative la mortalité des souris 

traitées par IEC (p = 0,03). L’évaluation de la défaillance d’organe induite par un choc 

hémorragique d’intensité « modérée » n’a pas permis de mettre en évidence de dommage 

significatif et donc de différence entre les groupes. Seule l’évaluation biologique hépatique 

par le dosage des ALAT plasmatiques montre de façon significative que l’agression est moins 

importante dans le groupe IEC+HOE comparativement au groupe IEC seul. Ces résultats sont 

probablement expliqués par l’intensité trop faible du choc hémorragique et par un effectif trop 

faible à l’origine d’un manque de sensibilité. Afin de pouvoir répondre à la question initiale 

posée sur la défaillance d’organe, il serait donc souhaitable d’utiliser le modèle de choc 

hémorragique sévère (0,6 mL) en incluant plus d’animaux pour compenser la mortalité 

importante de certains groupes. Il pourrait aussi être envisagé de choisir des techniques plus 

spécifiques pour évaluer les défaillances d’organe (par exemple : évaluer la qualité de la 

perfusion digestive par la technique de trans-illumination, ou utiliser des marqueurs 

d’hypoxie ou d’apoptose en immunohistochimie).  

Par ce travail, nous confirmons le caractère protecteur de l’HOE-140 sur la mortalité. 

Concernant l’agression hépatique, rénale et digestive induite par les IEC, nos résultats sont en 

faveur d’un effet protecteur de l’HOE-140 au cours d’un choc hémorragique à volume 

contrôlé. Cependant ces résultats nécessitent confirmation par d’autres explorations, 

fonctionnelles et histologiques. Enfin, ces résultats confirment aussi une suractivation du RB2 

par l’augmentation de la production de BK au cours du choc hémorragique.  
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PARTIE IV : CONCLUSION  
 
 
 
 
 
 

L’objectif de ce travail était d’étudier le rôle du RB2 dans l’hypotension artérielle et 

les dysfonctions d’organe induites par un choc hémorragique. Pour cela, nous avons utilisé 

deux modèles murins de choc hémorragique : un premier modèle à pression contrôlée 

suffisamment sévère pour induire une nécrose tubulaire aiguë d’origine ischémique (NTAI) et 

un deuxième modèle de choc hémorragique à volume contrôlé pour évaluer l’impact 

hémodynamique et organique. Afin de préciser le rôle du RB2 au cours du choc 

hémorragique, nous avons d’abord évalué l’impact rénal du blocage aigu du RB2 dans le 

modèle de choc à pression contrôlée. Nous avons ensuite potentialisé l’impact du blocage 

aigu du RB2 au cours du choc hémorragique par un prétraitement avec un IEC. Les effets 

pharmacologiques des IEC étant liés en partie au blocage de la dégradation de la bradykinine 

et à l’activation du RB2, nous avons secondairement cherché à préciser s’il était possible de 

limiter l’aggravation des effets hypotensifs délétères des IEC en bloquant le RB2 au cours du 

choc hémorragique. L’impact hémodynamique et organique du blocage aigu du RB2 lors d’un 

prétraitement par IEC a alors été évalué dans les deux modèles de choc hémorragique à 

pression ou à volume contrôlé. 

Nous avons montré dans un premier temps que le blocage génétique ou 

pharmacologique du RB2 n’influençait pas la gravité de la NTAI. Par contre, le blocage 

pharmacologique aigu du RB2 a un effet bénéfique important dans ce modèle puisqu’il réduit 
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la sévérité de l’hypotension artérielle induite par le choc hémorragique et augmente la survie 

des souris.   

Nous avons montré dans un deuxième travail que, lors d’un prétraitment par des IEC, 

le blocage pharmacologique du RB2 avant le choc hémorragique permet de limiter la sévérité 

des hypotensions induites par les IEC et réduit de façon significative la lactatémie observée au 

cours du choc. Enfin, ces effets hémodynamiques bénéfiques ont été confortés dans un 

troisième travail, dans lequel nous avons montré une réduction significative de la mortalité 

chez les souris choquées sous IEC bloquées pour le RB2 comparativement aux souris 

choquées sous IEC seul. L’évaluation de l’impact organique (hépatique, rénal et digestif) de 

ce blocage suggère un effet protecteur du RB2 même si nos résultats sont à ce jour 

incomplets.  

Ce travail de thèse met en évidence l’implication du RB2 au cours du choc 

hémorragique, en particulier en cas d’exposition préalable à un traitement chronique par des 

IEC. Ceci suggère donc que le SKK est bien stimulé au cours du choc et qu’il entraîne une 

augmentation de la production de BK. Cette augmentation de la concentration de la BK peut 

être expliquée par un blocage de sa dégradation par l’enzyme de conversion mais également 

par une augmentation de sa production par l’activation des kallicréines. A notre connaissance, 

aucun de ces deux mécanismes n’a encoré été documenté en anesthésie-réanimation tant en 

situation expérimentale qu’en situation clinique.  
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PARTIE V : PERSPECTIVES  
 
 
 
 
 
 
 Ce travail offre d’intéressantes perspectives sur le bénéfice potentiel du blocage aigu 

du SKK chez l’humain en situation d’agression hémodynamique aiguë. Il nous apparaît 

intéressant d’en developper 2 axes : 1) approfondir les connaissances sur le rôle du SKK au 

cours du choc hémorragique; 2) determiner si l’on peut limiter les hypotensions artérielles en 

bloquant le SKK dans le cadre de l’anesthésie-réanimation.  

 

V.1    Rôle du SKK au cours d’un choc hémorragique   
 
 
L’effet bénéfique du blocage du RB2 au cours d’un choc hémorragique étaye 

l’hypothèse que l’accumulation de BK participe à l’hypotension artérielle induite par la 

spoliation sanguine. L’accumulation de BK peut être expliquée par une diminution de 

l’activité de l’enzyme de conversion ou par une augmentation de l’activité des kallicréines. 

Ainsi, l’utilisation d’un inhibiteur des kallicréines pourrait être une alternative intéressante. 

Ces inhibiteurs réduiraient la production de BK et par la suite les effets biologiques qui en 

découlent. Mais, cette idée soulève cependant une autre problématique : laquelle des 

kallicréines (tissulaire ou plasmatique) est activée au cours du choc hémorragique ?   

D’autre part, l’implication du RB1 n’a pas été étudiée dans ce travail de thèse. Hors, il 

est probable que ce récepteur inductible participe également aux effets hémodynamiques et 

inflammatoires observés. Il est le plus souvent admis que les effets bénéfiques du SKK sont 
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liés au RB2 tandis que les effets négatifs seraient liés au RB1 (186). Cependant, plusieurs 

études montrent que le RB1 participe, conjointement au RB2, aux effets bénéfiques du SKK 

dans le traitement des maladies cardiovasculaires (228,271,272). Ces résultats suggèrent que 

le RB1 joue un rôle aussi essentiel que le RB2, grâce notamment à l’activation de la voie des 

prostaglandines (273,274). Cette hypothèse est confortée par le fait qu’au cours d’un 

traitement chronique par IEC, le RB1 serait surexprimé en raison d’une augmentation 

endogène de kinines et d’une activation allogénique du RB1 (275). Enfin, plusieurs travaux 

expérimentaux ont montré l’implication du RB1 dans les effets vasculaires observés au cours 

du choc septique au LPS (85–87). Ces différentes données suggèrent que le RB1 pourrait 

aussi jouer un rôle dans les hypotensions induites par un choc hémorragique et que ces effets 

pourraient être majorés lors d’un traitement chronique par IEC.  

Pour améliorer la compréhension de l’implication du SKK au cours du choc 

hémorragique, plusieurs axes de recherche peuvent donc être proposés : 1) mesurer l’activité 

de l’ECA ou directement la production tissulaire de BK (mais cela est plus difficile car la BK 

a une demi-vie très courte) ; 2) étudier les effets de l’utilisation d’un inhibiteur des 

kallicréines, et préciser quelle kallicréine (tissulaire ou plasmatique) pourrait participer à la 

production de BK dans ce modèle ; 3) étudier le rôle du RB1 en utilisant un antagoniste du 

RB1 ; 4) enfin, étudier l’implication de la voie du NO dans les effets observés, par la 

quantification notamment de la production de GMPc et de NOx.  

 



Perspectives 

V.2 Peut-on limiter les hypotensions artérielles par le 

blocage aigu du SKK en anesthésie réanimation? 
 
