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RESUME

Plusieurs études ont démontré que 1’hyperagrégation érythrocytaire est liée a des
pathologies circulatoires telles que le diabéte. Cependant, aucune de ces études n’a réalisé
de mesures quantitatives in situ d’agrégation érythrocytaire (AE) corrélées a des
désordres vasculaires.

L’objectif de ce projet est de caractériser I’AE in vivo et in situ a 'aide des
ultrasons a haute fréquence (25 MHz et 35 MHz). Des signaux rétrodiffusés dans les
veines du bras et du pied ont été enregistrés chez des sujets témoins (N=10) et des
diabétiques de type 2 atteints d’artériopathie des membres inférieurs (N=10).

Les hypotheses du projet sont que I’AE serait plus €levée chez les sujets
diabétiques que chez les sujets témoins, et que les ultrasons a haute fréquence pourraient
quantifier I’agrégation in situ.

Deux parametres d’agrégation in vivo D.yet W.y (D et W ayant été obtenus a
partir d’un estimateur de taille et d’atténuation par le facteur de structure, et ya partir de
mesures hémodynamiques) ont été calculés pour chaque patient. D représente la
dimension moyenne des agrégats, W le facteur d organisation spatial de ces agrégats et ¥
le taux de cisaillement de I'écoulement sanguin. De plus, des données biochimiques,
P'index tibial-huméral, ainsi que des index d’agrégation in vitro par rétrodiffusion laser
ont été mesurés afin de valider les résultats in vivo.

Les résultats montrent que D.yet W.ysont plus élevés chez les diabétiques que les
témoins a 25 MHz et a 35 MHz. Ceci révele que I’agrégabilité des érythrocytes est
supérieur chez le groupe pathologique, ce que confirme les index in vitro. Par contre,
aucune différence significative n’a €té€ relevée entre les mesures ultrasonores réalisées au
niveau de la veine du bras et celles effectuées sur une veine du pied pour les deux
groupes d'individus de ce projet (sujets normaux témoins et patients diabétiques). Ceci

suggere donc que 'hyperagrégation chez les diabétiques atteints d’artériopathie ne serait
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pas un phénomene localis€ au pied, ol se retrouve habituellement les symptomes séveres
de la maladie, mais qui se répandrait dans la circulation systémique.

L’hyperagrégation érythrocytaire, les désordres hémodynamiques artériels et
veineux ainsi qu’un niveau d’inflammation élevé li€ a la pathogénése du diabéte sont des
phénomenes qui ont €t€ observés dans cette étude. En conclusion, ce projet pilote réalisé
avec des ultrasons a haute fréquence montre que cette méthode ouvre la voie a une
meilleure compréhension de I'impact in vivo de I’AE en relation avec les maladies

vasculaires.

Mots clefs : Agrégation des globules rouges, rétrodiffusion ultrasonore, mesures in vivo,

diabete, artériopathie des membres inférieurs.
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ABSTRACT

Many studies have correlated red blood cell (RBC) hyperaggregation with
circulatory pathologies such as diabetes mellitus. However, none of these studies have
measured quantitative values of RBC aggregation in situ in relation to vascular diseases.

This study characterized RBC aggregation in situ and in vivo with high frequency
ultrasound at 25 MHz and 35 MHz. Backscattered signals from veins of the upper and
lower limbs were measured in 10 normal subjects and 10 patients with type 2 diabetes
affected by lower limb arterial disease.

The hypotheses of this project were that RBC aggregation is higher in the diabetic
group than in the control group, and that high frequency ultrasound could quantify RBC
aggregation in situ.

Two in vivo aggregation parameters D.yand W.y (with D and W being computed
with the structure factor size and attenuation estimator, and ¥ with hemodynamic
measurements) were determined for each subject. D represents the mean size of
aggregates, W the packing factor describing the spatial organization of these aggregates,
and y the shear rate of flowing blood. Moreover, biochemical data, the ankle-brachial
index and in vitro aggregation indices obtained with laser backscattering were also
measured to validate the in vivo parameters.

Our results show that D.yand W.yare higher in diabetic patients than in control
subjects at 25 MHz and 35 MHz. This reveals that the RBC aggregability is more
elevated in the pathological group, which is consistent with the in vitro aggregation
indices also measured. However, no significant difference was found between the in vivo
results over the arm vein and the foot vein. This suggests that hyperaggregation in
diabetic patients with lower limb arterial disease is not localised in the foot, where severe

symptoms often occur, but is generalized in the systemic circulation.
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RBC hyperaggregation, arterial and venous hemodynamic disorders, and a high
level of inflammation are phenomena that have been observed in diabetic patients in this
study. In conclusion, this project that used high frequency uitrasound shows that this
method opens the field to a better understanding of the in vivo impact of RBC

aggregation on vascular diseases.

Key words: Red blood cell aggregation, ultrasound backscattering, in vivo assessment,

diabetes, lower limb arteriopathy.
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1. INTRODUCTION

L’agrégation érythrocytaire (AE) est un phénomene qui est naturel et réversible.
Lorsque les globules rouges s’agrégent, ceux-ci forment des rouleaux ou des réseaux
tridimensionnels complexes qui résultent d’un équilibre des forces d’adhésion et de
répulsion entre chaque globule. Cependant, I’hyperagrégation érythrocytaire a été
observée pour plusieurs pathologies circulatoires telles que les thromboses veineuses,
I’athérosclérose, I'infarctus du myocarde et le diabéte. Diverses méthodes existent pour
caractériser I’AE mais la plupart requiert la prise d un échantillon de sang et 1"analyse
dans un instrument de laboratoire. Pour sa part, la technique ultrasonore permet une
caractérisation in situ et in vivo de ce phénomene, d’ou I’importance d’approfondir cette
technique.

Beaucoup de travaux ont €tudié I’AE avec les ultrasons mais la plupart ont été
réalisés in vitro. De plus, aucune étude quantitative de I’AE n’a été effectuée pour
corréler I’agrégation in vivo avec des désordres vasculaires.

L’objectif de ce projet pilote était donc de caractériser I’ AE in vivo et in situ dans
les veines du bras et du pied de sujets sains et diabétiques avec les ultrasons a haute
fréquence. A partir du signal de radio-fréquence rétrodiffusé par les globules rouges, les
parametres d’AE in vivo estimé€s a partir d’un estimateur de taille et d’atténuation par le
facteur de structure et a partir des mesures hémodynamiques, ont été comparés entre les
deux populations étudiées. Des données biochimiques sanguines, 1’index tibial-humeéral,
et des index d’agrégation in vitro par rétrodiffusion laser ont €également été mesurés afin
de valider les mesures d’agrégation in vivo.

Le présent mémoire est constitué des quatre parties suivantes : la revue de la
littérature, la méthodologie, les résultats et la discussion. La revue de la litt€rature
explique les théories menant a l'existence de 1I’AE, I’application des ultrasons pour
caractériser I’ AE, I’artériopathie des membres inférieurs en lien avec le diabete de type 2,

et les désordres rhéologiques en relation avec le diabete. La méthodologie décrit les



principales étapes du protocole expérimental. Les résultats présentent les mesures
obtenues sur les deux groupes de participants, ¢’est-a-dire les données physiologiques, les
index d’agrégation in vitro, les données hémodynamiques, les paramétres d’agrégation in
vivo, et les coefficients d’atténuation de la peau. Finalement, la discussion est consacrée a

I’analyse des résultats obtenus ainsi que des suggestions d’améliorations du protocole.



2. REVUE DE LA LITTERATURE

Dans ce chapitre seront abordées les sous-sections suivantes : (1) le phénomene
d’agrégation érythrocytaire, (2) Vapplication des ultrasons en médecine et en

hémorhéologie, et (3) le diabete et I’hyperagrégation érythrocytaire.

2.1 Phénomene d’agrégation érythrocytaire

L’agrégation érythrocytaire est un processus normal et réversible qui a lieu dans
la circulation sanguine, elle joue un rdle important dans la régulation de la rhéologie
sanguine. Il a ét€ observé que ’hyperagrégation est reliée a des désordres circulatoires,

d’ou I'importance de bien comprendre ce phénomene.

2.1.1 Composition du sang

Le sang se compose de quatre constituants, soit les globules rouges, les globules
blancs, les plaquettes, et le plasma (Figure 2.1 (a)). Les globules rouges sont des cellules
procaryotes ayant une forme de disque biconcave qui mesurent en moyenne 8 um de
diametre et 2 um d’épaisseur [1] (Figure 2.1 (b)). Ils transportent entre autre 1’oxygeéne
et le dioxyde de carbone grice a I’hémoglobine qui s’y retrouve, et jouent un rdle crucial
pour I’approvisionnement des tissus et organes en nutriments. La fraction volumique de
globules rouges par rapport au volume sanguin se définit comme étant 1’hématocrite, qui
se situe généralement entre 35 et 45 % pour un individu normal.

Le plasma sanguin est le liquide dans lequel baignent les cellules sanguines et les
plaquettes. Dans le plasma, des ions, des nutriments et de nombreuses protéines
plasmatiques y sont dissous. Certaines protéines plasmatiques telles que le fibrinogeéne

(voir section 2.1.2), jouent un role majeur dans 1’agrégation érythrocytaire. D’autres



protéines plasmatiques telles que les immunoglobulines, 1’haptoglobine, la glycoprotéine

a-acide et 1’albumine influenceraient aussi ce phénomene [2].

Plasma

/ Globules blancs et
/ plaguettes

Globules rouges

8 um

4\
V

(@) (b)

Figure 2.1 : (a) Constituants du sang apres centrifugation; (b) Dimension d’un
globule rouge
(Tirée de http://www.med-ed.virginia.edu/courses/path/innes/nh/intronormal.cfm et de
http://www.med.nyu.edu/patientcare/library/article.htm!?ChunklID=100693, consulté en mars 2008)

2.1.2 Théories sur les mécanismes d’agrégation érythrocytaire

Lorsque les globules rouges s’agrégent, ceux-ci forment des rouleaux ou des
réseaux complexes tridimensionnels (Figure 2.2). Deux modeles théoriques tentent
d’expliquer le phénomene d’agrégation : la théorie de 1’adsorption [3, 4] et celle de la
déplétion [5]. La théorie de 1’adsorption repose sur 1’attraction entre les globules rouges
et le fibrinogene ou toute autre protéine plasmatique de poids moléculaire important.
Lorsque le fibrinogene se dépose sur la membrane de 1’érythrocyte, celui-ci se fait
adsorber par le globule rouge, et un pont d’union se crée entre deux globules rouges. La
théorie de la déplétion repose sur la création d’une zone de déplétion, c’est-a-dire une
zone ayant une concentration de fibrinogene plus faible par rapport au reste de 1’espace

intercellulaire. Lorsque deux zones de déplétion se chevauchent, les globules rouges


http://www.med-ed.virginia.edu/courses/path/innes/nh/intronormal.cfm
http://www.med

auraient tendance a s’agréger par osmose. L’attraction entre les deux globules rouges
serait le résultat de cette dépression osmotique. Les plus récentes études semblent
privilégiées le modele de la déplétion car il permettrait d’expliquer I’agrégation entre
certains types de polymeres et les globules rouges [6]. Un lien entre le rayon de giration
des protéines plasmatiques a haut poids moléculaire, dont le fibrinogéne, et le mécanisme

de déplétion aurait été identifi€ par ce modele.

(b)

Figure 2.2 : (a) Globules rouges désagrégés; (b) et (c) Globules rouges agrégés
(Tirée de [7])

2.1.3 La circulation sanguine

Le sang circule dans un immense réseau de vaisseaux sanguins compos¢ d’artéres,
de veines et de capillaires. Les arteres transportent le sang oxygéné au tissu. Les plus
petites arteres, les artérioles, régulent le débit sanguin par la vasodilatation ou la
vasoconstriction. Les capillaires, quant a eux, servent d’échange entre les artérioles et les
différents tissus et organes du corps. Finalement, les veines retournent le sang vicié vers
le cceur et les poumons.

L’écoulement sanguin possede les différentes caractéristiques suivantes :

(1) Le débit (Q) varie en fonction de la différence de pression (4P), et de la
résistance vasculaire (R,) selon 1’équation suivante :

AP
Q=R_v (egn 2.1)



L’écoulement est plus rapide dans les artéres que dans les veines car AP est beaucoup
plus élevée dans les arteres. A titre indicatif, le tableau 2.1 montre les ordres de grandeur

de diameétres, vitesses et débits dans différents vaisseaux chez I’humain.

Tableau 2.1 : Diameétres, vitesses et débits de différents vaisseaux chez ’humain

Vai

eau Vitesse moyenne .~ Débit moyen*

- - \ (cm/s) L (cmB/s)
Aorte descendante 23 0-43,5 245-876 4,07 x10°-521 x 10 T
Petites artéres 0,3 50 141 x10° 1
Artérioles 0,025 5 9.82x107°
Veinules 0,03 0,082 2,32%x107°
Petites veines 1,8 1,65 1,68 x 10!
Veine cave 25 15,5 3,04 x 10 2

* Débit moyen calculé en multipliant la vitesse moyenne par }’aire moyenne du vaisseau
(Tiré de [8] et de [9])

(2) Le flot sanguin est un écoulement de forme parabolique plus ou moins aplanie
a cause de la forme tubulaire du vaisseau. Des profils de vitesse théoriques pour ce type

d’écoulement sont illustrés a la figure 2.3 :

e ﬁ;‘__‘:’;‘; = gy
fcoulement
lamipbaire
,_dU
dr
r=0
écoulement
| turbulenmt
: rgueux
o4

Figure 2.3 : Profils de vitesse théoriques d’un écoulement tubulaire en régime

laminaire et turbulent
(Tirée de [10])

La force de cisaillement (T) dans un tel vaisseau est représentée par I'équation suivante :



T=nYy (eqn 2.2)
ol 77 est la viscosité du fluide et % le taux de cisaillement obtenu par

_4U

= 2.3
Y dr (eqn 2.3)

A I'équation 2.3, a;_U est la dérivée de la vitesse par rapport a la position radiale dans le
r

vaisseau.

On remarque a 1'équation 2.3 que le taux de cisaillement n’est pas spatialement
homogeéne dans un écoulement tubulaire : il est nul au centre du tube et augmente vers les
parois (Yo <%, voir la figure 2.3). Nous considérons que le régime d’écoulement est
laminaire dans la plupart des vaisseaux sauf ceux de gros calibres durant la systole, ou
pour les vaisseaux tortueux [11] ot nous considérons que le régime est perturbé. Un
écoulement turbulent se rencontre principalement en aval de pathologies vasculaires
telles que des sténoses artérielles.

(3) Certains flots sanguins sont pulsés comme 1’écoulement artériel. Dans une
artére saine au repos, la vitesse en fonction du temps est triphasée : la premiére phase
correspond a la systole, la deuxiéme, au refoulement diastolique, et la troisieme, a la
diastole (Figure 2.4). La phase de refoulement diastolique peut étre absente dans un
réseau vasculaire a faible résistance, tel que le réseau carotidien. Quant aux veines, le flot
est généralement plus constant sauf pour celles qui sont a proximité du cceur, telles les

veines caves, et celles qui n’ont pas de valves, telles les veines hépatiques majeures [11].



