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Résumé

Malgré le progres dans la prévention, les briilures graves continuent de représenter
une menace majeure pour la santé et le bien-étre des gens a travers le monde entier et ce,
dans tous les groupes d'age. En dépit des interventions chirurgicales et des thérapies
antibiotiques agressives, les complications dues a des infections sont une cause majeure
de mortalité chez les grands brilés, comptant pour approximativement 75% de tous les
décés survenant apres 1’administration des premiers soins. La brilure est caractérisée par
des désordres métaboliques et hormonaux importants, par une réponse inflammatoire
systémique et une immunosuppression qui augmente la susceptibilité aux infections, non
pas seulement par les pathogénes communs, mais aussi par des organismes qui ne sont

normalement pas dangereux pour des hdtes en bonne santé.

Dans les demniéres décennies, il a été démontré qu'un support nutritionnel adéquat
pouvait grandement améliorer la condition des patients brilés. L’effet de différentes
proportions et types de lipides dans la diéte a été étudié. Les suppléments de certains
acides aminés considérés favorables pour le systeme immunitaire, dont la glutamine, ont
aussi fait ’objet d’études. La glutamine est I'acide aminé le plus abondant dans le
plasma des mammiféres et elle est transportée et métabolisée activement dans presque
tous les tissus. La glutamine joue plusieurs réles importants au niveau métabolique, mais
en plus, elle est une source d'énergie impliquée dans les phénomeénes entourant la réponse

immunitaire.

Les effets d'une diete enrichie en glutamine, administrée par voie entérale, chez
des grands brilés ont donc fait I’objet de ce mémoire. Les résultats attendus étaient une
augmentation de l'activité phagocytaire des neutrophiles et une amélioration dans les
sous-populations de leucocytes. Ces améliorations auraient donc engendré une
diminution de la durée des soins, du taux de mortalité et de morbidité. Cette étude a été
réalisée en double aveugle avec une cohorte de 38 patients. Des prélévements sanguins

ont été effectués aux jours 4, 7, 14, 21 et 28 du protocole. A partir des leucocytes



ii

sanguins, des tests fonctionnels ont été effectués pour évaluer certains parametres de la
réponse immunitaire, comme la phagocytose, la flambée oxydative, le potentiel
mitochondrial et les thiols. Les populations de leucocytes, par I’expression de récepteurs
membranaires spécifiques, ont été étudiés. Tous les tests ont été réalisés par cytométrie
de flux. Les résultats obtenus au jour 28 du protocole ont été exclus pour effectuer les
analyses statistiques a cause de trop de données manquantes. Les résultats ont démontré
des effets positifs de la glutamine, majoritairement au niveau de l'augmentation de sous-
populations de cellules T qui jouent des roles majeurs dans la réponse immunitaire
spécifique. L'intensité de la phagocytose des granulocytes et des monocytes a été
significativement plus basse au niveau du groupe recevant la glutamine. Il y a également
deux populations de cellules exprimant les récepteurs membranaires, le CD16b (P = 0.05)
et le CD11b (P = 0.05), qui se sont retrouvées en plus bas nombre dans le groupe recevant
la glutamine. Par contre, le nombre de cellules exprimant soit le CD19, le CD3, le CD4
ou le CD8, parmi la sous-population de lymphocytes, s'est retrouvé significativement plus

¢élevé chez les patients recevant la glutamine.

Donc, contrairement aux idées véhiculées, la glutamine ne semble pas augmenter
les fonctions des phagocytes ou diminuer la durée des soins. Une chose certaine, c'est
que la glutamine rétablit partiellement plusieurs sous-population de lymphocytes. Elle
diminue aussi le taux de mortalité et le taux d'infections sanguines par un facteur de trois.
Les hypotheses sont que la glutamine contribuerait a diminuer le stres oxydatif et
I'apoptose des lymphocyte, améliorant ainsi la collaboration entre les sous-population de

lymphocytes et par le fait méme l'efficacité de la réponse immunitaire spécifique.

Julie Champoux Jacques Bernier
Etudiante Directeur de recherche
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Chapitre 1

Introduction

Les briilures séveres sont une cause majeure de mortalité et de morbidité a travers
le monde. Elles aménent des perturbations d’ordre métabolique, hormonale,

immunologique et circulatoire trés importantes (Wolfe, 1996).

Une des caractéristiques que ’on retrouve chez tous les grands briilés est le
syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS). Le terme de SRIS a été adopté
en 1991 par la Société de Médecine des Soins Intensifs (Society of Critical Care
Medicine), il s’applique a un processus inflammatoire généralisé, indépendamment de la

cause, et est caractérisé par la présence de deux critéres parmi les suivants :

e Température corporelle > 38°C ou<36°C;

e Tachycardie de > 90 bpm ;

e Tachypnée > 20/min ou PaCo» < 32 mmHg ;

e Leucocytose > 12 000/ul, ou leucopénie < 4000/ul, ou > 10% de formes immatures.
(O’Sullivan et O’Connor, 1997).

Le SRIS constitue la réponse primaire de I’héte a une variété de situations cliniques
comme par exemple, un traumatisme, une brillure, une pancréatite ou une intervention
chirurgicale majeure. A la base, l'inflammation est supposée étre un phénomene local.
Plusieurs facteurs bactériens ou non-bactériens peuvent causer de l'inflammation locale.
Cependant, quand cette inflammation prend des proportion plus importantes, elle devient
difficile a circonscrire. S'il y a un débordement de médiateurs de l'inflammation dans la
circulation sanguine, alors ceci provoque une inflammation systémique (Goris, 1996).
Cette réponse inflammatoire exagérée déclenche une surproduction de cytokines
inflammatoires telles que l'interleukine-18 (IL-183), le facteur de nécrose tumorale o
(tumor necrosis factor o = TNFq), l'interleukine-6 (IL-6)) et une trop grande stimulation
des cellules immunitaires. Ces mécanismes sont potentiellement responsables de 1’état

d’immunosuppression des patients (Weiss ez al., 1999). Le SRIS peut aussi mener a une



septicémie ou provoquer d’autres dommages tissulaires importants (O’Sullivan et
O’Connor, 1997).

Le phénoméne d’immunosuppression chez les grands brilés constitue un
probléme majeur car il contribue a augmenter la susceptibilité des patients aux infections
diverses. Le degré d’immunosuppression augmente avec la sévérité de la briilure, c'est-a-
dire avec I’aire totale de la surface du corps briilé (Total Body Surface Area = TBSA) et
la profondeur de celle-ci. On considére un patient comme un grand briilé lorsque TBSA
de la brilure dépasse 20%. Plus il y a présence de briilures au troisiéme degré, pires

seront les modifications physiologiques (Griswold, 1993).

La réponse immunitaire de 1’hote met en jeu des mécanismes complexes
impliquant plusieurs types de cellules ainsi que des médiateurs chimiques et hormonaux
responsables de la régulation de la défense de l'organisme (O’Sullivan et O’Connor,
1997). La briilure engendre des déréglements autant au niveau de la réponse immunitaire
spécifique que la réponse spécifique cellulaire et humorale (Griswold, 1993). Au niveau
de la réponse cellulaire, une répression excessive de [’activité cytotoxique des
lymphocytes T a été observée chez des patients briilés (Heideman et Bengtsson, 1992).
D’autres ont étudié¢ des effets au niveau de la réponse non-spécifique telle que les
fonctions primaires des neutrophiles (détection, opsonisation, ingestion et destruction de
bactéries, productions de superoxydes) qui dépendent d’une activité efficace d’explosion
oxydative pour se rendre compte que celles-ci sont altérées. Les activités bactéricides
des macrophages sont aussi affaiblies (Yang et Hsu, 1992). Ce sujet sera abordé, plus en

profondeur, dans le prochain chapitre.

Une britlure séveére est aussi caractérisée par une phase d’hypermétabolisme, c’est-
a-dire une augmentation du taux métabolique, une balance azotée négative, une perte de
poids et de masse maigre, des anomalies au niveau du métabolisme des lipides, des
glucides et des minéraux. Cet état d’hypermétabolisme est proportionnel a la sévérité de
la brilure et augmente avec I’étendue de celle-ci (Le Boucher et Cynober, 1997). Les
hormones cataboliques telles que les catécholamines, les glucocorticoides et le glucagon

jouent un rdle important dans le développement de I’hypermétabolisme alors que leurs



concentrations plasmatiques sont 2-4 fois au-dessus des taux normaux, avec une
observation des concentrations les plus élevées durant la premiére semaine aprés la
briilure (Le Boucher et Cynober, 1997). Aprés avoir découvert que les grands briilés
avaient des besoins accrus en nutriments et qu'il présentaient des problémes similaires a
certains cas de malnutrition, les médecins et chercheurs ont commencé a attribuer

beaucoup d’importance a la di¢te que recevaient les patients briilés.

Dans les années 1970, aprées avoir introduit un nouveau mode d’alimentation plus
agressif, a I’aide d'un tube directement inséré par la bouche pour se rendre a l'estomac
(par voie entérale), on a observé de nettes améliorations chez les patients briilés
concernant le taux de mortalité. Par contre, les patients traités continuaient & éprouver
une variété de problémes d'ordre immunologique qui étaient trés semblables a ceux
observés chez des humains ou chez des modéles expérimentaux animaux qui souffraient

de malnutrition (Alexander et Gottschlich, 1990).

Parmi les premiéres interventions nutritionnelles concernant la quantité de lipides
que ’on devait administrer dans la diéte, I'augmentation du pourcentage de lipides a été
considérée. L'objectif visé était de répondre a I’hypermétabolisme retrouvé chez les
patients brillés. Certains chercheurs ont fait la promotion des lipides comme source de
calories parce que la densité plus élevée en calories des lipides répondait 4 la demande
d'état hypermétabolique des patients briilés et parce que ceux-ci semblaient démontrer
une métabolisation normale et méme accélérée des lipides (Carpentier et al., 1979). Les
opposants aux dictes élevées en lipides, tout en étant d'accord avec le principe énoncé ci-
haut, craignaient que des taux élevés de lipides puisse étre nuisibles 4 cause d'un effet
défavorable sur la réponse immunitaire, provoquant ainsi une augmentation de la
susceptibilité aux infections (Locniskar et al., 1983). En utilisant un modéle de nutrition
hautement standardisé sur des cochons d'Inde briilés, Mochizuki et Alexander ont réussi a
démontrer qu'une diéte avec une concentration normale en lipides (30 ou 50% de calories,
utilisant de I’huile de tournesol comme source de lipides) entraine des effets délétéres au
niveau de la masse musculaire, de la balance azotée et des protéines contenues dans le

sérum incluant le C3 (molécule centrale du systtme du complément jouant le role



d'opsonine) et la transferrine (Alexander et al., 1986 ; Mochizuki et al., 1984). Puisque
certains types de lipides sont des précurseurs de ’acide linoléique menant 4 la voie de
I’acide arachidonique, cela suggére que la suractivation de cette voie, en donnant une trop
grande quantité de précurseurs d’acide linoléique, soit responsable des effets
dommageables des lipides dans la diéte (Alexander et al., 1986). En administrant une
diéte faible en lipide chez les patients brilés, les effets indésirables diminuent donc par le
fait méme. Une étude clinique a été menée chez des patients briilés pour déterminer les
effets d’une diéte faible en lipides (15% lipides) et celle-ci s’est avérée positive. Les
effets constatés ont été un taux d’incidence plus bas de pneumonies, des fonctions
respiratoires améliorées, un rétablissement plus rapide du statut nutritionnel, un meilleur

profil métabolique et une durée des soins plus courte d’environ 21 jours (Garrel, et al.,

1995).

Suite a plusieurs études sur les lipides, les chercheurs ont commencé a s’intéresser
a d’autres composantes de la diéte pour essayer d’améliorer la condition des patients
briilés. Leurs intéréts ont grandi envers certaines molécules d’acides aminés, comme la
glutamine qui est maintenant reconnue comme étant un "carburant” essentiel du systeme
immunitaire. La glutamine est 1’acide aminé le plus abondant dans le plasma et les
muscles; c’est un substrat intégral pour un nombre important de fonctions métaboliques
(Gore et Jahoor, 2000). Parce que la glutamine peut étre synthétisée de novo, elle a
historiquement été désignée comme un acide aminé non-essentiel. La glutamine est
impliquée dans la synthése des acides nucléiques, elle est donc nécessaire a la division
des cellules. Tout processus nécessitant une division rapide de cellules engendrera donc
un besoin accru de glutamine. Ces phénomenes sont souvent observés lors d’une réponse
immunitaire ou certains types de cellules, comme des lymphocytes par exemple,
recoivent un signal pour entrer en division rapide (Labow et Souba, 2000). Des études
faites par Labow et Souba (2000) sur la culture de tissus ont démontré que lorsque les
milieux de culture n’étaient pas supplémentés avec de la glutamine, la capacité des

lymphocytes a répondre a une stimulation mitogénique était sévérement limitée.



La glutamine joue un réle important dans de multiples fonctions comme le
transport de |’azote, la fabrication de protéines et de nucléotides, le maintient de
Pintégrité de la muqueuse intestinale, le maintien de 1’état d’oxydoréduction des cellules,
comme source d’énergie, etc. Cette molécule est abondante dans le sang, mais elle est
consommeée rapidement et posséde un taux de renouvellement extrémement rapide
(Labow et Souba, 2000). C’est pour cette raison que dans des situations de stress, elle
devient un acide aminé, "conditionnellement essentiel”, et que plusieurs équipes de
recherche ont décidé d’étudier les bienfaits de I’administration de glutamine lors de

situations particuliéres.

Le but de ce projet était d’investiguer les effets de ’administration de glutamine
par voie entérale chez les grands briilés. Il s’agit de la premiére fois qu’une telle étude est
menée avec une si grande cohorte de patients séverement briilés. Dans le cadre de cette
¢tude, des tests fonctionnels ont été effectués pour évaluer certaines fonctions
immunitaires. La durée des soins, le nombre d’infections, de complications et le taux de
mortalité ont aussi été évalués. L’hypothése de travail émise était que la glutamine
diminuerait ’occurrence des infections et des complications, la durée des soins et la
morbidité de méme qu’elle améliorerait les fonctions immunitaires, particuliérement par

une action sur les cellules phagocytaires.



Chapitre 2

Revue de littérature et projet d'étude

Dans ce chapitre, une revue sera effectuée sur les connaissances actuelles des
effets qu’engendrent des brillures séveéres aux niveaux du métabolisme, de la réponse
immunitaire et de la réponse inflammatoire. Ensuite suivra I’importance du support

nutritionnel que regoivent les patients briilés et les effets d’un supplément de glutamine

dans la diéte.

2.1 Labrilure

Une brilure majeure est l'un des types de blessures des plus dévastatrices
expérimentées par I'homme. Elle est souvent létale, produit un maximum de réponses

physiologiques, et laisse des cicatrices physiques et émotionnelles durables.

La briillure proprement dite est une lésion cutanée provoquée par un agent causal
(thermique, électrique, physique, chimique) dont la gravité dépend du temps d'exposition
a celui-ci. La gravité de la brilure est déterminée par son étendue et surtout sa
profondeur. Certains codes cliniques ont été établis pour déterminer le type de brilure.
Une briilure du premier degré constitue une atteinte de 1'épiderme superficiel. Elle se
caractérise par de la rougeur, chaleur, douleur et absence de cloques. Une destruction
totale de I'épiderme se définit par une brillure du 2°™ degré superficiel, et elle se
caractérise par une couleur rouge, une grande sensibilité et la présence de cloques. Le
2™ degré profond représente la destruction de I'épiderme basal et une partie du derme.
A ce stade, la couleur des tissus est blanche ou rosée, il y a une baisse de la sensibilité et
présence de cloques. Une destruction totale de la peau et des tissus sous-cutanés est une
britlure du 3™ degré. Ce genre de briilure est reconnue par plusieurs caractéristiques: les
tissus sont blancs, noirs ou méme marron (plus c'est profond, plus c'est foncé), une

absence totale de sensibilité, une peau cartonnée et une nécrose adhérente qui est source



d'infection. Pour ce qui est de déterminer 1'étendue totale de la briilure, chaque centre
posséde une méthode bien précise. Il existe, entre autres, la table de Lund et Browder et
la régle des neufs de Wallas pour déterminer cette étendue de briilure (Miller ez al., 1991).
Chaque partie du corps équivaut a un certain pourcentage. Au Centre des Grands Briilés
de 1'Hotel-Dieu de Montréal, pour étre reconnu comme un grand briilé, il faut avoir subi

des briilures du 2™ ou 3™ degré 4 plus de 20% de la surface totale du corps (TBSA).

Les briilures majeures requiérent des traitements multidisciplinaires pour la survie
et le rétablissement des patients. Dans les dernieres années, les progrés au niveau des
traitements ont réduit le taux de mortalité et ont augmenté la qualité de vie des survivants.
Les brilures sont associées a des altérations anatomiques, physiologiques,
endocrinologiques et immunologiques. Une blessure cutanée résulte en une perte
significative de fluides et le relachement de médiateurs inflammatoires multiples. Quand
des bactéries et des médiateurs inflammatoires sont disséminées par la circulation a des
organes centraux, ils peuvent causer des problémes cardiovasculaires, une rupture de
l'intégrité de la muqueuse gastrointestinale, une immunosuppression et finalement, des
défaillances multiples aux organes. Une atteinte au systéme respiratoire par inhalation

peut accélérer davantage ces réponses (Nguyen et al., 1996).
2.1.1 Le métabolisme et la briilure

Des briilures sévéres engendrent des déréglements métaboliques profonds, en
combinaison avec le relachement de mediateurs de I’inflammation et le développement

d’un environnement hormonal anormal induit par le stress.

La combinaison de I’augmentation des hormones endogénes cataboliques, comme
le cortisol et les catécholamines, et la baisse de I’activité endogéne normale des agents
anaboliques (hormone de croissance et testostérone) résultent en une importante perte
nette de protéines (Jeevanandam et al, 1992; Plymate er al, 1987). Le degré
d’augmentation de la demande métabolique varie selon I’étendue de la brilure et la

profondeur (Smith et al., 1997). Des blessures causées par !’inhalation de fumée



accentuent I’augmentation du taux métabolique. Méme si le pic d’hypermétabolisme
n’apparait pas évident pour plusieurs jours, il est maintenant clair que 1’état
d’hypermétabolisme existe immédiatement aprés la briilure, mais qu’il ne se manifeste
cliniquement que lorsqu’il y a une augmentation d’apport d’oxygéne et de nutriments aux
tissus, permettant la manifestation de I’augmentation de I’activité métabolique (Demling

et Seigne, 2000).

Tableau I. Anormalités métaboliques majeures en réponse a la brilure

Augmentation des hormones cataboliques (cortisol et catécholamines)

Diminution des hormones anaboliques (hormone de croissance et testostérone)
Augmentation marquée du taux métabolique

Augmentation soutenue de la température corporelle

Augmentation importante de la demande en glucose et de la gluconéogenése du foie
Atrophie des muscles squelettiques avec les acides aminés utilisés comme source
d’énergie (contrairement a la canalisation normale des nutriments)

Manque de corps c€toniques, indiquant que les lipides ne sont pas la source majeure de
calories

» Manque de réponse du catabolisme a la prise de nutriments

YVVVYYVY

v

(Demling et Seigne, 2000)

L’augmentation locale de 1’activité métabolique et le travail cellulaire est requis
au site de la brilure. Les tissus dévitalisés et endommagés doivent étre réabsorbés par
I’h6te et ensuite, les tissus doivent étre réparés. Les plaies causées par la briilure
consomment une grande quantité d’énergie durant le processus de guérison effectué par
de grandes populations de cellules inflammatoires et des fibroblastes produisant de la

matrice cellulaire et du collagéne (Smith et al., 1997 ; Kinney et al., 1970).

La masse maigre du corps constitue jusqu’a 70% du poids corporel, avec 75%
d’eau et 25% de protéines. La masse de protéines n’est pas un dépot d’accumulation
comme le gras. Chacune des molécules a un réle fonctionnel dans I’homéostasie. Iln’y a
pas de protéines en surplus. La masse adipeuse, par contre, n’a pas de rdle, a I’exception
d’une accumulation de calories, faisant environ 25% de la masse corporelle (Demling et

Seigne, 2000). Le degré de perte de masse maigre dans un état catabolique est en



corrélation avec la morbidité (ensemble des causes qui peuvent produire une maladie) et
la mortalité. Une perte de masse maigre excédant 15% du total résulte en une baisse de la
guérison des plaies. Avec 30% de perte de masse maigre, il y a une augmentation
marquée des infections, une faiblesse sévére, des problemes cutanés (plaies de lit) et une
absence de guérison des plaies. Une perte de plus de 40% de masse maigre est

habituellement fatale (Pollack, 1979).

La perte de calories et 1’augmentation des dépenses d’énergie forcent I’organisme
a utiliser les hydrates de carbone, les réserves de lipides et de protéines, ainsi le
métabolisme est affecté de différentes fagons selon I’évolution du trauma : l1a phase aigué,
la phase de récupération et la phase de convalescence (Le Boucher et Cynober, 1997).
Une agression thermique importante induit une réponse métabolique caractérisée par une
augmentation du taux métabolique, mais aussi par une perte azotée, une perte de poids et
de masse maigre et des anormalités dans le métabolisme des lipides, des protéines, des
hydrates de carbone et minéraux. L’hypermétabolisme est associé avec une redistribution
de I'utilisation des nutriments en faveur des organes viscéraux. Les protéines des muscles
servent a cette fin; ainsi le métabolisme des protéines est profondément altéré (Le

Boucher et Cynober, 1997).