 

Nous avons montré dans un modèle murin de choc hémorragique que le blocage aigu du 

RB2 permet de limiter les hypotensions artérielles induites par les IEC et réduit 

significativement la mortalité. La suite logique de notre travail est donc d’évaluer les effets de 

ce blocage dans d’autres situations cliniques telles que l’état de choc septique ou dans une 

situation beaucoup plus fréquente : l’anesthésie. Cette situation est d’autant plus intéressante 

que les dernières recommandations européennes (222) et nord-américaines (251) préconisent 

le maintien des IEC en périopératoire afin d’éviter d’éventuels décompensations cardiaques 

ou pics hypertensifs péri-opératoires. Cependant, le maintien des IEC expose comme nous 

l’avons précédemment montré, à des hypotensions artérielles sévères qui peuvent être 

délétères. L’utilisation d’un antagoniste du RB2 comme l’HOE-140 (Icatibant, Firazir®) 

permettrait donc d’apporter un traitement spécifique à ces hypotensions. Nous avons 

d’ailleurs suggéré cette idée dans une lettre que nous avons soumise dans le journal 

Anesthesiology (manuscrit 3).  

Ces perspectives amènent donc à la problématique beaucoup plus large du rôle de la 

BK lors de l’anesthésie ou au cours des états de choc, indépendamment d’un prétraitement par 

un IEC.  
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Annexe n°1 : Poster présenté au congrès de la société française d’anesthésie-réanimation 

(SFAR) et au congrès de physiologie et de biologie intégrative (CPBI). 

 
 
Annexe n°2 : Demande de brevet : « BR2 antagonist for use in the prevention of the 
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Acute Bradykinin Receptor blockage during hemorrhagic 
shock prevents worsening of hypotension in Angiotensin-

coverting enzyme inhibitor treated mice 
H Charbonneau 1,2 , M Buléon 2, N Mayeur 1, JL Bascand2, JP Girolami, V Minville 1, I Tack 2  

1- Modélisation de l’Agression Tissulaire et de la Nociception, EA 4564  
2- I2MC, UMR 1048, équipe 12 

Material and Methods 
Hemodynamic effect of B2R blockage using Icatibant (B2R antagonist) was studied using a pressure targeted HS (PTS) and a volume 
targeted HS (VTS). Protocols study were shown in figure 1 and 2. Three groups were studied for each condition: 1/ Wild type (WT) 
shocked mice (Cont), 2/ Shocked mice treated with Ramipril (ACEi) for 7 days and 3/ Shocked mice treated with ACEi, receiving one shot 
of icatibant immediately before anesthesia (ACEi+HOE). ACEi (Ramipril) was given at a dose of 1mg/kg/j in drinking water 7 days before 
shock and icatibant was administrated at a dose of 250 g/kg subcutaneously just before anesthesia.  

Conclusion 
During HS, acute B2R blockade significantly attenuates the deleterious haemodynamic effect of ACEi in mice. This beneficial effect of 
B2R blockade is rapidly reached and sustainable with a single shot of icatibant. This benefit could be of interest in ACEi-treated patients 
during both emergency anesthesia and resuscitation.  

Introduction 
Association of angiotensin converting enzyme inhibitors (ACEi) with most anesthesic drugs results in hypotension, a situation potentially 
life-threatening in case of emergency anesthesia during hemorrhagic shock (HS). Since pharmacological effects of ACEi are partly 
mediated by increased bradykinin B2 receptor (B2R) activation, the present study aimed to determine the impact of acute B2R blockade 
during HS in ACEi treated mice.  

Results 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1: Hemorrhagic shock protocol 
a. Mechanical ventilation; b. left jugular vein; c. femoral 
artery; d. blood withdrawn through the femoral arterial line 

 Figure 2: Description of Pressure (PTS) and Volume targeted hemorrhagic shock (VTS) 

Groups 
Cont (n=13) : WT + shock 
ACEi (n=5) : ACEi + shock 
ACEI+HOE (n=6) : ACEi+ icatibant + shock 

J2 
Sacrifice 

Groups 
Cont (n=10) : WT + shock 
ACEi (n=8) : ACEI + shock 
ACEi+HOE (n=8) : ACEi + icatibant + shock 

H3 
Sacrifice 

Volume targeted hemorrhagic shock (VTS) (=0,3ml) 

Pressure targeted hemorrhagic shock (PTS) (MAP ± 35mmHg) 

Blood was withdrawn through the femoral arterial line until the targeted arterial 
blood pressure (MAP) of 35 mmHg was reached  

PTS 

VTS 

A systematic blood volume of 0.30 mL was withdrawn through the femoral 
arterial line.  
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Figure 4 : VTS protocol assess the impact of icatibant on HS outcome in 
chronic ACEi treated mice. Icatibant allowed restoring the MAP during 
anesthesia and HS in ACEi shocked mice.* p<0.005, ** p< 0.001. Average 
mean shock: average mean arterial blood pressure during shock.  

Figure 3 : Hemodynamic impacts of icatibant during pressure controlled hemorrhagic shock (HS) in chronic ACEi treated mice. Figure 3a shows the 
mean arterial blood pressure (MAP) at different times of pressure targeted HS. Figure 3b shows the mean blood volume withdrawn until the targeted 
MAP of 35 mmHg was reached. ** p<0.01.  

Volume targeted hemorrhagic shock protocol (VTS) 
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Figure 5 : Determination of blood lactate acid after 3 hours after 
volume controlled hemorrhagic shock in mice. Lactate acid was 
significantly higher in the ACEi group compared to control group. n 
= 8-9.* p<0.005.  
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- 1 -  1 
BR2 ANTAGONIST FOR USE IN THE PREVENTION OF THE HYPOTENSIVE 

EFFECT OF PATIENT TREATED WITH ANGIOTENSIN-CONVERTING ENZYME 

INHIBITORS (ACEI) 
 
 
 

5 
 

FIELD OF THE INVENTION: 
 

The present invention relates to a method of preventing and/or treating the hypotensive 

effect of angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEI) in a patient treated with ACEI, 

said patient  being under a critical condition. More specifically, it  concerns the use of a 

10 Bradykinin 2 receptor (BR2) antagonist, for the prevention and treatment of the hypotensive 

effect of ACEI in a patient treated with ACEI undergoing emergency anaesthesia and/or 

hypovolemic (i.e. hemorrhagic) or vasoplegic (i.e. septic) shocks resuscitation. 
 
 

BACKGROUND OF THE INVENTION: 
 

15  Angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEi) are among the most frequently used 

therapeutic  classes  for  the  treatment  of  hypertension,  chronic  heart  and  chronic  kidney 

diseases (1,2). However, ACEi are also responsible for severe hypotension during anesthesia 

(3). According to recent data, this perioperative hypotensive effect seems to be associated 

with increased renal failure and mortality (4). 

20  Accordingly, there is a need for a new therapeutic strategy that inhibits hypotensive 

effect of ACEi, for patients treated with ACEi under a critical condition, particularly in case 

of emergency anaesthesia and/or hypovolemic (i.e. hemorrhagic) or vasoplegic (i.e. septic) 

shocks resuscitation. 

Angiotensin-converting   enzyme   (ACE)   not   only   catalyzes   the   conversion   of 
 

25 angiotensin I (Ang I) to angiotensin II (Ang II) but is also responsible for bradykinin (BK) 

degradation. BK is a potent vasodilator (5,6), thus, the pharmacological effects of ACEi are in 

part mediated through the increase in BK bioavailability in addition to the reduction of Ang II 

formation (7). There are 2 BK receptor subtypes, B1 and B2 (B1R and B2R, respectively). 

Miscellaneous biologicals effects of BK are related to the activation of the B2R (8) which 

30      leads, among others, to the formation of NO (9) and vasodilator prostaglandins (10). 
 

HOE-140 (icatibant) is a specific and high affinity B2R antagonist blocking, with high 

potency,  numerous  B2-mediated  effects  (11,12).  Icatibant  is  actually  indicated  for  the 

treatment of acute attacks of hereditary angioedema in adult. But icatibant has been also 

previously studied in others situations. Icatibant attenuates hypotensive effect of ACEi in
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chronic hypertensive animal  models (13–16) and  inhibits BK-induced vasodilatation  in a 

dose-dependent manner in human vascular beds in vivo (17). Icatibant exhibits a prolonged 

inhibitor effect: its half-life protective effect against BK-induced hypotension in rats is around 

5 hours (11, 15). 
 

5  Nevertheless,  the  ability  of a  B2R  antagonist  to  rapidly  and  significantly  inhibit 

chronic hypotensive effect of ACEi during critical condition, such as anesthesia or 

hemorrhagic shock is unknown and was unpredictable. This effect could be of great interest in 

ACEi treated patients during either emergency anesthesia or resuscitation. The original 

purpose  of  this  invention  was  to  study  the  impact  of  acute  B2R  blockade  using  B2R 

10      antagonist (i.e) icatibant during hemorrhagic shock (HS) in ACEi treated mice. 
 