(1) Systole

(2) Refouiement

#1 (3) Diastole

Vitesse (cm/s)

Figure 2.4 : Exemple de vitesse artérielle en fonction du temps (écoulement triphasé)
(tirée de [12])

(4) Le sang est un fluide non-newtonien, c’est-a-dire que sa viscosité n’est pas
constante en fonction du cisaillement. A faible cisaillement, la viscosité sanguine est
principalement déterminée par le niveau d’agrégation érythrocytaire. A 1'inverse, 2 hauts
cisaillements, la viscosité dépend de la rigidité des globules rouges. La propriété non-
newtonienne est donc déterminée par I état biomécanique des globules rouges. La figure

2.5 1llustre la viscosité sanguine en fonction de différents niveaux d’agrégats modulés par

le taux de cisaillement.

2.1.4 Facteurs influencant I’agrégation érythrocytaire

L’agrégation érythrocytaire résulte d’un équilibre entre les forces d’agrégation et
de désagrégation. La principale force de désagrégation est le cisaillement du flot, et la

principale force d’agrégation, [’attraction entre les globules rouges en présence de

protéines plasmatiques.
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Figure 2.5 : Viscosité du sang (n) en fonction des tailles d’agrégats modulées par le

cisaillement (y)
(tirée de [13])

2.1.4.1 Force de cisaillement

L’influence du taux de cisaillement sur I’agrégation érythrocytaire est largement
documentée dans la littérature. 11 a été observé que les agrégats ont tendance a se former
a des bas taux de cisaillement et a se dissocier a des hauts taux de cisaillements [14] [15].
En général, dans les veines, les vitesses (voir tableau 2.1), et donc également les taux de
cisaillement, sont beaucoup moins élevées que dans les arteres. Ainsi, Machi et al. ont
observé que les agrégats tendent davantage a se former dans les veines que dans les

artéres dans des conditions d’écoulement [16] I

! Cependant, des mesures de viscosimétrie a cisaillement contrlé semblent montrer que la viscosité du
sang veincux ne differe pas du sang artériel chez des sujets normaux [17]
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2.1.4.2 Interaction entre les globules rouges et les protéines plasmatiques

L’agrégation des globules rouges résulte de l'interaction entre ces cellules
sanguines et les protéines plasmatiques. Ainsi, I’hématocrite et la concentration de
fibrinogéne ont un effet majeur sur I’agrégation érythrocytaire [3]. Tel que mentionné a la
section 2.1.1, d’autres protéines inflammatoires telles que la protéine C-réactive,
I'immunoglobuline G et I’haptoglobine jouent également un rdle dans 1I’AE [2]. Pour
certaines pathologies comme le diabéte, la concentration de ces protéines plasmatiques a
haut poids moléculaire est généralement significativement plus élevée, et provoque une
hyperagrégation (voir section 2.3). Les sangs des différentes especes animales telles que
le porc, le cheval et le beeuf ont également des propriétés d’agrégation différentes puisque
I’hématocrite, des facteurs membranaires, la concentration de fibrinogéne et autres
protéines changent pour chaque espeéce [18]. Ainsi, la vache serait un modele animal qui

agrége peu comparativement au cheval [19].

2.1.4.3 Autres parameétres influencant la rhéologie des érythrocytes

L’age, le sexe de I’individu, le pH et la température du sang, la déformabilité et la
forme du globule rouge sont d’autres parametres qui peuvent faire varier le processus

d’agrégation [3, 20, 21].

2.1.5 Agrégation érythrocytaire et pathologies associés

Tel que mentionné a la section 2.1.3, 'agrégation des globules rouges a bas
cisaillement affecte la viscosité sanguine. Les propriétés circulatoires du sang se
retrouvent modifiées et sont associ€es a plusieurs pathologies telles que 1’hyperlipidémie
[22], ’hypertension [23], ’obésité [24], I'infarctus du myocarde [25], 1’athérosclérose
[26], les thromboses [27], et le diab&te (voir section 2.3).

La figure 2.6 schématise les mécanismes pouvant expliquer le lien entre les

pathologies vasculaires, I’agrégation érythrocytaire et la rhéologie sanguine.
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Figure 2.6 : Mécanismes pouvant expliquer le lien entre les pathologies vasculaires,

Pagrégation des globules rouges (GR) et la rhéologie sanguine
(adaptée de [19] et de [28])

2.2 Application des ultrasons en médecine et en hémorhéologie

N

En médecine, les ultrasons ont commencé a étre utilis€s comme moyen de
diagnostic pour imager des tissus dans les années 1970 [29], et ce, dans plusieurs
spécialités telles que la gynécologie, I'obstétrique, la cardiologie et la médecine
vasculaire. L’intérét d’utiliser des ultrasons comme méthode d’imagerie résulte en sa
capacité de produire des images en temps réel et ce de facon non-invasive. L’échographie
pour caractériser l’agrégation érythrocytaire est donc une voie particulierement

intéressante pour ces mémes raisons.

2.2.1 Définition et mécanisme de propagation d’une onde ultrasonore

Une onde sonore est une onde de pression qui se déplace dans un milieu
élastique : ce milieu se compresse ou s’étire au passage de cette onde [29]. Les ultrasons

font partie de la gamme des ondes sonores ayant une fréquence de 20 kHz et plus et sont
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imperceptibles a 1’oreille humaine. Quand une onde ultrasonore se propage dans un tissu,
elle peut adopter trois comportements a une interface (figure 2.7) : une partie de cette
onde peut continuer a (1) se propager, (2) étre réfléchie ou (3) étre diffusée dans toutes
les directions. L’onde se diffuse lorsque I’interface est irréguliére ou lorsqu’elle est

composée de particules dont la taille est plus petite que la longueur d’onde du signal

()

— /wmm»' ‘
X GERN)

Figure 2.7 : Propagation d’une onde ultrasonore, (1) propagation, (2) réflexion, et
(3) diffusion

ultrasonore (voir section 2.2.2).

Le transducteur ultrasonore est constitué d’un cristal piézo-électrique qui permet
la conversion d’un signal électrique en onde acoustique, et vice-versa, de la facon
suivante : lorsque le cristal est excité par un signal €lectrique, celui-ci envoie une onde de
pression qui se propage. Ensuite, cette onde ultrasonore est réfléchie ou diffusée aux
interfaces, et est captée par le transducteur qui la convertit en signal de radio-fréquence
(RF).

Lorsque 1’onde ultrasonore se propage dans un milieu, son amplitude diminue en
fonction de la distance parcourue, du type de tissu et de la fréquence du transducteur a
cause de I’atténuation. La relation entre I’amplitude initiale de I’onde et son amplitude

finale apres une certaine distance est la suivante :
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A=A, e (eqn 2.4)

ol A; est 'amplitude finale de 1’onde, A,, son amplitude initiale, off), le coefficient
d’atténuation en fonction de la fréquence, et d, la distance parcourue par I’onde. Pour des
tissus mous en général, on assume une dépendance linéaire de I’atténuation en fonction

de la fréquence [30] :
a(f)=pxf. (eqn 2.5)

Ainsi, f qui est exprimé en dB/MHz.cm ou en Np/MHz.cm, est un paramétre
fréquemment utilisé pour caractériser les tissus biologiques. Le tableau 2.2 indique

quelques exemples de coefficients d’atténuation dans les tissus biologiques.

Tableau 2.2 : Coefficients d’atténuation [ de certains tissus biologiques
(tiré de [29])

oefficient d’atténuation B

~ Tissus biologiques

. (dB/cmMHz)
Sang 0,2
Cerveau 0,5
Graisse 0,65
Foie 0,7
Rein 1,0
Muscle (direction 13
transversale aux fibres) ’
Muscle (direction normale 112

aux fibres)

On remarque que le coefficient d’atténuation augmente lorsque la composition en
eau du tissu diminue. La figure 2.8 illustre deux signaux de radio-fréquence atténués par

différents tissus.
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B = 4 dB/cm.MHz

B =1 dB/cm.MHz

Figure 2.8 : Illustration de signaux RF atténués par différents tissus. (a) Tissu avec

une atténuation de 1 dB/cm.MHz ; (b) Tissu avec une atténuation de 4 dB/cm.MHz.
(tirée de [31])

Une compensation de I’onde atténuée s’avere donc nécessaire si nous voulons une
échogénicité spatialement homogene. Différentes méthodes existent pour estimer le
coefficient d’atténuation d’un tissu tel que le Multi-Narrowband, le Centroid Frequency
Shift, le Log-Power Decay [32], et le Structure Factor Size and Attenuation Estimator

(voir section 3.4.3).

2.2.2 Ultrasons appliqués en médecine vasculaire

En médecine vasculaire, I’échographie est utilisée pour évaluer entre autres des
obstructions d’artéres (I€sions athérosclérotiques) et des maladies thromboemboliques
dans les veines. En clinique, cette modalité est souvent utilisée en duplex scan, c’est-a-

dire que I’imagerie en mode B est couplée avec 1’imagerie en mode Doppler.

2.2.2.1 Imagerie mode B

Le mode B est utilis€ afin de visualiser le vaisseau d’intérét en différents niveaux
de gris. Les sondes échographiques employées en clinique sont des barrettes de

transducteurs linéaires ou circulaires. La différence entre ces deux types de sondes est
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que celle qui est circulaire permet une focalisation de I’onde de pression en une zone
focale dans laquelle la résolution a cet endroit est maximale. L’ utilisation de barrettes de
transducteur permet de générer une image bidimensionnelle du vaisseau imagé. Une autre
facon de générer une image 2-D est de mettre un seul transducteur en mouvement, soit en
balayage linéaire ou circulaire. La relation entre les niveaux de gris de I’image mode B

(Imagenoqes) €t les signaux de radio-fréquence (Signalgr) est le suivant :
Image,, .. =log lollT.Hilbert(Signal RF )H egn (2.6)

ou T.Hibert est la transformée de Hilbert qui permet d obtenir I'enveloppe du signal RF.

2.2.2.2 Imagerie mode Doppler

Le mode Doppler qui est 'autre composante de 'examen duplex, permet de
mesurer la vitesse du flot sanguin. Le principe de 1’échographie Doppler s’énonce comme
suit : Jorsqu’une onde est émise vers un objet en mouvement, I’onde réfléchie par cet
objet voit sa fréquence modifiée. Si ’objet s’approche de la source émettrice, I’onde
réfléchie se retrouve comprimée (diminution de la fréquence). A I'inverse, elle devient
dilatée si I’objet s’éloigne de la source émettrice (augmentation de la fréquence). L’effet

Doppler est illustré a la figure 2.9.
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Figure 2.9 : Illustration de P’effet Doppler

Pour estimer la vitesse d’une particule sanguine en mode Doppler, celle-ci est
calculée par I’équation suivante :

_ CXZEAf

= 2.7
’ 2f,cos@ (eqn 2.7)

ou ¢ est la vitesse de ’onde acoustique dans le milieu considéré, 4f la différence de
fréquence entre 1’onde incidente et 1I’onde réfléchie, f;, la fréquence de I’onde incidente et
cos @, le cosinus de I’angle formé entre la direction du flot et celle de la sonde. L’annexe
A donne plus de détails sur le calcul de la vitesse en mode Doppler.

Les tracés Doppler permettent de déterminer, entre autres, la présence de sténoses
artérielles et d’évaluer son pourcentage de réduction. La figure 2.10 schématise quelques
trac€s Doppler provenant d’arteres saines et pathologiques. Par sa modalité non-invasive
qui permet d’imager des tissus en temps réel, les ultrasons utilisés pour diagnostiquer
plusieurs pathologies peuvent caractériser les désordres hémorhéologiques dans des

vaisseaux.
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Figure 2.10 : Tracés Doppler pour quelques écoulements artériels.
(modifiée de [12])

2.2.3 Diffusion des ultrasons par les érythrocytes

L’échographie est également utilisée, a des fins de recherche, pour caractériser
I’agrégation des globules rouges. L’échogénicité des tissus se quantifie par la puissance
de l'onde rétrodiffusée par les érythrocytes®, et se calcule par le coefficient de

rétrodiffusion ultrasonore (BSC) modélis€ par I’équation suivante :

BSC(k)=mo,(k)S(k) (eqn 2.8)

2 La rétrodiffusion représente la portion de 'onde diffusée & 180 degrés par rapport a I’onde incidente.
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ou m est la densité en nombre des globules rouges, o, la rétrodiffusion transversale d’un
seul globule en cm™.sr', S, le facteur de structure qui décrit I’organisation spatiale des
érythrocytes, et k, le nombre d’onde en rad/m (voir section 3.4.3).

Dans la littérature, la diffusion par une faible concentration de particules suit la
théorie de Rayleigh si la taille de ces particules est beaucoup plus petite que la longueur
d’onde du signal ultrasonore incident. Pour des diffuseurs de Rayleigh, la puissance
rétrodiffusée de ces particules est non-linéaire en fréquence et suit une dépendance a la
puissance quatre. Les globules rouges non agrégés peuvent étre considérés comme des
diffuseurs de Rayleigh [33] puisque la taille de ces derniers est de 'ordre de 7 a 8 pm et
que la longueur d’onde d’un signal ultrasonore 3 35 MHz est d’environ 44 um °.
Cependant, pour des globules rouges agrégés, les amas de diffuseurs ne sont plus
considérés comme étant Rayleigh puisque la longueur d’onde incidente se rapproche de
la taille des agrégats [34, 35]. Tel que montré dans ce mémoire, les ultrasons a haute
fréquence (25 a 35 MHz de fréquence centrale) sont probants pour caractériser le
phénomene dagrégation érythrocytaire puisqu'ils sont sensibles aux cinétiques

d’agrégation [35] et aux changements de taille des agrégats [36].

2.2.4 Autres méthodes proposées pour caractériser [D’agrégation

érythrocytaire

I existe d’autres méthodes permettant la caractérisation de I’agrégation
érythrocytaire telles que la sédimentation, la microscopie, la viscosimétrie et la
rétrodiffusion laser. Toutes ces techniques nécessitent un prélevement sanguin et sont
donc invasives. De plus, en étudiant le sang in vitro, les conditions dynamiques du fluide
se retrouvent modifiées. L’utilisation des ultrasons est donc une méthode qui permet
d’étudier le sang in vivo et in situ, d’ol I’'importance d’approfondir davantage ce

domaine.
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2.2.5 Caractérisation ultrasonore in vivo des agrégats érythrocytaires

N

A ce jour, peu d’études sur la caractérisation ultrasonore de I’agrégation
érythrocytaire ont été effectuées in vivo et in siru. Sigel et al. [37] ont trouvé que
I’échogénicité du sang variait a travers la veine cave et ses différents affluents. Ils ont
émis 1’hypothése que cette variation serait due a I’agrégation €rythrocytaire qui serait
modulée selon le cisaillement du flot, I’hématocrite et la concentration locale de
fibrinogeéne. Par la suite, Machi et al [16], Wang et al [38] et Rouffiac et al. [39] ont
comparé I’échogénicité ex situ dans des veines et arteres en faisant des obstructions
partielles ou completes. Ces auteurs ont remarqué que les veines étaient généralement
hyperéchogeénes comparées aux arteres, et qu’en occluant un vaisseau, I’échogénicité
augmentait. Par ailleurs, Kitamura et al. [40] et Yu et al [41] ont réalisé des mesures
d’agrégation érythrocytaire in vivo dans les veines, et ont également remarqué que
I’échogénicité augmentait apres 1'occlusion du flot. La seule étude in vivo et in situ de
I’agrégation €rythrocytaire corrélée a une pathologie vasculaire a été publiée par Cloutier
et al. [22]. Ces travaux réalisés par échographie Doppler ont montré que I’échogénicité
sanguine était plus élevée chez les patients hyperlipidémiques et qu’elle différait selon le

type de vaisseau sanguin étudié.