2.1.1.1 Anormalités métaboliques dans I’utilisation du glucose

La production de glucose, ou gluconéogenese, est trés élevée aprés la briilure
(Wolfe, 1996). L’augmentation de la production est excessive pour I’utilisation qu’en
font les tissus et cela méne & un "stress diabétique". La cause de ce processus incontrdlé
est due a une augmentation de la production, une perte de I’action suppressive normale du
glucose exogéne sur la production endogéne et une diminution de I’efficacité de I’insuline
ou de I’absorption du glucose périphérique. Ces phénomenes résultent en une
hyperglycémie, une augmentation de dépét de gras, une augmentation du catabolisme et
une perte d’énergie. Malgré le fait que le glucose demeure un substrat favorable a
I’énergie des tissus, il y a une limite bien définie a son utilisation 4 cause de la résistance

a I’insuline aprés la briilure (Demling et Seigne, 2000). La source de glucose produit est
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augmentée de deux fois. Premierement, le lactate est converti en glucose dans le foie par
une augmentation de I’activité du cycle de Cori. Le site primaire de I’augmentation de la
production du lactate est la plaie causée par la brillure et le processus généralisé de

I’inflammation systémique.

La deuxieme source de lactate provient de la désamination de ’acide aminé
alanine. L’alanine est relarguée du muscle, grice a4 un stimulus catabolique, et
transportée au foie pour I’enlévement de ses molécules d’azote et sa conversion en
glucose (Wolfe, 1996). La production du glucose n’est cependant pas la solution la plus
efficace de la réponse catabolique. Les processus métaboliques et cataboliques sont
reliés, mais dirigés par des mécanismes différents, donc, méme s'il y a une résistance a
I’insuline, 1’absorption du glucose cellulaire est augmentée et le glucose utilisé comme

source d’énergie (Wolfe, 1996).

2.1.1.2 Anormalités métaboliques dans |’utilisation des lipides

Comme les autres formes de stress, la brillure entraine une augmentation de la
lipolyse; principalement via les catéchols, et particuliérement via la stimulation des
récepteurs (3, adrénergiques (Herndon et al., 1994). Cependant, le taux d’augmentation
de la production d’acides gras libres n’est pas relié a leur oxydation pour du carburant, au
moins 70% sont recyclés. Ainsi, au plus, 30% des acides gras libres sont utilisés comme
carburant, ou source d’énergie, en comparaison avec un état de famine ou prés de 90%
des acides gras libres sont oxydés. Par conséquent, la quantité de gras exogéne qui peut
étre utilisée comme source d’énergie apres la brilure est limitée. La majorité des acides
gras du plasma sont soumis 2 une réestérification dans le foie (ce qui les retransforme en

gras), procédé qui demande de 1’énergie (Herndon et al., 1994).

2.1.1.3 Anormalités métaboliques dans ’utilisation des protéines et acides aminés

Le probléme fondamental, suite & une agression thermique, est 1’augmentation

marquée de la dégradation des protéines. Les mécanismes spécifiques responsables de ce
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phénomene ne sont pas encore clairs, mais les hormones de stress, les cytokines et les
oxydants y jouent pour beaucoup. Il est certain que le taux d’afflux cellulaire des acides
aminées excéde I’influx. Ce phénomeéne se produit méme en présence d’un support
nutritionnel adéquat quand les acides aminés ne sont pas requis comme source d’énergie.
Au niveau nutritionnel, dans un état soumis a un stress, les acides aminés constitueront
jusqu’a 25% des calories totales de la diéte et moins de 5% si on considére un état de

famine seulement (Larsson et al., 1990).

La diminution inévitable des acides aminés intracellulaires aprés la brillure semble
étre un signal qui augmente le catabolisme pour le rétablissement du niveau des acides
aminés cellulaires, menant a un processus d’exécution autonome de perte de protéines
cellulaires. Ces déréglements reflétent des altérations & plusieurs niveaux : source
d’énergie corporelle métabolique, syntheése des protéines de la phase aigué et protéines
servant 4 la réparation des tissus (Le Boucher et Cynober, 1997). Les variations des
concentrations plasmatiques d’acides aminés illustrent 1’équilibre entre le relachement
périphérique (muscle) et ’utilisation qu’en font les viscéres et les plaies, dépendant du
stade de la réponse a la brilure (Cynober, 1989). Tot apres la briilure, dans la phase
aigué, il se produit une hyperaminoacidémie, spécialement pour la glycine,
I’hydroxyproline, la phénylalanine, la lysine, I’alanine et la glutamine. Ces phénoménes
résultent probablement de processus comme la destruction des tissus et la protéolyse des

muscles (Cynober, 1989).

Apres la briilure, des quantités importantes d’alanine, d’arginine, de glutamine et
de leucine sont oxydées. L’alanine est utilisée principalement pour la production de
glucose. L’arginine, la glutamine et la leucine sont des acides aminés clé dans un série de
voies métaboliques et ceux-ci deviennent des acides aminés conditionnellement essentiels
suite a une brilure (Demling et Seigne, 2000). La glutamine est un acide aminé critique
utilisé dans un grand nombre de voies métaboliques (voir tableau II), et la déficience en

glutamine aprés la briilure est bien reconnue (Gore et Jahoor, 1994).
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Tableau II. Fonctions clé de la glutamine

Fonctions métaboliques

»> Navette pour 1’azote : clairance d’urée et d’ammoniaque

»> Source directe d’énergie cellulaire
Anabolisme : anticatabolisme

> Diminution de la dégradation des protéines

> Facteur limitant le taux de croissance des muscles

» Stimule le relachement de I’hormone de croissance humaine
Effet sur la guérison des plaies

» Carburant direct pour les fibroblastes et les macrophages

» Préserve la perte de masse maigre de fagon indirecte
Préserve I’intégrité de I’intestin

» Carburant primaire pour les entérocytes via I’action antioxydante du glutathion
Fonctions immunitaires

> Améliore I’action bactéricide des neutrophiles et est un carburant pour les lymphocytes
Antioxydant

» Substrat pour I’antioxydant cellulaire et plasmatique clé, le glutathion

(Demling et Seigne, 2000)

2.1.1.4 Anormalité des micronutriments

Il est de plus en plus évident que des différences importantes se produisent au
niveau du métabolisme des micronutriments suite & des brillures graves a cause d’une
augmentation des pertes, d’une consommation durant le métabolisme et d’un
remplacement inadéquat. Comme les micronutriments sont essentiels pour les fonctions
cellulaires, des déficiences amplifient les dérangements déja séveéres induit par la briilure

et le catabolisme en cours (Demling et DeBiasse, 1996).

Les micronutriments incluent les composés organiques et inorganiques, c’est-a-
dire les vitamines et les minéraux. Ces composés sont utilisés et excrétés a un taux plus
rapide aprés la brilure, menant & des déficiences bien documentées. Les dosages
présentement recommandés pour le remplacement des micronutriments apres la brillure
sont dix fois plus élevés que les dosages des rations journaliéres, avec des plus grandes
doses de vitamines C, E, A et du zinc. Des vérifications fréquentes sont nécessaires pour

les composés comme le calcium, le magnésium et le phosphate (Demling et Seigne,
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2000). Les déficiences les plus fréquemment retrouvées suites a des briilures importantes

sont décrites dans le tableau I1I.

Tableau ITI. Déficiences en micronutriments aprés la britlure

Micronutriment Fonction métabolique

Vitamines hydrosolubles

Thiamine (vitamine B,) Décarboxylation oxidative

Riboflavine (vitamine B,) Transfert d’électrons durant la phosphorylation oxidative

Niacine (vitamine B;) Dinucléotide nicotinamide-adénine ; réaction de transfert
d’électrons

Acide pantothénique Partie du coenzyme A

Biotine Réactions de transfert de dioxyde de carbone

Pyridoxine (vitamine Bg) Réactions de transamination et de décarboxylation

Acide folique Réaction de transfert d’un carbone

Cobalamine (vitamine B,;) Production de réaction de méthionine coenzyme A

Acide ascorbique (vitamine C) Antioxydant du cytosol ; synthése de collagéne ; production de
carnitine

Vitamines liposolubles

Vitamine A (rétinol) Synthese de rhodopsine ; stimulant inflammatoire des cellules
épithéliales et de la croissance des os ; guérison des plaies

B-Caroténe Pro-vitamine A ; antioxydant potentiel

Vitamine E Antioxydant des membranes cellulaires

Minéraux

Cuivre Développement des tissus conjonctifs par la réticulation du
collagene ; pour I'utilisation du fer ; pour la céruloplasmine

Manganése Formation de la substance de base du pro-collagéne ; Fonction
cérébrale ; fonction neuromusculaire ; synthése des acides gras

Sélénium Antioxydant et requis pour le métabolisme des lipides

Zinc Métabolisme de I’énergie ; formation du collagéne ; synthése des

protéines ; prolifération de 1’épithélium

(Demling et Seigne, 2000)

2.1.1.5 Modulation des désordres métaboliques

Méme si la nature exacte des facteurs initiant ’hypermétabolisme post-britlure
demeure mal défini, les altérations neurohormonales semblent a la fois responsables de

Iinitiation de la réponse métabolique et de I’influence sur la disposition et I’utilisation
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des substrats énergétiques. Les hormones cataboliques, c’est-a-dire les catécholamines,
les glucocorticoides et le glucagon jouent un réle important dans le développement de
I"hypermétabolisme, car leurs concentrations plasmatiques sont d’au moins 2 a 4 fois au
dessus des niveaux usuels, avec les plus hautes concentrations étant observées durant la

premiére semaine apres la brillure (Wolfe et al., 1987).

Selon une étude de Wilmore, Long et al. (1974), les catécholamines sont
responsables de 1I’hypermétabolisme médié par une brilure grave. Par contre, dans
d’autres études, les catécholamines et les corticostéroides semblent avoir un effet minimal
au niveau des anormalités métaboliques puisque I’hypercatabolisme persiste chez des rats
briilés suite a une ablation des glandes surrénales ou durant un blocage $-adrénergique ou
des glucocorticoides (Clark et al, 1984). Cependant, une relation entre le cortisol et
’hypermétabolisme a été démontrée par Cynober et al. (1982) et il a été reporté que
I’augmentation du catabolisme des protéines, induite par la briilure, était en partie médiée
par les glucocorticoides (Fand er al., 1995). Des altérations hormonales additionnelles,
identifiées par un nombre important d’investigateurs, incluent une augmentation

frappante des niveaux de glucagon (Wilmore, Lindsey et al., 1974).

La réponse hormonale, face a la brilure, n’est pas seulement caractérisée par une
augmentation de la production des hormones cataboliques, mais aussi par une production
inefficace d’hormones anaboliques. La production de médiateurs anaboliques est
inadéquate et associée a une résistance a I’insuline; la réponse de ’hormone de croissance
est, de plus, diminuée (Wolfe et al., 1979 ; Jeffries et Vance, 1992). Le ratio molaire
insuline/glucagon, qui est considéré comme un régulateur de la disposition et de
’utilisation des substrats énergétiques, est caractérisé sous la normale avec un retour
graduel a un niveau normal pour les deux hormones chez les patients qui poursuivent un

guérison de leurs plaies sans complications.

Il a été reporté que les prostaglandines n’étaient pas responsables du catabolisme
des protéines induit par la briilure (Clark er al., 1984). Selon une autre étude, les

cytokines seraient responsables du catabolisme des protéines musculaires apres la briilure,
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spécialement 1’'IL-1, I'IL-6 et le TNF-« dont les actions se chevaucheraient jusqu’a un

certain point (Baracos, 1990).

2.2 Réponse immunitaire

Pour bien comprendre ce qui se passe chez un grand briilé, au niveau du systeme
immunitaire, il est important d'explorer les bases de la réponse immunitaire normale qui
s'effectue en plusieurs étapes. Lorsqu'un agent pathogéne s'introduit dans le corps
humain, il doit réussir 4 franchir plusieurs barriéres. La premiére barriére est une barriére
mécanique, c'est la peau ou les muqueuses. Ensuite, se retrouve le systéme immunitaire
non-spécifique. C'est la défense initiale lors d'une invasion bactérienne parce qu'elle ne
requiert pas d'exposition antérieure a l'antigene invasif pour étre activée, elle peut donc
agir immédiatement (Griswold, 1993). Le troisieme niveau de défense, qui est le plus
efficace, est fourni pas les composantes du syst¢éme immunitaire spécifique. Ce systeme
est basé sur la mémoire immunologique acquise des cellules B et a la suite d'une
présentation d'antigénes, assurée par des cellules présentatrices professionnelles (cellules
présentatrices d'antigénes = APC), il en résulte une phase effectrice médiée par la
production d'anticorps spécifiques ou par des cellules d'activité cytotoxique (Griswold,

1993).

Lorsqu'un pathogéne réussit a s'infiltrer, la premiére ligne de défense s’active,
c’est-a-dire, la réponse non-spécifique. Cette réponse implique des composantes
cellulaires et humorales (non-cellulaires). Des substances produites au niveau local
alertent le systtme immunitaire et préparent la structure sur laquelle certaines
composantes de ce systéme fonctionneront. Les cellules endothéliales et les fibroblastes
vont sécréter de la fibronectine. Les mastocytes et les macrophages vont sécréter
plusieurs substances comme la cascade du complément, des amines vasoactives agissant
au niveau local et des molécules chimiotactiles qui attireront les neutrophiles de la

circulation sanguine aux endroits ou les tissus sont endommagés (Griswold, 1993).
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Un des éléments du systéme non-spécifique est le systéme du complément. Il est
appelé de cette fagon, car il complémente I'action des anticorps. C'est 'un des principaux
moyens par lesquels les anticorps spécifiques aux bactéries peuvent les détruires. Les
individus ayant une déficience de C3, une des composantes centrale du systéme du
complément, sont sujets a des infections bactériennes répétées, comme les individus qui
ont des déficiences au niveaux des anticorps (Taylor et al, 1998). Le systéme du
complément comporte une vingtaine de protéines solubles qui sont sécrétées
principalement par le foie et qui circulent dans le sang et les fluides extracellulaires. La
plupart sont inactives jusqu'au moment ol elles sont activées par les anticorps fixés sur un
héte étranger, ou plus directement par un microorganisme envahissant. Le résultat de
l'activation du complément méne a une augmentation de la perméabilité vasculaire, & une
attraction des leucocytes et a leur mobilisation au site de I'inflammation, & une

augmentation de la phagocytose et a la lyse des cellules étrangéres (Haeney, 1998).

Le complément peut étre activé par trois voies différentes: la voie classique, la
voie alterne ou la voie des lectines liant les mannanes (imannan-binding lectin = MBL)
(Taylor et al., 1998). La voie classique est principalement activée par des anticorps liés a
des antigenes, ce qu'on appelle des complexes immuns. La voie alterne est activée par la
liaison directe de la composante C3 a des pathogénes, en absence d'anticorps.
Finalement, la voie des MBL, qui a été découverte récemment, est initiée par la liaison
des MBL a des groupes de mannose, présents sur plusieurs parois cellulaires bactériennes.
Les trois voies ménent au clivage de C3, la composante centrale du complément, qui joue
a la fois un réle d'opsonine (protéine qui augmente la reconnaissance par les cellules
phagocytaires d'une particule étrangere), et d'activation des protéines lytiques, connue
comme le complexe d'attaque de la membrane (membrane attack complex = MAC),

(Taylor et al., 1998).

Au niveau de la réponse non-spécifique, un des éléments cellulaires des plus
importants, est le recrutement des neutrophiles. Ces cellules effectuent, entre autres, la

phagocytose et la flambée oxydative qui ont pour but de neutraliser les microorganismes
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envahissants. Les neutrophiles sécretent aussi des chémokines, molécules qui attireront

les autres leucocytes au site d'infection (Griswold, 1993).

Toujours au niveau de la réponse non-spécifique, le macrophages/monocyte est le
type de cellule qui initie plusieurs des réponses de I’héte face a4 un traumatisme.
L’activation du macrophage peut engendrer l'initiation d'un mécanisme local de
coagulation pour circonscrire l'envahissement par les pathogénes. Elle peut aussi
promouvoir la sécrétion de leucotrienes et de facteurs activateurs des plaquettes (platelet
activating factor = PAF), augmenter |’adhérence des leucocytes, augmenter la
présentation d’antigénes, induire la sécrétion de substances chimiotactiles et promouvoir
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires incluant I'IL-1, I'IL-6, le TNF-a et
I'interféron « et B (INF-a et INF-B) (O’Sullivan et O’Connor, 1997). Les macrophages
effectuent aussi la phagocytose, ce qui joue un rdle important au niveau de la réponse

spécifique, ce sera exploré un peu plus loin.

Le systeme immunitaire est capable de faire la différence entre ce qui nous est
étranger et ce qui nous appartient (le sot et le non-soi) grace a des molécules particuliéres,
contenues dans les membranes cellulaires. Ce systéme implique donc l'élimination des
bactéries ou autres particules étrangéres en les recouvrant d'anticorps. Les composantes
cellulaires majeures sont les macrophages, les lymphocytes T et B, et les plasmocytes
(cellules B produisant activement des anticorps). La partie cruciale de ce systéme est
l'activation et I'efficacité des lymphocytes B (Griswold, 1993). Ce systéme est trés
complexe. En plus des anticorps qui sont des opsonines majeures, il y a les cytokines qui
sont des substances produites par les cellules de ce systéme. Les cytokines établissent un
réseau complexe de communication pour augmenter et coordonner la défense contre les
pathogeénes et pour influencer la production d'anticorps (Griswold, 1993). L'activation
des lymphocytes B pour la production d'anticorps en réponse a des antigenes bactériens
est le résultat de réactions complexes entre macrophage, lymphocytes T et lymphocytes B

(Griswold, 1993).
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La premiere étape dans I'immunité spécifique, c'est la présentation de I'antigéne.
En résumé, cette action consiste a phagocyter les microorganismes non-désirables, les
digérer avec des enzymes protéolytiques et, ensuite, a prendre les petites particules
digérées, les transporter vers la membrane cellulaire et, enfin, les exprimer a la surface de
cette membrane (Janeway, 1997). Les cellules qui présentent ces antigénes se nomment
des cellules présentatrices d'antigénes (CPA) et elles le font dans un contexte tres
particulier. Cette présentation se fait grice a l'emboitement parfait de trois structures
moléculaires: le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH), 'antigéne, et un récepteur
complexe fixé sur la paroi du lymphocyte, le récepteur des cellules T (TCR). Ces trois
pieces doivent s'emboiter parfaitement pour que la réaction immunitaire puisse avoir lieu
(Janeway, 1997). Les macrophages activent les [lymphocytes T par la présentation de

leurs antigeénes et par la production d'IL-1.

Selon Griswold (1993), il y a au moins deux types de macrophages, I’inhibiteur et
le facilitateur, dépendant de leurs actions sur le syst¢tme immunitaire. Les macrophages
facilitateurs sont synonymes de CPA, ils sont recrutés et maintenus actifs via I’interféron-
v. Le macrophage inhibiteur impose une rétroaction négative sur l’interaction
macrophage facilitateur-lymphocyte T auxiliaire. Le lymphocyte T suppresseur est activé
simultanément avec I’induction de I’interaction lymphocyte T auxiliaire-lymphocyte B.
Le lymphocyte T suppresseur joue donc un rdle de rétroaction négative pour réduire ou
contrebalancer la stimulation de la transformation des lymphocytes B en plasmocytes.
C’est donc cette balance, entre les macrophages facilitateurs-lymphocytes T auxiliaires et
les macrophages inhibiteurs-lymphocytes T suppresseurs, qui prend toute sont importance
déterminant ainsi ’homéostasie globale des réponses spécifiques et non-spécifiques du

systeme immunitaire.

Les lymphocytes T activés sécretent des médiateurs chimiques qui vont stimuler
deux sous-populations: Les lymphocytes T auxiliaires, qui déclenchent la cascade des
réactions immunitaires, et les lymphocytes T suppresseurs, qui sont chargés de maintenir
cette réaction dans certaines limites et d'y mettre fin lorsqu'elle n'a plus raison d'étre

(Janeway, 1997). Les lymphocytes activés produisent, entre autres, de l'interleukine-2
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(IL-2), ce qui donne un signal de prolifération autocrine et paracrine aux lymphocytes T
et B (Griswold, 1993). A Il'aide de multiples médiateurs chimiques, les lymphocytes T
auxiliaires provoquent la prolifération de nombreuses cellules possédant le récepteur
correspondant a un antigéne spécifique toutes génétiquement identiques, qui constituent
ce que l'on appelle un clone (c'est le phénomene de sélection clonale) (Janeway, 1997).
Au cours de cette phase de différenciation, le réponse immunitaire est mémorisée dans les
lymphocytes T spécialisés, dont la durée de vie est trés longue. C'est grice a eux qu'une
substance étrangeére s'introduisant une deuxieéme fois dans l'organisme sera reconnue,

méme de nombreuses années plus tard (Janeway, 1997).

L'importance des messages médiés par les cytokines ne doit pas étre sous-estimée.
Les cytokines sont essentielles non seulement pour la coordination de la réponse
spécifique, mais aussi pour la communication entre les cellules des systémes non-
spécifiques et spécifiques. La participation continuelle des macrophages dans
l'interaction macrophage-lymphocyte T ne peut étre maintenue que par la production de

cytokines. (Griwold, 1993).

2.3 La réponse inflammatoire

Lors de brilures importantes, les complications sont causées, en partie, par un
mauvais fonctionnement du systéme immunitaire résultant en une immunosuppression et
par un risque accru de septicémie provoquant ainsi une défaillance des organes vitaux
(Schwacha et al.,, 1998). Quand le processus de l’inflammation se met en branle, il
implique alors de multiples changements dans la régulation de plusieurs génes amenant
ainst la sécrétion d’une quantité importante de médiateurs chimiques entrainant une

cascade d’événements complexes que les chercheurs essaient d’élucider.