 
 

SUMMARY OF THE INVENTION: 
 

By using murine models treated with ACEi, the inventors showed that B2R blockade 

efficiently and rapidly inhibited hypotensive effect of ACEi during hemorrhagic shock (HS). 

15 Thus, blocking B2R constitutes a new therapeutic approach for preventing the hypotensive 

effect of ACEi in patients under critical conditions and allows restoring a normal arterial 

blood pressure. 

The present invention provides antagonists of B2R, for a novel use in the prevention 

and treatment of the hypotensive effect of angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEI) 

20      in a patient treated with an ACEI, whereas said patent is under critical condition. 
 
 
 

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION: 
 

In a first aspect the invention provides an antagonist of the Bradykinin 2 receptor 
 

(B2R),  for  use  in  the  prevention  or  treatment  of the  hypotensive  effect  of angiotensin- 
 

25 converting enzyme inhibitors (ACEI) in a patient treated with an ACEI, whereas said patent is 

under critical condition. 

In an embodiment, the critical condition is selected from emergency anaesthesia or 

shock resuscitation. 

In a specific embodiment, shock resuscitation is selected from the group consisting of: 
 

30      hypovolemic (i.e. hemorrhagic), or vasoplegic (i.e. septic) shocks. 
 

In a preferred embodiment the critical condition is hemorrhagic shock or septic shock. 

In still another embodiment, the antagonist of BR2 according to the invention binds to 

the Bradykinin 2 receptor, thereby blocking the binding of Bradykinin on B2R. To identify an 

antagonist able to block the interaction between Bradykinin and B2R, it may be used a test
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based on the effect of the B2R antagonist candidate on the induction of vasoconstriction or 

increasing  arterial  blood pressure  as explained  in the examples  (figure  1).  See  also test 

described in Barbe F, et al .. Am. J. Physiol. 1996 Jun;270(6 Pt 2):H1985–1992 or in ref. 14, 

15, 16. 
 

5 
 

Typically, a B2R antagonist according to the invention includes but is not limited to: 
 
 

i. NPC-349, HOE140, CP-0127, B9430, B9870 (peptide BR2 antagonists); 
 
 

ii.  FR173657,  LF16-0687,  Bradyzyde,  MEN16132,  BKM-570  (non peptide BR2 
 

antagonists); and derived compounds. 
 
 
10  In another aspect the invention provides a pharmaceutical composition, comprising an 

antagonist of B2R, for use in the prevention of the hypotensive effect of ACEIs, in a patient 

treated with an ACEI, said patient is under critical conditions. 
 
 

Definitions: 
 
15  Throughout  the  specification,  several  terms  are  employed  and  are  defined  in  the 

following paragraphs. 

The term “bradykinin” has its general meaning in the art and refers to kinin bradykinin 

and lysil-bradykinin. Kinin, bradykinin and lysil-bradykinin refer to endogenous nona- and 

deca-peptide that are generated by cleavage of  the precursor polypeptide (kininogen)  by 

20      specific proteases (kallikreins) within numerous tissues of the body (Regoli, D. and Barabe, J. 
 

Pharmacol. Rev., 1980, 32, 1-46; Hall, J. M., Pharmacol. Ther., 1992, 56, 131-190; Leeb- 

Lundberg et al., Pharmacol. Rev. 2005, 57: 27-77). Certain enzymes of the kininase family 

degrade bradykinin and related peptides and thus inactivate these peptides. Kinins exert their 

actions through two different G protein-coupled seven transmembrane domains receptors, 

25      called B1 and B2. 
 

The term “B2-receptor” has its general meaning in the art and refers to kinin receptor 

type B2 or bradykinin receptor type B2 such as the B2-receptor expressed in endothelial cell. 

B2-receptor is a G protein-coupled receptor (GPCR) 

A  "receptor"  or  "receptor  molecule"  is  a  soluble  or  membrane  bound/associated 
 
30 protein or glycoprotein comprising one or more domains to which a ligand binds to form a 

receptor-ligand complex. By binding the ligand, which may be an agonist or an antagonist the 

receptor is activated or inactivated and may initiate or block pathway signaling.
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By "ligand" or "receptor ligand" is meant a natural or synthetic compound which binds 

a receptor molecule to form a receptor-ligand complex. The term ligand includes agonists, 

antagonists, and compounds with partial agonist/antagonist action. 

An "agonist" or "receptor agonist" is a natural or synthetic compound which binds the 
 

5 receptor to form a receptor-agonist complex by activating said receptor and receptor-agonist 

complex, respectively, initiating a pathway signaling and further biological processes. 

By "antagonist" or "receptor antagonist" is meant a natural or synthetic compound that 

has a biological effect opposite to that of an agonist. An antagonist binds the receptor and 

blocks  the action of a receptor  agonist  by competing with the  agonist  for  receptor.  An 

10 antagonist is defined by its ability to block the actions of an agonist or/and any biological 

consequences of receptor activation. 

The term “B2-receptor antagonist” or “bradykinin B2 receptor antagonist”or “B2R 

antagonsit” has its general meaning in the art and refers to a compound that selectively blocks 

the action of a B2 receptor agonist (kinin bradykinin and lysil-bradykinin). As used herein, 

15 the term “selectively blocks” refers to a compound that preferentially binds to (and inactivates 

B2-receptor) with a greater affinity and potency, respectively, than its interaction with the 

other sub-types or isoforms of the bradykinin receptor family (B1-receptor). Compounds that 

prefer B2-receptor, but that may also block other bradykinin receptor sub-types, as partial or 

full  antagonists,  and  thus  that  may  block  multiple  bradykinin  receptor  activities,  are 

20 contemplated. Typically, a B2-receptor antagonist is a small organic molecule a peptide (or a 

peptide analog) or a chemical entity. 

"B2R antagonist" refers to any B2R antagonist that is currently known in the art or that 

will be identified in the future, and includes any chemical entity that, upon administration to a 

patient, results in inhibition of a biological activity associated with activation of the B2R in 

25 the  patient  (in  particularly  vasoconstriction  and  inhibition  of  the  hypotensive  effect  of 

angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEI) as shown in the example), including any of 

the downstream biological effects otherwise resulting from the binding to B2R of its natural 

ligand. Such B2R antagonist include any agent (peptide, chemical entity (peptidic analog), 

…) that may block B2R activation or any of the downstream biological effects of B2R 
 

30      activation. 
 

In one embodiment of the invention, the compound which is a B2-receptor antagonist 

may    be    a    peptide,    such    as    NPC-349,    HOE140    (Icatibant/Ficazir),    CP-0127 

Bradicior/Deltibant), B9340, B9430 or B9870 (CU201/Breceptin), which are lead peptide 
 

B2R  antagonists.  Such  peptides  and  derived  compounds  are  described,  for  example,  in  
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US5935932  (NPC349),  EP0413277,  EP04551133,  US5648333  (HOE140),  WO9217201, 
 

US5416191 (CP0127), WO9616081 (B9340, B9430), US5849863 WO9709347 (B9870). 
 

 
 

A  B2-receptor  antagonist  also  includes  peptide  mimetics,  metabolically  and/or 
 

5 conformationally stabilized peptide analogs, derivatives, and pseudo-peptides with one or 

more non-peptide bonds, especially containing D-amino acids and/or at least one non-peptide 

bond. Bradykinin and related peptides, and other peptides, mimetics and/or metabolically 

and/or conformationally stabilized peptide analogs and/or derivatives or pseudopeptides with 

one or more non-peptide bonds, especially containing D-amino acids and/or at least one non- 

10 peptide bond, of the invention are useful in the prevention or treatment of the hypotensive 

effect of angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEI) in a patient treated with an ACEI. 
 
 

In one embodiment, the B2-receptor antagonist may be a small chemical entity such as 

the  following  compounds:  FR173657,  LF16-0687  (Anatibant),  Bradyzyde,  MEN16132 

15 (Fastibant),  BKM-570  and derived  compounds  described,  for  example,  in. EP  06223618 

(FR173657)  WO9824783,  EP0944618  (LF16-0687)  Burgess GM et  al (Br  J Paharmacol 

2000; 129: 77-86) and Dziadulewicz EK et al (J Med Chem. 2000 Mar 9;43(5):769-71) (for 

Bradyzyde) W02006040004 W02003103671 (MEN16132), Gera L, et al. In. Peptides 2000 

(Proceedings of the 26th European Peptide Symposium); Montpellier, EDK, Paris; 2001. 