2.3 Pied diabétique et hyperagrégation érythrocytaire

Comme mentionnées a la section 2.2.5, ’hyperagrégation érythrocytaire est

associée a des pathologies circulatoires telles que le diabéte.

> En considérant une célérité de 1540 m/s. Nous faisons référence ici 2 une fréquence de 35 MH:z
puisqu’elle correspond a la fréquence centrale maximale utilisée dans ce mémoire.
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2.3.1 Diabete de type 2 et pied diabétique

Le diabete de type 2 qui survient généralement a 1’age adulte, est une maladie
causée par un exces chronique de glucose dans le sang. Une personne en est atteinte
lorsque son organisme ne peut plus utiliser convenablement I’insuline sécrétée par le
pancréas pour réguler sa glycémie *. Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, plus de
150 millions de personnes dans le monde sont diabétiques, dont 90% de type 2, ce qui
entraine des conséquences socio€conomiques trés importantes pour la santé publique.

L’€équilibre glycémique d’un patient diabétique est généralement évalué par le
taux d’hémoglobine glyquée (HbA1C) (tableau 2.3), qui représente le pourcentage
d’hémoglobine li€é au glucose par rapport a la quantité totale d’hémoglobine [42, 43].
Selon la valeur de cette mesure, le diabétique se classe comme étant bien ou mal

équilibré.

Tableau 2.3 : Equilibre glycémique selon le taux d’hémoglobine glyquée (HbA1C)

(tiré de [43])
. TauxdeHbAIC . Equilibre glycémique
Entre 5.0et 6.0 % Individu normal
Entre 6.0 % et 7.5% Diabétique bien équilibré
>7.5% Diabétique mal équilibré

Les sujets diabétiques sont reconnus comme étant a risque pour les artériopathies
des membres inférieurs (AMI). La résistance a I’insuline jouerait un réle clef dans le
développement de ’artériopathie [44]. Ainsi, la concentration de glucose anormalement
élevée dans le sang contribue au développement de 1’athérosclérose en augmentant
I'inflammation des vaisseaux et en altérant différents tissus vasculaires, dont
I’endothélium et la membrane basale des capillaires [45].

Au total, plus de 12 millions de personnes aux Etats-Unis seraient affectées par

les AMI [46, 47]. Au Canada, les quelques €tudes réalisées sur la population canadienne

* L’insuline sert a transformer le glucose dans le sang en divers nutriments pour les cellules de I’organisme.
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ont estimé qu’environ 4% de la population en serait atteinte [48]. Cette pathologie se
caractérise par deux types de 1€sions : (1) par des dépdts de plaques lipidiques dans la
paroi interne de 1’artére (présence de sténose), ou (2) par de la calcification de la paroi
externe de I’artére (sans présence de sténose) associ€e ou non a I’athérosclérose [49]. Les
lésions peuvent €tre proximales, distales ou mixtes. L artériopathie distale touche 1’artére
iliaque et les arteres fémorales communes et superficielles. Les symptOmes de cette
artériopathie sont la claudication > et la réduction de la pulsation artérielle.
L’artériopathie distale affecte les arteres en bas du genou, notamment 1’artére péroniere,
la tibiale postérieure et la tibiale antérieure. Chez les diabétiques, ce type de lésion est la
plus fréquente; elle peut entrainer des troubles trophiques séveres du pied, également
appelés le syndrome du pied diabétique. L’artériopathie mixte est un mélange de 1ésions
proximales et distales.

Les AMI peuvent étre classées en six (6) catégories selon Rutherford (tableau
2.4). Pour les catégories 5 et 6, les ulceres et les gangrénes apparaissent a cause d’une
combinaison de I’ AMI avec une neuropathie qui entraine une perte de sensation du pied.
Ceux-ci sont provoqués par la présence de contraintes répétitives sur certaines zones du
pied lorsque le patient marche. Ainsi, le patient ne ressent par I’effet des contraintes
puisque le pied est engourdi par la neuropathie [50].

Pour traiter un pied diabétique infecté, le patient peut prendre des antibiotiques ou
appliquer des cremes sur la plaie. Si la claudication est légere, le médecin peut
recommander de porter des prothéses dans les chaussures, de mettre des compresses
froides, ou d’appliquer les mesures d’hygienes de bases (laver le pied, couper les ongles,
etc...). Cependant, si I'artériopathie s’aggrave, le traitement peut nécessiter des
interventions chirurgicales, telles les pontages et méme 1’amputation de la jambe. Selon
les statistiques de 1I’American Diabetes Association, entre 14 a 24% des sujets diabétiques

ayant une infection au pied nécessiteraient une amputation [50].

* Le patient ressent de la douleur et des crampes aux niveaux des cuisses et des mollets lorsqu’il fait de
I’exercice, ou dans des cas sévere, lorsqu’il est au repos.
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L’index tibial-huméral (ITH), qui est le ratio de la pression systolique a la cheville

sur la pression systolique au bras, est la mesure clinique la plus utilisée pour €valuer la

sévérité de I’artériopathie des membres inférieurs [46]. Les valeurs normales d’ITH se

situent entre 0.9 et 1.3. Un ITH inférieur a 0.8 signifie la présence d’une ou de plusieurs

sténoses artérielles aux membres inférieurs, et une valeur inférieure a 0.4 signifie la

présence d’une artériopathie tres sévere [12].

Tableau 2.4 : Classification des artériopathies des membres inférieurs selon

Rutherford

Catégorie  Description clinique

(tiré de [51])

~ Criteres

Tapis roulant normal ou test d’hyperémie réactive

0 Asymptomatique — o
aucune occlusion
hémodynamique
significative
1 Légere claudication Le patient compléte I’exercice du tapis roulant
e Pression a la cheville apres exercice > 50 mmHg
mais au moins 20 mmHg plus faible qu’au repos
2 Claudication e Entre les catégories 1 et 3
modérée
3 Claudication sévere o Ne peut compléter I’exercice du tapis roulant
e Pression a la cheville aprés exercice < 50 mmHg
4 Douleur ischémique e Pression a la cheville au repos < 40 mmHg
au repos e Pression a I’orteil <30 mmHg
5 Perte tissulaire e Pression 2 la cheville au repos < 60 mmHg °
mineure — présence o Pression 2 I’orteil < 40 mmHg
d’ulceres et de
gangrene avec
ischémie aux orteils
6 Perte tissulaire ¢ Criteres de pression similaires a la catégorie 5

majeure (s’étend a la
partie
transmétatarsale) —
le pied ne peut Etre
sauvé

% Dans cet article, I’auteur mentionne que la catégorie 5 possede des limites de pressions supérieures a la
catégorie 4 a cause de la nécessité d’une hyperperfusion du membre afin que 1’ulcere puisse guérir.
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2.3.2 Hyperagrégation érythrocytaire chez les patients diabétiques

Il a ét€ remarqué que I’hyperagrégation des globules rouges affecte les sujets
diabétiques atteints d’artériopathie. De plus, les désordres hémorhéologiques jouent un
r6le important dans la rétinopathie et la néphropathie qui affectent ces patients. De
nombreuses études in vitro (basées sur la prise d un échantillon de sang et une mesure en
laboratoire) ont révélé une agrégation érythrocytaire significativement plus €levée chez
les sujets diabétiques comparée aux sujets sains [52-58]. Cette élévation serait
majoritairement causée par une augmentation de la concentration de fibrinogene chez le
patient diabétique, mais certains auteurs ont suggéré qu’une modification de la structure
du fibrinogéne avait également lieu chez les diabétiques [57]. D’autres articles
mentionnent que cette anomalie serait due a un taux €élevé de glucose dans le sang [59].
Ainsi, des modifications au niveau de la membrane du globule rouge pourraient jouer un
role dans cette hyperagrégation mais les études portant sur ce sujet sont contradictoires
[52-54].

Concernant I’AMI qui affecte les patients diabétiques, Giansanti et al. [60] et
Mantskava et al. [59] ont suggéré des désordres rhéologiques plus importants chez ceux
ayant une artériopathie comparativement aux patients sans AMI. Quant a Pargalava et al.
[61], ceux-ci ont révél€ chez les patients diabétiques atteints d’ulcere au pied des indices
d’agrégation plus €levés au niveau du pied infecté qu’au niveau du bras.

Finalement, Cloutier et al. [58] ont &€ les premiers a mesurer 1’agrégation
érythrocytaire in vitro chez des sujets diabétiques par des mesures ultrasonores. Dans
cette publication, les cinétiques d’agrégation €taient plus élevées chez les patients
diabétiques comparées aux sujets sains. Les niveaux d agrégation stabilisés atteints pour
des taux de cisaillement donnés étaient également plus importants dans le groupe
diabétique de type 2 avec glycémie mal controlée.

En faisant la revue de la littérature sur I’hyperagrégation et la méthode
ultrasonore, aucune étude n’a €té réalisée pour mesurer 1’agrégation in vivo et in situ chez

les patients diabétiques.
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2.4 Objectifs du projet

Les objectifs de ce mémoire sont de comparer 1’agrégation érythrocytaire in vivo
et in situ chez des sujets diabétiques atteints d’artériopathie et des sujets sains avec les
ultrasons a haute fréquence. L’agrégation érythrocytaire in vivo estimée par des
parametres quantitatifs est comparée sur une veine de la circulation systémique (i.e, au
niveau du bras) et une veine de la circulation ciblée (i.e., au niveau du pied). Des mesures
biochimiques sanguines, des index d’agrégation in vitro obtenus par rétrodiffusion laser,
I’'index tibial-huméral, et des parametres hémodynamiques sont également mesurés afin
de valider la méthode ultrasonore. Ce projet pilote permet donc de déterminer si les

ultrasons a haute fréquence peuvent caractériser I’agrégation des globules rouges in situ.
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3. METHODOLOGIE

3.1 Sélection des patients

L’échantillon est composé d’un groupe cible et d’un groupe témoin. Pour le
groupe cible, dix patients diabétiques présentant une artériopathie des membres inférieurs
(3 femmes et 7 hommes, 4ge moyen de 53.2 + 7.4) ont été recrutés pour ce projet. Ceux-
ci ont €t€ choisis parmi la base de données du département de radiologie du Centre
Hospitalier de I'Université de Montréal. Par la suite, chaque patient a rempli un
questionnaire portant sur leurs antécédents médicaux. Six des sujets souffraient
d’hypertension, six d’hyperlipidémie, un d’anémie et un autre a déja ét€ diagnostiqué
d’un cancer. La totalité des patients avait un indice de masse corporel supérieur a 25 et
quatre €taient fumeurs. Selon les criteres de Rutherford [51], les patients étaient classés
entre les catégories II et IV. Le tableau 3.1 montre en détail les diagnostics cliniques
pour chacun des patients diabétiques.

Le groupe témoin comprenait dix personnes appariées en age et sexe (3 femmes et
7 hommes, 4ge moyen de 52.8 £ 7.2) qui devaient répondre aux criteres suivants : étre
non fumeurs, ne pas souffrir de maladies cardiovasculaires, d’hypertension, de diabéte ou
d’hyperlipidémie, et ne prendre aucun médicament. Tous les sujets témoins avaient un
indice de masse corporel inférieur a 25.4. 1] est a noter qu’au total, douze sujets témoins
avaient €t€ choisis mais deux ont €t€ exclus de I’étude a cause des résultats biochimiques
sanguins anormalement €levés (nous avons découvert plus tard qu’un des sujets exclus
était en réalit€ un fumeur). Pour ces deux patients exclus, une ou plusieurs des protéines
inflammatoires dépassaient largement le seuil de normalité.

Les participants des deux groupes ont signé€ un formulaire de consentement qui a
ét€ approuvé au préalable par le comité d’éthique du Centre Hospitalier de 1I’Université

de Montréal et par celui de I’Ecole Polytechnique de Montréal.
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Tableau 3.1 : Diagnostic clinique des patients diabétiques recrutés pour ce projet

- Claudication aux

- Dépression

2 coins de rue - Hypertension - Constipation
- Athérome aux - Douleur
arteres fémorales neuropathique
superficielles
- Ischémie des
membres
inférieurs
2 - Ulcere membre v - -
gauche
3 - Claudication 11 - Angine de poitrine - Dépression
membre gauche - Hypertension - Douleur
- Hypercholestérolémie neuropathique
- Acidité estomac
4 - Vasculopathie 111 - Hypertension - Infection
des membres - Hypercholestérolémie fongite
inférieurs avec
ITH surestimé
5 - Claudication I - MCAS - Douleur
membre gauche - Hypertension neuropathique
- Sténose et - Hypercholestérolémie
endoprothese
6 - Diabétique de 111 - - Ostéoporose
nouveau - Cancer
- ITH de 0,35
7 - Plaie 17 orteil v - Hypertension - Douleur
gauche - Hypercholestérolémie  neuropathique
8 - Claudication II - Hypertension - Anémie
- Hypercholestérolémie -
Hypothyroidisme
- Incontinence
- Hypertension
pulmonaire
- Asthme
9 - Claudication v - Hypertension - Dépression
- Infection au pied - Hypercholestérolémie
10 - Amputation du \Y - Hypercholestérolémie -

3° orteil droit
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' Informations tirées a partir du rapport de radiologie

£ Informations tirées a partir de la liste des prescriptions du patient
Pt : Patient

ITH : index tibial-huméral

MCAS : maladie cardiaque athérosclérotique

3.2 Méthodes de collecte de données

Pour ce projet, chaque patient a €t€ soumis a une prise de sang a jeun et un
examen €échographique vasculaire. Les échantillons de sang obtenus ont servi a I’analyse
biochimique et a la quantification in vitro de I’agrégation des globules rouges. Ensuite,
I’examen échographique vasculaire a €t€ divisé en deux étapes : (1) un pré-examen qui a
permis d’obtenir 1’index tibial-huméral, la localisation des vaisseaux et des mesures de

vitesse Doppler, et (2) un examen portant sur les mesures d’agrégation érythrocytaire.

3.3 Analyse sanguine

3.3.1 Analyse biochimique

Environ 30 mL de sang ont été recueillis dans des tubes standards sous vide pour
analyser les constituants suivants :
(1) le taux d’hémoglobine glyquée (HbA1C),
(2) les triglycérides (Tri),
(3) le taux de cholestérol total (Chol),
(4) le taux de lipoprotéines a haute densité (HDL),
(5) le taux de lipoprotéines a basse densité (LDL),
(6) la concentration plasmatique de fibrinogene (Fb),
(7) la concentration plasmatique d’immunoglobuline G (IgG),
(8) la concentration plasmatique d’haptoglobine (Hp), et

(9) 1a concentration plasmatique de protéine C réactive (CRP).
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Le HbA1C qui permet d’évaluer I’équilibre glycémique du patient a ét€ quantifié
par chromatographie liquide a haute performance. Pour le bilan lipidique, des méthodes
enzymatiques standards ont été utilisées pour déterminer la concentration de Trig et de
Chol. Le taux de HDL a ét€ évalué par précipitation de V’apolipoprotéine-B avec du
sulfate de Dextran / MgCl,, et celui du LDL, par la formule standard de Friedewald [62].
Pour analyser les protéines inflammatoires présentes dans le plasma sanguin et pouvant
expliquer des niveaux €levés d agrégation érythrocytaire, la concentration de Fb a été
mesurée par la méthode de Von Clauss (dosage chronométrique du temps de thrombine),
celles du IgG et Hp, par immunonéphélométrie, et celle du CRP par agglutination de

latex.