Le syndrome de la réponse inflammatoire systémique constitue un probléme
majeur chez les grands briilés. Cependant, le mécanisme exact par lequel de telles
blessures meénent au SRIS n’est pas encore établi (O’Sullivan et O’Connor, 1997).

Certains chercheurs suggérent la théorie du «deux-chocs» (the « two-hit » theory) ou le
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choc initial serait la brilure elle-méme qui servirait a stimuler les
monocytes/macrophages et les lymphocytes. Le second choc serait n’importe quelle autre
infection ou stimulus qui résulterait en une réponse inflammatoire extrémement exagérée,
causant la lyse des cellules et le relachement de grandes quantités de métabolites
toxiques. Un relachement excessif de cytokines provoque un "empoisonnement de
cytokines" menant a des dommages tissulaires graves et a des défaillances multiples au
niveau des organes (O’Sullivan et O’Connor, 1997). Donc cette réponse inflammatoire
exagerée de la part de I’h6te ne peut pas mener a une élimination efficace des agents
infectieux, elle peut plutét contribuer & un état de désactivation immunitaire qui a été
nomme le syndrome de la réponse compensatoire anti-inflammatoire (compensatory anti-

inflammatory response syndrome = CARS) (Weiss et al., 1999).

Le syndrome de dysfonction polyviscérale (multiple organe dysfunction syndrome
= MODS) est étroitement reli¢ au SRIS. Certains prétendent que ce phénoméne est causé
par I’inflammation elle-méme plut6t que par la surcroissance des bactéries, car il est
souvent difficile de démontrer que les bactéries et leurs toxines sont directement

impliquées dans la génération du MODS ou SRIS (Goris, 1996).

L’inflammation devrait étre un processus local. Un lot de facteurs bactériens et
non-bactériens peuvent causer l’inflammation incluant des blessures tissulaires. Les
blessures et les brillures endommagent les cellules et ceci méne a exposer du collagéne et
de I’adénosine triphosphate (ATP) extracellulaire qui sont des activateurs puissants de la
voie alternative du systéme du complément (Goris, 1996). L’inflammation locale est
biochimiquement caractérisée par [’activation du complément, I’activation des
polymorphonucléaires (PMN), le relachement d’enzymes protéolytiques, la formation de
radicaux libres (par exemple : myéloperoxydase, lipofuscine, peroxyde) et le relachement
de cytokines : TNF, IL-1 et IL-6. Chez les patients avec le MODS et le SRIS, il a été
démontré que tous ces produits sont présents dans la circulation systémique en
concentration anormalement élevée et que leur apparition précéde le développement des

symptdmes et des signes cliniques (Roumen et al., 1995 ; Waydhas et al., 1992).
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Le probléme du SRIS et du MODS semble résider dans la stimulation excessive
ou la réaction excessive du systéme de réponse inflammatoire face a une variété de
stimuli bactériens ou non-bactériens. Chez des patients avec une péritonite, par exemple,
un traitement optimal du processus infectieux (régimes variés d'antibiotiques et
administration d'anticorps monoclonaux contre des endotoxines) peut ou pas éliminer
complétement la source d’infection. Mais, c’est la réponse inflammatoire exagérée
causée par l'infection qui génére le MODS/SRIS et non l'infection a elle seule. Cette
réponse inflammatoire généralisée peut subséquemment se perpétuer elle-méme, méme
apres la résolution compléte de la péritonite. Le MODS/SRIS devient ainsi un processus
autonome. Quand ces patients décédent, ce n’est pas a cause de I’infection incontrolée et
envahissante, mais bien parce qu’ils sont victimes de leur propre réponse inflammatoire

déclenchée en premier lieu par l'infection (Goris, 1996).

2.4 La translocation bactérienne

Les briilures séveres produisent un choc physiologique et induisent un
dérangement gastro-intestinal aigu qui peut altérer ’intégrité de la muqueuse intestinale
et faciliter la translocation bactérienne vers les ganglions lymphatiques du mésentere, ou
du foie ou de la rate (Chen et al., 1999), La translocation bactérienne se définit par le
passage de bactéries viables A travers le tractus gastro-intestinal vers les ganglions
lymphatiques mésentériques et en périphérie (Fukushima et al., 1992). Ce phénomeéne
explique donc que les endotoxines comme les lipopolysaccharides (LPS) sont
fréquemment responsables du second choc (O’Sullivan et O’Connor, 1997). Chez les
patients briilés, le tractus gastro-intestinal peut servir de réservoir primaire a des bactéries
qui pourraient causer des infections menacantes pour la survie du patient (Griswold,
1993). La présence d’endotoxines active les cellules du systéme immunitaire, ce qui
favorise le relichement de TNF, IL-1, IL-6. IL-8, de prostaglandines et radicaux libres.
Les actions de ces médiateurs résultent en une circulation hyper-dynamique, une
diminution de résistance vasculaire et de pression artériclle menant A une
immunosuppression généralisée (O’Sullivan et O’Connor, 1997). La translocation de

bactéries ou d’endotoxines est de plus en plus reconnue pour étre une cause potentielle
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des infections systémiques et du choc septique, de I’hypermétabolisme et le MODS chez

les patients brilés (Fukushima et al., 1994).

2.5 La réponse immunitaire et la briilure

Apres une brilure, la peau, qui est une barriére protectrice, est perdue. Ce
phénomene favorise donc les infections. Le succés des mécanismes immunitaires a
limiter I'infection dépend de plusieurs facteurs incluant une exposition précédente de
I’héte aux microorganismes envahissants, la virulence, le taux de croissance et la
production de toxine de I’organisme lui-méme (Heideman et Bengtsson, 1992). Chez les
patients brillés, on observe une dépression du systéme immunitaire autant au niveau de la
réponse cellulaire qu’humorale. Les effets de cette dépression sont induits, en partie, par
la sécrétion de plusieurs produits tels que des quinines, des prostaglandines, des
anaphylatoxines, des superoxydes et des leucotriénes, ce sont toutes des substances qui
influencent la réponse inflammatoire lors d’une agression thermique (Heideman et

Bengtsson, 1992).

2.5.1 Effets sur la réponse non-spécifique

Le mauvais fonctionnement des neutrophiles est un élément fondamental des
anomalies du systéme immunitaire non-spécifique chez les grands briilés. Les
neutrophiles présents dans la circulation et ceux qui effectuent la margination
(accolement des leucocytes a la face interne des parois vasculaires lors d'un
ralentissement de la circulation, précédant et favorisant la diapédése) en réponse & une
blessure s ibissent une soudaine augmentation de leur activation. Il y a une altération des
récepteurs de surface face aux chimioattracteurs et pour I'adhérence endothéliale
(Griswold, 1993). Les cellules deviennent "collantes”, permettant l'adhérence a
I'endothélium rapidement, et souvent bien avant I’arrivée au site de la blessure. 11y a
formation d’amas de cellules et obstruction des petits vaisseaux. Cet accolement

inapproprié des neutrophiles a la face interne des parois vasculaires diminue la quantité
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de neutrophiles disponibles pour la défense dans les endroits ou ils sont le plus

nécessaires (Griswold, 1993).

La phagocytose, les fonctions bactéricides et le métabolisme oxydatif des
neutrophiles, se retrouvent diminués immédiatement aprés la briilure et peut durer un
certain temps (Griswold, 1993). Les granules primaires ou azurophiles, dans le
cytoplasme des neutrophiles, utilisées pour tuer les bactéries, suite a la phagocytose,
démontrent une augmentation marquée au niveau de I’activité hydrolytique des enzymes
comme les élastases, les protéases, les lysozymes et les myéloperoxydase, immédiatement
apres la brilure. Ce phénomene est rapidement suivi par 1’incapacité de maintenir cette
activité ou de produire de nouveaux enzymes, rendant ainsi impossible 1'élimination des
organismes phagocytés (Griswold, 1993). Les granules secondaires, contenant des
lactoferrines et d’autre chélateurs de fer avec les lysozymes se fusionnent habituellement
avec la membrane externe du neutrophile pendant I’excitation de la cellules, déversant
leur contenu dans le milieu environnant. C'est la dégranulation. Ces substances servent
alors a diminuer la croissance bactérienne et dégrader les tissus, aidant ainsi la migration

des neutrophiles dans les tissus.

Pour prédire le risque d'infection chez les grands briilé, des essais in vitro ont été
effectués. Il a été noté, lors de ces tests, qu'apres une brillure importante, se produit une
soudaine dégranulation des neutrophiles, suivie d’une inaptitude a former d’autres
granules et a les fusionner avec la membrane externe. Une diminution de 1’activité des
enzymes, dans ces granules secondaires, est également constatée (Griswold, 1993).
Toutes ces anomalies meénent a une incapacité 4 maintenir une réponse inflammatoire
prolongée et nécessaire. Un manque de réponse a une réaction d’hypersensibilité retardée

est universel apres la briilure (Griswold, 1993).

Un grand nombre de chercheurs ont reporté des défectuosités chez les neutrophiles
périphériques du sang apres des brillures importantes, incluant une mauvaise absorption
phagocytaire, une activité bactéricide altérée, une diminution de la migration et de la

chimiotaxie, une oxydation de glucose et une consommation d’oxygéne diminuées, une



24

production de H,O, réduite et une perte ou une défectuosité d’enzymes lysosomales
(Babcock et al, 1990). Selon une étude menée par Ogle et son équipe (1990), les
fonctions du neutrophile peuvent étre supprimées pour plusieurs mois aprés la briilure et
un patient peut avoir une faible fonction bactéricide, méme si le relichement de

superoxydes est normal.

La brilure provoque I’activation du complément, élément important dans la
réponse non-spécifique (Bengtsson et Heideman, 1987). Les anaphylatoxines C3a et C5a
vont influencer la pression sanguine, la microcirculation, 1’extravasation des fluides et le
comportement des leucocytes (Hugli, 1984). Les anaphylatoxines vont aussi induire le
relachement d’histamine chez les mastocytes et le basophiles. L’augmentation du niveau
plasmatique d’histamine a été observée suite a des brilures sévéres (Yurt et Pruitt, 1986).
La demniére partie de la cascade du complément, le complexe attaquant la membrane,
attaque non seulement I’antigéne reconnu par les anticorps, mais attaque aussi les cellules
proches du point d’activation qui ne sont pas reliées au processus initial de ’activation.
Ce phénomene de lyse réactive a été observé en association avec I’hémolyse et ’anémie
chez les patients en septicémie et ce type de cytolyse pourrait étre une explication a
I’anémie observée avant que la septicémie n’ait lieu chez les patients ayant des brilures

profondes (Bengtsson et Heideman, 1988).

2.5.2 Effets sur la réponse spécifique

La présence de brilures provoque le relichement de substances qui affectent le
systeme non-spécifique, ce qui semble jouer un réle majeur dans la suppression de la
réponse spécifique du systtme immunitaire. Il a été démontré que des prostanoides
immunosuppresseurs, comme les prostaglandines E, diminuaient l'activité de plusieurs
messagers, comme les cytokines et en particulier l'interleukine-12 (IL-12) (Griswold,
1993). Ils diminuent aussi la production de cytokines par les macrophages et les
lymphocytes T. L'histamine interfere avec la flambée oxydative des neutrophiles et
supprime la prolifération des lymphocytes T auxiliaires. Le facteur stimulant les colonies

(colony stimulating factor = CSF), normalement produit par les macrophages pour
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augmenter la production de neutrophiles au niveau de la moelle osseuse, est

significativement diminué aprés la brilure (Griswold, 1993).

Chez des grands briilés, les fonctions des macrophages/monocytes, composante
importante du systéme immunitaire spécifique, sont altérées. L’initiation de la réponse
inflammatoire locale stimule les mastocytes et les macrophages a produire des quantités
excessives de substances ayant un effet vasoconstricteur qui peut faire augmenter
I’ischémie des tissus. Une diminution des fonctions des macrophages occasionnée par
des brilures sévéres pourrait étre en partie responsable pour les défectuosités

subséquentes de I'immunité cellulaire et humorale (O’Sullivan et O’Connor, 1997).

2.5.2.1 Atteinte a la réponse humorale

L'un des médiateur de la réponse immunitaire spécifique menant a la défense de
I'héte contre les infections, est la production d’anticorps. Une diminution
d’immunoglobulines IgA, IgD, IgG et IgM a été observée chez les patients briilés, une
semaine apres la briilure, avec un retour a un niveau normal vers la fin de la deuxiéme
semaine (Heideman et Bengtsson, 1992). Les IgGs sont les anticorps les plus importants
pour I'opsonisation des pathogénes Gram positifs et Gram négatifs. Des baisses
significatives de la production de toutes les sous-classes d’IgG sont en corrélation avec la
mortalité reliée a la septicémie et peuvent étre utilisées comme indicateur de pronostic
(O’Sullivan et O’Connor, 1997). L’activation de lymphocytes B a produire des anticorps
en réponse a des antigénes est le résultat d’interrelations complexes entre les
macrophages, les lymphocytes T et les lymphocytes B. Les fonctions des macrophages et

des lymphocytes T sont altérées par la brillure et ceci affecte inévitablement 1’efficacité

des lymphocytes B (Griswold, 1993).

2.5.2.2 Influences au niveau de la réponse cellulaire

Apres une brilure, la présentation d’antigéne et la production de cytokines par les

macrophages sont altérées et ceci résulte en une activation inadéquate des lymphocytes T.
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La population de macrophages inhibiteurs et de lymphocytes T suppresseurs est
significativement augmentée apres la briilure et ceci a un impact majeur sur I’activation et
la production d’anticorps des lymphocytes B. L’augmentation de ces sous-populations
engendre une dépression de la synthése de certains médiateurs régulateurs positifs comme

I'IL-1, ’IL-2 et I’interféron-y (Griswold, 1993).

Les monocytes expriment les antigénes du CMH de classe II, ils jouent un rdle
crucial dans la présentation d’antigéne aux lymphocytes T auxiliaires. Il a été démontré
que des changements dans 1’expression des antigénes du CMH de classe II sur les
monocytes indiquent le développement d’infections suite & une chirurgie majeure (Spittler
et al., 1995). Il a aussi été démontré que les taux de rémission et de mortalité parmi les

patients ayant des infections sont reliés au niveau d’expression de la molécule de HLA-

DR (Spittler et al., 1995).

Le deficit immunologique, chez les patients brilés, est attribué en partie 4 la
réduction de la population des lymphocytes T, I’augmentation de I’activité cellulaire des
cellules T suppresseurs, la présence de facteurs suppresseurs dans le sérum et la
suppression de cytokines de synthése et I’expression de récepteurs cellulaires (Barlow,
1994). Lors d’une expérience chez la souris, I’équipe de Organ et al. (1989) a démontré
qu’il y avait une diminution de la quantité de lymphocytes totaux durant les premiers 6
jours apres la brillure, aprés quoi, la rate, les ganglions cervicaux et les ganglions drainant
les briilures ont démontré une augmentation continuelle de leur nombre de lymphocytes.
Par contre, la quantité de lymphocytes présents dans certains tissus lymphopoiétiques,
c’est-a-dire, le thymus, la moelle osseuse et, dans une moindre mesure, les ganglions
mésentériques, est demeurée réduite pendant longtemps dans la période post-brillure (48-

60 jours).

Il est possible que la séquestration des lymphocytes, dans des compartiments
lymphoides et particulierement dans les ganglions lymphatiques, soit la conséquence des
changements dans la circulation cellulaire, c’est-a-dire, une augmentation des entrées et

une diminution des sorties plutét qu’une prolifération in situ. Ce phénoméne est connu
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sous le nom de « lymphocyte trapping », trappage de lymphocytes (Barlow, 1994). Dans
une étude de Organ et al., (1989) chez des rats briillés, il y a eu une diminution de
lymphocytes dans la moelle osseuse et le thymus quelques jours aprés la briilure,
possiblement dii & un recrutement massif de lymphocytes immatures a partir de la moelle
osseuse. La diminution de la réponse des lymphocytes a été attribuée sommairement a un
manque de maturité fonctionnelle des lymphocytes circulants dans la période post-briilure

(Barlow, 1994).

Il a été démontré que la briilure diminue le ratio de cellules T auxiliaires (CD4")
sur cellules T suppresseurs (CD8"). Les chercheurs ne savent pas si ce phénoméne est du
a une diminution de cellules CD4" et 4 une augmentation de cellules CD8" ou plutét 4 une
redistribution de ces cellules dans différents compartiments du corps (O’Mahony et al.,
1985). La production de cytokines par les lymphocytes T auxiliaires est un élément
essentiel aux fonctions immunitaires normales. Cette population de cellules englobe
plusieurs sous-groupes, un des plus importants est le type 1 (Th1l) ou 2 (Th2). Ces sous-

populations difféerent dans leur profil de production de cytokines.

2.5.2.3 Effets sur la différentiation des lymphocvtes T, Thl ou Th2 ?

Quand un lymphocyte T auxiliaire est activé, il se différencie selon un profil de
réponse, soit de type 1, soit de type 2. Le sous-groupe de Thl sécréte préférentiellement
de I'IL-2 et de I'INF-v, tandis que le sous-groupe de Th2 sécréte de I’IL-4, de I’'IL-10 et
de I'IL-13 (Utsunomiya et al., 2001). Une prédominance de type Thl provoque une
augmentation des lymphocytes cytotoxiques impliqués dans la réponse cellulaire et les
cellules NK "Natural Killer". Ainsi, une défectuosité de la réponse de type Thl contribue
a rendre les patients briilés plus susceptibles & certains pathogénes (Utsunomiya et al.,
2001). Une prédominance de type Th2 conduit vers une augmentation de PGE; et
d’immunoglobuline de type IgE résultant en une réaction d’inflammation chronique

pouvant endommager les tissus (O’Sullivan et O’Connor, 1997).
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Certaines observations suggérent que la brillure déclenche une réduction de la
réponse de type 1; ce phénoméne est démontré par la diminution d’IL-2 et d’INF-y
sécrétés par les cellules T (Wood et al.,, 1984). Une augmentation concomitante de
production d’IL-4 et d’IL-10 par les cellules T aprés la brillure a aussi été bien
documentée. Ces phénomenes suggerent que les cellules des patients brillés subissent une
activation de la réponse et des fonctions du type 2 (Groux et al., 1996 : Abbas et al.,

1996).

Les mécanismes responsables du changement de production de cytokines par les
cellules T ne sont pas encore trés bien compris. Cependant, il est reconnu que la
différenciation des sous-populations de cellules T auxiliaires est initiée par 1’activation
d’un antigéne a travers le récepteur des cellules T (TCR) avec une exposition précoce a
des cytokines telles que IL-12, INF-y, IL-4, IL-6 et IL-10 agissant comme facteur de
différenciation de sous-populations de lymphocytes T auxiliaires (Groux et al., 1996 :
Abbas et al., 1996). Utsunomiya et son équipe (2001) expliquent que I'IL-12 est une
cytokine qui joue un réle trés important dans la différenciation des cellules T naives en
cellules T de type 1 et elle agit comme un co-stimulus pour une production maximale
d’INF-vy par les cellules T déja différenciées en cellules de type 1. Ils ont aussi démontré
que des souris briilées ne relachaient pas d’IL-12 dans leur circulation sanguine méme si
elles avaient été stimulées avec des lipopolysaccharides (LPS). Ceci indique que les
réponses de type 1 ne sont pas établies de fagon adéquate chez les individus ayant subi
des briilures graves. Les brilures sévéres sont habituellement associées avec la
production de cytokines de type 2, la production massive de corticostéroides et une
augmentation marquée des taux des PGE; (Utsunomiya et al., 2001). Ces trois facteurs
sont reconnus comme étant des inhibiteurs de production d’IL-12 (Larsson et Linden,

1998 ; Matsuo et al., 1996 ; van der Pouw Kraan et al., 1995 ; Wu et al., 1998).

2.5.2.4 Anergie des lymphocytes T

D’autres chercheurs suggerent que !’immunosuppression, suite a un trauma

majeur, est plus souvent due a une dysfonction des monocytes qu’a une dysfonction des



29

lymphocytes T (Miller-Graziano et al., 1988). Les mécanismes suggérés concernant le
manque de réponse général des cellules T sont I’anergie, la déplétion apoptotique des
cellules T répondantes, et/ou I’augmentation de Ia production de lymphokines

immunosuppressives (provenant des cellules T) (Parijs et Abbas, 1998).

L’anergie des cellules T se développe dans une petite sous-population de patients
séverement blessés (De et al., 1997). Cette anergie des cellules T n’est pas le résultat
d’un changement de la production de cytokines de type Thl vers le type Th2, puisque la
production des deux types de lymphokines, de type 1 (IFN-y, IL-2) et de type 2 (IL-10,
IL-4), a été simultanément diminuée aux niveaux de la protéine et de I’ARNm (De et al.,
2000). L’éventuel échec de la cellule T anergique stimulée a proliférer, méme en
presence d’un apport supplémentaire d’IL-2 exogéne, ou méme suite 4 une induction par
de la PMA + ionomycine, suggére une défectuosité au niveau des voies de transduction
de signal des cellules T conséquente avec un blocage de la transduction de signal.
L’échec a augmenter la régulation de I’expression du CD25 s’accorde aussi avec
’hypothése d’un blocage dans les voies d’activation des cellules T (Matsushita et

Nishimura, 1997 ; Boussiotis et al., 1997).

De et son équipe (2000) ont démontré que des patients traumatisés présentaient
des cellules T anergiques qui étaient viables et dont la régulation de 1’expression du
CDI11b était augmentée, suggérant que ce n’était pas I’ensemble de la synthése de
protéine qui était bloquée. L’augmentation de 1’expression du CDI11b, indiquant des
cellules T hautement activées, pouvait aussi indiquer une cellule T exprimant un MHC
classe Il avec un potentiel pour une présentation d’antigéne aberrante et une

immunosuppression (De et al., 2000).