20      pages 637-8 Martinez J, Fehrentz J-A, editors. (BKM-570) 
 
 
 

Examples of B2R antagonists include but are not limited to any of the B2R antagonists 

described in Whalley E.T. et al. (Exp Opin. Drug Discov.  2012 7(12) page 1129-1148) in 

Dziadulewicz EK  (Exp Opin. Ther. Patents.  2005 15(7) page 829-589) in Fincham CI et al 

25 (Exp Opin. Ther. Patents.  2009 19(7) page 919-941) all of which are herein incorporated by 

reference. 

As used herein, the term “patient” denotes a mammal, such as a rodent, a feline, a 

canine, and a primate. Preferably a subject according to the invention is a human. 

In the context of the present invention, the term “under critical condition” means the 
 

30 situation where the patient has hypotension during any medical or surgical emergencies such 

as emergency  anaesthesia  or  shock  resuscitation  like  hypovolemic (i.e.  hemorrhagic),  or 

vasoplegic (i.e. septic) shocks. (see Weil MH, Henning RJ. New concepts in the diagnosis and fluid 

treatment of circulatory shock. Thirteenth annual Becton, Dickinson and Company Oscar Schwidetsky 

Memorial Lecture. Anesth Analg. 1979 Mar-Apr;58(2):124-32).
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In a preferred embodiment the critical condition is hemorrhagic shock and septic shock.  

As  used  herein,  the  term  ”ACEi”  or  “angiotensin-converting  enzyme  inhibitors” means a 

pharmaceutical drug used primarily for the treatment of hypertension and congestiveheart 

failure. This group of drugs causes dilatation of blood vessels, which results in lower blood 

pressure. ACE inhibitors inhibit angiotensin-converting enzyme (a component of the blood 

pressure-regulating renin-angiotensin system), thereby decreasing the tension of blood vessels  

and  blood  volume,  thus  lowering  blood  pressure.  Frequently  prescribed  ACE inhibitors 

include perindopril, captopril, enalapril, lisinopril, and ramipril. 

10 
 

Therapeutic methods and uses 
 
 
 

The present invention provides for methods and compositions for use in the treatment 

and prevention of the hypotensive effect of ACEIs, in a patient treated with an ACEI, said 

15      patient being under a critical condition. 
 

Thus, an object of the invention is a B2R antagonist for use in the prevention of the 

hypotensive effect of ACEIs, in a patient treated with an ACEI, said patient is under a critical 

condition. 

In an embodiment, the critical condition is selected from emergency anaesthesia or 
 

20      shock resuscitation. 
 

In a specific embodiment, shock resuscitation is selected from the group consisting of: 
 

hypovolemic (i.e. hemorrhagic), or vasoplegic (i.e. septic) shocks. 
 

In a preferred embodiment the critical condition is hemorrhagic shock or septic shock. 
 
 
 
25                 B2R antagonists according to the invention include but are not limited to: 

 
 

i. NPC-349, HOE140, CP-0127, B9430, B9870 (peptide BR2 antagonists); 
 
 

ii.  FR173657,  LF16-0687,  Bradyzyde,  MEN16132,  BKM-570  (non peptide BR2 
 

antagonists); and derived compounds. 
 

30 
 

In first embodiment, the B2R antagonist is a peptide (or a modified peptide).  
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Peptide B2R antagonists that may be used in the invention include NPC-349, HOE140 

(Icatibant/Ficazir), CP-0127 (BradiciorTM/Deltibant), B9340, B9430 and B9870 

(CU201/Breceptin), which are lead peptide B2R antagonists. Such peptides and derived 

compounds are described, for example, in: US5935932 (NPC349), EP0413277, EP04551133, 

5 US5648333 (HOE140), WO9217201, US5416191 (CP0127), WO9616081 (B9340, B9430), 

US5849863, WO9709347 (B9870). 

A specific example of a peptide B2R antagonist that may be used according to the 

present invention is NPC-349 (DPhe7-BK substituted with β-(2-thienyl)-alanine with 
incorporation  of an  N-terminal  D-arginine  and  4-hydroxproline  at  position  3) the  ‘first- 

10      generation’ B2R peptide antagonist. NPC-349 and derived compound are disclosed in Patent 
 

US5935932). NPC-349 has the following sequence: 
 

(D)Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-Ser-(D)Phe-Thi-Arg (SEQ ID N°1) 
 
 
 

Another specific example of a peptide B2R antagonist that may be used according to 
 

15 the present invention is HOE140 (Icatibant / Firazyr®) Shire Pharmaceuticals) a ‘second- 

generation’ B2R peptide antagonist that successfully incorporated rigidity, stability, enhanced 

binding and potency and lacked partial agonist activity. In this molecule, DPhe7 was replaced 

by the conformationally constrained analog tetrahydroisoquinoline-3-carboxylic acid (DTic) 

and Thi8 by octahyroindole-2-carboxylic acid (Oic) (DArg-[Hyp3,Thi5,DTic7,Oic8]-BK). DTic 

20 and Oic are tertiary amides similar to proline and hydroxyproline but are resistant to endo- 

and exopeptidase activity and this, along with DArg at the amino terminus gave these 

molecules extreme stability. HOE140 displays an impressive pharmacodynamic (PD) and 

pharmacokinetic (PK) profile in a vast array of in vitro and in vivo studies, including humans 

demonstrating high potency, stability and duration of action in most standard mammalian 

25      assay  systems.  HOE140  and  derived  compound  are  disclosed  in  patent  applications 
 

EP0413277, EP04551133, US5648333. HOE140 has the following sequence: 

(D)Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-Ser-(D)Tic-Oic-Arg (SEQ ID N°2) 
 
 

Another specific example of a peptide B2R antagonist that may be used according to 
 

30 the present invention is CP-0127 (Bradicior TM/Deltibant by Cortech Inc.,), the homodimer of 

DArg0-[Hyp3,Thi5,Cys6,DPhe7,Leu8]-BK linked together through Cys6 by bis- 
succinimidohexane (BSH). CP-0127 had moderate potency in several assays, improved 

stability and efficacy in several in vivo models of trauma (Cheronis JC, et al. J Med Chem
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1992;35: pages 1563-72). CP-0127 and derived compound are disclosed in Patent applications 
 

WO9217201, US5416191). CP-0127 has the following sequence: 
 

(D)Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-Phe-Cys-(D)Phe-Leu-Arg (SEQ ID N°3) 
 

|BSH 
 

5                                 (D)Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-Phe-Cys-(D)Phe-Leu-Arg (SEQ ID N°3) 
 
 
 

Another specific example of a peptidic B2R antagonist that may be used according to 

the present  invention  is B9430.  B9430  (and  its  derivatives  like B9340)  comprises α-(2- 

indanyl)glycine  (Igl)  at  positions  5  and  7  (Gera  L,  Stewart  JM.  Immunopharmacology 

10 1996;33: pages174-7). B9430 and derived compounds which showed high potency on both 

B1R and B2R over a wide range of animal and human cells and bioassay systems, were 

highly resistant to kininases and had very long duration of action in vivo (Stewart JM, Gera L, 

Hanson W, et al. Immunopharmacology 1996;33:51-60). B9430 and derived compound are 

disclosed in Patent application WO9616081. B9430 has the following sequence: 

15                                   (D)Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-IgI-Ser-(D)Igl-Oic-Arg (SEQ ID N°4) 
 

 
 

Another specific example of a peptidic B2R antagonist that may be used according to 

the present invention is B9870 (CU201 / Breceptin), formed by crosslinking B-9430 with a 

suberimidyl (SUIM) linker at the amino end and which retained almost the same B2R and 

20 B1R receptor binding profile in guinea pig and human as the monomer and additionally 

introduced potent anticancer activity into  the peptide. B9870 and derived compound are 

disclosed  in  patent  applications  US5849863  WO9709347).  B9870  has  the  following 

sequence: 
 

(D)Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-IgI-Ser-(D)Igl-Oic-Arg (SEQ ID N°4) 
 

25                                         | SUIM 
 

(D)Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-IgI-Ser-(D)Igl-Oic-Arg (SEQ ID N°4) 

In the preferred embodiment, a peptidic B2R antagonist is HOE140. 

30  In second embodiment, the B2R antagonist is a non peptidic entity such as small 

chemical entity. 