3.3.2 Mesures d’agrégation in vitro avec I’agrégametre laser

Environ 5 mL de sang ont été recueillis dans des tubes anticoagulés avec de
I’EDTA (ethylene diamine tetra acetic acid) afin de mesurer des indices d’agrégation in
vitro. La méthode standard pour quantifier I’agrégation des globules rouges in vitro est
I’érythro-agrégametre laser (modele Regulest, France). Une premiere séquence de mesure
a été réalis€e sur du sang au taux d’hématocrite systémique, et une deuxiéme, avec
I’hématocrite ajusté a 40 %, toutes deux effectuées a une température de 37 °C. L ajout
de la mesure a 40% d hématocrite vise a respecter des protocoles standardisés tel que
réalisé dans plusieurs études [52, 55, 56, 63]. Ainsi, un hématocrite standard permet
d optimiser la reproductibilité de la technique optique [64].

L’érythro-agrégametre laser est basé sur la rétrodiffusion de la lumieére: un
faisceau laser est envoy€ et celui-ci est rétrodiffus€ par les agrégats de globules rouges.
Contrairement aux ultrasons, l’intensité est maximale quand les érythrocytes sont
désagrégés : ils sont alors désorientés et provoquent une diffusion isotrope de la lumiére.
La diffusion est minimale lorsqu’il y a agrégation sous forme de rouleaux ordonnés.

Cet instrument utilise un écoulement de type Couette, qui consiste en deux

cylindres concentriques, I’un rotatif et I’autre fixe. Avec une telle géométrie, ce type
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d’écoulement permet de générer un taux de cisaillement homogéne dans I’entrefer des
deux cylindres. Les index d’agrégation obtenus avec I’érythro-agrégametre sont calculés
a partir de la courbe de lintensité rétrodiffusée en fonction du temps pour deux
cinétiques d’agrégation différentes.

La premiere cinétique consiste a appliquer un taux de cisaillement tres €levé
(550 s pendant 10 secondes et a arréter le flot brusquement (0 s1). La deuxiéme
cinétique est obtenue en augmentant graduellement le taux de cisaillement a partir d’une
valeur initiale de 6 s jusqu’a une valeur de 720 s™'. Ainsi, la premigre cinétique permet
de déterminer le temps d’agrégation (4), le temps d’agrégation final (tr) et I'indice
cinétique moyen apres 10 secondes d’arrét (S;9). La deuxiéme cinétique quant a elle, sert
a obtenir les taux de dissociation partiel () et total (jp) des agrégats.

Les temps d’agrégation permettent de déterminer si les rouleaux se forment
rapidement ou non : 74 est obtenu par I'inverse de la pente de la courbe de diffusion de la
lumiere entre 0.5 et 2.0 secondes, et #r est le temps correspondant a une variation non
significative de cette courbe. S;y est obtenu en intégrant I’intensité rétrodiffusée entre 0 et
10 secondes, et finalement, % et » sont les taux de cisaillements nécessaires pour

désagréger les rouleaux.

3.4. Examen échographique vasculaire

Pour chaque patient, ’examen échographique vasculaire a été réalisé en deux
étapes, soit (1) un pré-examen effectué avec un échographe duplex clinique (modele ATL
5000 HDI, Philips, MA, USA), et (2) un examen portant sur 1’agrégation des globules
rouges avec un échographe de recherche a haute résolution (modele Vevo 770,
Visualsonics, Toronto, Canada). Durant tout I’examen €échographique, le patient était en
position dorsale. Un gel a été appliqué sur la peau du patient afin de permettre la

propagation des ondes ultrasonores.
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3.4.1 Pré-examen

Le pré-examen a été effectué en duplex scan avec deux sondes multilinéaires,
I’une ayant une fréquence centrale de 12 MHz (L12-5-38), et I’autre ayant une fréquence
centrale de 7 MHz (L7-4). En mode Doppler, la sonde de 12 MHz transmet 2 6 MHz
alors que celle de 7 MHz transmet a 4 MHz. Pour chaque patient, le choix de la sonde
dépendait de la profondeur des vaisseaux recherchés. En mode Doppler, un angle proche
de 60° a été utilisé. La fréquence de répétition de chaque excitation du capteur
ultrasonore (« pulse repetition frequency ») et le volume d’échantillonnage ont été
optimis€s pour chaque vaisseau. Dans tous les cas, le filtre de paroi (« wall filter ») qui
permet d €liminer les artefacts de vibrations de la paroi vasculaire sur le tracé Doppler a
été fixé au minimum («low»).

Ce pré-examen avait pour objectif (1) de calculer I'index tibial-huméral du
patient, (2) de localiser les vaisseaux, et (3) d obtenir les spectres Doppler pour calculer
les parametres hémodynamiques nécessaires a [interprétation de nos résultats

d agrégation érythrocytaire.

3.4.1.1 Calculs de I’index tibial huméral

Comme mentionné a la section 2.3.1 de ’introduction, I’index tibial huméral
(ITH) se calcule en faisant le rapport de la pression systolique de la cheville sur celle du
bras. Les mesures de ces pressions ont €té obtenues par échographie duplex scan couplée
avec un brassard gonflable par la technique suivante : tout d’abord, le brassard est placé
autour de la cheville et la sonde est posée sur I’artere tibiale postérieure. En gonflant le
brassard, la circulation sanguine dans le vaisseau est arrétée partiellement. Ensuite, le
brassard se dégonfle peu & peu et la pression systolique de I’artére est notée au moment
ou I’écoulement sanguin recommence a circuler. La méme technique a été appliquée pour

mesurer la pression systolique du bras dont le vaisseau d’intérét €tait 1’artére humérale.
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3.4.1.2 Localisation des arteres et veines

Les vaisseaux suivants ont €t€ imagés pour chaque patient: au bras, (a) la veine
céphalique (CEP) et (b) I’artere humérale (HUM), et au pied, (c) la veine saphene interne
(SAIJ) et (d) I"artere pédieuse superficielle (PED) (voir figure 3.1). Pour les veines CEP et
SAI une marque rouge a été laissée sur la peau du patient afin de faciliter Jeur repérage
lors des mesures d’agrégation avec 1'échographe de recherche (section 3.4.2). Chez
certains patients, des substitutions ont €té€ effectuées puisque le vaisseau en question était
inexistant ou trop petit. Pour deux patients, la veine CEP a été remplacée par la veine
basilique. De plus, la veine SAI a été substituée par la veine tibiale postérieure pour un
patient, et I'artere PED a ét€ remplacée par I’artere tibiale postérieure pour un autre
patient. Afin de faciliter les notations dans ce rapport, nous garderons les appellations
suivantes pour tous les individus étudiés : CEP pour la veine du bras, HUM pour 1’ artere
du bras, SAI pour la veine du pied, et PED pour I’artére du pied.

Pour les sujets sains, les quatre vaisseaux ont €té€ localisés sur le coté droit des
membres. Pour les patients diabétiques, la veine CEP et I'artere HUM ont ét€ localisées
sur le bras droit alors que la veine SAI et I'artere PED ont été étudides sur le cdté du
membre claudicant le plus sévere. Il est a noter que la circulation sanguine au niveau du
bras sert de référence dans cette étude pour décrire la circulation systémique alors que
celle du pied constitue la zone de référence décrivant la circulation locale du pied (pied

diabétique pour le groupe cible).
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Veine céphalique du bras (CEP) |
Artére humérale du bras (HUM) \

Veine saphéne interne du pied (SAl)
Artére pédieuse du pied (PED)

Figure 3.1 : Localisation approximative des vaisseaux sanguins imagés

3.4.1.3 Mesures des parametres hémodynamiques

Des parametres hémodynamiques artériels et veineux ont été calculés a partir du
mode Doppler et des images mode B. Pour les veines CEP et SAIL le diametre (D)), la

vitesse moyenne (V,,,) et le taux de cisaillement moyen (7 ) ont été estimés. D; est

mesur€ a partir de I’'image mode B de I’échographe Visualsonics, et V,,,, est obtenue par

I’équation suivante :

t

Vcen tre dt

0
Vmoy - At » (eqn 31)

ol Vi enre €st la vitesse au centre du vaisseau mesurée a partir du spectre Doppler, ¢, le
temps, et At, ’'intervalle de temps entre le début et la fin de 1’acquisition (environ
5 secondes). La figure 3.2 illustre un exemple de V.. en fonction de ¢ pour la veine

céphalique du bras.
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Veentre (CM/S)

t(s)

Figure 3.2 : Vitesse au centre du vaisseau en fonction du temps dans une veine
céphalique

Quant a ¥, celui-ci a été calculé selon la formule suivante [65] :

y= 2‘/;”” (;—E—J , (eqn. 3.2)
ol r est le rayon du vaisseau, et n, une constante reliée au profil de vitesse de
I’écoulement. Dans le cadre de ce projet, la forme du profil de vitesse et sa dépendance
temporelle n*ont pu étre mesuré avec 1" instrumentation disponible et nous supposons un
profil parabolique (n = 2). Le peu de pulsatilité€ dans le réseau veineux permet une telle
supposition (écoulement de Poiseuille).

Pour les arteres PED et HUM, les parametres hémodynamiques suivants ont été
calculés 1 D;, V0, la vitesse maximale systolique (Vinax_sys), 'index de résistivité (RI) et
I’index de pulsatilité (PI). D; et V,,, pour les artéres ont été obtenus de la mé&me fagon
que pour les veines, et Vg g0, RI €t PI ont été calculée a partir du spectre Doppler (voir

I’annexe B pour les calculs de RI et PI qui dépendent de la mesure V. g définie

comme le parametre A dans cet annexe).
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Pour les vitesses trés basses dans les veines (< 0.6 cm/s), la sonde Doppler L12-5-
38 qui transmet a 6 MHz n’a pas été€ en mesure de les détecter a cause des filtres de paroi
passe-haut de 1’échographe. Puisqu’une vitesse nulle est peu probable, nous avons
suppos€ une vitesse moyenne V,,,, = 0,6 cm/s pour toute vitesse non détectée par la sonde
Doppler, ce qui correspond a la limite inférieure pouvant €tre détectée a 6 MHz selon la

littérature [66].

3.4.2 Mesures d’agrégation ultrasonores in vivo

Suite au pré-examen vasculaire, I'investigation portant sur 1’agrégation des
globules rouges in vivo dans les veines CEP et SAI a été réalisée avec 1’échographe a
haute résolution. Le systeme ultrasonore de recherche Visualsonics, approuvé pour
I’imagerie des petits animaux, a obtenu une accréditation spéciale de Santé Canada pour
son utilisation dans ce projet clinique. Les sondes de cet appareil consistent en un
transducteur mono-élément focalisé a balayage linéaire. Celles utilisées pour ce projet
possedent une fréquence centrale de 25 MHz (RMS-710, distance focale de 15 mm) et de
35 MHz (RMS-703, distance focale de 10 mm). La vitesse de balayage de la sonde a été
fixée a 20 Hz et la taille des images €tait de 18 mmx18 mm. Il est a noter que les mesures
d’agrégation in vivo ont été réalisées sur les veines seulement puisque les signaux de
radio-fréquence nécessaires pour estimer la taille des agrégats étaient trop atténués dans
les artéres a cause de leur profondeur.

Pour chaque veine, cinq séries d’acquisitions ont été prises, ou chaque série
consistait en 5 images, ce qui donne un total de 25 images RF par vaisseau (voir figure
3.3 a la fin de la section 3.4.3). Puisque la distance focale des sondes de I'appareil
Visualsonics est fixe, des minces couches d’agar d’épaisseurs différentes ont €&té
appliquées sur la peau du patient afin de placer le centre du vaisseau dans la zone focale
du transducteur (mélange de 3 g d’agar, Sigma Chemical, St-Louis, MO, USA, dans une

solution de 8 mL de glycérol et de 100 mL d eau distillée).
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Afin de visualiser les signaux RF lors de I'acquisition, un émetteur-récepteur
Panametrics (modele 5900 PR, Waltham, MA, USA) servant a amplifier et a filtrer les
échos, et un oscilloscope numérique de 8 bits (Gagescope, modele 8500CS, Montréal,
Québec, CANADA) ont été branchés a I’échographe. Les signaux RF ont été enregistrés
pour le sang circulant dans les vaisseaux et pour une solution sanguine a 6 %
d’hématocrite (H6) a une fréquence d’échantillonnage de 500 MHz. La solution H6, qui
consistait en un échantillon de globules rouges suspendus dans une solution saline, a servi
de référence pour la procédure de normalisation des signaux décrite a la section 3.4.3. Cet
échantillon a été placé dans un bécher et a été mélangé uniformément grace a un agitateur
magnétique. Pour chaque série d’acquisitions, 3500 lignes RF (équivalent de 5 images
par acquisition) ont été enregistrées. Ce nombre d'images est identique a celui des

acquisitions veineuses in vivo.

3.4.3 Calcul des parameétres d’agrégation in vivo

Afin d’obtenir des valeurs d’agrégation entre les deux populations, des parametres
quantitatifs ont été calculés a partir d’un estimateur de taille et d’atténuation par le facteur
de structure (SFSAE, Structure Factor Size and Attenuation Estimator) [67]. Trois
parametres calculés ont €t€ obtenus simultanément a partir d’une minimisation par
moindres carrés entre deux valeurs BSC,y, et BSCy.,, s0it D, qui représente le diaméetre
isotrope d’un agrégat’, W, qui représente le facteur de corrélation spatiale des agrégats, et

a, le coefficient d’atténuation de la peau exprimé en dB/MHz (eqn 3.3).

2

F(D,W,a) = |BSC,,, - BSC

(egn 3.3)

theo

Le coefficient de rétrodiffusion théorique du sang (BSCpe,) se base sur

I’approximation de Born compensée en atténuation et se calcule par :

7 D est un parametre relié 2 la taille des agrégats de globules rouges.
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BSC,,.,(k)=mo, (k)S(k)A(k) (eqn 3.4)

ou m représente la densité en nombre des diffuseurs, &, la rétrodiffusion transversale
d’un seul globule rouge, S(k), le facteur de structure, et A(k) I’atténuation.

Le premier terme de I’eqn 3.4, soit la densité des diffuseurs (m), se calcule par

m=— egn 3.5
v (eq )

avec H, I'hématocrite et V,, le volume d’un globule rouge. La premiére mesure est
obtenue expérimentalement par centrifugation a 1'aide de 1'échantillon de sang recueilli
tandis que V, peut étre approximé par 87 pm® tel qu’utilisé dans [68].

Le deuxiéme terme de I’eqn 3.4 qui représente la rétrodiffusion transversale d’un

seul globule rouge (0;) se calcule par

o-b (k) =

vy k4(3 sin(2ka) — 2ka cos(zka)) (eqn 3.6)

Ar? (2ka)’

avec %, keta étant respectivement I'impédance acoustique relative du sang®, le nombre
d’onde’® et le rayon moyen d’un érythrocyte, en supposant ce diffuseur de forme
sphérique.

Quant au troisieme terme de ’eqn 3.4, soit le facteur de structure S(k), celui-ci est
fonction de la transformée de Fourier de g(r) qui représente la probabilité de trouver deux

particules séparées d’une distance r.

S(k) =1+m [(g(r) =D dr (eqn 3.7)

8 L’impédance acoustique relative du sang ¥ se calcule par (Zsung — Zplasma) / Zplasma» U1 Z st 'impédance

acoustique du milieu. Zgy,, = 1.755%10¢ kg.m‘z.s'1 et Zyjaom = 1.580x10° kg.m‘z.s"l, ce qui donne v, = 0.11
[69]

k]

T . C
? Le nombre d’onde se calcule par k = 7 , oli A est la longueur d’onde exprimée comme étant 4 = —

avec ¢, la vitesse du son (1540 m/s) et f; la fréquence.
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En utilisant un développement de Taylor de deuxieme ordre, cette derni¢re équation peut

étre approximée par (voir annexe C)
S(k)=W—%(kR)2 (egn 3.8)

ou R est la taille moyenne des agrégats considérés isotropes. Les valeurs de W et R
constituent des parametres a estimer du modele.