2.6 Importance du support nutritionnel

La nutrition et I'immunologie sont le foyer de la révolution scientifique. La

nourriture fournie comme source de nutriments a évoluée de fagon spectaculaire depuis
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les deux derniers siecles, mais jamais auparavant, elle n'a été une telle promesse pour

I'innovation.

A cause de toutes ces perturbations métaboliques et des problémes au niveau de
l'absorption des nutriments, de la perte de protéine et de masse maigre, certains
chercheurs ont consacré beaucoup de leur énergie a trouver une fagon d'atténuer tous ces
phénomeénes en adaptant une diete spéciale aux patients. L'importance de I'administration
de niveaux au-dessus de la normale en protéines et calories a des patients sévérement
briilés a été reconnue pour la premiére fois en 1945. Depuis ce temps, plusieurs études
ont reporté les effets bénéfique de diétes élevées en calories et en protéines pour les
individus briilés (Alexander et al., 1980; Curreri et al., 1974; Wilmore et al., 1971). Les
patients briilés ont besoin d'une quantité personnalisée d'énergie et de protéines pour
accélérer la syntheése de protéines viscérales et musculaires et aussi pour réduire la
protéolyse (Wolfe, 1996). Parce que les besoins en énergie des patients briilés sont
spécifiques et qu'ils varient beaucoup durant la phase de récupération, les dépenses
d'énergie de base devraient étre déterminées chaque semaine par calorimétrie indirecte

(Cunningham et al., 1989).

La voie d'administration de la diéte a aussi des effets sur I'état du patient.
L'administration par voie entérale est préférée a la voie parentérale, car elle permet le
maintien de la trophie du tractus gastrointestinal en promouvant le relachement
d'hormones intestinales et de facteurs de croissance (Kudsk et al., 1992). La voie entérale
permet aussi I'administration d'un support plus balancé et individualisé, et élimine les
problémes de contamination par les cathéters. Les patients gravement malades qui
recoivent un support nutritionnel par voie parentérale expérimentent plus de

complications infectieuses (Kudsk et al., 1992).

2.6.1 Etudes de l'importance des lipides

Selon Mochizuki (1984), quelques investigateurs (Meguid et al, 1982;

Nordenstrom et al., 1983), durant les années 80, ont recommandé un taux de lipides
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autour de 30% des calories de la diete chez des sujets humains. Mochizuki et son équipe
ont mene des études sur des cochons d'Indes qui ont démontré clairement que 5 4 15% de
lipides dans leur dicte était optimal et constituait probablement une équivalence par
rapport aux sujets humains. En 1987, Gotschlich et Alexander publient un article ne
recommandant pas plus de 10 a2 15% de lipides dans la diéte de patients humains brilés.
Une autre étude, menée Garrel et al. en 1995, a démontré que 'administration d'une diéte
faible en lipides (15%) administrée chez des humains brilés, en comparaison avec un
groupe contréle (35% de lipides), avait favorisé une diminution de Il'incidence de
pneumonie, une fonction respiratoire améliorée, une amélioration plus rapide du statut
nutritionnel, un profil métabolique meilleur et une durée de soins plus courte. Une autre
étude, menée sur des souris briilées, a démontré que I'administration d'une diéte faible en
lipide (1%) était suffisante pour prévenir les déficiences en acides gras essentiels, qu'elle
améliorait les fonctions immunitaires et qu'elle prévenait I'induction excessive d'un stress
oxydatif suite a la brillure (Jobin et al., 2000a). Ceci démontre que les opinions ont
changé depuis le début des années 80 et qu'un taux de lipides plus bas semble favorable

aux sujets briilés.

D'autres chercheurs ont effectué des recherches sur le type de lipides administré
dans la diete. Les résultats expérimentaux d'Alexander (1986) et de Trocki (1987)
supportent l'idée qu'une diéte riche en acides eicosapentanoiques (w-3) a des effets
bénéfiques sur la réponse inflammatoire et immunitaire chez les grands briilés. Son
équipe a observé des glandes surrénales plus petites, des niveau plus bas de C3 (éléments
faisant partie de la cascade du complément) dans le sérum et un taux métabolique plus
bas, suggérant moins de stress inflammatoire, chez les animaux alimentés avec des huiles
de poissons (élevé en w-3) en comparaison avec les animaux alimentés avec de I'huile de
tournesol ou de l'acide linoléique (élevée en w-6). Il ont aussi observé une amélioration
de la réponse immunitaire et une masse musculaire améliorée chez les animaux alimentés
avec les huiles de poisson, suggérant une production réduite de PGE, ou d'autres

meédiateurs ayant des effets immunosuppresseurs et une synthése protéique améliorée.
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Les acides gras provenant de la diéte modulent la composition en phospholipides
des membranes cellulaires et par le fait méme, la quantité et le type d'eicosanoides
synthétisés. Les acides gras non-estérifiés dérivés des phospholipides dans les tissus sont
métabolisés par des cyclooxygénases engendrant la formation de prostaglandines,
prostacyclines et thromboxanes et par des lypoxygénases formant des leukotriénes et des
acides hydroyeicosatétraenoiques (Hwang, 1989). La modification du ratio (w-3)/(w-6)
des acides gras dans la diéte a des effets sur la réponse inflammatoire et immunologique.
Ces mémes effets furent initialement attribués aux modifications dans les types de
prostaglandines, leukotriénes et thromboxanes synthétisés parce que l'acide
eicosapentanoique (w-3) qui est le substrat préféré des leucocytes compétitionne avec
l'acide arachidonique (w-6) (Hwang, 1989). Certains dérivés de l'acide arachidonique
produits par la cyclooxygénase et la lipoxygénase participent 4 une réponse inflammatoire

exagerée et réduisent la réponse immunologique suite 4 la briilure.

2.6.2 Importance de la glutamine

Parmi les suppléments nutritionnels les plus fréquemment utilisés, il y a aussi les
acides aminés. En effet, il a été rapporté que I'ajout de certains acides aminés comme
l'omithine a-cétoglutarate, l'arginine et la glutamine pouvaient améliorer la condition des
patients brillés ou ayant subi un trauma (Gennari et Alexander, 1997; Gianotti ef al.,
1993; Le Boucher et al., 1997; Le Boucher et al., 1999; Saito et al., 1987). Cependant,

l'acide aminé le plus reconnu pour ses effets bénéfiques dans un état de stress ou de

trauma, est la glutamine.

La glutamine est l'acide aminé le plus abondant dans le plasma des mammiferes,
elle est transportée et métabolisée activement dans presque tous les tissus. Parce qu'elle
est synthétisée de novo, elle a été désignée comme un acide aminé non-essentiel.
Cependant, des évidences récentes suggérent que ceci pourrait étre une fausse
désignation. Méme si le corps a normalement de grandes réserves de glutamine et qu'il
peut la synthétiser en grandes quantités, des états cataboliques comme une chirurgie

majeure, un trauma, une septicémie ou une briilure sont caractérisés par une
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consommation de glutamine par le corps entier a des taux qui excédent la production
maximale de glutamine. Donc, si le stress persiste, une profonde déplétion en glutamine
se développe et peut contribuer 4 un résultat matheureux. Ainsi le terme acide aminé
“conditionnellement essentiel" a été récemment appliqué a la glutamine (Labow et al.,

2000).

2.6.2.1 Importance métabolique de la glutamine

Une des raisons qui explique son taux de renouvellement aussi rapide est que la
glutamine est utilisée dans un large éventail de fonctions métaboliques. Méme si la
glutamine est utilisée différemment dans divers tissus et sous des conditions
physiologiques variées, ces fonctions a I'intérieur de la cellule se séparent généralement
en quatre catégories (Labow et al., 2000):

e son rdle de transport d'azote

e son importance dans le maintien de I'état d'oxydoréduction de la cellule
® sa position comme intermédiaire métabolique

e et son réle comme source d'énergie

2.6.2.2 Réle du transport de 'azote

Approximativement un tiers de toute l'azote, dérivée du métabolisme des
protéines, est transporté dans le sang sous forme de glutamine (Souba, 1987). Cette
“navette d'azote" fournit des moyens de transport non-toxique de I'ammoniaque, de la
périphérie vers les viscéres. Le métabolisme de la glutamine est distribué de fagon
hétérogéne a travers le foie, avec la consommation de la glutamine via la glutaminase qui
est concentrée dans les hépatocytes périportaux et la synthése de glutamine via la
glutamine synthétase située dans les hépatocytes périveineux. Cette distribution procure
au foie un élégant mécanisme pour détoxiquer le sang de 'ammoniaque pendant que la
glutamine contribue aux provisions systémiques (Haussinger, 1986). L'utilisation de la
glutamine comme navette d'azote est aussi important dans I'excrétion des déchets azotés
et dans la maintenance de I'homéostasie acide-base. Les reins utilisent un isoenzyme de

glutaminase typique du rein pour hydrolyser la glutamine et générer de l'ammoniaque
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pour l'excrétion dans l'urine (Deferrari et al., 1994). Cette glutaminolyse est responsable
de la plupart de I'excrétion d'azote dans I'urine et la disponibilité de I'ammoniaque facilite
I'excrétion des surplus d'acides en les conjuguant avec des ions H', générant ainsi des ions

ammonium pour l'excrétion (Nissim et al., 1985).

2.6.2.3 Contrdle de l'oxydoréduction cellulaire

Il y a une évidence considérable qui suggére que la glutamine joue un réle clé
dans la régulation de la synthése du glutathion (Meister et Anderson, 1983). Le
glutathion est un tripeptide composé de glutamate, cystéine, et glycine; il représente la
source majeure d'équivalent de réducteur cellulaire et protége la cellule contre les
agressions oxydatives (Meister et Anderson, 1983). Le role de la glutamine dans la
syntheése du glutathion suppose que la disponibilit¢ de ce nutriment peut avoir de
profondes répercussions sur le contréle du redox cellulaire. Chez un patient ayant subi
une chirurgie, ot le stress oxydatif peut augmenter, l'importance de la glutamine

disponible peut étre amplifiée.

2.6.2.4 Intermédiaire métabolique

La glutamine est aussi une source importante de carbone et d'azote pour les
intermédiaires métaboliques et la synthése macromoléculaire. La glutamine est utilisée
directement pour la synthése des protéines et sert de précurseur dans la synthése d'autres
acides aminés (Jepson et al., 1988). Elle fait aussi partie intégrale de la synthése des
acides nucléiques, participant a la production des nucléotides de purines et pyrimidines
(Abcouwer et al., 1996). La synthése des acides gras et, par extension, des membranes
phospholipidiques est aussi aidée par des intermédiaires métaboliques dérivés de la
glutamine. En plus de son réle dans la synthese macromoléculaire, la glutamine peut
aussi étre utilisée dans la synthése de cofacteurs importants comme la glucosamine et le
dinucléotide nicotinamide adénine (NAD") et utilisée pour la gluconéogenése dans le rein

et le foie durant des périodes de famine (Curthoys et Watford, 1995).
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2.6.2.5 La glutamine, source d'énergie

L'oxydation de la glutamine peut aussi générer de I'ATP pour la respiration
cellulaire; et, en fait, la glutamine sert de "carburant respiratoire primaire" dans certaines
cellules comme les entérocytes et les lymphocytes. Le montant total d'énergie cellulaire
dérivé de la glutamine dépend de son degré d'oxydation et du taux d'utilisation de la
glutamine. Ces facteurs dépendent largement des quantités absolues et des proportions
relatives de glutamine et de glucose disponibles autant que le type et I'état de prolifération
de la cellule (Darcy-Vrillon et al., 1994). Sous des conditions physiologiques, I'oxydation
de la glutamine représenter le tiers de la production cellulaire d'ATP et ce, dans plusieurs
types de cellules en culture (Lazo, 1981; Mares-Perlman et Shrago, 1988; Spolarics e al.,
1991). En général, la quantité relative d'oxydation de la glutamine augmente quand les

niveaux de glucose baissent (Krutzfeldt et al., 1990).

2.6.2.6 Importance au niveau du tractus gastrointestinal

L'importance de la glutamine circulante pour le maintien des fonctions et
l'intégrité de l'intestin a été illustrée dans plusieurs études. Hwang et ses collégues ont
démontré que des solutions parentérales enrichies de glutamine ont augmenté la hauteur
de la muqueuse du jéjunum, le contenu en ADN et ont atténué de fagon signification
l'atrophie des villosités associée avec la nutrition parentérale totale (O'Dwyer et al.,
1987). D'autres ont démontré la capacité des diétes intraveineuses ou entérales, enrichies
en glutamine, & augmenter la hauteur de villosités, le contenu de la muqueuse en azote et
a stimuler la croissance de la muqueuse suite a un état de famine (Barber et Jones, 1990;

Grant et Snyder, 1988; Salloum et al., 1989).

En plus de supporter son intégrité structurale, il est clair que la glutamine affecte
aussi de nombreuses activités biochimiques de l'intestin comme l'augmentation de
l'activité de la glutaminase et le transport d'acides aminés & travers la bordure en brosse
du jéjunum (Klimberg et Souba, 1990; Salloum et al., 1990). La glutamine semble, plus

particulierement, avoir plusieurs influences bénéfiques sur les fonctions immunitaires du
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petit intestin. Il a été démontré qu'une diete enrichie en glutamine diminue l'adhérence
bactérienne sur les entérocytes pendant qu'elle maintient des population de cellules T et B
dans la lamina propria de l'iléum terminal (Burke et al., 1989). Ainsi, les effets de la
glutamine sur la translocation bactérienne peuvent étre reliés a une combinaison de
l'augmentation de l'intégrité de la muqueuse intestinale et des fonctions immunitaires

améliorées de l'intestin.

2.6.2.7 Implication au niveau du systéme immunitaire

La glutamine est essentielle a des fonctions immunitaires cellulaires et humorales
convenables, c'est-a-dire qui seront assez efficaces pour défendre le corps contre toute
atteinte de proportion normale. Des études sur la culture de tissus ont démontré que le
manque de supplément de glutamine dans les milieux de culture limite sévérement
I'habileté des lymphocytes a répondre a une stimulation mitogénique (Taudou et al.,
1983). La diminution de la prolifération des lymphocytes durant une déplétion de
glutamine peut étre reliée a son utilisation comme précurseur pour la biosynthese des
nucléotides et comme source d'énergie. Chez des macrophages complétement
différenciés, la glutamine est essentielle pour la transcription de génes, menant a la
sécrétion de protéines, durant une stimulation antigénique et pour la syntheése de
phospholipides qui supporte l'activité de la membrane cellulaire lors de la pinocytose ou
la phagocytose (Parry-Billings et al., 1990). Cependant, il a été établi que les
macrophages et les lymphocytes sont incapables de synthétiser la glutamine dont ils ont
besoin et ainsi, ils dépendent d'un apport exogéne qui, en présence de basses

concentrations plasmatiques, sera insuffisant (Newsholme, 1996).

Une basse concentration de glutamine inhibe la prolifération des lymphocytes
induite par un mitogéne ou un anticorps anti-TCR, elle diminue la fonction phagocytaire
des macrophages, réduit la différentiation des lymphocytes B en cellules plasmatiques et
inhibe la génération de lymphokines produites par des cellules tueuses (killer cells)
activées (Ardawi et Newsholme, 1985; Griffiths et Keast, 1990; Wallace et Keast, 1992).

Les besoins exogénes de glutamine sont confinés a des événements tardifs dans
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I'activation des cellules T, comme l'expression des récepteurs d'IL-2, des marqueurs
d'activation de surface comme le p55 IL-2R, le CD45RO et le CD71 (Horig et al., 1993).
Une basse concentration en glutamine induit la diminution de I'expression de plusieurs
molécules cellulaires de surface exprimées sur des macrophages comme les molécules de
classe II du complexe majeur d'histocompatibilité (HLA-DR), les molécules d'adhésion
intercellulaire (CD54), le récepteur Fc pour les IgG (CD64) et les récepteurs du
complément (CD11/CD18) (Spittler et al., 1995). L'addition de glutamine in vitro a des

neutrophiles de patients briilés, restaure leurs fonctions bactéricides (Ogle et al., 1994).

2.6.2.8 Expériences et essais cliniques sur la glutamine

Il y a eu un nombre important d'études effectuées sur des animaux, supportant
I'ajout de glutamine dans les solutions nutritives. Ziegler et Young (1997) ont noté que
80 % des études animales jusqu'a aujourd'hui démontrent des effets bénéfiques au niveau
des suppléments de glutamine. Les données démontrant un effet positif sur les résultats
obtenus avec des humains sont beaucoup plus limités. Il a été démontré pour la premiére
fois en 1992, par Ziegler et al, que la glutamine a des effets cliniques bénéfiques chez les
humains. Dans cette étude réalisée en double-aveugle de fagon aléatoire, des patients
greffés de moelle osseuse ont regu un type de nutrition par voie parentérale. Il y a eu trois
types de dictes: une supplémentée de glutamine, une autre supplémentée avec un mélange
d'acides aminés isoazoté et la troisiéme était isocalorique et sans glutamine. Les patients
dans le groupe supplémenté avec de la glutamine ont eu moins d'infections (3724 vs 9721
dans le groupe contréle; p = 0.041) et un temps d'hospitalisation plus court. l'incidence de
colonisation microbienne a aussi été significativement réduite. Une autre étude effectuée
par Schloreb et Amare (1993), avec des patients ayant subi une transplantation de moelle
osseuse, a démontré une diminution de la durée de soins dans le groupe qui recevait la
diete enrichie en glutamine. Des effets bénéfiques sur la supplémentation en glutamine
ont été rapportés chez des patients gravement malades dans une étude menée par Griffiths
et ses associés (1997). Les patients qui ne pouvaient pas recevoir une nutrition par voie

enterale ont recu une formule avec un supplément de glutamine ou un mélange isoazoté et
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isocalorique. Les patients ayant regu la glutamine ont eu une espérance de vie améliorée

de 6 mois (24/42 vs 14/42; p = 0.049).

Quelques expériences ou essais cliniques ont démontré les effets bénéfiques de la
glutamine chez des patients traumatisés. Ils ont tous démontré des améliorations au
niveau biochimique ou immunologique. En voici quelques exemples. Hammarqvist
(1989) a démontré qu'un supplément de glutamine dans la nutrition parentérale, chez des
patients ayant subi une opération au niveau abdominal avait des effets bénéfiques.
Comparativement au groupe contrdle, trois jours aprés l'opération, le supplément de
glutamine engendre une augmentation de la glutamine libre dans le muscle, inhibe la
chute de synthese protéique et améliore la balance azotée. Dans d'autres études de
supplémentation des glutamine effectuées sur des humains, des améliorations de la
balance azotée, une augmentation de l'absorption des nutriments et une préservation de la
muqueuse intestinale ont été démontrées (Stehle et al., 1989; Tremel et al., 1994; Van der
Hulst ez al., 1993). Selon Houdijk et ses collegues (1998), I'ajout de glutamine, dans une
dicte administrée par voie entérale, diminue la fréquence de pneumonies, de septicémie et
de bactériémie chez des patients séverement traumatisés. Une autre étude effectuée par
Wilmore (2001) sur des patients ayant subi une opération élective aprés des blessures

accidentelles démontre que la glutamine administrée par voie intraveineuse semble avoir

des effets positifs.

Une étude sur les grands brilés a été menée trés récemment par Wischmeyer et
son équipe (2001). Cette étude a été effectuée sur 26 grands briilés pour étudier certains
effets d'un supplément de glutamine par voie intraveineuse (parentérale). La distribution
des patients a été faite de fagon aléatoire et en double-aveugle. Les patients recevaient
leur diete normale par voie entérale avec une administration de glutamine ou d'un
mélange isoazoté par voie intraveineuse. Les résultats obtenus ont démontré que le
supplément de glutamine par voie entérale a réduit l'incidence de bactériémie Gram-
négative, diminué l'inflammation globale, et amélioré le statut nutritionnel chez les

patients gravement briilés. Les suppléments de glutamine ont aussi mené & des
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diminutions non-significatives de cultures sanguines positives et 4 une moindre

consommation d'antibiotiques par patient.

2.7 Projet d'étude

En étudiant l'implication de la glutamine, autant au niveau du métabolisme que du
systeme immunitaire et en observant les résultats positifs obtenus lors de différentes
expérimentations, il était devenu impératif d'entreprendre une étude sur les effets de la
glutamine chez les grands briilés. Il nous semblait évident que la glutamine pouvait étre

bénéfique sur I'état de santé des grands briilés.

Il est a noter qu'aucune étude in vivo n'avait été effectuée sur les patients briilés et
la glutamine avant celle de Wischmeyer (2001). De plus, le protocole de ce chercheur est
différent de celui que nous avons utilisé, car I'administration du supplément de glutamine
s'est faite par voie entérale dans notre projet et par voie parentérale (intraveineuse) dans le
leur. Un autre facteur nous motivait: I'expérimentation avec une si grande cohorte des
patients pour tester les effets de la glutamine. Donc lorsque le protocole a été établi, nous
étions les premiers a pouvoir étudier les effets d'un supplément de glutamine, administré

par voie entérale, chez des sujets humains gravement briilés et avec un si grand nombre

de sujets.

Les hypothéses de départ étaient que l'administration, par voie entérale, de
glutamine & des patients briilés améliorerait les fonctions immunitaires et diminuerait
l'occurrence des infections. Plus précisément, elle provoquerait une augmentation de
l'activité phagocytaire des neutrophiles et une amélioration dans les sous-populations de
leucocytes. Le résultat global de ces améliorations se démontrerait aussi par une

diminution de la durée des soins, du taux de mortalité et de morbidité.