Non peptide antagonists that may be used in the invention include, FR173657, LF16- 
 

0687(Anatibant),  Bradyzyde,  MEN16132  (Fastibant),  BKM-570  and  derived  compounds 

described, for example, in. EP 06223618 (FR173657) WO9824783, EP0944618 (LF16-0687)
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Burgess GM et al (Br J Paharmacol 2000; 129: 77-86) and Dziadulewicz EK et al (J Med 

Chem. 2000 Mar 9;43(5):769-71) (for Bradyzyde) W02006040004 W02003103671 

(MEN16132), Gera L, et al. In. Peptides 2000 (Proceedings of the 26th European Peptide 

Symposium); Montpellier, EDK, Paris; 2001. p. 637-8 Martinez J, Fehrentz J-A, editors) (for 

5      BKM-570). 
 

Additional non-limiting examples of non peptidic B2R antagonists include any of the 
 

B2R antagonists described in Dziadulewicz EK. (Exp Opin. Ther. Patents.  2005 15(7) page 
 

829-589) in Fincham CI et al (Exp Opin. Ther. Patents 2009 19(7) page 919-941), all of 

which are herein incorporated by reference. 

10 
 

A specific example of a non peptidic B2R antagonist that may be used according to 

the   present   invention   is   FR173657   ((2E)-3-[6-(acetylamino)-3-pyridinyl]-N-[2-[[2,   4- 

dichloro-3-[[(2-methyl-8-quinolinyl)oxy]methyl]phenyl] methylamino]-2-oxoethyl]-2- 

propenamide (CAS: 167838-64-4)). FR173357 and related molecules showed high affinity 

15      and  selectivity  for  B2Rs(Aramori  I,  Zenkoh  J,  Morikawa  N,  et  al..Mol  Pharmacol 
 

1997;51:171-6). In vivo, they potently inhibited BK-induced bronchoconstriction in guinea 

pigs,  reduced  carrageenan-induced paw  edema,  caerulein-induced pancreatitis in rats  and 

alleviated kaolin-induced pain in mice by oral administration (Asano M. et al. 

Immunopharmacology 1999;43:163-8). FR173657 and derived compound are disclosed in 

20      Patent Application EP 06223618. FR173657 has the following structure: 
 

 
 

Another specific example of non peptidic B2R antagonist that is used according to the 

present invention is LF16-0687 [((2S)-N-[3-[[4-(aminoiminomethyl)benzoyl]amino] propyl]- 

1-[[2,4-dichloro-3-[[(2,4-dimethyl-8-quinolinyl)oxy]           methyl]           phenyl]sulfonyl]-2- 
 
25      pyrrolidinecarboxamide (CAS: 209 733-45-9)) (also known as Anatibant or  XY2405)  from  
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Fournier Pharma; LF16-0687 had an impressive pharmacological profile with high affinity 

across species (Pruneau D, et al. Immunopharmacology 1999;43:187-94) and efficacy  in 

multiple models of head trauma and  ischemic brain injury (IBI) (Zweckberger  K, et al. 

Neurosci Lett 2009;454(2):115-17). LF16-0687 and derived compound are disclosed in Patent 

5      Applications WO9824783, EP0944618. LF16-0687 has the following structure: 
 
 
 

 
 

Another specific example of a non peptidic B2R antagonist is Bradyzide ((2S)-N-[2- 

[[2-(dimethylamino)      ethyl]      methylamino]      ethyl]-1-[[4-[2-[[(diphenylmethyl)amino] 

10      thioxomethyl] hydrazinyl]-3-nitrophenyl]sulfonyl]-2-pyrrolidinecarboxamide (CAS: 263011- 
 

13-8) from Novartis is an orally active molecule, highly effective in animal models of pain 

and is interesting in that it showed exceptional selectivity for the rat versus the human B2R 

(Burgess GM et al (Br J Paharmacol 2000; 129: 77-86) and Dziadulewicz EK et al (J Med 

Chem. 2000 Mar 9;43(5):769-71). Bradyzide has the following structure: 

15 
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Another  suitable  non  peptidic  B2R  antagonist  is  MEN16132  ((also  known  as 

Fastibant);      (dS)-d-amino-4-[[4-[[[2,4-dichloro-3-[[(2,4-dimethyl-8-quinolinyl)oxy]methyl] 

phenyl]sulfonyl]amino]tetrahydro-2H-pyran-4-yl]carbonyl]-N,N,N-trimethyl-"-oxo-1- 

piperazinepentanaminium  chloride  (CAS:  869880-33-1))  having  a  Ki  of 10.5  nM  at  the 

5 human B2R and excellent efficacy in a range of animal models of inflammation (Valenti C, et 

al. J Pharmacol Exp Ther 2005;315:616-23). Based on these studies, MEN16132 underwent a 

Ph II clinical trial for knee pain in osteoarthritis. MEN16132 and derived compounds are 

disclosed in Patent Applications W02006040004 W02003103671). MEN16132 has the 

following structure: 

10 
 

 
 
 
 

Another   suitable   non   peptidic   B2R   antagonist   is   BKM-570   ((aS)-4-[(2,6- 

dichlorophenyl)methoxy]-a-[[1-oxo-3-(2,3,4,5,    6-pentafluorophenyl)-2-propen-1-yl]amino]- 

15 N-(2,2,6,6-tetramethyl- 4-piperidinyl)benzenepropanamide (CAS: 259885- 54-6)) is a lead 

molecule that demonstrates impressive antitumor activity in small cell lung cancer (SCLC) 

SHP-77 and good activity in prostate cancer PC-3 xenografts (Gera L, et al. In:. Peptides 2000 

(Proceedings of the 26th European Peptide Symposium); Montpellier, EDK,Paris; 2001. p. 

637-8 Martinez J, Fehrentz J-A, editors.). BKM-570 and has the following structure:  



Annexes n°2 

 

 
 

 
 

Another object of the invention relates to a method for preventing or treating the 

hypotensive effect of angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEI) in a patient treated 

5 with an ACEI, whereas said patent is under critical condition comprising administering a 

subject  in  need  thereof  with  a  therapeutically  effective  amount  of a  B2R  antagonist  as 

described above. 

In the context of the invention, the term "treating" or "treatment", as used herein, 

means  reversing,  alleviating,  inhibiting  the  progress  of,  or  preventing  the  disorder  or 

10      condition to which such term applies, or one or more symptoms of such disorder or condition. 
 

According to the invention, the term "patient", is intended for a human or non-human 

mammal  affected  or  likely  to  be  affected  with  the  hypotensive  effect  of  angiotensin- 

converting enzyme inhibitors (ACEI) in a patient treated with an ACEI, whereas said patent is 

under critical condition. 

15  By a "therapeutically effective amount" of the antagonist or inhibitor of expression as 

above described is meant a sufficient amount of the B2R antagonist to treat or prevent the 

hypotensive effect of angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEI) in a patient treated 

with an ACEI, whereas said patent is under critical condition at a reasonable benefit/risk ratio 

applicable to any medical treatment. It will be understood, however, that the total daily usage 

20 of the compounds and compositions of the present invention will be decided by the attending 

physician within the scope of sound medical judgment. The specific therapeutically effective 

dose level for any particular patient will depend upon a variety of factors including the 

disorder being treated and the severity of the disorder; activity of the specific compound 

employed; the specific composition employed, the age, body weight, general health, sex and 

25 diet of the patient; the time of administration, route of administration, and rate of excretion of 

the specific compound employed; the duration of the treatment; drugs used in combination or 

coincidential with the specific polypeptide employed; and like factors well known in the
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medical arts. For example, it is well within the skill of the art to start doses of the compound 

at levels lower than those required to achieve the desired therapeutic effect and to gradually 

increase the dosage until the desired effect is achieved. However, the daily dosage of the 

products  may  be  varied  over  a  wide  range  from  0.01  to  1,000  mg  per  adult  per  day. 

5      Preferably, the compositions contain 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0, 25.0, 50.0, 
 

100, 250 and 500 mg of the active ingredient for the symptomatic adjustment of the dosage to 

the patient to be treated. A medicament typically contains from about 0.01 mg to about 500 

mg of the active ingredient, preferably from 1 mg to about 100 mg of the active ingredient. 

An effective amount of the drug is ordinarily supplied at a dosage level from 0.0002 mg/kg to 

10 about 20 mg/kg of body weight per day, especially from about 0.001 mg/kg to 7 mg/kg of 

body weight per day. 
 
 

Pharmaceutical compositions: 
 

The  B2R  antagonist  of  the  invention  as  above  defined  may  be  combined  with 
 

15 pharmaceutically  acceptable  excipients,  to   form  therapeutic  compositions   for  use   in 

preventing or treating the hypotensive effect of angiotensin-converting enzyme inhibitors 

(ACEI) in a patient treated with an ACEI, whereas said patent is under critical condition. 