Finalement, le quatriéme terme de I’eqn 3.3 qui correspond a I’atténuation de la
peau A(k) se calcule par
A(k) = e (egn 3.9)
ol « représente une sommation de ¢; et d; (eqn 3.10) qui représentent respectivement
I’atténuation en dB/MHz/cm et ’épaisseur des différentes couches de tissus affectant la
mesure de la rétrodiffusion sanguine, comme celle de la peau, de la couche adipeuse et du
sang. Une dépendance linéaire en fonction de la fréquence est supposée dans ce travail.

Le coefficient d"atténuation est donné par

a=2a,><d, (egn 3.10)

Il constitue le dernier parametre a estimer du modele.
En remplagant les quatre termes de 1’eqn 3.4 par leur équivalent respectif (eqns
3.5, 3.6, 3.8 et 3.9), nous obtenons le coefficient de rétrodiffusion théorique (BSCipe,).

sin(2ka) — 2ka cos(2ka)
(2ka)®

2
BSC,,, (k)= ;]; Hy22k4a3[3 J W —153 (kR)*)xexp(—4ax f) (eqn 3.11)

ou W, R et orsont les inconnus.

La suite de la présente section vise a obtenir le coefficient de rétrodiffusion

expérimental (BSC,,,) qui est obtenu en tenant compte du facteur de normalisation BSCps

comme suit :

S e
BSC =BSCH6><S““"‘ (egn 312)

exp
H6
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RN
3z

BSC,, =

sin(2ka)— 2ka COS(2ka)]2W (eqn 3 ]3)10

2,4 3
Hy, k"a [3 2ka)’

Aux équations 3.12 et 3.13, BSCys est le coefficient de rétrodiffusion de la
suspension H6 mesuré dans un bécher. Sy, et Sys sont les densités spectrales de
puissance du signal rétrodiffusé par le sang dans le vaisseau sanguin et par la suspension
H6. Ceux-ci ont été obtenus a partir de la transformée de Fourier des signaux RF du
milieu respectif.

En résumé, la méthode de minimisation SFSAE permet donc d’évaluer
simultanément les parametres D (ou D = R/ a), W (sans unité) et « (en dB/MHz/cm) en
considérant I'eqn 3.3. Pour les veines CEP et SAJ ces paramétres ont €t€ calculés sur
trois régions d’intérét (ROI) de 60 um de largeur et de hauteurs variables, dépendamment
du diametre du vaisseau. Ainsi, I'utilisation de trois ROI sert a éliminer I’effet des
changements locaux d’échogénicité qui pourraient avoir lieu dans une veine. Pour D et
W, les mesures ont ét€ moyennés sur les trois ROI, alors que « a été calculée pour

chacune des ROI (I’épaisseur de la peau pouvait varier d’une ROI a une autre). La figure

3.3 schématise les €tapes utilisées pour calculer D, Wet o

4
1-H
"% Pour le cas du H6, Wy, = A-H) [69]

(1+2H )2



Sonde
échographique

|
|
/SEQUENBE 1 SEQUENCE 2 SEQUENCE 3 SEQUENCE 4 SEQUENCE 5

Peau du patient

K‘A POUR CHAQUE SEQUENCE
~

POUR CHAQUE ROI

> D W, a
SFSAE (egn 3.2)

Figure 3.3 : Etapes utilisées pour calculer D, W et cxdans les veines céphalique et
saphéne interne

39



40
3.5 Analyses statistiques

Des tests de Student non pairés ont été utilis€és pour comparer les données
biochimiques sanguines, les indices d’agrégation in vitro, et I'ITH entre les sujets sains et
les patients diabétiques. Des tests de U Mann-Whitney ont ét€ choisis pour comparer les
données hémodynamiques et les parametres d’agrégation in vivo entre les deux groupes
de patients. Des tests non-paramétriques ont €té utilisés dans ces cas-ci puisque les
données in vivo comportaient de trés grandes variabilités pour un petit échantillon. Par
conséquent, une distribution normale ne pouvait étre considérée pour ces mesures.

Les résultats sont exprimés sous la forme de moyenne + 1 écart-type. La médiane,
le minimum et le maximum ont été calculés pour les données hémodynamiques, alors que
la médiane, les percentiles & 25 % et a 75 % sont rapportés pour les parametres
d’agrégation in vivo. Les percentiles ont été calculés pour ces derniers afin de présenter
ces résultats sous forme graphique.

Une différence a €té considérée significative lorsque p < 0.05. Tous les tests
statistiques ont €t€ réalisés a I’aide du logiciel Sigma Stat version 3.0 (San Rafael, CA,

USA).
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4. RESULTATS

4.1 Données physiologiques

Les parametres physiologiques pour le groupe de référence et le groupe cible sont

montrés au tableau 4.1.

Tableau 4.1 : Parametres physiologiques mesurés pour les sujets normaux et
diabétiques atteints d’artériopathie des membres inférieurs

~ Sujets diabétiques

© Paramétres physiologiques o . Sujets t€moins

.. - N=10) o (N=10)
Age (années) 53,8+70 532+74
IMC (kg/mz) 23,6+1,8 32,5 £ 5,1%**

Hématocrite (%) 443+ 3.5 420+4,5

HbA1C (%) 0,055 0,001 0,078 £ 0,012%**

Trig (mmol/L) 1,18 £ 0,37 1,68 £ 0,63*
Chol (mmol/L) 5,49 £0,94 4,32 +1,01%
HDL (mmol/L) 1,59 £ 0,27 1,17 £ 0,30%*
LDL (mmol/L) 3,35 +0,87 2,39 £ 0,64*
Fb (g/L) 2,54 0,27 3,37 £ 0,54*%*
IgG (g/L) 9,94 £ 2,49 10,69 £ 2,56
Hp (g/L) 1,17 20,31 2,45 £ 0,63%**
CRP (mg/L) 1,60 £0,99 17,08 £ 38,41**
ITH (pas d’unité) 1,14 £ 0,10 0,91 £ 0,12%**

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 (tests de Student non-pairés)
T N=9

IMC : indice de masse corporelle; HDAIC : hémoglobine glyquée; Trig : concentration
de triglycérides; Chol : concentration de cholestérol total; HDL : concentration de
lipoprotéines a haute densité; LDL : concentration de lipoprotéines a faible densité; 1gG :
concentration d’immunoglobuline G plasmatique; Hp: concentration d’haptoglobine

plasmatique; CRP : concentration de protéine C-réactive plasmatique; ITH : index tibial-
humeéral;
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Tel que montré a ce tableau, I'IMC (p < 0,001), 'HbAIC (p <0,001), les Trig
(p =0,05), le HDL (p = 0,004), le Fb (p < 0,001), I'Hp (p < 0,001), le CRP (p = 0,002) et
I'ITH (p<0,001) sont significativement différents entre les groupes témoins et
diabétiques. Etonnamment, le Chol (p =0,016) et le LDL (p =0,011) sont plus faibles

chez les diabétiques que chez les témoins. Cet aspect sera €laboré en discussion.

4.2 Indices d’agrégation in vitro

Pour les deux groupes d’individus, les index d’agrégation in vitro mesurés avec
I’érythro-agrégametre laser sont montrés au tableau 4.2 pour I"'hématocrite ajusté a 40 %,

et au tableau 4.3 pour I’hématocrite non ajusté.

Tableau 4.2 : Index d’agrégation in vitro mesurés avec I’érythro-agrégametre laser a
un hématocrite de 40 % pour les sujets témoins et diabétiques

~ Index d’agrégation _ Sujets témoins

S ~ Sujets diabétiques
Nl

e L (N1
ta (5) 2,53 0,61 1,84 + 0,29%*
tg (s) 22,36 6,07 12,92 = 3,20%%*
S1o (sans unité) 24,07 = 3,74 29,32 + 4,04%*
o (s 55,82 + 15,98 63,48 + 14,52
s (s 148,5 + 35,98 186,5 = 58,36 =297
** p<0,01 ***p<0,001 (tests de Student non-pairés)

ta: temps d’agrégation; tg: temps d’agrégation final, Sjo: indice cin€tique moyen apres
10 s; yp : seuil de dissociation partiel; Y. : seuil de dissociation total.
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Tableau 4.3 : Index d’agrégation in vitro mesurés avec I’érythro-agrégametre laser a
un hématocrite non ajusté pour les sujets témoins et diabétiques

- Indices d’agrégation.  ~ Sujets témoins ~ Sujets diabétiques
o . . Y(N‘:]O) L o (N’=9)* e
ta (8) 2,56 +0,72 1,87 £ 0,32*
ty (s) 23,85 +7,31 13,89 + 3 41%*
S0 (sans unité) 24,62 + 4,74 28,83 + 5,09 ?=007)
o (s 42,98 + 11,82 57,82 £ 11,52%**
s (sH 92,5 + 14,56 156,11 = 37,06*

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 (tests de Student non-pairés)
; p 4 P
N=9

ta: temps d’agrégation; tp: temps d’agrégation final, S;¢: indice cinétique moyen apres
10 s; vp : seuil de dissociation partiel; Vs : seuil de dissociation total.

Selon le tableau 4.2, les index d’agrégation par rétrodiffusion laser pour le sang
ajusté a un hématocrite de 40% différent significativement entre les deux populations
pour les parametres ta (p =0,003), tr (p <0,001) et Sio (p=0,007). ¥p et ys sont
également plus élevés pour les sujets diabétiques sans y €tre significativement différents
(p =0,276 et p =0,097, respectivement). Le tableau 4.3 indique les index obtenus avec
I’hématocrite non ajusté. Dans ce cas, les parametres tay (p =0,013), tp (p = 0,002), vp
(p =0,013) et ys (p <0,001) sont statistiquement différents entre les deux groupes. De
plus, Sjo est plus élevé chez les sujets diabétiques sans étre statistiquement supérieur
(p =0,079). Que ce soit a un hématocrite ajusté ou non, ces résultats confirment des
niveaux sup€rieurs d’agrégabilité érythrocytaire pour le groupe cible. Nous utilisons ici le
terme agrégabilit€ pour décrire la tendance accrue a former des agrégats et a résister aux

forces de cisaillement. Les parametres des tableaux 4.2 et 4.3 ne décrivent pas

I’agrégation en termes de taille ou de structure.
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4.3 Données hémodynamiques

Les tableaux 4.4 et 4.5 montrent les parametres hémodynamiques artériels et
veineux calculés pour les sujets t€moins et diabétiques. Les parametres veineux (tableau
4.4) confirment I"existence de vitesses moyennes (Vo ;) et de taux de cisaillement (7 ;)
statistiquement plus €levés chez les diabétiques pour les deux types de veines (p = 0,054
pour Vioy cep, p= 0,011 pour Viyey sar, €t p= 0,009 pour ¥ cep €t 7 sap). Pour les
parametres artériels (tableau 4.5), nous observons au niveau de I’artére pédieuse (PED),
des différences significatives pour la vitesse moyenne (Vmoy_pep) (p = 0,01), I'index de
résistivit€ (RIpgp) (p= 0,03) et V'index de pulsatilité (Plpgp) (p = 0,003). Aucune
différence statistique entre les deux groupes n’a €té relevée pour les diametres des

vaisseaux (D;) (p > 0,273) et les vitesses maximales systoliques (Vmax_syst i) (p > 0,438).

Tableau 4.4 : Parametres hémodynamiques veineux calculés pour les sujets témoins
et diabétiques

4,38+0,93

(méd = 4,12; min = 3,30; max = 6,24) (méd = 3,69; min = 2,10; max = 6,24)
2,42 +0,63 2,33+0,53

(mm) (méd = 2,23; min = 1,53; max = 3,29) (méd =2,41; min = 1,74; max = 3,21)
Vinoy_cEp 4,16 3,95 9,17 £ 7,47 ¢ =0059
(cm/s) (méd = 2,84; min = 0,60; max = 11,60) (méd = 6,51; min = 2,15; max = 25,44)
Vmoy_SAI 1,72+ 1,71 4,66 +239 *
(cm/s) (méd = 1,11; min = 0,60; max = 6,12) (méd = 4,98; min = 0,73; max = 8)

7 CcEP 248 +245 69,3+ 64,6 **

(S‘]) (méd = 20,0; min = 4,0; max = 70,0) (méd = 46,5; min = 23,0; max = 230,0)

¥ sAl 21,6 £26,6 51,7+ 29,6 **

(s'l) (méd = 10,5; min = 5,0; max = 91,0) (méd = 51,0; min = 8,0; max = 109,0)

*p<0,05 **p<0,01 (testsde UMann-Whitney)
méd: médiane; min: minimum; max: maximum

CEP : veine céphalique (bras); SAI: veine saphéne interne (pied); D;: diameétre du
vaisseau i; Vpoy i @ Vitesse moyenne du vaisseau #; 7 ;: taux de cisaillement de la veine i.
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Tableau 4.5 : Parameétres hémodynamiques artériels calculés pour les sujets témoins
et diabétiques

4,49 £ 0,66 4,54£0,98
(méd = 4,43; min = 3,33; max = 5,44) (méd = 4,57; min = 2,97; max = 6,09)
2,07+0,48 2,30+ 0,94
(méd = 1,99; min = 1,39; max = 6,12) (méd = 2,47; min = 0,88; max = 3,54)
Vinax_syst_HUM 76,5 15,8 80,9+26,7"
(cm /s) (méd = 77,2; min = 39.4; max = 92,9) (méd = 96,9; min = 35,8; max = 114,5)
Vimax_syst_PED 57,1+ 16,3 5933117
(cm/s) (méd = 54,6; min = 37,6; max = 96,0) (méd = 58,2; min = 16,0; max = 110,4)
Vinoy HUM 11,9+4,7 153+55"7
(cm/s) (méd = 12,6; min = 4,6; max = 19,2) (méd = 15,1; min = 6,4; max = 23,7)
Vmoy_PED 4,7 + 2,4 ]3,8 + ]0,5 *
(cm/s) (méd = 4,0; min = 1,4; max = 9,7) (méd = 12,4; min = 2,1; max = 37,9)
Rlsum 0,99 + 0,03 0,97 +0,05"
(sans unité) (méd = 1,00; min = 0,91; max = 1,00) (méd = 1,00; min = 0,88; max = 1,00)
Rlpep 1,00 + 0,01 0,90+0,107 "
(sans unité) (méd = 1,00; min = 0,99; max = 1,03) (méd = 0,88; min = 0,78; max = 1,00)
Plhum 8,38 +2,88 6,84+2,57"1
(sans unité) (méd = 7,65; min = 4,08; max = 12,24) (méd = 7,20; min = 3,55; max = 11,64)
Plpep 20,52 + 14,95 682+537"°

(sans unité)

(méd = 14,70; min = 10,88; max = 57,67)

(méd = 3,62; min = 1,29; max = 16,62)

* p < 0,05,

(test de U Mann-Whitney)

"N=9
méd : médiane; min : minimum; max : maximum

HUM : artere humérale (bras); PED : artere pédieuse (pied); D;: diametre du vaisseau i,
Vinoy_i - Vitesse moyenne du vaisseau i, Vimax_syst_i : Vitesse maximale systolique de I’artére
i; RI;: index de résistivité de I’artere 7, PI; : index de pulsatilité de I’ artere i.
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4.4 Echogénicité sanguine in vivo

4.4.1 Parametres d’agrégation in vivo

A partir de 'équation 3.3, les paramétres d’agrégation in vivo D et W ont été
calculés pour les deux veines, soit la veine céphalique (CEP) et la veine saphéne interne
(SAI), et ce avec les sondes de 25 MHz et 35 MHz.