Chapitre 3

Matériel et méthodes

3.1 Patients et soins des patients

Les sujets ont été 38 patients adultes avec des brillures entre 20% et 80% de ’aire
de la surface du corps (n’incluant pas les brillures du 1¥ degré), admis au Centre des
Grands Brilés a I’Hétel-Dieu de Montréal dans les 24 heures suivant les briilures, entre
janvier 1999 et mai 2001. Les patients étaient agés entre 18 et 65 ans, et les critéres
d’exclusion étaient les suivants : index de masse corporelle plus élevé que 30, grossesse,
maladie du foie, défaillance rénale, maladies gastro-intestinales chroniques, cancer et
immunodéficience reconnue. L'étude s'est faite selon un processus en double-aveugle.
Les patients ont été distribués de fagon aléatoire parmi deux groupes, c’est-a-dire un
groupe placebo (recevant un mélange d’acides aminés) et un groupe recevant de la
glutamine (26 gr/jour) comme supplément nutritif. Pour faire en sorte d’obtenir des
groupes homogeénes en respect de la taille de la brilure, une stratification avec trois
catégories a été utilisée : cat. 1: 20-40%, cat. 2 : 41-60%, cat. 3 : 61-80%. Une table de
distribution aléatoire a été utilisée pour chacune des catégories, ce qui a produit deux
groupes avec un nombre similaire de patients dans chaque catégorie de sévérité de
brilure. Les infirmiéres et les chirurgiens n’étaient pas informés dans quel groupe les
patients étaient distribués. La formule de Parkland avec la solution de lactate Ringer a été

utilisée pour la réhydratation des patients.

A chaque jour des infirmiéres étaient chargées de faire des prélévements sanguins
pour déterminer la formule sanguine des patients. Le débridement (opération chirurgicale
qui consiste a enlever tous les tissus nécrosés au site de la brilure) et les premiéres greffes
de peau ont été effectuées dans les sept jours suivant l'admission des patients. A
l'exception des mains, les briilures étaient laissées a l'air libre, sans pansements et sans

onguent antiseptique jusqu'au moment de la greffe. La douleur des patients a été calmeée
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par ’administration intraveineuse de morphine: l'infusion continuelle était accompagnée
par I'administration de bolus durant les procédures thérapeutiques douloureuses, le tout
suivant un protocole pré-établi et standardisé. La plupart des patients ont été intubés de

fagon préventive et ventilés de fagon artificielle.

3.1.1 Support nutritionnel

Le support nutritionnel a commencé dans les 24 heures suivant ’admission des
patients. Les solutions entérales ont été administrée grace a un tube naso-entéral (Entube,
Duluth, GA) inséré avec un guidage endoscopique. Les solutions entérales ont été
administrées par une pompe péristaltique pour assurer une administration continue avec
peu de pression. Tous les patients ont été nourris avec Sandosource (Novartis,
Minneapolis, MN). Des solutions parentérales ont été données par un cathéter branché
sur une veine centrale, contenant un mélange d’acides aminés et de dextrose ; le mélange
le plus utilisé était de 6.5% d’acides aminés, 20% dextrose (Vamine, Clintec,
Mississauga, Ontario, Canada). Les besoins énergétiques ont été calculés selon la
formule de Curreri (40 x % TBSA brilée + 25 x poids corporel [kg]) avec des mesures
bihebdomadaires de dépenses énergétiques au repos par calorimétrie indirecte (Moniteurs
Deltatrac, Sensormedics, Anaheim, CA) . Les proportions d’énergie en lipides et glucides
dans la di¢te administrée étaient respectivement de 15% et 60% du total des besoins en
énergie. Une explication plus détaillée sur la composition de la formule entérale est

exposée dans le tableau IV.

Tableau I'V. Composition de la formule entérale (quantité/L)

Eléments Unité  Quantité | Eléments Unité  Quantité
Vitamine A ) 4230 Chlore (mg) 1590
Vitamine D (1U) 340 Calcium (mg) 1340
Vitamine E (1) 64 Phosphore (mg) 1070
Vitamine C (mg) 250 Magnésium (mg) 300
Vitamine B, (mg) 32 Fer (mg) 1.5
Vitamine B, (mg) 36 lode (mg) 0.14
Niacine (mg) 42 Cuivre (mg) 1.6
Vitamine Be (mg) 4.2 Zinc (mg) 1.2
Acide Folique (mg) 0.34 Manganése (mg) 4.4
D-Panthothémque (mg) 211 Choline (mg) 42
Vitamine B, (ug) 12.7 Protéine (g) 62.5
Vitamine K (mg) 0.10 Lipide (g) 389
Biotine (mg) 0.25 Acide Linoléique (8) 19
Sodium (mg) 690 Acide Linolénique (g) 0.2
Potassium (mg) 1500 Glucide (§) 100
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3.1.2 Suppléments de glutamine

La glutamine, administrée par voie entérale, a été donnée sous forme de glycyl-
glutamine (Cambridge Neutraceutical, Boston, MA), en quatre bolus de 10 grammes,
toutes les 6 heures, c’est-a-dire 40 g/jour, ce qui correspond a 26 grammes de glutamine.
La glycyl-glutamine était diluée dans de I’eau juste avant son administration. Les patients
du groupe témoin ont regu une quantité équivalente de glycine a celle des patients du
groupe glutamine, plus un mélange d’acides aminés non-essentiels pour que le
supplément soit iso-azoté. Ainsi, les deux groupes ont regu la méme quantité de glycine.

Les produits ont été achetés chez Fujinimoto Inc.

3.2 Préparation des cellules sanguines

La présente étude s'est échelonnées sur une période de 28 jours. Les prélévements
sanguins ont été effectués aux jours 4, 7, 14, 21 et 28 du protocole ou jusqu’a ce que le
patient n’ait plus besoin du support nutritionnel par voie entérale (avant le jour 28). Le
sang a €té recueilli dans des tubes VACUTAINER™ en verre stériles contenant un

melange de sodium-héparine (143 unités USP) (Becton Dickinson, NJ)

Les tubes ont été centrifugés 4 200 x g pendant 10 minutes et, ensuite, le plasma
(couche supérieure) a été prélevé pour des tests ultérieurs. Les globules rouges ont été
eliminés par un traitement avec une solution de lyse hypertonique, (NH4Cl 0.155M,
KHCO; 0.1 mM, Na;EDTA 0.1mM) (Fisher Scientific) pour un volume final de 50ml,
pendant 10 minutes. Suite & une deuxiéme centrifugation, le culot récolté a subi deux
lavages avec une solution de HBSS (Hanks’ balanced salt solution) (Sigma, St. Louis,
MO) supplémentée avec 0.1% d'albumine de sérum bovin (bovine serum albumin = BSA)
(Sigma). Un compte des cellules viables a été effectué a 1’aide d’un hématimetre et d'un
colorant physiologique, le bleu de trypan (Sigma), pour ajuster la concentration cellulaire
des leucocytes a 5 x 10° cellules/ml dans une solution de HBSS + 0.1% BSA. C’est avec

ces leucocytes que tous les tests ont été effectués.
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3.3 Technique de cytométrie en flux

La cytométrie en flux a été utilisée pour la génération des données de ce projet.
Cest un outil particuliérement bien adaptée pour effectuer des analyses portant sur un
grand nombre de cellules puisqu’il est possible d’en analyser plusieurs milliers en
quelques secondes. Les paramétres cellulaires, qui sont le plus souvent mesurés par un
cytometre en flux, sont: la grosseur, la forme, la granularité, le contenu en protéines, le

contenu en ADN, le pH intracellulaire et la concentration de calcium. Le terme cytométre
en flux est souvent utilisé comme synonyme de FACS ® (fluorescence activated cell

sorter) (Becton Dickinson, NJ).

Les cytometres en flux utilisent une organisation sophistiquée de lasers optiques,
et de détecteurs électroniques et fluidiques pour mesurer la dispersion de la lumiére et/ou
de la fluorescence des cellules en suspension qui sont hydrodynamiquement concentrées a
une colonne de flux laminaire de la largeur d’une seule cellule. Cette colonne passe a
travers un laser convergé sur un rayon d’un diamétre de quelques cellules de large.
Lorsque chaque cellule passe a travers la lumiére du laser, cela émet de la lumiére
dispersée dans toutes les directions. La lumiére dispersée, mesurée & 90 degrés de
I"incidence (SSC — Side Scattered), correspond a la quantité de structures granulaires a
Pintérieur d’une cellule alors que celle mesurée a 180 degrés (FSC — Forward Scattered)
correspond approximativement & la grosseur de la cellule. Ces parametres suffisent a
distinguer de nombreux types cellulaires et a exclure des cellules mortes, des agrégats et

des débris cellulaires des cellules d’intérét.

Les cellules peuvent étre colorées avec une variété de colorants ou fluorochromes
qui lient les protéines ou les acides nucléiques, ou avec des colorants dont de spectre de
I’émission de fluorescence change habituellement avec les variations de concentration en
ion, calcium ou hydrogéne. Pour identifier des protéines spécifiques, des colorants
fluorescents comme la fluorescéine (FITC) ou la phycoérythrine (PE) sont attachés avec
des liens covalents 4 des anticorps monoclonaux qui ne se lieront qu’aux cellules

exprimant la protéine contre laquelle les anticorps auront été formés. La lumiére des
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différentes longueurs d’onde émanant des colorants choisis est simultanément captée par
des filtres et elle est dirigée vers différents photodétecteurs. Le cytometre peut détecter

jusqu’a cinq longueurs d’onde de fagon simultanée en plus de I’information sur la

dispersion de la lumiére (FSC et SSC).

Granulocytes

SSC

@l FSC @

Lymphocytes
ymphoey Monocytes

Figure 1. Discrimination de différentes populations cellulaires selon la
dispersion de la lumiére.

3.4 Phagocytose

Le protocole de phagocytose provient d'une adaptation du protocole de Schiff et
son équipe (1997). La phagocytose a été effectué avec des bactéries du type
Staphylococcus Aureus couplées a de la fluorescéine provenant de chez Molecular Probes
(Eugene, OR). Les bactéries (115 pug) ont été lavées avec la solution de HBSS + BSA
0.1%, puis, ensuite soniquées (5 fois 15 secondes avec pause de 10 secondes) dans 50 ul
de cette solution. Pour faciliter le processus de phagocytose, les bactéries ont été
opsonisées pendant 45 minutes & 37°C en milieu humide avec 5% de COa,.

L’opsonisation facilite le processus de phagocytose; elle a été effectuée grace a 200ul de
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sérum humain (dilué % dans du PBS) et 200ul de solution de HBSS + 0.1% BSA qui a
eté ajouté au 50pul initial de bioparticules soniquées. Aprés I’incubation il était important
de faire une seconde sonication de la solution bactérienne. Ensuite, 100ul de cette
solution a été ajoutée a 1ml de la suspension cellulaire de leucocytes (1 x 10°cell/ml),
puis, il y a eu une incubation de 30 minutes sur un rotateur 4 37°C en milieu humide
supplémenté de 5% de CO,. La réaction de phagocytose a été arrétée avec 100ul d’une
solution d’azide (20mM EDTA, 5% azide de sodium, pH 7.3) et le tube déposé sur de la
glace jusqu’a la lecture sur le cytometre en flux. Une lecture a été effectuée et ensuite,
pour €liminer toute fluorescence causée par la présence de particules non-phagocytées,
100ul de bleu de trypan a été ajouté avant une seconde lecture. Ce colorant
physiologique a comme propriété d’éteindre la fluorescence des molécules de
fluorescéine captée par le cytometre. C'est ce qui permettait alors d’obtenir la
fluorescence provenant des particules phagocytées a I’intérieur des cellules, 13 ol le
colorant n’avait pas acces, car le bleu de trypan est un colorant supravital qui est exclu

activement de la cellule vivante.

La technique de phagocytose a été optimisée. Plusieurs tests ont été effectués afin
de trouver les conditions optimales de phagocytose. Les conditions optimales qui ont été
déterminées sont: I'étape d'opsonisation des bactéries, les meilleurs temps d'incubation et
les quantités de bactéries a utiliser dans la suspension cellulaire. Les temps d'incubation
utilisés pour la phagocytose ont été de 30 et 60 minutes, et deux quantités de bactéries ont
été sélectionnées pour chacun des temps d'incubation. Les données présentées dans ce
mémoire, sont celles considérées optimales, c'est-a-dire un temps de phagocytose de 30

minutes et 50 ul du mélange de bactéries opsonisées.

3.5 Flambée oxydative

La flambée oxydative a été mesurée selon la méthode de Bass et al. (1983), a
’aide d’une sonde moléculaire fluorescente qui peut étre détectée avec la méthode de

cytométrie. Cette molécule de H,DCFDA (2°,7’-dichlorodihydrofluorescéine diacétate)
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(Molecular Probes) devient fluorescente quand elle subit une oxydation dans les cellules

phagocytaires.

Une suspension cellulaire de leucocytes (1 x 106cellules/ml) a été incubée avec
une concentration finale de 5uM de H,DCFDA 4 37°C en milieu humide avec 5% de CO,
pendant 15 minutes. Ensuite, une concentration finale de 1.5uM de PMA (Phorbol 12-
myristate 13-acétate) a été ajoutée A cette suspension et une seconde incubation a été
effectuée pendant 45 minutes 4 37°C en milieu humide avec 5% de CO,. Les analyses au

cytomeétre en flux ont été effectuées dans les dix minutes suivant 1’incubation.

La flambée oxydative est un moyen d'évaluer l'efficacité des phagocytes. Les
cellules qui ont effectué la phagocytose de micro-organismes produisent normalement
une explosion dans le métabolisme oxydatif, qui aide & détruire les pathogénes engloutis,
avec la génération de radicaux d'oxygéne toxiques. Il y a plusieurs techniques qui ont été
développés pour I'évaluation de l'activité de l'explosion oxydative. Les cellules ont été
incubées avec un composé non-fluorescent, le H,DCF-DA (2',7'-dichlorofluorescéine
diacetate). Ce composé est saisi par les cellules et désacétylé par des estérases
intracellulaires pour produire un autre composé non-fluorescent, le H,DCF, qui est une
molécule polaire trappée dans le cytoplasme des cellules. L'incubation avec du PMA
provoque ensuite I'explosion oxydative qui génere des composés réactifs d'oxygeéne qui
convertissent le HDCF en DCF, molécule émettant de la fluorescence brillante dans le
spectre du vert. Le cytometre peut efficacement mesurer la fluorescence de milliers de

cellules en un temps trés court, ce qui constitue un avantage parmi les autres techniques

qui sont plus subjectives.

3.6 Potentiel mitochondrial

Le potentiel mitochondrial a été détecté a 'aide de la rhodamine 123. La méthode
utilisée est semblable a une des méthodes présentée dans l'article de Shapiro (2000).
Comme ce colorant physiologique est spécifiquement concentré dans les mitochondries a

cause du potentiel transmembranaire que ces organelles maintiennent dans les cellules



47

vivantes, la rhodamine 123 est une bonne sonde pour observer I’activité mitochondriale.
Pour cet essai, 200ul de la suspension initiale de leucocytes (5 x 10° cellules/ml) a été
ajouté a 700ul de solution de HBSS + 0.1% de BSA et 100u! de rhodamine 123 1uM pour
étre incubé 4 37°C en milieu humide avec de 5% de CO; pendant 30 minutes. Les

analyses au cytométre en flux ont été effectuées dans les dix minutes suivant I’incubation.

Le potentiel mitochondrial, in situ, est un indicateur sensible de ['état énergétique
de la cellule. La rhodamine 123 a été utilisée pour effectuer des essais afin d'évaluer cet
etat énergétique cellulaire. La rhodamine 123 est accumulée dans les mitochondries des
cellules vivantes, ceci étant un résultat du potentiel transmembranaire. Ainsi, l'incubation
de cellules avec la rhodamine 123 résulte en une coloration des cellules vivantes, pendant
que les cellules mortes qui ont des mitochondries déchargées, démontrent une
accumulation minime de rhodamine 123. C'est donc en évaluant lintensité de la

fluorescence de la rhodamine que l'on peut déterminer I'état énergétique des cellules.

3.7 Thiols

La meéthode utilisée ici provient d'une adaptation du protocole de Zurgil et al.
(1999). Les thiols des leucocytes totaux du sang ont été mesurés avec du 5-
chlorométhylfluorescéine diacétate (CMFDA) (Molecular Probes), un colorant stable
fluorescent qui réagit avec les thiols et qui peut différencier les thiols cellulaires de petit
poids moléculaire. Avec cette sonde, la concentration en thiols refléte les sulfhydryles de
petits poids moléculaires qui sont prépondérants dans le glutathion. Donc la fluorescence
obtenue est représentative de la quantité de glutathion dans la cellule. Pour cette
expérience, la suspension de leucocytes a été ajustée 4 1 x 10° cellules/ml dans du HBSS
+0.1% de BSA. La sonde CMFDA a été ajoutée a cette suspension (5uM) et le tout a été

incubé pendant 10 minutes a 37°C pour étre ensuite, immédiatement analysé au

FACScan.

Le glutathion (L-y-glutamyl-L-cystényl-glycine) est un tripeptide qui est présent
dans presque toutes les cellules animales et il est le composé intracellulaire prédominant

contenant des thiols de petit poids moléculaire. C'est l'antioxydant le plus abondant dans
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la cellule, il est retrouvé sous deux formes: réduite (GSH) et oxydée (GSSG). Son action
protectrice est basée sur l'oxydation des thiols sur son résidus cystéine avec la formation
du GSSG, qui est, a son tour, catalytiquement réduit par la glutathion réductase, pour
finalement retourner a sa forme avec thiol (GSH) (Ghibelli et al., 1998) . C'est pour cette
raison que I'évaluation des thiols s'est faite grace 4 une sonde fluorescente qui se colle aux
thiols de petit poids moléculaire. L'intensité de la fluorescence, au niveau des résultats,

représente la quantité de thiols présents dans les cellules analysées.

3.8 Phénotypage

La méthode utilisée pour cette étude est la méme utilisée précédemment pour
notre équipe (Jobin et al, 2000b). La suspension cellulaire de leucocytes (5 x
10%ellules/ml) a été incubée avec une solution d’IgG humain (Sigma) 4 une
concentration finale de 50ug/ml pendant 15 minutes sur glace. Cette étape est favorable
pour éviter les colorations non-spécifiques attribuables a la fixation des Ig par la portion

Fc.

Plusieurs types d’anticorps ont été utilisés pour le phénotypage des leucocytes, des
anticorps déja conjugués a un fluorochrome et d’autres conjugués a une molécule de
biotine. Pour marquer les cellules avec des anticorps déja conjugués a un fluorochrome,
il a suffi de prendre la suspension de cellules déja en présence des IgG humains, d’y
rajouter I’anticorps et de l'incuber 4 4°C pendant 30 minutes. Ensuite, deux lavages ont
été effectués avec une solution de HBSS + 0.1% de BSA. Les cellules ont été gardées sur
glace jusqu’au moment de I’analyse au FACScan. Pour ce qui est du marquage avec les
anticorps biotinilés, il a suffi de les ajouter & la suspension de cellules en présence des
IgG, d’incuber 30 minutes, d’effectuer deux lavages et ensuite, d’ajouter de la
streptavidine conjuguée, soit 4 de la R-PE soit & du FITC dépendant de la coloration
voulue. Une deuxiéme incubation de 30 minutes a été nécessaire, suivie de deux autres

lavages avant I’analyse finale.
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Voici la liste des anticorps utilisés et de leur provenance : anti-CD14 couplé au
FITC (Sigma), anti-CD19 couplé a la R-PE (Sigma), anti-CD11b couplé au FITC
(Sigma), anti-CD8 couplé au FITC (Serotec), anti-CD16b couplé au FITC (Serotec),
Streptavidine R-PE (Serotec), Streptavidine FITC (Serotec) et quatre anticorps fournis par
le laboratoire du Dr Jacques Bemnier, anti-CD3 couplé au FITC, anti-CD4 couplé au

FITC, anti-CD3 biotinilé et anti-HLA-DR biotinilé.

3.9 Analyse de données

Les cellules ont été analysées avec un cytomeétre en flux standard FACScan
(Becton Dickinson). Pour chacune des mesures, 10 000 événements ont été compilés.
Pour chacun des tests effectués, il y a eu un échantillon témoin et pour exclure les débris
cellulaires, une région a été dessinée pendant ’acquisition des leucocytes. La cueillette
des données s’est faite avec le logiciel Lysis II (Becton Dickinson, Mountain View, CA)
qui est spécialement adapté aux systémes de cytométrie en flux. Les données ont ensuite
été converties pour pouvoir étre utilisées sur un ordinateur de type PC avec le logiciel
Lifutil (Hewlett-Packard Co.). La sortie des données et leur analyse se sont faites a I’aide
de WinMDI version 2.8 (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA.), un

logiciel spécialement congu a cet effet.

3.10 Analyses statistiques

Pour chaque experience effectuée, les résultats ont été compilés en deux groupes
respectifs (acides aminés et glutamine) pour établir une moyenne. La compilation des

données s'est faite grace au logiciel Excel de Microsoft.