In an embodiment, the critical condition is selected from emergency anaesthesia or 

shock resuscitation. 

20                 In a specific embodiment, shock resuscitation is selected from the group consisting of: 
 

hypovolemic (i.e. hemorrhagic), or vasoplegic (i.e. septic) shocks. 
 

In a preferred embodiment the critical condition is hemorrhagic shock or septic shock. 
 
 
 

In an embodiment, B2R antagonist according to the invention of the pharmaceutical 
 

25      composition includes but is not limited to: 
 
 

i. NPC-349, HOE140, CP-0127, B9430, B9870 (peptide BR2 antagonists); 
 
 

ii.  FR173657,  LF16-0687,  Bradyzyde,  MEN16132,  BKM-570  (non peptide BR2 
 

antagonists); 
 
 

and derived compounds. 
 

30                 In preferred embodiment, the B2R antagonist of the pharmaceutical composition is 
 

HOE140 and the critical condition is hemorrhagic shock.  
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"Pharmaceutically" or "pharmaceutically acceptable" refers to molecular entities and 

compositions that do not produce an adverse, allergic or other untoward reaction when 

administered to a mammal, especially a human, as appropriate. A pharmaceutically acceptable 

carrier  or  excipient  refers  to  a  non-toxic  solid,  semi-solid  or   liquid  filler,  diluent, 

5      encapsulating material or formulation auxiliary of any type. 
 

In  the  pharmaceutical  compositions  of the  present  invention  for  oral,  sublingual, 

subcutaneous,  intramuscular,  intravenous,  transdermal,  local  or  rectal  administration,  the 

active principle, alone or in combination with another active principle, may be administered 

in a unit administration form, as a mixture with conventional pharmaceutical supports, to 

10 animals and human beings. Suitable unit administration forms comprise oral-route forms such 

as tablets, gel capsules, powders, granules and oral suspensions or solutions, sublingual and 

buccal administration   forms,   aerosols,   implants,   subcutaneous,   transdermal,   topical, 

intraperitoneal, intramuscular, intravenous, subdermal, transdermal, intrathecal and intranasal 

administration forms and rectal administration forms. 

15  Preferably,    the    pharmaceutical    compositions    contain    vehicles    which    are 

pharmaceutically acceptable for a formulation capable of being injected. These may be in 

particular  isotonic, sterile, saline solutions (monosodium or disodium phosphate, sodium, 

potassium, calcium or magnesium chloride and the like or mixtures of such salts), or dry, 

especially freeze-dried compositions which upon addition, depending on the case, of sterilized 

20      water or physiological saline, permit the constitution of injectable solutions. 
 

The pharmaceutical forms suitable for injectable use include sterile aqueous solutions 

or dispersions; formulations including sesame oil, peanut oil or aqueous propylene glycol; and 

sterile powders for the extemporaneous preparation of sterile injectable solutions or 

dispersions. In all cases, the form must be sterile and must be fluid to the extent that easy 

25 syringability exists. It must be stable under the conditions of manufacture and storage and 

must be preserved against the contaminating action of microorganisms, such as bacteria and 

fungi. 
 

Solutions comprising compounds of the invention as free base or pharmacologically 

acceptable  salts  may  be  prepared  in  water  suitably  mixed  with  a  surfactant,  such  as 

30 hydroxypropylcellulose. Dispersions may also be prepared in glycerol, liquid polyethylene 

glycols, and mixtures thereof and in oils. Under ordinary conditions of storage and use, these 

preparations contain a preservative to prevent the growth of microorganisms. 

The B2R antagonist of the invention may be formulated into a composition in a neutral or salt form. 
Pharmaceutically acceptable salts include the acid addition salts (formed with the  
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free amino groups of the protein) and which are formed with inorganic acids such as, for 

example, hydrochloric or phosphoric acids, or such organic acids as acetic, oxalic, tartaric, 

mandelic, and the like. Salts formed with the free carboxyl groups may also be derived from 

inorganic bases  such as,  for  example, sodium,  potassium,  ammonium,  calcium, or  ferric 

5 hydroxides, and such organic bases as isopropylamine, trimethylamine, histidine, procaine 

and the like. 

The carrier may also be a solvent or dispersion medium containing, for example, 

water,  ethanol,  polyol  (for  example,  glycerol,  propylene  glycol,  and  liquid  polyethylene 

glycol, and the like), suitable mixtures thereof, and vegetables oils. The proper fluidity may 

10 be maintained, for example, by the use of a coating, such as lecithin, by the maintenance of 

the  required  particle  size  in  the  case  of  dispersion  and  by  the  use  of  surfactants.  The 

prevention of the action of microorganisms may be brought about by various antibacterial and 

antifungal agents, for example, parabens, chlorobutanol, phenol, sorbic acid, thimerosal, and 

the like. In many cases, it will be preferable to include isotonic agents, for example, sugars or 

15 sodium chloride. Prolonged absorption of the injectable compositions may be brought about 

by the use in the compositions of agents delaying absorption, for example, aluminium 

monostearate and gelatin. 

Sterile injectable solutions are prepared by incorporating the active polypeptides in the 

required amount in the appropriate solvent with several of the other ingredients enumerated 

20 above, as required, followed by filtered sterilization. Generally, dispersions are prepared by 

incorporating the various sterilized active ingredients into a sterile vehicle which contains the 

basic dispersion medium and the required other ingredients from those enumerated above. In 

the case of sterile powders for the preparation of sterile injectable solutions, the preferred 

methods  of  preparation  are  vacuum-drying  and  freeze-drying  techniques  which  yield  a 

25 powder of the active ingredient plus any additional desired ingredient from a previously 

sterile-filtered solution thereof. 

Upon formulation, solutions are administered in a manner compatible with the dosage 

formulation and in such amount as is therapeutically effective. The formulations are easily 

administered in a variety of dosage forms, such as the type of injectable solutions described 

30      above, but drug release capsules and the like may also be employed. 
 

For parenteral administration in an  aqueous solution, for example, the solution is 

suitably buffered if necessary and the liquid diluent first rendered isotonic with sufficient 

saline or glucose. These particular aqueous solutions are especially suitable for intravenous, 

intramuscular,  subcutaneous  and  intraperitoneal administration.  In this  connection,  sterile  
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aqueous media that may be employed will be known to those of skill in the art in light of the 

present disclosure. For example, one dosage could be dissolved in 1 ml of isotonic NaCl 

solution and either added to 1000 ml of hypodermoclysis fluid or injected at the proposed site 

of infusion. Some variation in dosage will necessarily occur depending on the condition of the 

5 subject being treated. The person responsible for administration will, in any event, determine 

the appropriate dose for the individual subject. 

The B2R antagonist of the invention may be formulated within a therapeutic mixture 

to comprise about 0.0001 to 1.0 milligrams, or about 0.001 to 0.1 milligrams, or about 0.1 to 

1.0 or even about 10 milligrams per dose or so. Multiple doses may also be administered. 
 

10  In   addition   to   the   compounds   of   the   invention   formulated   for   parenteral 

administration, such as intravenous or intramuscular injection, other pharmaceutically 

acceptable forms include, e.g. tablets or other solids for oral administration; liposomal 

formulations; time-release capsules; and any other form currently used. 
 
 
15                 The  invention  will  be  further  illustrated  by  the  following  figures  and  examples. 

 

However, these examples and figures should not be interpreted in any way as limiting the 

scope of the present invention. 
 
 

FIGURES: 
 

20                  Figure 1 Pressure targeted hemorrhagic shock 
 

Hemodynamic impacts of HOE-140 during pressure controlled hemorrhagic shock 

(HS) in chronic Angiotensin converting enzyme inhibition treated mice (ACEi); ACEi: wild 

type shocked mice treated with chronic ACEi; ACEI+HOE: wild type shocked mice treated 

with both chronic ACEi and HOE-140; HOE: wild type shocked mice treated with HOE-140 

25 alone. n=5-13.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Initial blood pressure was significantly lower 

in ACEi mice when compared to ACEi+HOE (figure 1a, mean ± SEM). The mean volume of 

blood withdrawal was lower in ACEi group when compared to other group (Figure 1b, box 

plot). 
 

Figure 2 Volume targeted hemorrhagic shock 
 

30  Targeted volume hemorrhagic shock (HS) protocol assesses the impact of HOE-140 

on HS outcome in chronic Angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEi) treated mice. 