Puisque D et W ne peuvent €tre analysé€s sans tenir compte du taux de cisaillement
(7 ) dans le vaisseau, nous avons cré€ des variables D.y et W.y D et W reflétent
I’agrégation in vivo tandis que D.yet W.y mesurent I’agrégabilité. En émettant comme
hypothése que la taille des agrégats suit une loi inverse proportionnelle en fonction du
taux de cisaillement [14, 70], nous supposons que D en fonction de ys’exprime comme
étant D= C/ y ol C représente une constante. Ainsi, c’est la constante C= D.y qui
permet la comparaison entre les populations diabétiques et t€émoins pour ce qui a trait a la
tendance des agrégats a résister aux forces de cisaillement. Le méme principe s’applique
pour le parametre W. .

Les figures 4.1 et 4.2 montrent respectivement D. ypour la veine CEP et la veine
SAI a 25 MHz pour chacune des populations, et W.y pour les mémes vaisseaux. Les
figures 4.3 et 4.4 illustrent les mémes parametres avec la sonde de 35 MHz.

A 25MHz, D.y (figure 4.1) et W.y (figure 4.2) sont statistiquement plus élevés
chez les diabétiques pour les deux veines (p < 0,021), et ne different pas entre les deux
veines pour un méme groupe d individus (p > 0,186). Les mémes tendances s’observent a
35 MHz : la différence entre les deux populations pour D. ¥ est significative pour la veine
CEP (p < 0,021, figure 4.3) mais non significative pour la veine SAI (p = 0,07, figure
4.3). Pour W.% il est plus élevé chez les diabétiques pour les deux vaisseaux (p< 0,026,

figure 4.4). Comme a 25 MHz, D.y et W.y a 35 MHz ne different pas entre les deux
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vaisseaux pour une méme catégorie de sujets (p > 0,57). Cependant, nous observons que

les parametres D.y et W. ysont moins élevés a 35 MHz qu’a 25 MHz.

1000

100 - o]

p=0.,006
L NS
1 T

J
CEP CEP
(Diab) (Tem)

SAl SAl
(Diab)  (Tem)

Figure 4.1 : Le parametre D. yen fonction du groupe d individus (Diab —
diabétiques, Tem - témoins) pour la veine céphalique du bras (CEP) et la veine
sapheéne interne du pied (SAI) a 25 MHz. Chaque diagramme en boite représente la

médiane et les percentiles a 25 % et 75 %.
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Figure 4.2 : Le parametre W. yen fonction du groupe d'individus (Diab -
diabétiques, Tem - témoins) pour la veine céphalique du bras (CEP) et la veine
saphene interne du pied (SAI) a 25 MHz. Chaque diagramme en boite représente la
médiane et les percentiles a 25 % et 75 %.
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Figure 4.3 : Le parametre D. yen fonction du groupe d’individus (Diab —
diabétiques, Tem - témoins) pour la veine céphalique du bras (CEP) et la veine
saphene interne du pied (SAI) a 35 MHz. Chaque diagramme en boite représente la

médiane et les percentiles a 25 % et 75 %.
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Figure 4.4 : Le parametre W. yen fonction du groupe d’individus (Diab -
diabétiques, Tem - témoins) pour la veine céphalique du bras (CEP) et la veine
sapheéne interne du pied (SAI) a 35 MHz. Chaque diagramme en boite représente la

médiane et les percentiles a 25 % et 75 %.

4.4.2 Parametres d’atténuation

Afin de valider la méthode SFSAE qui calcule simultanément les parametres D,

W et a, les coefficients d’atténuation a estimés ont été tracés en fonction de I’épaisseur de

la peau des individus mesurée sur I'image échographique (figure 4.5 ct tableau 4.6). Le

coefficient f en dB/MHz/mm a ét€ obtenu en tragant une régression linaire de type

50
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y=f x+ b, ol x représente 1’épaisseur de la peau au dessus du vaisseau et b, ’origine de

la droite. Pour évaluer I’atténuation de la peau, les valeurs de a ont été calculées sur

chacune des régions d’intérét contrairement aux valeurs de D et W qui ont ét€ moyennées

sur les trois régions d’intérét. Ceci s’explique par le fait que 1’épaisseur de la peau

pouvait varier d’'une région a une autre. Par conséquent, trois valeurs de a en fonction des

épaisseurs de la peau ont été utilisées pour chaque individu afin de calculer des

régressions linéaires.

Un exemple de régression linéaire est illustré a la figure 4.5 pour la peau du pied

chez les patients diabétiques avec la sonde de 25 MHz. Les constantes 5, b et les

. , . 2 z
coefficients de régression R” pour les autres cas sont montrés au tableau 4.6.

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4 -

o (dB/MHz)

0,3 A

0,2

[ 4

y = 0,073x + 0,084
R =0,79

01

2 4 6 8

e

Epaisseur de la peau (mm)

10

Figure 4.5 : Coefficient d’atténuation o/(dB/MHz) en fonction de I’épaisseur de la
peau du pied chez les patients diabétiques a 25 MHz. Une régression linéaire de type
y = fx + b est tracée, ou f§ représente la pente de la droite, x, I’épaisseur de la peau et

b, une constant 2 ’origine. R* est le coefficient de régression de la droite.
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Tableau 4.6 : Equations des régressions linéaires de I’atténuation a des sujets
témoins (Ctr) et diabétiques (Diab) en fonction de I’épaisseur de 1a peau ainsi que les
coefficients de régression (R?) correspondant a 25 MHz et 35 MHz au bras et au

pied
 Préquénce ... Peau ' = ¥ Groupe. . Eqn dela - = Rz*
 (MHz) . dindividus e répressiond o 0 o
Bras Ctr 0,074 x + 0,066 0,44
25 Diab 0,097 x + 0,077 0,65
Pied Ctr 0,059 x + 0,13 0,75
Diab 0,073 x + 0,08 0,79
Bras (?tr 0,079 x + 0,072 0,71
35 Diab 0,118 x - 0,001 0,69
Pied Ctr 0,059 x + 0,101 0,89
Diab 0,057 x +0,163 0,69

* Toutes les régressions €taient significatives (p < 0,0001)

De fagon générale, nous obtenons des coefficients d’atténuation f§ semblables
pour les deux transducteurs de 25 et 35 MHz. De plus, S est plus élevé chez les sujets
diabétiques comparé aux sujets témoins, et est plus élevé pour la peau du pied comparé
au bras. Ainsi pour les sujets sains, nous obtenons f = 0,07 dB/MHz/mm pour la peau du
bras et f=0,060dB/MHz/mm pour la peau du pied, alors que nous obtenons
B =0,1 dB/MHz/mm pour le bras des sujets diabétiques. Seul, S au niveau de pied differe
chez les patients diabétiques entre les deux transducteurs (f = 0,073 dB/MHz/mm a

25 MHz versus f = 0,057 dB/MHz/mm a 35 MHz).
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S. DISCUSSION

Ce chapitre traite de 1’analyse des résultats obtenus au chapitre précédent,
notamment des données physiologiques et hémodynamiques, des index d’agrégation in

vitro et in vivo, ainsi que des limitations et améliorations possibles de ce protocole.

5.1 Données physiologiques

Comme le montre le tableau 4.1, I'IMC (p < 0,001), 'HbAIC (p < 0,001), le Fb
(p<0,001), I'Hp (» < 0,001) et la CRP (p = 0,002) sont significativement différents entre
les groupes témoin et diabétique. L’IMC est nettement supérieur pour le groupe cible
puisque la majorité des patients diabétiques participant a ce projet présentait un surplus
de poids considérable (le plus obese des patients avait un IMC de 42). Ceci s’explique par
le fait que 1’obésité est un facteur de risque pour le diabete de type 2. 1l était également
prévisible d"avoir un HbA1C significativement plus élevé chez les diabétiques. Selon la
classification de I’équilibre glycémique présentée au tableau 2.3, trois des patients du
groupe cible étaient des diabétiques bien équilibrés et les sept autres étaient mal
équilibrés.

Concernant les concentrations de protéines plasmatiques plus élevées chez les
diabétiques, ces résultats concordent avec plusieurs études pour le Fb [53, 58, 60], I'Hp et
la CRP [58]. Les concentrations de ces protéines plasmatiques supérieures a la normale
sont des indicateurs du niveau d’inflammation élevé li€ a la pathogénése du diabete de
type 2. Certaines études ont méme décelé une concentration de Fb plus élevée entre les
patients diabétiques ayant une artériopathie et ceux sans artériopathie [52, 60], et
également entre les diabétiques bien équilibrés et ceux mal équilibrés [52, 53, 56]. Dans
le cadre de ce projet, différencier les différentes classes de diabeéte n’a pas été possible a

cause d’un échantillonnage trop faible (voir la section 5.7).
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Comme le montre également le tableau 4.1, étonnamment le Chol (p = 0,016) et
le LDL (p = 0,011) étaient plus faibles chez les diabétiques que chez les sujets témoins,
alors que le HDL était plus faible (p <0,01) et que Trig était plus élevé chez les
diabétiques (p =0,05). Nous pouvons expliquer ceci par le fait que la majorit€ des
patients diabétiques prenaient des hypolipidémiants ou des hypocholestérolémiants (voir
le tableau 5.2 plus loin dans ce chapitre). L’effet de ces médicaments aurait diminué€ le
mauvais cholestérol de ces patients 4 un tel point qu’il serait plus faible que celui des
sujets témoins.

Finalement, I’ITH qui est le ratio de la pression systolique de la cheville sur celle
du bras, était moins élevé chez les sujets diabétiques (p < 0,001). Un ITH inférieur a 1
indiquerait la présence de sténoses aux membres inférieurs. Nous avons remarqué que ces
index pour les sujets diabétiques étaient relativement élevés pour les patients de classes
de Rutherford II a V. Ceci peut étre expliqué par le fait que I'ITH peut étre surévalué a

cause de la médiacalcose artérielle'' présente chez les diabétiques.

5.2 Indices d’agrégation in vitro

Selon le tableau 4.2 qui montre les index d’agrégation in vitro pour le sang ajusté
a 40 % d hématocrite, ta (p =0,003), tg (p <0,001) et S;o (p=0,007) différaient
significativement entre les deux groupes d individus. Pour le tableau 4.3 qui indique les
index obtenus avec I’hématocrite non ajusté, ta (p = 0,013), tr (p = 0,002), vp (p < 0,001)
et vs (p =0,013) étaient également statistiquement différents entre les sujets témoins et
diabétiques. Les similitudes entre les valeurs des tableaux 4.2 et 4.3 s’expliquent par le
fait que I’hématocrite ne différait pas entre les deux groupes (tableau 4.1). Des tx et tg
plus petits, ainsi qu'un Sjo plus élevé (S)o est inversement proportionnel a ta et tp)
indiquent une cinétique d’agrégation plus rapide lorsque I’écoulement est arrété pour

favoriser I"agrégation. De plus, Yp et 'ys supérieurs chez les diabétiques révelent des forces

"' La médiacalcose signifie une calcification de la média, une des parois de I'artére.
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d’adhésion plus importantes puisque des cisaillements plus élevés sont nécessaires pour
désagréger les rouleaux.

Les résultats des tableaux 4.2 et 4.3 suggerent que ta, tr €t Sjo ne seraient pas
affectés par I’hématocrite, mais que les seuils de cisaillement yp et ¥s le seraient. Ceci
porte a croire qu’un hématocrite non ajusté pourrait avoir un impact sur des mesures de
I’érythroagrégametre comme le suggere [64]. Ainsi, des seuils de dissociation plus grands
au tableau 4.2 suggerent que les forces d’adhésion sont plus élevées entre les globules
rouges du fait que nous avons augmenté la concentration des protéines plasmatiques pro-
agrégeant tel le fibrinogeéne pour obtenir un hématocrite de 40 %.

Cependant, avec ou sans normalisation de I’hématocrite, les index in vitro
suggerent des niveaux d’agrégabilité plus élevés chez les sujets diabétiques atteints

d’artériopathie comparés aux sujets t€émoins, ce qui est cohérent avec la littérature [52-56,

58, 60].

5.3 Données hémodynamiques

Concernant les données hémodynamiques rapportées aux tableaux 4.4 et 4.5,
nous remarquons des différences significatives entre les deux populations au niveau des
taux de cisaillements veineux (p = 0,009 pour CEP et SAI) et des vitesses moyennes
veineuses (p = 0,054 pour CEP et p=0,011 pour SAI). Au niveau artériel, Vyoy PED
(p=0,01), RIpgp (p=0,03) et Plpgp (p =0,003) différaient entre les deux groupes
d’individus.

Une augmentation de vitesse au niveau des membres inférieurs chez les
diabétiques12 a été observée a maintes reprises dans la littérature [71-73]. Deux

phénomenes peuvent expliquer cette réalité : 1’épaississement de la membrane basale au

2 1ci, nous parlons de diabétiques qui sont 2 un stade élevé dans 1’évolution de la maladie, ce qui est le cas
des sujets choisis pour notre étude.
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niveau des capillaires et des artérioles [74], ainsi que la présence accrue de micro-fistules
artério-veineuses '’ (AV) chez les patients diabétiques atteints de neuropathie [45].

Ainsi, I’épaississement de la membrane basale des capillaires et des artérioles a
été rapporté chez les diabétiques [45, 71, 74]. Ce phénomene, qui serait beaucoup plus
accentué au niveau des membres inférieurs, a également été observé dans la rétine de
Peeil chez les diabétiques [75]. Il résulterait d’une dysfonction endothéliale causée par
une hyperglycémie chronique. En s’épaississant, les vaisseaux ne peuvent se dilater et
perdent leur capacité d’autorégulation. L’effet de cette absence d’autorégulation entraine
une augmentation de la pression hydrostatique dans les capillaires et une augmentation du
débit sanguin dans les artérioles.

La présence de micro-fistules AV pourrait expliquer les vitesses veineuses plus
élevées au niveau du pied chez le groupe cible. Parmi nos patients diabétiques, nous
avons observé que plusieurs d’entre eux avaient des problemes de varices ou d’ulcéres
veineux au niveau du pied ou de la cheville. Ainsi, il a été€ observé que les patients ayant
des ulceres au pied avaient une présence considérable de fistules AV comparés aux sujets
témoins [76]. De plus, un autre phénomeéne pourrait expliquer les vitesses veineuses
supérieures au pied chez les diabétiques : sachant que la vitesse artérielle est plus élevée
par ’absence d’autorégulation du débit, un retour veineux plus élevé résulterait de ce
phénomene.

Par contre, nous avons également trouvé que la vitesse moyenne au niveau de la
veine du bras différait entre les deux populations. Ceci pourrait résulter d’'un mécanisme
de compensation de I’hyperagrégation érythrocytaire chez les patients diabétiques.
Puisque I’agrégation est favorisée dans les veines a cause d’un écoulement moins rapide,
ce mécanisme ne serait alors pas observé dans I’artere humérale. Ainsi, une vitesse élevée
entraine un taux de cisaillement €levé qui favorise la désagrégation des globules rouges.

Cette hypothése sera abordée plus en détail a la prochaine section.