Pour les résultas des figures 2 a 14, les tests statistiques ont été effectués a l'aide
d'un logicliel spécialisé se nommant Statistica de StatSoft. Puisque plusieurs facteurs hors
de notre contréle se sont produit au cours de l'étude, l'analyse statistique des données a été
faite selon les régles de l'art pour de telles circonstances. Dans un premier temps, les

résultats ont été transformés afin de s'assurer une distribution normale. Afin d'établir la



50

signification statistique, trois méthodes ont été utilisées, a savoir: la délétion des données
incomplétes, la substitution des données manquantes par la moyenne de la réponse de tout
les individus inclus dans I'étude et finalement, l'extrapolation des données manquantes.
Puisque plusieurs facteurs influencent les mesures que nous avons effectuées, cette
derniére méthode a été abandonnée. La signification statistique a été établie  partir des
deux premieres méthodes et a été considérée positive seulement si le test était significatif
dans les deux circonstances. Des analyses de mesures répétées de type ANOVA ont été
utilisées pour I'étude des significations statistiques. Des tests post-hoc ont été faits pour
établir si la différence de réponse entre les deux groupes était responsable de la
signification. Le seuil de signification a été établit & un p < 0.05 (Little et Dubin, 1987;

http://www.lcgeurope.com).

Les résultats des tableaux V et IV ont été vérifiés avec de simples tests de T pour
voir s'il y avait une différence significative entre les deux groupes de patients brilés

(comparaison de moyenne).



Chapitre 4

Résultats

4.1 Patients inclus dans I'étude

Parmi les patients admis, 18 se sont retrouvés aléatoirement dans le groupe
recevant de la glutamine et 20, dans le groupe recevant un mélange d'acides aminés iso-
azoté (Tableau V). Les tests étaient tous effectués dans la journée méme du prélévement
sanguin, c'est-a-dire aux jours 4, 7, 14, 21 et 28 du protocole. Les patients qui sont
décédes avant la fin du protocole (jour 28) ont été inclus dans I'étude et les patients qui
ont été extubés (lorsque les plaies étaient bien cicatrisées) avant le jour 28 ont aussi été
inclus dans I'étude (seulement avant l'extubation). Les 7 décés des patients ont eu lieu
aux jours suivants: jour3, 2 décés le jour 7, jour 9, jour 11, jour 13 et jour 26. Puisque le
nombre de sujets était trop petit au jour 28, autant dans le groupe recevant de la glutamine
que dans celui recevant le mélange d'acides aminés, les résultats de cette journée n'ont pas
été inclus dans les analyses. Les figures qui vont suivre (2 4 14) sont des graphiques de
type histogramme avec des barres d'erreur-type pour avoir une meilleure représentation
visuelle des résultats obtenus. Le tableau VI démontre la répartition des patients parmi

les deux groupes, autant au niveau de 1'age que de la surface brillée ou greffée des

patients.

Tableau V. Nombre de déces et d'extubations parmi les patients inclus dans I'étude

Nombre de Nombre de Nombre Jours de

Groupe Patients déceés d'extubations traitements

Patients a.a. n=20 n=7 n=7 n=24+9

Patient gin n=18 n=0 n==6 n=30+12
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Tableau V1. Caractéristiques des patients inclus dans 'étude.

Nombre de TBSA % Blessure par Surface

Groupe

Patients inhalation | greffée (cm?)

Patients a.a. n=20 + 39.05+13.9 n=9 5839 + 4448
Patient gin n=18 + 39.53 £+ 18.9 n=7 6809 + 3403

4.2 Fonctions des phagocytes

Avec la technique de cytométrie de flux, quatre parameétres ont été évalués chez
les cellules effectuant la phagocytose: la phagocytose elle-méme, la flambée oxydative, le
potentiel mitochondrial et la quantité de thiols présente dans les cellules. Voici la

présentation des résultats obtenus avec les phagocytes.

4.2.1 Fonctions des neutrophiles

4.2.1.1 Phagocytose

Les résultats présentés a la figure 2 et a la figure 3 représentent respectivement le
pourcentage de cellules effectuant la phagocytose et l'intensité de la phagocytose.
L'intensité de la phagocytose représente l'efficacité des cellules a effectuer cette fonction,
plus elles phagocytent un grand nombre de particules, plus l'intensité de la phagocytose
sera élevée au niveau des résultats. A la figure 2, les résultats de I'activité phagocytaire
montrent qu'il n'y a pas de différence significatives au niveau du pourcentage de cellules
qui effectuent la phagocytose dans la population de neutrophiles (figure 2A). Lorsque
l'intensité de la phagocytose est considéré, il a été noté que celle-ci est plus faible au
niveau du groupe recevant de la glutamine (figure 3A, P = 0.05). Donc, I'administration
de glutamine n'a pas d'effet sur le nombre de cellules qui phagocytent. Toutefois, une

diminution du nombre de bactéries phagocytées par les neutrophiles a été notée.
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4.2.1.2 Flambée oxydative

L'analyse des résultats de flambée oxydative nous permet de voir la capacité des
cellules a tuer un microorganisme aprés avoir effectuer l'ingestion de celui-ci, c'est-a-dire
apres l'avoir phagocyté. Le paramétre présenté a la figure 4 est la fluorescence moyenne
des cellules en fonction du temps. Les résultats ne montrent aucun changement
significatif de la flambée oxydative pour les neutrophiles (figure 4A). Pour les 21 jours

suivant la briilure, l'administration de glutamine n'a donc aucun effet sur ce paramétre.

4.2.1.3 Potentiel mitochondrial

Le potentiel mitochondrial représente I'état énergétique de la cellule. Pour ce qui
est des résultats sur le potentiel mitochondrial des neutrophiles, la figure 5A démontre
qu'il n'y a aucune différence entre les moyennes des deux groupes de patients briilés. En
effet, les tests statistiques révelent qu'il n'y a pas d'effet groupe, mais par contre, il est
possible d'observer un effet dans le temps au niveau des deux groupes de patients briilés.
La moyenne de l'intensité du potentiel mitochondrial des deux groupes est plus élevée au

jour 4 diminue légérement jusqu'au jour 21 (P = 0.05).
4.2.1.4 Thiols

La quantité¢ de thiols de petit poids moléculaire est représentative du niveau de
glutathion présent dans les cellules, ceci est en rapport avec le stress oxydatif que
subissent les cellules. Le dosage des thiols, au niveau de la population de neutrophiles,
est exposé a la figure 6A. Aucune différence significative n'a été obtenu entre le groupe
glutamine et le groupe témoin (acides aminés). De plus, il n'y a pas d'effet temps

significatif observable pour ces résultats.
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4.2.2 Fonctions des macrophages

4.2.2.1 Phagocytose

Les résultats sur le pourcentage de monocytes/macrophages effectuant la
phagocytose, présentés a la figure 2B, démontrent que la moyenne du groupe glutamine
est plus élevée partout sauf au jour 4. Suite a I'analyse statistique de ces résultats, on
n'observe aucune différence significative dans le temps ou entre les deux groupes de
patients briilés. Par contre, une différence significative est obtenue au niveau de
l'intensité de la phagocytose des macrophages (figure 3B). Selon les analyses des tests
statistiques, il y a un effet temps (P = 0.001) et également un effet groupe (P = 0.026) qui
sont observables. C'est le groupe acides aminés qui posséde l'intensité la plus élevée pour
les trois premiers jours du protocole. Il est aussi possible de voir que la moyenne du
groupe a.a., pour l'intensité de la phagocytose des monocytes, va en diminuant au jour 21

tandis que la moyenne du groupe glutamine se maintient tout au long du protocole.

4.2.2.2 Flambée oxydative

En observant les résultats obtenus a la figure 4B, il est difficile de détecter des
différences au niveau de l'intensité de la flambée oxydative des monocytes, entre les deux
groupes de patients briilés. Les tests statistiques ne démontrent pas de différences
significatives entre les groupes mais confirment un effet temps au niveau des deux groupe
(P =0.007). En effet, l'intensité de la flambée oxydative des monocytes tend a diminuer

au fil des jours.
4.2.2.3 Potentiel mitochondrial

A la figure 5B, les résultats exposés portent sur l'intensité du potentiel
mitochondrial des monocytes/macrophages de la circulation sanguine. Ce parametre est
directement représentatif de I'état énergétique des cellules. Le groupe de patients ayant

recu de la glutamine affiche un potentiel mitochondrial un peu plus faible aux jours 14 et
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21 du protocole, les moyennes des jours 4 et 7 étant 4 peu prés équivalentes entre les deux
groupes. Meéme si la différence est plus prononcée au jour 21, les tests statistiques
revélent qu'il n'y a aucune différence significative entre les deux groupes de patients

brilés.

4.2.2.4 Thiols

Les resultats d'évaluation de la quantité de thiols dans la population de
monocytes/macrophages sanguins se retrouvent a la figure 6B. Les thiols ont été dosés
pour évaluer la quantité de glutathion présente dans les cellules (voir chapitre 3.7). Il n'y
a aucune différence significative observée entre le groupe des patients briilés recevant de
glutamine et celui recevant des acides aminés. Les tests statistiques ne révélent aucun

effet dans le temps qui soit significatif pour le dosage des thiols.
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Figure 2. Résultats de phagocytose obtenus avec les leucocytes du sang des patients
brillés (m Patients a.a., Patients gln), aux différents jours du protocole. (A) Pourcentage
de granulocytes ayant effectué de la phagocytose. (B) Pourcentage de monocytes ayant
effectué de la phagocytose. Ces résultats ont été obtenus par des analyses de cytométrie
en flux apres 30 minutes d’incubation des cellules en présence de bactéries
staphylococcus aureus marquées avec un fluorochrome et ayant été préalablement
opsonisées avec des composantes du sérum humain.
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Figure 3. Intensité de la phagocytose qui a été effectuée par des populations de cellules
provenant du sang des patients brilés (= Patients a.a., Patients gln) aux différents jours
du protocole. (A) Population de granulocytes. Différence significative entre les deux
groupes de patients (P = 0.050). (B) Population de monocytes ot I’on observe mne
différence entre les deux groupes (P = 0.026). La différence entre les deux groupes de
patients est due a I'écart aux jours 4 (P = 0.05) et 7 (P = 0.001). L’intensité de la
phagocytose est déterminée selon la fluorescence moyenne qu’expriment les cellules et
celle-ci est détectée par la méthode de cytométrie de flux.
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Figure 4. Comparaison de I'intensité de la flambée oxydative entre les deux groupes de
patients brillés (m Patients a.a., Patients gln). (A) Population de granulocytes. (B)
Population de monocytes. Une baisse significative (P = 0.007) de l'intensité est observée
parmi les deux groupes de patients briilés dans le temps pour les monocytes. Les cellules
ont été préalablement incubées avec une sonde (DCFDA) qui devient fluorescente suite a
une réaction avec du H,O, produit par les cellules lors de la flambée oxydative qui a été
induite avec du PMA. La fluorescence produite par les cellules a été mesurée grace a la
méthode de cytométrie de flux.
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Figure 5. Evaluation du potentiel mitochondrial des différentes populations de
leucocytes (A) Granulocytes, (B) Monocytes, (C) Lymphocytes, parmi les deux groupes
de patients brilés (= Patients a.a., Patients gln). On peut remarquer un effet significatif
(P =0.05) dans le temps pour la population de granulocytes. Les cellules ont été incubées
avec de la Rhodamine 123 et ensuite, analysées par cytométrie en flux.
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Figure 6. Dosage des molécules de petit poids moléculaire contenant des thiols chez les
différentes populations de leucocytes (A) Granulocytes, (B) Monocytes, (C)
Lymphocytes, parmi les deux groupes de patients briillés (m Patients a.a., Patients gln).
La mesure des thiols consiste & représenter la quantité de glutathion présente dans les
cellules. Les cellules sont préalablement incubées a 37°C pour 10 minutes avec une
sonde (CMFDA) qui devient fluorescente au contact des thiols de petits poids
moléculaire. La fluorescence des cellules est ensuite mesurée en cytométrie de flux.
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4.3 Analyse des populations de leucocytes

Les populations de leucocytes peuvent étre observées selon l'expression de
plusieurs molécules de surface cellulaire. Le statut du systéme immunitaire peut étre
reflété par les sous-populations de leucocytes dans le sang. Les fluctuations dans le

nombre de cellules sont le reflet de I'état du systéme immunitaire.

4.3.1 Les neutrophiles/CD16b

Puisque le CD16b est exprimé sur les neutrophiles, le marquage des cellules avec
un anti-CD16b nous donne une bonne approximation de la population de neutrophiles
présents dans le sang des patients. Les résultats du phénotypage avec le CD16b peuvent
étre observés a la figure 7. Le groupe recevant la glutamine démontre une diminution
significative au jour 7 par rapport au groupe témoin ou a.a. (P = 0.03). Les tests
statistiques révelent qu'a cause de la différence marquée au jour 7, l'effet groupe est
significatif 8 P = 0.05. Donc au jour 7, les patients faisant partie du groupe glutamine ont
moins de neutrophiles dans leur sang périphérique que les patients témoin. Les
statistiques démontrent aussi qu'il y a un effet dans le temps qui est significatif (P =
0.001): le nombre de neutrophiles semble étre beaucoup plus bas au jour 4 qu'aux autres

Jours du protocoles.

4.3.2 Les macrophages/CD14

Le récepteur CD14 est une glycoprotéine hautement exprimée a la surface des
monocytes/macrophage. Le CDI14 est reconnu comme un trés bon marqueur de
différenciation pour les monocytes ou macrophages (Hetherington et al., 1999; Simmons

et al., 1989).

L'analyse des résultats présentés & la figure 8 démontrent qu'il n'y a pas de
différence significative entre le groupe glutamine et le groupe acides aminés au niveau de

la quantité de monocytes/macrophages présents dans le sang périphérique des patients.
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Cependant, il est possible de constater qu'il y a une augmentation significative (P =0.003)
du nombre de monocytes ou macrophages tout au long des jours du protocole pour les

deux groupes.

4.3.3 Les lymphocytes

4.3.3.1 Potentiel mitochondrial

Les resultats de I'évaluation du potentiel mitochondrial de la population de
lymphocytes sont représentatifs de 1'état énergétique de ces cellules. IIs sont exposés 4 la
figure 5C. L'analyse de ces résultats démontre que I'état énergétique des lymphocytes
provenant du groupe de patient glutamine n'est pas différent de celui des patients recevant
le mélange d'acides aminés. De plus, il est possible de voir que I'état énergétique des
lymphocytes, parmi les deux groupes de patients brillés, ne change pas de fagon

significative entre le jour 4 et le jour 21 du protocole.

4.3.3.2 Thiols

A la figure 6C sont exposes les résultats de I'évaluation de la quantité de thiols
présents dans les cellules faisant partie de la population de lymphocytes sanguins. Les
thiols sont évidemment représentatifs de la quantité de glutathion présent dans les
cellules. Les lymphocytes provenant du groupe glutamine semblent avoir une quantité
plus élevée de glutathion que ceux du groupe témoin, sauf au jour 4, cependant les tests
statistiques démontrent qu'il n'y a aucune différence significative ni au niveau des groupes

ni dans le temps.

4.3.3.3 Les lymphocytes B/CD19

Le CD19 est une protéine qui est membre de la superfamille des Ig contenant un
domaine cytoplasmique d'environ 240 acides aminés. Il est spécifique aux cellules B et
exprimé par les pré-cellules B a partir du moment des réarrangements des chaines lourdes

Jusqu'a la différenciation des cellules plasmatiques (Sato et al., 1997). Le CDI19 a été
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choisi comme marqueur de différenciation des lymphocyte B, pour analyser les
populations présentes chez les deux groupes de patients briilés (figure 9). Les analyses
statistiques prouvent qu'il y a une différence entre les deux groupes de patients (P =
0.042) et celle-ci est due plus particuliérement a la différence marquée du jour 7 (P =
0.026), ou le groupe glutamine est beaucoup plus élevé. L'allure du graphique démontre
que le temps a aussi un effet (P = 0.019) sur la quantité de lymphocyte B présents chez les
patients brilés. En effet, il est possible de voir une augmentation marquée aux jours 7 et

14 et celle-ci est suivie d'une diminution au jour 21.

4.3.3.4 Les lymphocytes T/CD3

Le CD3 est une molécule de surface cellulaire associé au récepteur de l'antigéne
au niveau de la population de lymphocytes T. Le pourcentage de lymphocytes T a été
evalué parmi la population totale de leucocytes (figure 10A) et parmi la population de
lymphocytes (figure 10B). La différence entre les résultats des figures 10A et 10B est la
suivante: le nombre de cellules de la figure 10A a été déterminé a partir d'un pourcentage
de cellules exprimant le CD3 parmi la population totale de leucocytes, tandis que la figure
10B a été déterminée a partir d'un pourcentage de cellule exprimant le CD3 parmi la
population de lymphocytes. Au jour 4, le pourcentage de lymphocytes T présent dans le
sang périphérique représente environ le tiers de la quantité normalement retrouvée chez

des sujets sains (données non-présentées).

En ce qui concerne la figure 10A, les statistiques démontrent qu'il n'y a aucun effet
significatif de groupe. Par contre, ceux-ci prouvent qu'il y a un effet temps assez
important (P = 0.0001). II est possible de remarquer une augmentation progressive du

jour 4 jusqu'au jour 14.

Pour la figure 10B, le profil des différences entre les deux groupes de patients
brillés ressemble a celui de la figure 10A. Cependant, les résultats obtenus et exposés sur
ce graphique sont probablement plus précis que ceux de la figure 10A, car I'évaluation du
nombre de cellules portant le CD3 s'est faite parmi la population des lymphocyte, en

dessinant un région autour de la population de cellules avec le logiciel d'analyse de
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cytométrie (Winmdi). Contrairement a la figure 10A, la quantité de lymphocytes est
significativement différente (P = 0.006) entre les deux groupes de patients briilés, plus
particuliérement au jour 7 (P = 0.03). Le groupe recevant la glutamine posséde un plus
grande nombre de lymphocytes T. Il est possible également de constater un effet temps

(P =0.001) semblable a la figure 10A.

4.3.3.5 Les sous-populations de lymphocytes/CD4 et CD8§

Le CD4 est une glycoprotéine transmembranaire appartenant a la superfamille de
genes des Ig. Cette molécule caractérise les lymphocytes T collaborateurs ou auxiliaires.
Une double coloration reconnaissant les récepteurs CD3 et CD4 a été utilisée pour
denombrer le pourcentage de la population de lymphocytes T collaborateurs présents
parmi la population de lymphocytes (figure 11). Lors de la compilation des résultats, une
région est délimitée autour de la population de lymphocytes pour l'isoler et analyser les
différentes sous-populations de ce groupe de cellules. Le nombre de lymphocytes T
collaborateurs du groupe gln est plus élevé que celui du groupe a.a. (P = 0.01). La
différence est vraiment marquée au jour 7 du protocole. De plus les analyses statistiques
démontrent qu'il y a aussi un effet dans le temps qui est significatif (P = 0.001), il y a une

augmentation du nombre de cellules entre les jours 4 et 7.

La molécule CD8 est aussi une glycoprotéine de surface cellulaire, faisant partie
de la superfamille de geénes des Ig. Elle est exprimée presque qu'exclusivement sur les
lymphocytes T matures et elle est spécifique aux produits du CMH de classe I. La
présence de cette molécule est caractéristique des lymphocytes T cytotoxiques ou
suppresseurs. Le CD8 a été utilisé comme marqueur de différenciation des lymphocytes
T cytotoxiques en coloration double avec le CD3 (figure 12). Le pourcentage de
lymphocytes T cytotoxiques, parmi la population de lymphocytes du sang périphérique, a
été évalué de la méme fagon que les lymphocytes T collaborateurs (CD3/CD4). 1l est
intéressant de voir que le groupe gln présente un nombre de cellules significativement
plus haut (P = 0.05) que le groupe a.a. aux jours 4, 7 et 14. L'effet global de la glutamine

sur cette population de cellule est significatif (P = 0.006). Pour ces résultats, il est
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egalement possible de constater qu'il y a un effet temps (P = 0.001) exercé sur cette

population de lymphocytes T cytotoxiques

4.3.4 Expression des marqueurs d'activation

4.3.4.1 Expression du CDl11b

Le CD11b fait partie de la famille des 3,-intégrines et est toujours associé a une
sous-unité 3 appelée CD18. Le CD11b-CD18 est aussi connu sous le nom de Mac-1 ou
CR3. Le CD11b est considéré comme un marqueur d'activation, pour cette raison, sa
présence a €té analysée. La figure 13 représente le nombre de cellules exprimant le
CD11b retrouvés sur les leucocytes totaux du sang périphérique des groupes de patients
brilés. Partout sauf au jour 4, c'est le groupe de patient a.a. qui posséde le plus grands
nombre de cellules ayant le marqueur d'activation CD11b. Les tests statistiques révelent
qu'il y a un effet groupe significatif (P = 0.05), qui est plus marqué au jour 3 (P = 0.03), et
egalement un effet temps (P = 0.001) sur les cellules des patients brillés. La quantité de

cellules est moins grande au jour 4.

4.3.4.2 Expression des antigénes de classe IT du CMH/HLA-DR

Le récepteur membranaire HLA-DR est une molécule du CMH de classe II. Les
molécules HLA de classe II sont exprimées principalement 4 la membrane de cellules
immunitaires présentatrices de 1'antigéne (APC) comme les lymphocytes B et les cellules
professionnelles présentatrices telles que les macrophages, les cellules dendritiques
interstitielles et les cellules de Langerhans de la peau (Colombani, 1993). Elles sont
également présentes a la surface des lymphocytes T activés. Pour les lymphocytes B et T,
l'expression du HLA II dépend respectivement de leur état de différenciation et de leur
état d'activation En effet, seules les cellules B matures expriment les molécules de HLA
II a la différence des cellules immatures et des plasmocytes, alors que les lymphocytes T

doivent étre activés pour exprimer ces molécules a leur surface.
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La figure 14 démontre le nombre de cellules exprimant le HLA-DR retrouvé
parmi la population totale de leucocytes sanguins (figure 14A). Pour le nombre de
cellules exprimant ce marqueur, il n'y a aucune différence significative entre les deux
groupes de patients brillés. Par contre il est possible d'observer des variations
significatives (p = 0.022) du nombre de cellules portant ce marqueur entre les différents

jours du protocole.