WT: wild type shocked mice; ACEi: wild type shocked mice treated with chronic ACEi; 

ACEi+HOE: wild type shocked mice treated with both chronic ACEi and HOE-140. n=8-10 * 

p<0.005, ** p< 0.001. HOE 140 allowed restoring the mean arterial blood pressure during  
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anesthesia and HS in ACEi shocked mice. Min shock: minimal mean arterial blood pressure 

during shock. Mean shock: mean arterial blood pressure during shock 

Figure 3 Biological consequence of hemorrhagic shock 
 

Determination of blood lactate after volume controlled hemorrhagic shock in mice. 
 

5 WT: wild type shocked mice; ACEi: wild type shocked mice treated with chronic ACEi; 

ACEi+HOE: wild type shocked mice treated with both chronic ACEi and HOE-140. n = 6-8.* 

p<0.005. 

EXAMPLE: 
 
 
 
10                  Material & Methods 

 

Animals.  C57/BL6  wild-type  mice  were  obtained  from  Harlan  (Harlan  France, 

Gannat, France). Animal experimentations were performed according to national and 

institutional animal care and ethical guidelines and were approved by local board. 
 
 
15  Protocol Design. Based on recently published HS model (18), the hemodynamic and 

biological effects of icatibant in ACEi treated mice were studied by a dual protocol: 1) a 

pressure targeted hemorrhagic shock protocol (PTS) and 2) a volume targeted hemorrhagic 

shock  protocol  (VTS).  The  aim  of  PTS  was  to  determine  the  hemodynamic  impact  of 

icatibant compared to the inventors’ previous investigations whereas the objective of VTS 

20      was to assess the impact of icatibant on HS outcome in ACEi treated mice. 
 

Experimental groups were performed using 18 wk-old mice randomly assigned as 

follows: 1/ Wild type (WT) shocked mice (WT, n = 13 for PTS and n = 10 for VTS), 2/ WT 

shocked mice treated with 7 days of ACEi (ACEi, n = 5 for PTS and 8 for VTS) and 3/ WT 

shocked  mice treated  with 7  days of ACEi and  one  shot of icatibant before anesthesia, 

25 (ACEi+HOE, n = 6 for PTS and n = 8 for VTS). Experimental groups were identical for the 2 

protocols. ACEi (Ramipril, Aventis Pharma, Germany) was given at a dose of 1mg/kg/j in 

drinking water 7 days before shock and icatibant (Aventis Pharma, Germany) was 

administrated at  a dose of 250 μg/kg subcutaneously just before anesthesia. After shock 

procedure, mice were sacrificed at 2 days for PTS and at 3 hours for VTS. 

30 
 

HemorrhagicShockProtocols. HS was induced as previously described (18). Briefly, 

animals  were  anesthetized  with  ketamine  and  xylazine  (125  mg/kg  and  10  mg/kg, 

respectively) and intubated using an intratracheal canula. Mechanical ventilation (9 mL/kg, 

150  breath/min)  was  carried  out  with  a  specific  ventilator  Minivent  845  (Hugo  Sachs  
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Elektronik,  March-Hugstetten,  Germany).  The  left  jugular  vein  and  femoral  artery were 

catheterized and anesthesia was maintained with ketamine (20 mg/kg/hr) until the end of 

shock. Animal body temperature was continuously monitored and maintained at 37°C. All 

along the procedure, femoral arterial blood pressure was monitored using a blood pressure 

5      analyzer (IOX, EMKA technologie, France). 
 

- Pressure targeted HS (PTS). Blood was withdrawn through the femoral arterial line 

until the targeted arterial blood pressure (MAP) of 35 mmHg was reached. Blood was stored 

in 0.15 mL of heparinized serum. MAP was maintained at 35 ± 5 mmHg for 2 hours by 

successive blood withdrawal or replacement (by steps of 0.025 mL). 

10  - Volume targeted HS (VTS). A systematic blood volume of 0.30 mL was withdrawn 

through the femoral arterial line. This volume was the mean volume withdrawal in ACEi 

treated mice during PTS. As in PTS, blood was stored in 0.15 mL of heparinized serum. 

At the end of 2 hours shock in the 2 protocols, the blood previously stored and a 

lactated Ringer’s solution (twice the initial blood volume) was infused to provide appropriate 

15      fluid resuscitation. 
 

 
 

Hemodynamic analysis. MAP (Mean Arterial Blood Pressure) was reported during 

anesthesia, just before shock (MAPi), at the beginning of the shock (MAPis), during shock 

with the measurement of the lowest MAP (MAPmin), and at the end of the resuscitation 

20      (MAPf). The average  mean MAP during  shock was also reported (MAPm). In the PTS 
 

protocol, blood volume withdrawn was systematically reported. 
 
 
 

Biological analysis. At the end of the procedure, a catheter was introduced into the 

abdominal aorta and blood was collected. Biological analysis was performed on whole blood. 

25      Lactic acid, a prognostic marker of severity, was measured to evaluate organ failure. 
 
 
 

Statisticalmethods. Data are provided as means ± SEM. Comparisons between groups 

were  performed  using  the  nonparametric  Kruskal-Wallis  one-way  analysis  of  variance 

followed by a post hoc Dunn’s test. Results with p < 0.05 were considered as statistically 

30      significant. Analyses were performed using GraphPad Prism 4 (Graphpad Software Inc, San 
 

Diego, CA). 
 

Results 
 

Hemodynamic impact of HOE-140 during HS.  
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In PTS protocol (Fig 1a and 1b), MAPi in WT, ACEi, and ACEi+HOE groups were 
 

75.1±9.5, 67.2±13.5, and 81.2±9.8 mmHg, respectively. ACEi group exhibited significantly 

lower MAPi when compared to ACEi+HOE group. At the end of the resuscitation, MAPf in 

WT,   ACEi,   and   ACEi+HOE   mice   were   55.7±5.5,   42.0±3.2,   and   48.6±6.0   mmHg, 

5      respectively. As expected, no difference in MAP during HS was observed between groups 
 

(Figure 1a). 
 

Means blood withdrawn during PTS protocol were 612±118 μl in the WT group, 
 

402±117 μl in the ACEi group, and 631±124 μl in the ACEi+HOE group. The mean blood 

volume withdrawal was lower in ACEi group when compared to other group (Figure 1b). 

10      Icatibant attenuated also hypotensive effects of ACEi during HS. 
 

In  VTS  protocol  (Figure  2),  MAPi  in  WT,  ACEi,  and  ACEi+HOE  groups  were 
 

74.8±9.4, 63.1±8.4, and 73.0±8.8 mmHg, respectively. MAPmin and MAPm of these same 

groups  were  32.7±9.5  and 42.4±9.4,  22.1±8.3  and 30.1±8.3,  and  30.7±8.8  and  38.3±8.8 

mmHg,  respectively.  At  each time, MAP  was  significantly  lower  in  ACEi group,  when 

15 compared to WT and ACEi+HOE groups. No difference for MAP was observed between WT 

and ACEi+HOE group. Interestingly, icatibant allowed restoring the MAP during anesthesia 

and HS in ACEi shocked mice. 
 
 

Biological impact of HOE-140 during HS. 
 

20  Three  hours  after  VTS,  lactate  acid  was  significantly  higher  in  the  ACEi  group 

compared to others groups (Figure 3). 
 
 

Conclusions 
 
 
 
25  The  results  show  that  acute  B2R  blockade  significantly  attenuates  deleterious 

hypotensive effect of ACEi during HS mice. This beneficial effect of B2R blockade is quickly 

reached and sustainable with a single shot of icatibant, a highly specific B2R antagonist. This 

hemodynamic effect of icatibant on HS mice pre-treated for 7 days with ACEi was validated 

by 2 protocols (PTS and VTS). The results also support that the beneficial hemodynamic 

30 effect of icatibant in ACEi treated mice could reduce plasma lactate acid, a prognostic marker 

of severity during shock. 
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CLAIMS: 
 
 

1.   An  antagonist  of  the  Bradykinin  2  receptor  (BR2)  for  use  in  the  prevention  or 

treatment  of  the  hypotensive  effect  of  angiotensin-converting  enzyme  inhibitors 

5 (ACEi)  in  a  patient  treated  with  an  ACEi,  whereas  said  patent  is  under  critical 

condition. 

 
2.   The antagonist of BR2 for use according to Claim 1, wherein critical conditions is 

selected from emergency anaesthesia or shock resuscitation. 

 
3.   The antagonist of BR2 for use according to Claim 2, wherein shock resuscitation is 

 
10                  selected from the group consisting of: hypovolemic (i.e. hemorrhagic), or vasoplegic 

 

(i.e. septic) shocks. 
 
 

4.   The antagonist of BR2 for use according to any one of Claims 1 to 3, wherein critical 

conditions is hemorrhagic shock or septic shock. 