13 .. . . L. . .
Les fistules artério-veineuses sont des passages directs du sang artériel vers le sang veineux dus a une
absence ou un disfonctionnement des réseaux capillaires. :
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Il est & noter qu’une augmentation des vitesses artérielles et veineuses n’est pas un
phénomene exclusif aux diabétiques atteints d’artériopathie des membres inférieurs, car il
a également été observé chez des diabétiques atteints de rétinopathie [77].

Finalement, concernant Rlpgp et Plpgp qui sont plus faibles chez les diabétiques,
ces deux valeurs qui sont associées a la résistance au flot et a la compliance de I’artere
[78] montrent de plus que I’écoulement sanguin est perturbé chez les diabétiques [76,
79].

5.4 Indices d’agrégation in vivo

5.4.1 Comparaison des parametres d’agrégation in vivo

Tels qu observés aux figures 4.1 3 4.4, D.yet W.yse sont avérés statistiquement
différents entre les deux groupes pour les veines CEP et SAI a 25 MHz, tandis qu'a
35 MHz, seul le parametre W.y était significativement différent (p = 0,07 pour D. ) ce
qui est toutefois proche de la limite statistique). Tel que défini antérieurement [67, 69], D
est un indice des tailles d’agrégats et W représente 1’organisation structurelle des
agrégats. En regardant le tableau D.1 de 1’annexe D, il est possible de constater que D et
W mesurés in vivo semblaient donner des valeurs plus élevés chez les diabétiques mais
sans en €tre significativement différentes entre les deux groupes. De plus, nous pouvons
observer que les valeurs de D et W sont plus petites que dans les études de [67, 69]
puisque les taux de cisaillement in vivo sont beaucoup plus €levés que dans les études in
vitro.

Puisque I'agrégabilité érythrocytaire est augmentée chez les patients diabétiques
de type 2 (selon nos mesures in vitro rapportées au tableau 4.3 et plusieurs études citées
a la section 2.3.2), nous pouvons donc conclure que cette hyper-agrégabilité n'engendre

pas d augmentations significatives in vivo de la taille des agrégats et du facteur de
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structure W chez les patients diabétiques, a cause des niveaux de cisaillement supérieurs
observés dans les veines de ce groupe d individus (tel que montré au tableau 4.4).

Ceci constitue une nouvelle observation jamais rapportée dans la littérature.
L augmentation du cisaillement veineux, et possiblement artériel, pourrait constituer un
mécanisme d autorégulation visant a maintenir la perfusion tissulaire chez les sujets
diabétiques chroniques, tels que ceux de notre étude. Ainsi, dans le cas de crise aigue,
I’hyperagrégation peut entrainer des désordres hémodynamiques transitoires qui seraient
normalisés par ce mécanisme d’autorégulation lorsque la crise devient chronique.
Cependant, des travaux supplémentaires devront étre effectués afin de valider cette
hypothese.

Par les parametres D.yet W.yplus élevés chez les diabétiques, ceux-ci possedent
donc une agrégabilité érythrocytaire statistiquement plus élevée comparée aux sujets
témoins. Par contre, il s’est avéré intéressant de constater que D.y et W.y n étaient pas
statistiquement différents entre la veine CEP et SAI pour un méme groupe d individus.
Ceci nous suggere que ’hyperagrégabilité chez les diabétiques atteints d’artériopathie des
membres inférieurs ne différe pas entre la circulation locale d'un endroit cible (i.e, le
pied) et la circulation systémique (i.e, celle du bras), ce qui est une observation différente
de celle rapportée par Pargalava et al. [61]. Cette différence peut étre expliquée par le fait
que leurs mesures d’agrégation ont €té réalisées juste avant I’amputation de 1’orteil ou du
pied du patient diabétique. A un stade ol le membre ne peut étre sauvé, le niveau
d’inflammation local pourrait €tre plus €levé qu’au niveau systémique, ce qui entrainerait
une hyperagrégation encore plus prononcée au niveau du pied qui ne pourrait plus étre
régulée par une augmentation des forces de cisaillement.

Il est & noter qu’a ce jour, I’algorithme SFSAE étudi€ sur des modeles in vitro n’a
été appliqué que sur des données a 25 MHz [67]. Si nous comparons les résultats de D et
de W entre les deux transducteurs (voir tableaux D.1 et D.2 de annexe D), nous
remarquons que les valeurs a 35 MHz semblent légerement plus faibles qu’a 25 MHz.
Ceci pourrait étre expliqué par le choix d’une bande passante différente d’un transducteur

a un autre. Par conséquent, la fonction de colt F(D, W, &) minimisée par I algorithme
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SFSAE (eqn 3.3) donnerait des valeurs non similaires a ces deux fréquences. Une autre
possibilité qui expliquerait cette différence est qu’a 35 MHz, la linéarité de I’atténuation
en fonction de la fréquence pourrait ne plus s’appliquer (eqn 2.5) : ceci donnerait des
valeurs d’atténuation semblables (tableau 4.6, voir section 4.4.2) mais des valeurs
différentes de D et W (tableau D.1, voir annexe D) pour un méme vaisseau. Des travaux
supplémentaires devraient étre effectués afin de mieux comprendre 1’application de
I"algorithme SFSAE sur des données a 35 MHz.

Il parait difficile de comparer nos résultats in vivo avec ceux de la littérature
existante puisque la présente étude est la premiere ou des mesures quantitatives in situ de
I’agrégation sont rapportées (voir section 2.2.5). Seul, Cloutier et al [22] ont conclu que
des mesures de rétrodiffusion ultrasonore Doppler pouvaient permettre de détecter des
niveaux d’agrégation différents in siru entre deux populations, soit des sujets
hyperlipidémiques et des sujets témoins. Kitamura et al [40] et Yu et al [41] ont, quant a
eux, remarqué que les ultrasons a haute fréquence pouvaient détecter des niveaux
d’agrégation différents en fonction des cisaillements appliqués au vaisseau in vivo. Les
résultats de notre projet semble montrer les mémes tendances que celles rapportées

antérieurement [22].

5.4.2 Comparaison des valeurs d’atténuation

Comme montrés a la figure 4.5 et au tableau 4.6, les coefficients d’atténuation «
en dB/MHz ont été évalués en fonction de I’épaisseur de la peau. Pour les sujets témoins,
nous avons obtenu une atténuation £ a = 0,07 dB/MHz/mm, pour la peau du bras et de f =
0,06 dB/MHz/mm pour la peau du pied. Chez les sujets diabétiques, nous obtenons une
atténuation f a = 0,1 dB/MHz/mm, pour la peau du bras et de f = 0,06 a
0,07 dB/MHz/mm pour la peau du pied.

Afin de comparer nos résultats d’atténuation, le tableau 5.1 résume les différentes
valeurs de £ trouvées dans la littérature et obtenues in vivo a haute fréquence au niveau de

I’avant-bras, ainsi que la méthode d’estimation utilisée.
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Tableau 5.1 : Comparaison des différents coefficients d’atténuation () mesurés in
vivo selon la littérature

_Auteurs  Coefficients Localisation - Fréquence

et années . PBestimés - a estimation ~ centrale
s ldB/MHYmm) e . . (MH2)
Guittet et al. 0,08 - 0,36 CFSa avant-bras (derme) 40
[31]
Guittet et al. 0,07 - 0,36 CFSa avant-bras (derme) 40
[80]
Raju et al derme : 0,08 - 0,39 MNB avant-bras (dermeetg. 28, 30, 44
[81] 2. sub. : 0,01 - 0,06 sub.)

g. sub. : gras subcutané; CFSa : « Centroid frequency shift » par spectre autorégressif;
MNB : « Multi-narrowband ».

En comparant les coefficients d’atténuation f obtenus par la méthode SFSAE
pour nos deux groupes de patients (tableau 4.6) avec ceux de la littérature, nous
remarquons que les valeurs de £ de notre étude se situent vers la limite supérieure du gras
subcutané et vers la limite inférieure du derme (tableau 5.1). Ceci pourrait étre expliqué
par le fait que a calcul€ par le SFSAE est global et qu’il somme 1’atténuation de chacune
des couches de tissus (voir eqn 3.10). Ainsi, § de la peau du bras est plus petit que celui
du pied, ce qui suggere que la peau du pied aurait une couche adipeuse plus épaisse que
celui du bras puisque la veine saphene interne du pied est plus profonde que la veine
céphalique du bras.

En observant le tableau 4.6, nous remarquons de plus que les valeurs de £ ont une
tendance a €tre plus élevées chez les diabétiques (sauf pour le cas de la peau du pied a
35 MHz). Une peau plus épaisse chez les patients diabétiques causée par une
modification du collagéne expliquerait I’atténuation qui est plus élevée [82]. Ainsi, ce
changement des propriétés de la peau chez les diabétiques s’observerait tant au niveau du

bras qu’au niveau du pied.
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Concernant la différence des f entre les deux transducteurs pour chacun des
groupes d’individus, les valeurs sont assez semblables, sauf pour le cas de la peau du pied
a 35 MHz chez les diabétiques (f = 0,057 a 25 MHz et § = 0,073 dB/MHz/mm a
35 MHz). Puisque nous avons suppos€ que 1’atténuation de la peau est plus élevée chez
les diabétiques, nous pouvons donc nous questionner sur la valeur de S obtenue dans le
cas du pied chez les diabétiques a 35 MHz. Nous pouvons supposer que cette légere
différence serait causée par une ou deux données extrémes qui ont changé la régression
linéaire obtenue.

Comme mentionné a la section 5.4.2, le SFSAE pourrait dépendre de la fréquence
du transducteur, et des travaux supplémentaires sur I’application de cet algorithme a
35 MHz s’averent donc nécessaires.

Finalement, une comparaison des S obtenus avec le SFSAE et les autres méthodes
d’estimation de I’atténuation telles que le MNB et le CFS, aurait dii étre effectuée. Ce

point sera abord€ a la section 5.6.

5.5 Hyperagrégation érythrocytaire et mesures ultrasonores in

Vivo

Dans la section précédente, nous avons donc trouvé une différence significative
entre les deux groupes au niveau des mesures d’agrégabilité in vivo qui tiennent compte
du cisaillement sanguin affectant la taille des agrégats. Dans le cas des patients
diabétiques, D.y (et également W.}) était plus €élevé et expliqué par une taille d agrégats
similaire au groupe témoin, malgré des niveaux de cisaillement ybeaucoup plus grands.

Un premier point important a souligner est que I’hyperagrégation érythrocytaire in
vivo n’est pas toujours reliée a une réduction du flot sanguin comme le suggeérent
plusieurs études animales [83]. Notre étude a permis de quantifier 1’agrégation
localement, ce qui ne peut €tre prédit par des mesures in vitro. L’utilisation des ultrasons

pour caractériser 1’agrégation des globules rouges in situ permet donc de déterminer si
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I’hyperagrégation est locale ou non, et si elle est liée intrinséquement aux parametres
hémodynamiques affectés par la pathologie vasculaire.

Malgré€ tout, la relation entre I’hyperagrégation et les pathologies vasculaires reste
encore nébuleuse. L hyperagrégation précede-t-elle la pathologie? Les liens entre ces
deux désordres sont-ils semblables d’une pathologie a une autre? Dans les cas des
pathologies reliées a I’hyperagrégation autres que le diabéte, si D.yest élevé, est-ce a
cause du D ou du yqui augmente? Ainsi, cette étude pilote montre que la caractérisation
in situ de 1’agrégation érythrocytaire est possible et que la méthode ultrasonore pourrait
éclaircir plusieurs des points mentionnés ci-haut.

Un deuxiéme point important a souligner dans cette étude est utilisation de
I’algorithme du SFSAE pour caractériser 1’agrégation érythrocytaire in vivo. Cette
algorithme permet de déterminer des index de tailles d’agrégats en tenant compte de
I’atténuation de la peau. Ainsi, cette technique n’utilise pas des valeurs a priori
d’atténuation comme 1’ont fait plusieurs études [22, 41]. Nous avons vu que les valeurs
d’atténuation pouvait changer d’un groupe de patients et d’un endroit a un autre (au bras

ou au pied), d’ot I'importance de bien calculer I’atténuation pour chaque individu.

5.6 Critique sur la sélection des patients

Afin d’expliquer I'hyper-agrégabilit€ trouvée in vitro et in vivo chez les sujets
diabétiques, nous allons discuter des criteres d’inclusion et d’exclusion appliqués a cette
population. Lors de la sélection des patients, des criteres ont été émis afin de diminuer
des effets confondants pouvant influencer [interprétation des résultats. Comme
mentionné a la section 3.1, les sujets sains devaient €tre non fumeurs, ne souffrir
d’aucune maladie cardiovasculaire, ne prendre aucun médicament, et ne pas souffrir
d’embonpoint. Cependant, la sélection des patients diabétiques n’a pas été aussi

catégorique pour les raisons qui suivent.
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Premi¢rement, rares sont les sujets diabétiques qui ne souffrent pas
d’hypertension, d’hypercholestérolémie ou d’autres maladies cardiovasculaires. L’ obésité
et le tabagisme sont également étroitement liés a ces pathologies. Il est donc important de
noter que tous ces facteurs ont des effets connus sur I’agrégation érythrocytaire (voir
section 2.1.5). Ils favorisent tous une augmentation de I"agrégation. Deuxi¢mement, la
totalité des patients sélectionnés prenaient des médicaments pour contrdler leur diabéte,
leur hypertension, leur taux de cholestérol ou autres pathologies. Afin de résumer I’effet
de certains médicaments sur le phénomene d’agrégation, le tableau 5.2 liste les
prescriptions que prenaient les patients diabétiques classés en deux tableaux, soit (a) la
liste des médicaments ayant un effet connu sur I’hémorhéologie sanguine, et (b) la liste
de ceux n’ayant aucun effet connu selon la littérature.

11 est a noter que toutes les références trouvées au tableau 5.2.a sur ’effet des
médicaments ont été réalisées 2 partir d*études humaines de type «avant-apres»'®. Au
tableau 5.2.b, I'impact de ces médicaments est inconnu mais un lien existe entre la
pathologie traitée par ce médicament et la présence de désordres rhéologiques sanguins.
Selon ce tableau, les médicaments dont ’effet est connu sur 1’agrégation érythrocytaire
sont tous hypoagrégeants. Comme hypothése, nous pouvons dire que I’hyperagrégation
des patients diabétiques aurait pu étre encore plus prononcée si ces derniers n'avaient pris

de médicaments pour réguler leur glycémie, cholestérol ou hypertension.

4 < s N . I . N .
" Des études cliniques «avant-aprés» consistent a prendre des mesures sur la patient avant et aprés la prise
du médicament afin de comparer ces mesures entre elles.
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Tableau 5.2 : Liste des médicaments (Rx) consommés par les patients diabétiques et
leur effet sur la rhéologie sanguine. (a) Liste de Rx trouvés ayant un effet connu sur
I"agrégation érythrocytaire selon la littérature ; (b) Liste de Rx ayant aucun effet
connu selon la littérature

(a)
_Pathologie ~ NomduRx  ~  ‘Résultats obtenus surla.
. . théologie sanguine
L. Statines (Atorvastatine) 4 VP [84]
Hypercholestéromie Fenofibrates L VP ;! VS [85]
TECA (Ramipril) L AE ;1 VS [86]
Diurétiques (hydrochlorothiazide) Effet NS [87]
Hypertension Bloqueurs des canaux calciques lvp;lvs ;| AE
[88]
Béta-bloqueurs 1 VS [89]
Diabéte Insuline 1 VS [56] [90]
Prévention Aspirine 1 AE [91}; 1 VS[92]
cardiovasculaire
Hypothyroidisme Levothyroxine L VPl Vs [93]
(b)
. Pathologie = i NomduRx
Hypercholestéromie Rosuvastatine (statine) '
Hypertension ARAT'
Diabete Agents oraux antiglycémiques '

Terbinafine (infection du pied); Docusate sodium
(constipation); Prégabaline (douleur des nerfs); Gabapentin
(dépression); Oméprazole (acidité de I'estomac);
Autres Dipyridamole (prévention des maladies cardiovasculaires)';
Alendronate (ostéoporose); Centrum Select et Vitamine D
(vitamines); Oxybutynine (incontinence );
Fer (ane’mie)T

T Aucune étude «avant-aprés» n’a été trouvée sur I’effet de ce médicament particulier
malgré les recherches liant Ia pathologie aux désordres hémorhéologiques.