A la figure 14B, c'est le nombre de cellules exprimant le HLA-DR parmi la
population de lymphocytes qui est représenté, ce qui permet d'identifier la population de
cellules T activées. Cette analyse est faite grace a un marquage double CD3/HLA-DR
permettant de reconnaitre cette population bien précise. Sur cette figure, il n'y a aucune
différence significative entre les deux groupes de patients brilés. Par contre, les

statistiques démontrent un effet de temps significatif (P = 0.019) .
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Figure 7. Quantité¢ de cellules exprimant le CD16b parmi la population totale des
leucocytes des patients brilés (a Patients a.a., Patients gln). Le CDI16b est une
molécule caractéristique que I’on retrouve a la surface de la membrane cellulaire des
neutrophiles. Ces pourcentages sont donc représentatifs de la quantité approximative de
neutrophiles présents dans le sang périphérique parmi globules blancs totaux. On observe
une différence significative (P = 0.05) entre les deux groupes, surtout du au jour 7 du
protocole (P = 0.03). Les statistiques révelent aussi un effet temps sur le nombre de
cellules (P = 0.001). Ces récepteurs sont détectés & 1’aide de molécules (anti-CD16b)
marquees avec des fluorochromes qui sont ensuite détectés par cytométrie de flux.
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Figure 8. Quantité de cellules exprimant le CD14 parmi la population totale de
leucocytes des patients briillés (m Patients a.a., Patients gln,). Les monocytes et les
macrophages possédent cette molécule sur leur surface membranaire. Ces pourcentages
sont donc représentatifs de la quantité approximative de monocytes circulants dans le
sang périphérique parmi globules blancs totaux. Les tests statistiques démontre un effet
temps significatif (P = 0.003). Ces récepteurs sont détectés a ’aide de molécules (anti-
CD14) marquées avec des fluorochromes qui sont, par la suite, détectés par la méthode de
cytométrie de flux.
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Figure 9. Quantité de cellules exprimant le CD19 parmi la population de lymphocytes
des patients brillés (@ Patients a.a., Patients gln). Le récepteur CD19 est retrouvé a la
surface de la membrane cellulaire de tous les lymphocytes B. Il y a une différence
marquée (P = 0.026) entre les deux groupes de patients brilés au jour 7 du protocole.
L'effet global de la glutamine sur le nombre de lymphocyte B est significatif (P = 0.042).
Il y a aussi un effet temporel sur le nombre de cellules (P =0.019). Ces récepteurs sont
détectés a 1’aide de molécules (anti-CD19) marquées avec des fluorochromes qui sont,
par la suite, détectés par la méthode de cytométrie de flux.
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Figure 10. Quantité de cellules exprimant le CD3 (A) parmi la population totale des
leucocytes, (B) parmi la population de lymphocytes des deux groupes de patients briilés
(m Patients a.a., Patients gln). Le CD3 est un récepteur membranaire qui est retrouvé
chez tous les lymphocytes T. Sur la figure 104, il y a une augmentation significative du
nombre de cellules dans le temps (P = 0.0001). Pour la figure 10B, on observe une
différence entre les deux groupes au jour 7 du protocole (P = 0.03), un effet global de la
glutamine qui est significatif (P = 0.006) et un effet temporel également significatif (P =
0.001). Les récepteurs sont détectés a 1’aide d’anti-CD3 marqués avec des fluorochromes
qui sont, par la suite, détectés par la méthode de cytométrie de flux.
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Figure 11. Quantité de cellules exprimant simultanément le CD3 et CD4 parmi la
population de lymphocytes des groupes de patients briilés (m Patients a.a., Patients gln,
m Patients ctrl). La double coloration par des molécules anti-CD3 et anti-CD4 marqués
avec des fluorochromes émettant différentes longueurs d’onde, permet la reconnaissance
d’une population spécifique de lymphocytes T auxiliaires. Une différence significative
est observée entre les deux groupes de patients briilés (P = 0.01). Les tests statistiques
démontrent également des variations significatives entre les différents jours du protocole
(P =0.001) Les différents fluorochromes sont détectés avec la méthode de cytométrie de
flux.
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Figure 12. Quantité de cellules exprimant simultanément le CD3 et CD8 parmi la
population de lymphocytes des groupes de patients briilés (a Patients a.a., Patients gin,
m Patients ctrl). Le double marquage avec un anti-CD3 et un anti-CD8 permet de
reconnaitre une population de lymphocytes T cytotoxiques. Une différence est observée
entre les deux groupes aux jours 4, 7 et 14 du protocole (P=0.05). L'effet global de la
glutamine observé ici est significatif (P = 0.006). Il y a aussi un effet temporel, c'est-a-
dire une augmentation significative (P = 0.001) du nombre de cellules entre les jour 4 et
21 du protocole. La détection des marqueurs est faite par cytométrie de flux.
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Figure 13. Quantité de cellules exprimant le CD11b parmi la population totale des
leucocytes du sang périphérique des patients briilés (m Patients a.a., Patients gln.). Le
récepteur CD11b connu aussi sous le nom de MAC-1 ou CR3 fait partie d’'un complexe
composé des trois hétérodimeéres avec une sous-unité 3 (CD18) commune liée de fagon
non-covalente au trois sous-unités o. Le CD11b est I’'une de ces sous-unité « et les deux
autres sont CD11a (aussi connue sous le nom de LFA-1) et CD11c (aussi connue sous le
nom de CR4). Ces récepteurs contribuent a des fonctions de chimiotactisme, d’adhésion
a I’endothélium, de phagocytose et de cytotoxicité cellulaire anticorps-dépendante
(Shalekoff et al., 1998). Le groupe a.a. est vraiment plus élevé que le groupe gin au jour
7 (P =0.03). L'effet global du traitement est significatif (P = 0.05) et il est aussi possible
d'observer un effet temporel significatif (P = 0.001).
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Figure 14. Quantité de cellules exprimant (A) le HLA-DR parmi la population totale des
leucocytes (B) simultanément le CD3 et HLA-DR parmi la population de lymphocytes
des groupes de patients briilés (m Patients a.a., Patients gln). Les tests statistiques ne
révélent que des effets temporel significatifs au niveau des deux graphiques, aucun effet
glutamine. Les valeurs des tests statistiques sont: figure 14A (P = 0.022) et figure 14B (P
= 0.019). Le récepteur HLA-DR est une molécule du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe II et elle se retrouve sur des cellules qui ont été activées,
c’est-a-dire qui ont regu un signal pour combattre un agent étranger quelconque. Les
différents fluorochromes sont détectés avec la méthode de cytométrie de flux.
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Tableau VII. Résumé des différences significatives observées entre les deux groupes de
patients briilés, parmi les résultats obtenus au cours de I'étude. Les tests statistiques
effectués sont des ANOV A avec mesures répétées.

Evénement quantifié Effet Effet Groupe le

temps __ groupe plus élevé
Intensité de la phagocytose des granulocytes >0.05 0.050 a.a.
inlensité de la phagocytose des monocytesb >0.05 0.026 aa |
Expressio‘h du CD16b sur les leucocytes 0.001 0.0j o a.a.___
I:;Xpression du CD19-_éur leé_lsfrnphocytes 0.019 .0.042 gln
Expre_ss.ion du CD3 sur les lymphocytes N 0.001 0.006 | gin
Expression du CD3/CD4 sur les lymphocytes 0,001 0.01 gln
Expression du CD3/CD8 sur les lymphocytes 0.001  0.006 gln

Expression du CD11b sur les leucocytes 0.03 0.05_ - a.a.




Chapitre 5

Discussion

Nous avons étudié les effets d'un supplément de glutamine par voie entérale dans
la diéte des grands brilés. Plusieurs études ont prouvé que la glutamine avait des effets
bénéfiques a différents niveaux, mais peu d'études n'avaient été réalisées précédemment
sur des sujets humains gravement briilés. L'investigation s'est dirigée du c6té du systéme
immunitaire pour essayer de comprendre les fonctions et l'importance de 1'implication de
la glutamine dans les cas de brillures graves et pour voir si elle améliore la condition des
patients briilés. Les tests statistiques utilisés ont évalué l'effet du traitement, c'est-a-dire
I'effet groupe (différence significative ou pas entre les deux groupes de patients briilés) et

aussi les variations entre les différents jours du protocole, c'est-a-dire l'effet temps.

Les résultats obtenus démontrent qu'un supplément de glutamine, chez des
patients briilés, exerce un effet au niveau du systéme immunitaire, plus précisément au
niveau de I'expression de certaines populations cellulaires. Un fait notable qui démontre
que la glutamine est favorable aux grands briilés est le nombre de décés dans chacun des
groupes. Il y a eu 7 déces dans le groupe a.a. et aucun décés dans le groupe gin., de plus
le tableau VI démontre bien que la répartition des patients s'est faite de fagon égale. En
effet, les tests statistiques ne détectent aucune différence significative au niveau de 1'age,
de la surface briilée (TBSA) ou de la surface greffée. Ce qui veut dire que le nombre de
déceés du groupe a.a. peut difficilement étre attribuable au hasard car les patients du
groupe glutamine ont une moyenne de TBSA aussi grande que le groupe a.a. Par ailleurs,
d'autres membre de notre équipe ont démontré que les suppléments entérals de glutamine,
chez les patients adultes briilés, réduisent les infections sanguines par un facteur de trois
et préviennent la septicémie avec Pseudomonas aeruginosa (Garrel, D., communication
personnelle). Dans cette étude, ces effets de la glutamine sont évidemment confirmé par

des analyses statistiques appropriées.
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Le tableau VII (voir au chapitre 4) résume les différences significatives obtenues
entre le groupe qui a regu un supplément de glutamine et celui qui a reu un mélange
isoazoté d'acides aminés. La majorité des différences observées se retrouve au niveau du
phénotypage et au niveau du nombre de cellules de certaines sous-populations de
leucocytes, quoiqu'une différence soit observée au niveau de l'intensité de la phagocytose
des monocytes et des granulocytes. Dans les pages qui vont suivre, une analyse des
résultats obtenus sera effectuée en tentant de comprendre a quel niveau se trouve

l'implication de cet acide aminé, la glutamine.

5.1 Fonctions des phagocytes

Les fonctions bactéricides des monocytes/macrophages et des neutrophiles sont
tres altérées suite a des briilures graves (Heideman et Bengtsson, 1992). 11 est reconnu
que les neutrophiles sont moins efficaces pour éliminer Staphylococcus aureus pendant
une longue période apres la britlure (Ogle et al., 1990). Certains investigateurs prétendent
que les déreglements au niveau des fonctions des macrophages seraient causés par des
concentrations plasmatiques de glutamine sous la normale (Wallace et Keast, 1992).
D'autres (Ogle et al, 1993), prétendent observer une amélioration des fonctions

bactéricides chez les neutrophiles aprés un ajout de glutamine in vitro.

5.1.1 Phagocvtose

Selon une étude menée par Ogle er al. (1994), I'ajout d'une concentration de 20
mmol/L de glutamine in vitro a des neutrophiles isolés du sang de patients gravement
brilés améliore les fonctions bactéricides. Ces résultats ont été obtenus lors de des tests
pour évaluer la capacité des neutrophiles  tuer des bactéries de type Staphylococcus
aureus, en présence ou pas de glutamine. Lors de cette méme étude, il a été observé que
la glutamine ne semblait pas augmenter ni l'expression de CR1 (récepteur pour une

composante du complément, le C3b) ni la phagocytose.
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Les tests que nous avons effectués sont bien différents de I'étude citée ci-haut, tant
au niveau des protocoles utilisés que dans la procédure de I'ajout de la glutamine qui s'est
faite in vivo dans notre expérience. De plus, la comparaison s'est effectuée entre deux
groupes de patients briilés alors que pour eux, un seul et méme groupe était en cause, avec
ou sans la présence de glutamine. Dans nos résultats, contrairement aux leurs, des
différences au niveau de l'intensité de la phagocytose se manifestent. Le seuil de
signification est atteint au niveau de la population de neutrophiles (P = 0.050) et au
niveau de la population de monocytes (P = 0.026), avec une différence marquée au jour 7
(P =0.001). Alors comment interpréter le fait que le pourcentage de neutrophiles et de
macrophages qui effectuent la phagocytose soit le méme, tandis que l'intensité ou
I'efficacité du groupe a.a. soit plus élevée? Les cellules provenant des donneurs n'ayant
pas regu de supplément de glutamine seraient plus efficaces pour phagocyter les bactéries
ajoutées dans le milieu de culture. Ces résultats vont un peu a l'encontre de la littérature
comme, par exemple, I'expérience de Wallace et Keast (1992) ou 1'ajout de glutamine in
vitro a favorisé une augmentation du taux de phagocytose d'érythrocytes opsonisés de

mouton.

La brilure provoque des dérangements importants au niveau du tractus
gastroinstestinal et les dommages faits a la muqueuse peuvent entrainer le phénomene de
translocation bactérienne (Fukushima et al., 1994). Des chercheurs ont aussi prouvé
qu'un supplément de glutamine dans la di¢te des grands briilés améliore l'intégrité de la
muqueuse intestinale et que par le fait méme, il diminue l'occurrence de la translocation
bactérienne (Zapata-Sirvent et al., 1994). 1l est donc, concevable de croire que les
patients du groupe a.a. aient subi beaucoup plus de translocation bactérienne que le
groupe gln. Donc, une translocation plus importante du nombre de bactéries aurait
comme effet de stimuler l'activité phagocytaire des neutrophiles. Bien que notre étude ne
nous permet pas de vérifier ces faits, il est possible que les neutrophiles du groupe a.a.
aient a leur surface plus de récepteurs a opsonines, augmentant ainsi leur activité

phagocytaire.
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D'autre part, selon I'étude de Wischmeyer (2001), (méme si le protocole
d'administration de la glutamine n'est pas tout 4 fait le méme que celui utilisé pour le
projet) les patients recevant de la glutamine démontrent une diminution de I'inflammation
globale et de bactériémie Gram-négative dans le sang. Puisque l'inflammation est
caractérisée biochimiquement par une activation du complément, une activation des
PMN, un reldchement d'enzymes protéolytiques, la formation de radicaux libres et le
relachement de cytokines comme le TNF, I'IL-1, I'IL-6 (qui iront activer davantage les
phagocytes) (Goris, 1996), nous pouvons donc croire que la diminution de I'activité
phagocytaire a un effet bénéfique chez les patients ayant recu de la glutamine.
Finalement, la présence de bactéries dans le sang, a elle seule, est bien efficace pour
activer la réponse non-spécifique et la phagocytose et démontrer un effet positif de la
glutamine, de plus les résultats de cultures bactériennes positives montrent un indice
moins €levé chez le groupe recevant de la glutamine. Ces seuls faits sont suffisants pour

appuyer 'hypotheése émise au paragraphe précédent.

5.1.2 Flambée oxvydative

En ce qui concerne les résultats de 'explosion oxydative, les figures 4A et 4B
démontrent que la glutamine ne semble vraiment pas influencer la production de
superoxydes, qui est beaucoup plus importante dans la population des granulocytes
(neutrophiles) que des macrophages d'ailleurs. Les neutrophiles sont bien reconnus pour
leurs fonctions bactéricides et leur production de superoxydes tandis que les macrophages
ne font pas que ¢a. Les macrophage sont aussi impliqués dans un nombre important de
processus de la réponse immunitaire spécifique. Selon la méme étude discutée
précédemment, menée par Ogle et al. (1994), la glutamine améliorait l'activité bactéricide
des neutrophiles. Par contre, les chercheurs ne savaient pas quelle(s) étape(s) de l'activité
bactéricide était améliorée. Ils ont émis I'hypothése que l'activité rehaussante due a la
glutamine n'était probablement pas un effet non-spécifique gluconéogénique. L'effet
rehaussant de la glutamine sur l'activité bactéricide pouvait se trouver au niveau de la

dégranulation, des superoxydes ou autres formations de produits provenant de I'explosion
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oxydative ou de la production d'énergie. Il ne faut pas oublier que ces expérimentations

ont été faites in vitro et que de trés grandes concentrations de glutamine ont été utilisées.

En jouant avec les composantes de la diéte, certains chercheurs prétendent pouvoir
moduler certains paramétres au niveau de l'inflammation (Alexander et al., 1986). Les
aliments responsables de cette modulation se retrouvent plutét dans la composition des
lipides. La glutamine n'a pas été reconnue, en général, comme ayant des effets sur le
systtme inflammatoire, mais plus sur le systéme immunitaire (sauf pour l'étude trés
récente de Wischmeyer (2001)) (Hammarqyvist et al., 1989; Houdijk et al., 1998; Ogle et
al., 1994; Wilmore, 2001; Ziegler et Young, 1997). Les neutrophiles sont connus comme
etant des médiateurs de l'inflammation, des défenseurs de premiére ligne et ils sont
beaucoup moins impliqués dans le processus de réponse cellulaire. De plus, ils ont
beaucoup moins d'interactions avec les lymphocytes qui sont le centre de la réponse
immunitaire (Griswold, 1993). Une fois rendus au site ou ils ont été attirés, ils font leur

travail et ensuite meurent par apoptose.

Ces faits expliquent peut-étre la raison de ne pas voir beaucoup d'effets bénéfiques
dus a la glutamine au niveau de processus comme la phagocytose ou la flambée
oxydative. Peut-étre que les effets se trouvent au niveau des lymphocytes et des cellules
qui travaillent en coopération avec ces cellules. Il faut aussi noter que la méthode utilisée
(avec de la PMA) pour engendrer la flambée oxydative est un moyen artificiel, elle ne
reproduit pas toutes les conditions physiologiques normales. On provoque ainsi la
flambée oxydative en contournant certaines étapes physiologiques normales et c'est peut
étre une explication au fait que l'on observe pas les effets voulus, engendrés par le

supplément de glutamine.
5.1.3 Potentiel mitochondrial
La mitochondrie est une organelle trés importante dans la cellule. Clest la

mitochondrie qui est responsable de la production de 'énergie cellulaire grice a I'ATP

qu'elle produit. Le potentiel mitochondrial est un indicateur sensible de 1'état énergétique
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de la mitochondrie et de la cellule, et il peut étre utilisé pour déterminer l'activité des
pompes a protons mitochondriales, des systéme de transport électrogénique et de
I'activation de la transition de la perméabilité mitochondriale (Brand er al., 1994; Zoratti
et Szabo, 1995). Lors du phénomene de mort cellulaire programmée (apoptose), certains
pores  de transition de perméabilité mitochondriale, situés dans la membrane
mitochondriale interne, sont ouverts et il y a une chute importante du potentiel
mitochondrial (Bortner et Cidlowski, 1999). Il existe donc un niveau basal qui peut

augmenter selon le degré d'activation des cellules.

Si on regarde les résultats sur 1'évaluation du potentiel mitochondrial de chacune
des populations de leucocytes des patients (figure 5), on peut voir que I'intensité moyenne
du groupe glutamine est généralement plus basse que celle du groupe a.a. pour les
différentes journées du protocole, et ce, autant au niveau des granulocytes, des monocytes
que des lymphocytes. Cependant, nulle part, les tests statistiques révélent que le seuil de
signification n'a été atteint. On peut donc affirmer qu'il n'y a aucun effet groupe, c'est-a-
dire que I'administration de glutamine ne provoque aucune amélioration au niveau du
potentiel mitochondrial chez les leucocytes circulants des patients brillés. Certains
pourront croire que ces résultats semblent contradictoires avec la littérature qui existe sur
la glutamine. En effet, la glutamine est considérée comme source d'énergie pour les
cellules du systéme immunitaire, ce qui pourrait porter a croire qu'avec plus de glutamine
le potentiel mitochondrial devrait inévitablement étre plus élevé. Les résultats ne

semblent pas démontrer cette affirmation.

5.1.4 Thiols - Glutathion

Le glutathion joue plusieurs réles importants dans la cellule (Beutler, 1989;
Deneke ezal., 1985). 11 est impliqué dans la synthése d'ADN, de protéine et aussi des
leukotriénes qui sont d'importants médiateurs de l'inflammation (Kan et al., 1988; Rouzer
et al., 1982; Suthanthoran et al., 1990). Le glutathion maintient aussi l'état réduit des
groupes sulfhydryl de plusieurs protéines, ce qui est requis pour leur fonctionnement

normal (Gérard-Monnier et Chaudiere, 1996). Il agit comme réserve de cystéine pendant
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un manque de nourriture et est une source majeure de cystéine pour les lymphocytes
(Cho et al., 1981). En fait, l'activité normale des lymphocytes est dépendante de la
disponibilité cellulaire de cet acide aminé sulfuré (Droge et al., 1986). Lors d'une
blessure importante comme une brilure, le stress oxydatif augmente et ce stress est de
premiére importance pour la défense de l'organisme, mais il provoque aussi des effets
délétéres sur les tissus s'il n'est pas étroitement contrdlé par des antioxydants. Les
niveaux de glutathion sont altérés dans plusieurs conditions inflammatoires et des baisses

de concentration ont été reportées dans les cas de trauma (Luo et al., 1998; Staal et al.,

1992).