 
5.   The antagonist of BR2 for use according to any one of Claims 1 to 4, which is selected 

 

15                  from the group consisting of: 
 
 

i.; NPC-349, HOE140,  CP-0127, B9430, B9870 
 
 

ii. FR173657, LF16-0687, Bradyzyde, MEN16132, BKM-570. 
 
 

6.   The antagonist of BR2 according to any one of Claim 1 to 5, wherein the antagonist of 
 

BR2 is HOE140 and critical condition is hemorrhagic shock. 
 
 
20 7.   A pharmaceutical composition, comprising an antagonist of BR2 according to any one 

of Claims 1-4, for use in the prevention of the hypotensive effect of ACEIs, in a 

patient treated with an ACEI, said patient is under critical conditions. 

 
8.   The  pharmaceutical  composition  for  use  according  of  Claim  7,  wherein  critical 

conditions is selected from emergency anaesthesia or shock resuscitation. 

 
25 9.   The  pharmaceutical  composition  for  use  according  to  Claim  8  wherein  shock 

resuscitation is selected from the group consisting of: hypovolemic (i.e. hemorrhagic), 

or vasoplegic (i.e. septic) shocks. 
 



Annexes n°2 

10. The pharmaceutical composition for use according to any one of Claim 7 to 9, wherein 

critical conditions is hemorrhagic shock or septic shock. 
 

11. The pharmaceutical composition  for use according to  any one of Claim 7 to  10, 

wherein the antagonist of BR2 is selected from the group consisting of 
 
 
5                 i.; NPC-349, HOE140,  CP-0127, B9430, B9870; 

 
 

ii. FR173657, LF16-0687, Bradyzyde, MEN16132, BKM-570. 
 

12. The pharmaceutical composition  for use according to  any one of Claim 7 to  11, 

wherein the antagonist of BR2 is HOE140 and critical condition is hemorrhagic shock. 
 

 
 
 

ABSTRACT OF THE INVENTION 
 

 
 

5  BR2 ANTAGONIST FOR USE IN THE PREVENTION OF THE HYPOTENSIVE 

EFFECT OF PATIENT TREATED WITH ANGIOTENSIN-CONVERTING ENZYME 

INHIBITORS (ACEI) 
 
 

The present invention relates to a method of preventing and/or treating the hypotensive 
 
10 effect of angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEI) in a patient treated with ACEI, 

said patient  being under a critical condition. More specifically, it  concerns the use of a 

Bradykinin 2 receptor (BR2) antagonist for the prevention and treatment of the hypotensive 

effect of ACEI in a patient treated with ACEI undergoing emergency anaesthesia or shock 

resuscitation like hypovolemic shock (i.e. hemorrhagic shock (HS), or vasoplegic shock (i.e. 

15      septic shock).  
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Abstract  
 
 
The kallikrein-kinin system (SKK) is a peptide vasoactive system, its vasodilator action is 
mediated through activation of two G-protein coupled receptors (R) for bradykinin (BK): 
B2R (constitutive) and B1R (inducible). They are involved in many physiological functions 
such as local and systemic regulation of blood pressure, blood volume and vascular 
permeability. BK interacts with the renin-angiotensin system (RAS) and contributes to the 
therapeutic effects of angiotensin converting enzyme inhibitor (ACEI) and angiotensin II 
receptor antagonists. The SKK involvement in blood pressure control during anaesthesia or 
shock, especially during haemorrhage remains poorly documented. The aim of this study 
was to investigate the role of B2R in hypotension and organ dysfunction induced by 
haemorrhagic shock. Two models of controlled haemorrhagic shock in mice were used: i) a 
pressure controlled model to assess the hemodynamic impact, ii) a controlled volume model 
to assess the impact on the organ failure. We investigated first the effect RB2 blockade (by 
gene knockout or pharmacological blockade) on the severity of acute renal injury and changes 
in renal vascular permeability induced by a controlled pressure haemorrhagic shock. In this 
model, the B2R does not play a nephroprotective role. By contrast, B2R blockage improves 
low blood pressure tolerance and reduces mortality induced by haemorrhagic shock. Then, we 
investigated the hemodynamic effect of B2R blockage on pressure or volume controlled 
hemorrhagic shock models in ACEI-pretreated mice. In fact, ACEI can be associated with 
severe deleterious hypotension during anaesthesia as well as during haemorrhagic shock. We 
showed B2R blockade before hemorrhagic shock induction decreased the worsening of 
ACEI-induced arterial hypotension and decrease blood lactate. Finally, we investigated the 
impact of pharmacological blockade of B2R on mortality and multi-organs failure during 
volume controlled hemorrhagic shock model in ACEI-pre-treated mice. We showed blocking 
the B2R significantly reduces mortality in ACEI-pre-treated mice. However, under our 
experimental conditions, B2R blockade does not alter significantly the impact of hemorrhagic 
shock on liver, kidney and intestine. In conclusion, the B2R does not play a nephroprotective 
role in a murine hemorrhagic shock. However, the beneficial effect of B2R blockade points 
out the involvement of BK accumulation during hemorrhagic shock-induced hypotension. 
According to the benefits observed regarding mortality, acute SKK blockage using a B2R 
antagonist should be considered in patients treated by RAS blockers and that require 
emergency anaesthesia and intensive care. 
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RESUME 
 
Le système kinine-kallicréine (SKK) est un système peptidique vasoactif dont l’action vasodilatatrice 
est médiée par l’activation de deux récepteurs de la bradykinine (BK): le RB2 (constitutif) et le RB1 
(inductible). Ils sont impliqués dans plusieurs fonctions physiologiques telles que la régulation locale 
et systémique de la pression artérielle, la volémie et la perméabilité vasculaire. Par ses interactions 
avec le système rénine-angiotensine (SRA), la BK participe aux effets thérapeutiques des inhibiteurs 
de l’enzyme de conversion (IEC). Le SKK joue un rôle encore mal connu dans le contrôle de la 
pression artérielle lors d’une anesthésie ou d’un état de choc, en particulier hémorragique. L’objectif 
de ce travail était d’étudier le rôle du RB2 dans l’hypotension artérielle et les dysfonctions d’organe 
induites par un choc hémorragique. Deux modèles murins de choc hémorragique contrôlé ont été 
utilisés: i) un modèle à pression contrôlée afin d’évaluer l’impact hémodynamique, ii) un modèle à 
volume contrôlé pour évaluer le retentissement sur la défaillance d’organe. Nous avons d’abord étudié 
l’impact du blocage du RB2 (par invalidation génique ou blocage pharmacologique) sur la sévérité de 
l’agression rénale aiguë et la perméabilité vasculaire rénale induite par un choc hémorragique à 
pression contrôlée. Dans ce modèle, le RB2 ne joue pas de rôle néphroprotecteur. Par contre, son 
blocage améliore la tolérance à l’hypotension et réduit la mortalité induite par le choc hémorragique. 
Nous avons ensuite étudié, dans un modèle comportant une exposition préalable à un IEC, l’impact 
hémodynamique du blocage pharmacologique du RB2 au cours d’un choc hémorragique à pression ou 
à volume contrôlé. En effet, l’imprégnation préalable par un IEC peut être à l’origine d’hypotensions 
artérielles réfractaires délétères pendant l'anesthésie et a fortiori en cas d’état de choc hémorragique. 
Nos résultats mettent en évidence que le blocage du RB2 juste avant le choc permet de limiter 
l’aggravation des hypotensions artérielles induite par les IEC et diminue la lactatémie. Dans cette 
même situation, nous avons étudié l’impact du blocage du RB2 sur la mortalité et la défaillance 
d’organe induites par un choc hémorragique à volume contrôlé. Nous avons montré que le blocage du 
RB2 réduit significativement la mortalité des souris préalablement traitées par un IEC par rapport aux 
souris sous IEC seul. Dans nos conditions expérimentales, le blocage du RB2 ne semble pas modifier 
l’impact hépatique, rénal et digestif du choc. En conclusion, le RB2 n’exerce pas spontanément de 
rôle néphroprotecteur au cours du choc hémorragique. Par contre, l’effet hémodynamique bénéfique 
de son blocage au cours d’un choc hémorragique indique que l’accumulation de BK participe à 
l’hypotension artérielle observée dans cette circonstance. Compte tenu des bénéfices en terme de 
mortalité, le blocage aigu du SKK par un antagoniste du RB2 mérite d’être étudié chez les patients 
traités au long cours par des inhibiteurs du SRA et qui nécessitent une prise en charge en urgence en 
anesthésie-réanimation. 
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