Le glutathion est donc un antioxydant majeur nécessaire a la protection des tissus
contre les dommages engendrés par les radicaux libres. Il pourrait y avoir une relation
entre les effets protecteurs de la glutamine et la biosynthése du glutathion (Hong et al.,
1991). Le glutathion est un tripeptide constitué de glutamate, cystéine et glycine, et sous
des conditions expérimentales, la portion glutamate de la molécule est dérivée de la
glutamine (Cook et Peters, 1986). L'évaluation de la quantité de thiols de petits poids
moléculaire est un test utilisé pour évaluer les niveaux de glutathion cellulaire. En
regardant la figure 6, on remarque que le schéma semble se ressembler pour les trois
sous-populations de cellules (Figure 6A, B ou C). Au jour 4, I'intensité moyenne du
groupe gln est plus basse que celle du groupe a.a. et pour les autres jours, c'est le
contraire. Les tests statistiques révélent qu'a aucun endroit les différences ne sont
significatives. 1l est donc possible d'affirmer que dans le cadre de ces expériences, le
supplément de glutamine ne semble pas avoir des effets sur la quantité de glutathion

présente dans les leucocytes sanguins des patients briilés.

5.2 Analyse des populations de leucocytes

En regardant le tableau VII, on peut voir que les suppléments de glutamine ont
vraiment une influence sur certaines populations cellulaires. Le phénoméne est
probablement dii au fait que la glutamine est directement impliquée dans les phénomeénes

de division rapide des cellules, car elle est une précurseur pour la biosynthése des
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nucléotide et parce que la glutamine est essentielle pour la transcription de génes de
protéines secrétoires durant le challenge antigénique (Labow et Souba, 2000). De plus, la
glutamine est utilisée directement pour la synthése des protéines ou comme précurseur

pour la formation d'autres acides aminés (Jepson et al., 1988).

5.2.1 Les neutrophiles/CD16b

Le récepteur CD16b est un récepteur caractéristique des neutrophiles. Le groupe
recevant de la glutamine posséde, donc, un nombre de neutrophiles plus bas que le groupe
a.a. au jour 7, et la différence est significative (P = 0.03). Cette différence engendre un
effet global significatif (P = 0.05). par contre, pour les autres jours du protocole les
différences sont beaucoup moins marquées, et méme qu'aux jour 4 et 14 c'est le groupe
glutamine qui est plus élevé. Les neutrophiles agissent comme premiére ligne de défense,
en attendant que la réponse cellulaire spécifique se mette en branle. Donc plus la quantité
d'envahisseurs est grande (antigeénes, bactéries...), plus le systéme aura un signal intense
pour que les cellules précurseurs des neutrophiles se différencient. Cette théorie implique
donc qu'il y aurait plus de translocation bactérienne chez les patients de groupe recevant
les acides aminés, donnant ainsi un signal d'alarme plus grand au systéme immunitaire.
C'est peut-€tre pour cette raison que la quantité de neutrophiles est significativement plus

importante dans le groupe a.a. au jour 7 de la réponse immunitaire.

5.2.2 Les macrophages/CD14

Le récepteur CD14 est ancré a la membrane extracellulaire par une GPI, mais on
peut aussi le retrouver sous forme soluble, comme le CD16b (Ziegler-Heitbroc et
Ulevitch, 1993). Le CD14 est le récepteur cellulaire majeur pour les complexes de LPS
et pour une protéine plasmatique qui se lie aux LPS. Cette protéine qui se lie aux LPS est
une protéine de phase aigué produite par le foie et qui catalyse la liaison du CD14 et des
LPS (Hailman et al., 1994). Quand le CD14 est lié a des complexes de LPS, il y a
induction la production de cytokines proinflammatoires et de radicaux d'oxygéne chez les

macrophages et l'expression de molécules d'adhésion est augmentée sur leur surface
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cellulaire (Ferrero et al., 1993). Selon Bosco et al. (1997), le CD14 jouerait aussi un role

critique dans la réponse des monocytes/macrophages face a I'IL-2.

Le récepteur cellulaire CD14 a été utilisé pour quantifier le pourcentage de
monocytes/macrophages présents dans le sang périphérique des patients. Les analyses
statistiques ne démontrent pas de différence significative entre les deux groupes pour les
résultats de la figure 8. Donc l'administration de glutamine par voie entérale ne semble
pas affecter le nombre de macrophages ou monocytes chez les patients briilés. Selon les
tests statistiques, il est démontré qu'il y a une augmentation progressive du nombre de

monocytes circulants entre le jour 4 et 21 parmi les deux groupes de patients (P = 0.003).

5.2.3 Les lymphocytes

5.2.3.1 Les lymphocyte B/CD19

Les résultats sur le phénotypage de la population de lymphocytes B (figure 9)
démontrent qu'aux premiers jours du protocole, le groupe glutamine posséde un plus
grand nombre de lymphocytes B que le groupe recevant les acides aminés (P = 0.042).
Les analyses statistiques confirment que le temps influence aussi le nombre de
lymphocytes B circulant et ce, parmi les deux groupes de patients briilés (P = 0.019). Ce
qui est important, c'est de retenir qu'il y a une différence marquée entre les deux groupes
au jour 7 (P = 0.026) et que cette différence est induite par le traitement de la glutamine et
non due au hasard. Il est donc possible d'affirmer que l'administration de glutamine
exerce des effets a certains niveaux. Comme il a été mentionné ci-haut, les lymphocytes
B jouent vraiment un réle important dans la réponse immunitaire, alors cette
augmentation significative peut avoir des effets positifs sur la condition des patients
briilés. Par exemple, certaines bactéries possédent des capsules de polysaccharides qui ne
sont pas reconnues par les récepteurs qui stimulent la phagocytose sur les macrophages
ou les neutrophiles. Ce genre de bactéries ne peut étre éliminé que par la fixation du
complément et des anticorps (l'opsonisation), rendant ainsi la phagocytose possible. Ce

qui améne a dire que plus la quantité d'anticorps est élevé, plus le niveau de défense est
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efficace et si le nombre de lymphocytes B est plus élevé, la production d'anticorps devrait

|'étre aussi.

Par contre, selon la littérature (Waymack et al., 1989), le probléme ne se situe pas
au niveau de la quantité de lymphocytes B, mais bien au niveau de l'efficacité de leur
réponse et production d'anticorps. Alors pour y voir les effets de la glutamine, il aurait
probablement été préférable de tester la production d'anticorps. Mais de tel essais
impliquent des méthodes compliquées, car il faut d'abord isoler la population cible et
effectuer des expériences qui durent plusieurs jours. Ceci aurait demandé probablement
une quantité beaucoup plus grande de sang, alors que nous savons trés bien que ca

pourrait compliquer I'état du patient.

5.2.3.2 Les lymphocvtes T/CD3

Une grande partie du phénotypage a été consacrée 4 la population de lymphocytes
T. Cette population de cellules est la plus importante au niveau de la réponse immunitaire
cellulaire spécifique. Les lymphocytes T sont les chefs d'orchestre de la réponse
immunitaire. De plus, c'est une population qui se trouve grandement affectée lorsque le
corps subit des brilures importantes. Plusieurs études ont été menées pour connaitre
I'importance de la glutamine au niveau du métabolisme des Iymphocytes T. Il se trouve
que la glutamine est un substrat préférentiel pour cette population de cellules, elle est
indispensable a leur prolifération. L'étude que nous avons menée appuie cette théorie, car
les résultats démontrent des différences significatives entre les deux groupes de patients
brillés et ce, non seulement au niveau de la population générale de lymphocyte T, mais
aussi au niveau des lymphocytes T collaborateurs et cytotoxiques. Avec la
reconnaissance du CD3, la population de lymphocyte T a pu étre quantifiée. Il est certain
que la glutamine n'a pas rétabli complétement le pourcentage de lymphocytes T, si on
compare avec des sujets sains qui n'ont pas subi de briilure (données non présentées),
mais les analyses statistiques prouvent que le groupe glutamine est significativement plus
elevé que le groupe a.a. (P = 0.006). Cette augmentation est peut-étre suffisante pour

améliorer la condition des patients brilés. De plus, peut-étre que la glutamine améliore
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I'efficacité de la réponse des cellules T et que méme si le pourcentage de la population de
lymphocytes T n'est pas complétement rétabli, ceux qui sont présents fonctionnent mieux
que ceux du groupe recevant le mélange d'acides aminés. Alors la glutamine ferait
augmenter légérement la quantit¢é de lymphocytes T, mais surtout elle améliorerait
l'efficacité de leur réponse. L'évaluation du nombre de lymphocytes T parmi la
population de lymphocytes est significativement plus élevée, pour le groupe gln, au jour
7 (figure 10B), de méme que les sous-populations de lymphocytes T collaborateurs et

suppresseurs (figure 11 et 12 respectivement).

5.2.3.3 Les sous-populations de lymphocytes/CD4 et CD8

En se liant aux molécules du CMH de classe II, le CD4 sert de co-récepteur durant
la reconnaissance des antigenes par le TCR. Ce phénoméne résulte en une augmentation
marquée de la sensibilité de la cellule T envers I'antigéne présenté par le CMH de classe
II, abaissant efficacement la dose d'antigeénes requise d'environ 100 fois pour une
activation adéquate (Janeway et al., 1988). Le CD4 augmente l'activation des cellules T
de deux facons: il stabilise le complexe TCR/peptide/CMH et augmente la transduction
de signal. Ainsi, on croit que l'activation optimale des cellules T nécessite la ligation du
CD4 a la méme molécule du CMH que le TCR (Janeway, 1992). Plusieurs autres réles
importants pour le CD4 ont bien été documentés. Son interaction durant le
développement des thymocytes est critique pour leur différentiation (Kruisbeek et al.,
1985). Le CD4 a aussi été report¢é comme récepteur pour I'IL-16 qui induit le
chimiotactisme des cellules CD4" et qui est un facteur de croissance pour ces cellules
(Center et al., 1996). Il y a des évidences récentes qui prouvent un role direct pour le
CD4 dans I'apoptose et la neurodégénération, démontrant ainsi que les propriétés
fonctionnelles du CD4 sont apparemment remarquablement variées (Algeciras et al.,
1998; Buttini et al., 1998). L'augmentation significative (P = 0.01) de la quantité de
lymphocytes T exprimant le CD4, c'est-a-dire la population de lymphocytes T auxiliaires,
dans le groupe de patients recevant la glutamine, contribue slrement aux effets

bénéfiques si I'on prend en considération I'importance des réles mentionnés ci-haut.
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Le CD8, par contre, contribue a la stabilisation des interactions entre le
lymphocyte T et la cellule cible a travers la reconnaissance de sites monomorphiques
exprimés sur le CMH de classe I des cellules cibles (Salter et al., 1989). Les lymphocytes
T suppresseurs (CD8") sont chargés de maintenir la réaction immunitaire spécifique dans
certaines limites et d'y mettre fin lorsqu'elle n'a plus raison d'étre (Janeway, 1997) De
plus, comme le CD4, le CD8 est une molécule précieuse dans le développement des
thymocytes et dans la transduction des signaux intracellulaires qui sont importants pour
l'activation des cellules T (Fung-Leung et al., 1993). Peut-étre qu'une plus grande
quantité de cellules CD8" dans le sang des patients du groupe glutamine contribue a
contrdler davantage la réaction immunitaire dans des proportions normales, diminuant

ainsi les dommages tissulaires engendrés par des réactions trop vives.

5.2.4 Expression des marqueurs d'activation

5.2.4.1 Expression du CD11b

Le récepteur CD11b en association avec le CD18 est connu sous le nom de MAC-
1 ou CR3. Il est reconnu pour jouer un rdle dans les phénoménes d'adhésion cellulaire
lors de processus comme la phagocytose. Ce complexe moléculaire est impliqué dans
l'adhésion ferme des neutrophiles aux cellules endothéliales (Hentzen et al., 2000). Il est
aussi un récepteur membranaire capable d'effectuer de la signalisation transmembranaire
et d'étre un médiateur de la phagocytose, de réactions cytotoxiques et de chimiotactisme
(Ross et Vétvicka, 1993; Shalekoff et al., 1998). Une molécule d'adhésion intercellulaire
appelée ICAM-1 ou CD54 est un des ligands importants du complexe CD11b-CD18.
L'ICAM-1 fait partie de la superfamille des immunoglobulines qui est largement
exprimée sur l'endothélium vasculaire et sur certaines cellules parenchymateuses en
réponse a une activation via des cytokines ou des endotoxines (Dustin et Springer, 1988).
Le CD11b/CD18 est exprimé sur les cellules phagocytaires, les NK, une sous-population
mineure de cellules B CD5” et les lymphocytes T CD8" (Ross et Vétvicka, 1993).

Le CD11b est aussi considéré comme un marqueur de l'activation des cellules. Il

semblerait que le supplément de glutamine ne soit pas efficace pour faire augmenter le
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nombre de cellules exprimant ce récepteur. Enfin, c'est ce que les résultats démontrent
(figure 14). En effet, le groupe glutamine posséde des quantité de cellules CD11b" plus
basse aux jours 7, 14 et 21 et les tests statistiques révélent qu'il y a une différence
significative globale entre les deux groupes de patients (P = 0.05). Ce qui est intéressant,
par contre, avec ce résultat, c'est qu'il viendrait peut-étre expliquer les différences
obtenues au niveau de I'intensité de la phagocytose. En effet, ce récepteur est impliqué
dans l'efficacité du processus de phagocytose. S'il y a une baisse de cette population de
cellule du c6té du groupe gin. ¢a pourrait expliquer pourquoi I'intensité de la phagocytose
est moins élevée. Il ne faut pas interpréter ces résultats de fagon négative pour autant.
Peut-étre qu'une diminution de cette population exprimant des marqueurs d'activation peu
entrainer des effets bénéfiques car il est reconnu que les patients brilés souffre d'un

surplus de certains médiateurs chimiques (O’Sullivan et O’Connor, 1997).

5.2.4.2 Expression des antigénes de classe II du CMH/HLA-DR

Les molécules de type HLA II sont des glycoprotéines composées de deux chaines
(a et B) qui forment une partie du systéme de la reconnaissance immune; essentiellement,
c'est 1'habilité a reconnaitre le "soi" du "non-soi". Leur role est de présenter des peptides
dérivés d'antigeénes étrangers aux cellules T auxiliaires pour permettre la destruction de
ces cellules ne faisant pas partie du "soi". Ces molécules sont activement impliquées dans
le rejet de greffes ou de transplantations d'organes (Colombani, 1993). Dans le thymus,
les molécules HLA II sont exprimées sur les cellules épithéliales du cortex et de la
médulla ainsi que sur les cellules dendritiques d'origine hématopoiétique, intervenant
ainsi dans la sélection thymique des lymphocytes T, la génération et la purge du

répertoire T (Colombani, 1993).

Les molécules du CMH de classe II sont directement responsables de la qualité de
la réponse des lymphocytes T. Le HLA-DR est aussi considéré comme un marqueur
d'activation. En étant responsable de la présentation de l'antigéne, les molécules du CMH
classe II influenceront tout le déroulement subséquent de la réponse cellulaire. Il y a une

courbe ascendante au long des jours du protocole pour cette population de cellules, et ce
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pour les deux groupes de patients. Les analyses statistiques révélent qu'il y a un effet
temps significatif pour les deux figures (14A et 14B), c'est-a-dire le nombre de cellules
exprimant les molécules de HLA-DR parmi tous les leucocytes sanguins et parmi les
lymphocytes. Cependant, aucune différence significative n'a été détectée entre les deux
groupes de patients brillés. Ces résultats démontrent que la quantité de lymphocytes
activés augmente au fil des jours, mais que la glutamine ne semble pas influencer la

population exprimant ce récepteur dans les deux groupes de patients briilés.

5.3 Analyse des points forts et des limites de I'étude

Il est certains que chaque étude comporte des points forts et d'autres aspects un
peu plus faibles. Cependant, bien souvent ceux-ci ont leur raison d'étre dans l'étude et les
forces compensent pour les faiblesses. Un des points forts de I'étude est que méme si les
patients ont été distribués de fagon aléatoire dans les deux groupes, la répartition s'est
faite également, donc les différences qui ont été obtenues au niveau des résultats peuvent

vraiment étre prises en considération car elles ne sont pas dues au hasard.

Cette étude sur l'effet de 'administration de la glutamine par voie entérale a pu
détecter des changements significatifs au niveau de certaines populations de leucocytes,
par contre, il n'a pas été possible de faire une grande variété de tests qui auraient pu
témoigner de l'efficacité de ces populations a jouer leur role dans la réponse immunitaire.
Une quantité de sang beaucoup plus grande aurait été nécessaire pour effectuer des tests
de prolifération, par exemple, ou des tests de production d'anticorps qui sont beaucoup
plus complexes. Ce genre de test aurait pu révéler de l'information importante sur les
effets d'un supplément de glutamine, mais une prise de sang plus importante aurait pu
affecter gravement les patients. Un autre point faible de cette étude a été la variation du
"n" des deux groupes pour chacun des paramétres étudiés. Cette variation a été causée
par le décés ou la sortie du protocole (a cause de l'extubation) de certains patients. De
plus, les comptes cellulaires ont été effectués par le laboratoire de biochimie a I'H6tel-
Dieu et a certains jours, des données étaient manquantes. Cette variation de "n" diminue

la puissance statistique des tests effectués.
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Un point avantageux de cette étude, est d'avoir pu effectuer des analyses sur des
sujets humains en contions critiques. De plus, contrairement a toutes les autres études
effectuées jusqu'a maintenant, le supplément de glutamine s'est fait in vivo et par voie
entérale (et non par voie intraveineuse). Ceci implique donc que tout le métabolisme a pu
bénéficier de ce supplément ce qui est tres différent d'une expérience en éprouvette qui ne

reproduit pas toutes les conditions expérimentales.

5.4 Analyse globale des effets de la glutamine

Nous avons observé que l'intensité de la phagocytose est diminuée dans le groupe
de patients recevant la glutamine, autant chez les neutrophiles que chez les monocytes.
Ce fait permet d'émettre I'hypothése que le niveau de stress oxydatif pourrait étre plus bas
dans le groupe glutamine, apportant ainsi un effet positif sur la réponse immunitaire. En
accord avec cette hypothése, des études ont démontré l'importance de la glutamine
impliquée dans le métabolisme du glutathion réduit et dans la régulation de 1'état d'oxydo-

réduction cellulaire (Mates et al., 2002; Roth et al., 2002).

Une seconde observation importante de ce travail est l'augmentation des
populations de lymphocytes T (collaborateurs et cytotoxiques) et de lymphocytes B.
Certaines études démontrent que la glutamine serait impliquée dans la prévention de
l'apoptose différents types de cellules (Exner et al., 2002; Mates et al., 2002; Mendonca et
al., 2002). Donc la prévention de l'apoptose des lymphocytes T et B grace aux effet du
supplément de glutamine pourrait expliquer les résultats obtenus pour cette étude. Il
serait envisageable de croire que la glutamine a aussi favorisé un meilleur fonctionnement
des populations de lymphocytes améliorant ainsi les processus de collaboration
cellulaires. La collaboration entre les cellules se fait & plusieurs niveaux, c'est-a-dire
entre lymphocytes T collaborateurs mais aussi de lymphocytes T collaborateurs a
lymphocytes T suppresseurs et de lymphocytes T collaborateurs a lymphocytes B.
L'amélioration des interactions cellule-cellule, quelle soit qualitative ou quantitative, aura
pour effet d’augmenter l'efficacité de la réponse immunitaire, ce qui pourrait expliquer en

parti la diminution des infections dans la cohorte de patients traités avec la glutamine.



Chapitre 6

Conclusion

Cette étude avait pour objectif de vérifier les effets d'un supplément de glutamine,
administré par voie entérale, dans la diéte chez des patients gravement briilés.
L’hypothése de départ était que la glutamine améliorerait les fonctions immunitaires et
diminuerait l'occurrence des infections. Plus précisément, qu'elle provoquerait une
augmentation de l'activité phagocytaire des neutrophiles et une amélioration dans les
sous-populations de leucocytes et que le résultat global de ces améliorations se

démontrerait par une diminution de la durée des soins, du taux de mortalité et de

morbidité.

Les paramétres qui ont été étudiés sont: la phagocytose, la flambée oxydative, le
potentiel mitochondrial, les thiols et la caractérisation du phénotype des leucocytes

circulants.

Chez les patients ayant regu de la glutamine, une diminution de l'intensité de la
phagocytose par les neutrophiles et les monocytes, une diminution des populations de
cellules exprimant le CD16b et le CD11b et une augmentation des populations de
lymphocytes B et T (collaborateur et cytotoxiques) ont été démontrés. De plus, 7 décés
ont été observés dans le groupe témoin comparativement a aucun dans le groupe recevant
de la glutamine. De plus, d'autre membre de notre équipe, effectuant des tests a partir des
méme groupes de patients que notre étude, nous confirment que la glutamine prévient la

septicémie et diminue l'occurrence des infections sanguines par un facteur de trois.

La conclusion générale que l'on peut tirer de cette étude est qu'un supplément de
glutamine, administré dans la diéte des grands briilés par voie entérale, exerce un effet
favorable sur le systéme immunitaire des grands briilés et diminue le taux de mortalité et

morbidité. Ces effets positifs se traduiraient probablement par une diminution du stress
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oxydatif et une résistance a I'apoptose des lymphocytes. Donc, il nous est possible de
croire que le supplément de glutamine permet une meilleure collaboration entre les
cellules du systtme immunitaire et ainsi augmenterait l'efficacité du systéme de défense

des organismes.

On ne connait pas encore exactement les mécanismes impliqués dans les effets de
la glutamine. Afin d’approfondir cet aspect, des études au niveau de la fonction des
cellules immunitaires seraient importantes. Par exemple, il serait bon de déterminer la
capacité des lymphocytes a proliférer, la sécrétion de cytokines inflammatoires, la
production d’anticorps. De plus, une attention particuliére devrait étre faite sur le
systéeme de défense oxydatif et sur les protéines anti-apoptotiques chez les lymphocytes.
En conclusion, notre étude sur I’effet de la glutamine sur certains paramétres du systeéme

immunitaire montre des effets bénéfiques de celle-ci.
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