Rx : Médicaments; d VP : Diminution de la viscosité plasmatique; 4 AE : Diminution de
I’agrégation érythrocytaire; NS : Non significatif; IECA : Inhibiteur de Ienzyme de
conversion de ['angiotensine; ARA 1II: Antagonistes des récepteurs ATI1 de
I'angiotensine IL
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5.7 Limitations et améliorations possibles du protocole

Certaines améliorations pourraient €tre appliquées a ce projet. En premier lieu, la
taille de I'échantillonnage était assez restreinte. En conséquence, la différentiation des
patients diabétiques de diverses classes de Rutherford n’a pu étre effectuée dans ce projet.
En deuxieme lieu, pour les veines dont la vitesse Doppler était trop faible (< 0,6 cm/s),
nous avons dii supposer une vitesse minimale de 0,6 cm/s ce qui peut avoir entrainé une
surestimation possible du cisaillement. Ce cas est apparu chez quatre sujets sains et aurait
pu étre éliminé en utilisant une sonde a plus haute fréquence [66] puisque 1" effet Doppler
est amplifi€ lorsque la fréquence augmente (les tests Doppler ont été réalisés avec un
appareil clinique a 7 MHz). Pour des raisons de sécurité (Santé Canada n"a pas approuveé
"utilisation humaine de 1'échographe haute fréquence Visualsonics en mode Doppler),
les sondes de I’appareil ont du n"étre utilisées qu’en mode B car la puissance Doppler
émise dépasse le seuil critique accepté pour 1'humain. Un autre moyen qui aurait pu
s’avérer efficace pour visualiser les vitesses dans les veines serait d’utiliser une approche
de traitement d’image basé sur 1 autocorrélation des taches échographiques («speckle
tracking»). Le «speckle tracking» [94] permet d’obtenir un profil de vitesse sur tout le
diametre du vaisseau, contrairement au Doppler qui estime la vitesse sur une fenétre
d’intérét seulement. Cependant, le «speckle tracking» comporte les inconvénients
suivants : 1l est un mauvais estimateur pour les vitesses €élevées et le rapport signal-sur-
bruit doit étre €levé pour appliquer cette méthode (atténuation faible et niveau
d’agrégation élevé€). De plus, les acquisitions a effectuer pour mettre en place un
algorithme de «speckle tracking» doivent €tre réalisées en absence de mouvement de la
sonde échographique pour éliminer les artéfacts de décorrélation.

En troisieme lieu, nous avons observé que le SFSAE surestime les paramétres D
et W lorsque nous avons préliminairement analysé des données sur des artéres in vivo.
Puisque celles-ci sont généralement plus profondes que les veines SAI ou CEP,
I’atténuation a y était plus élevée. Parce que I’atténuation augmente en fonction de la

fréquence du transducteur et de la profondeur (voir eqn. 3.9), les vaisseaux profonds ne
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peuvent étre imagés avec le systeme a haute résolution Visualsonics. Lors de ces études
préliminaires, les parametres du SFSAE ont alors estimé des indices d’agrégation pour
les artéres qui dépassaient de beaucoup ceux des veines, ce qui est illogique puisque les
cisaillements sont largement plus €levés dans les artéres. Un moyen de déterminer si
I’estimation de D, W et  est valide est de calculer le coefficient de rétrodiffusion sanguin
(BSC). Nous calculons tout d’abord un BSC sans tenir compte de I’atténuation (BSC.y,
par I’eqn 3.12). Ensuite par la valeur de « estimée par le SFSAE, nous calculons le BSC

compensé en atténuation (BSCey, Xe -ddxa

). Si la dépendance fréquentielle du BSC
compensé en atténuation est plus élevée que 4, ceci porte a croire que les composantes a
haute fréquence ne représenteraient que du bruit'. A cause d’une atténuation trop grande
qui rend le signal RF trés bruité, les données sur les arteres n’ont donc pas été traitées,
mémes celles de la pédieuse au niveau du pied e

En quatrieme lien, comme mentionné a la section 5.4.2, des comparaisons de
I’ atténuation S obtenue avec la méthode SFSAE et d autres méthodes d’estimation telles
que le MNB et le CFS, auraient di étre effectuées pour chaque patient. Cependant, toutes
ces méthodes nécessitaient une normalisation du signal RF obtenu a partir d’un réflecteur
plan. Cette normalisation n’a pas €t€ possible dans ce projet puisque des réflexions
multiples causées par la membrane de la sonde du Visualsonics faussaient le signal RF du
réflecteur plan. Les solutions possibles pour corriger ce probléme seraient d’éliminer les
réflexions multiples ou d’utiliser un transducteur monoélément pour estimer
I’atténuation.

D’autres suggestions possibles sont (1) de faire une étude a différents
cisaillements, c’est-a-dire de reproduire des cinétiques d’agrégation in vivo, en
comprimant le vaisseau par application d’une pression pour analyser les parametres D.y
et W. (2) de corréler des mesures d’agrégation et d’index-tibial-huméral avec des

données d’oxymétrie transcutanée, (3) de faire une étude prospective sur 1’agrégation

1 Lorsque les diffuseurs se comportent selon une loi de Rayleigh (suspension sanguine non-agrégeante), la
dépendance fréquentielle est de 4 (voir section 2.2.3). Lorsque les diffuseurs ameénent un comportement
non-Rayleigh (sang agrégeant), la dépendance fréquentielle est inférieur a 4.
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érythrocytaire des patients diabétiques par des suivis réguliers afin de voir I’évolution de
I’inflammation sur ’hyperagrégation, (4) d’observer I’agrégation dans des veines de plus
gros calibres avec des transducteurs a basse fréquence, et (5) de choisir des patients avant
amputation du pied pour voir si il y a perte d autorégulation de I'hyper-agrégation par
une augmentation du débit pour cette catégorie d'individus, et une différence entre

I"agrégation ciblée au niveau du pied et celle systémique au niveau du bras.

'® L artere pédieuse est une des artéres les plus superficielles du corps humain mais elle est plus profonde
que les veines céphalique et sapheéne interne.
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CONCLUSION

Ce projet avait pour objectif de caractériser I’agrégation érythrocytaire in situ et in
vivo entre deux populations, soit une population normo-agrégeante et une population
hyper-agrégeante. Des signaux ultrasonores rétrodiffusés par les globules rouges ont été
enregistrés dans les veines du bras et du pied chez des sujets sains et des patients
diabétiques atteints d’artériopathie des membres inférieurs a ’aide de transducteurs a
haute fréquente (25 MHz et 35 MHz). Des parametres d’agrégation in vivo ont été
calculés a partir d’un estimateur de taille et d’atténuation par le facteur de structure et des
mesures hémodynamiques. Ces mesures in vivo plus élevées chez les diabétiques
suggerent que ceux-ci ont une agrégabilité plus importante de leurs globules rouges, ce
qui est cohérent avec les index d’agrégation mesurés in vitro, mais des tailles d agrégats
similaires au groupe témoin. Le niveau d’inflammation élevé, les désordres
hémodynamiques artériels et veineux sont donc tous en lien avec I’hyperagrégabilité
érythrocytaire. Cependant la relation de cause a effet entre ’hyperagrégation et les
pathologies vasculaires reste encore nébuleuse. Par cette étude pilote, la caractérisation in

situ de ’agrégation des globules rouges est donc possible, ce qui ouvre la voie a une

meilleure compréhension pathophysiologique de ce phénomene.
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ANNEXES

Annexe A
Calculs de la vitesse en mode Doppler

Cette annexe explique plus en détails les calculs obtenus par la sonde Doppler

pour estimer une vitesse dans un vaisseau sanguin.

Comme mentionné dans la revue de la littérature a la section 2.2.2.2, la différence

entre la fréquence de 1’onde incidente (f;) et celle de I’onde réfléchie (f;) s’exprime par
Af =fi- fr (egn A.1)

La relation liant la différence de fréquence (Af) et la vitesse (v) de la particule est

la suivante :

b= CXAf
2f,cos@

(egn A.2)

Nous pouvons donc schématiser I’eqn A.2 par la figure A.1. Ainsi, le spectre
Doppler est obtenu en faisant la soustraction de la transformée de Fourier (TF) du signal
incident et du signal recu. La fréquence du spectre est alors centrée a une valeur 4f. Pour
des images bidimensionnelles, le spectre est calcul€ sur un volume d’échantillon (Figure
A.2 (a)), donc les spectres a chaque profondeur sont superposés (Figure A.2 (b)).
Ensuite, le spectre est tourné de 90 degrés (Figure A.2 (¢)) et la fréquence centrale est
représentée sur 1’axe temporel (Figure A.2 (d)). Finalement, la vitesse est calculée a
partir de 'eqn A.2. Ces étapes sont ensuite recommencées pour toutes les intervalles de

temps afin d’afficher un tracé des spectres en fonction du temps.
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Figure A.1 : Différence des spectres du signal transmis et recu (encadré rouge)
(tirée de [12])
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A c . . . i
Fenétre d’échantillonnage sur Transformée de Fourier du signal

I'image mode B Dopplgr a chaque 1 a5
millisecondes

(a) b

Différence de fréquence (vitesse)

Tranche de , .
135 msec Représentation spectrale
l (Pintensité est proportionnelle
au nombre de globules rouges)

e

C
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(vitesse)
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(nombre de globules rouges)

Spectre Doppler «pu———

Figure A.2 : (a) Volume d’échantillon sur I'image mode B ; (b) et (¢) Spectres
Doppler obtenus en appliquant une différence de fréquence, (d) Portion du spectre

représentée sur 1’échelle temporelle.
(tirée de [12])
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Annexe B
Calculs des index de vitesse pour les arteres

Cette annexe donne les détails des calculs des index de vitesse obtenus pour les

arteres.

A.1 Calcul de Pindex de pulsatilité (PI, Pulsatility index)

- - - -

1
- i Vitesse moyenne
! sur un cycle

_ A-B
%

moyenne

PI

(tirée de [78])

A.2 Calcul de ’index de résistance (RI, Resistivity index)

(tirée de [78])
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Annexe C
Approximation du facteur de structure

Cette annexe donne les développements détaillés de I’approximation utilisée pour

calculer le facteur de structure [69].

Le facteur de structure (S(k)), qui en réalité s’écrit (S(-2k)", dépend de la
transformée de Fourier de la fonction g(r) qui représente la probabilité de trouver deux

particules séparés d’une distance r.
S =1+m [(gr)-he P dr (eqn C.1)

En faisant un développement de Taylor de second ordre, nous obtenons la forme

suivante

S(=2k) = Cy +(=2k)C, +(-2k)*C, (eqn C.2)

ot C; représente des constantes du polyndme. Or par définition,

Co=SK) lo=1+m [(g(r)=Ddr =W (eqn C.3)
ou W est le facteur d’empaquetage. Dans cette méme eqn C.2,

C, =0 (eqn C.4)

7 1ci, S(k) ou S(-2k) est une question de notation. S(k) s’exprime en fonction de k qui est I’onde incidente,
et S(-2k) s’exprime en fonction de -2k qui est ’onde rétrodiffusée. Dans le cas de I’onde rétrodiffusée, on
définit un vecteur g = k,-k, ou &, est ’onde diffusée et k, I’onde incidente. Pour la rétrodiffusion olt I’on
s’intéresse a I’onde diffusée & un angle de 180°, k, = -k, ce qui donne g=-2k.
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a cause de la parité, en effet C; = 0 pour que S(k) = S(-k), c’est-a-dire que si I’échantillon
de sang est tourné€ de 180 degrés, S(k) doit rester le méme. Quant au parametre C, celui-

¢l vaut
C, = —Rgz (egn C.5)

ou R, représente le rayon de gyration d’un agrégat tridimentionnel. Or selon la littérature
[95],

R, =,/-R " (egn C.6)

ou R est le rayon d’un agrégat considéré isotrope.

En remplacant I'eqn C.2 par les constantes C; nous obtenons 1’approximation

suivante pour le facteur de structure

S(k)y=W — %(kR)z (eqn C.7)
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Résultats détaillés des parametres in vivo

Cette annexe montre les valeurs détaillées des parametres in vivo D et W calculés

par la méthode SFSAE ainsi que le taux de cisaillement estimés dans la veine.

Tableau D.1 : Parametres d’agrégation in vivo obtenus pour la veine céphalique du
bras (CEP) et la veine saphene interne du pied (SAI) a 25 MHz

Vaisseau Parametres Diabétiques Témoins
(N=10) (N=10)"
7 (s 69,3 + 64,6 24,8 + 24,5 **
méd = 46,5 méd = 20,0
min = 23,0 min = 4,0
max = 230,0 max = 70,0
D (sans unité) 2,04 + 1,84 1,03+ 0,68
CEP méd = 1,17 méd = 0,84
min = 0,65 min = 0,23
max = 6,03 max = 2.19
W (sans unité) 3,00 5,24 0,62 £ 0,68
méd = 0,50 méd = 0,29
min = 0,42 min = 0,04
max = 15,14 max = 2,10
y (s 51,7 +29,6 21,6 26,6 *
méd = 51,0 méd = 10,5
min = 8,0 min=5,0
max = 109,0 max =91.0
D (sans unité) 1,91+ 1,30 1,55+0,95
SAI méd = 1,67 méd = 1,50
min = 0,58 min=0,23
max = 4,51 max = 3,49
W (sans unité) 1,28+ 1,62 092+1,12
méd = 0,61 méd = 0,49
min=0,18 min = 0,03
max = 5,20 max = 3,87




* p <0,05; ** p < 0,01 (test de U Mann-Whitney)

CEP: veine céphalique (bras); SAI: veine saphéne interne (pied); ¥
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: taux de

cisaillement moyen; D : index de taille d’agrégats; W : le facteur d’empaquetage;
méd : médiane; min : minimum; max : maximum,

Tableau D.2 : Parametres d’agrégation in vivo obtenus pour la veine céphalique du

bras (CEP) et la veine saphéne interne du pied (SAI) a 35 MHz

Vaisseau Parametres Diabétiques Témoins
' (N=10) (N=10)
¥ (s'l) 69,3 +64,6 24,8 £ 24,5 **
méd = 46,5 méd = 20,0
min = 23,0 min = 4,0
max = 230,0 max = 70.0
D (sans unité) 1,00 + 0,63 0,73+ 0,35
CEP méd = 0,84 méd = 0,65
min = 0,29 min = 0,32
max = 2,48 max = 1,21
W (sans unité) 0,691+0,78 0,33 £0,23
méd = 0,46 méd = 0,24
min=0,13 min = 0,07
max = 2,78 max = 0,74
7 (s 51,7+29.,6 21,6 + 26,6 *
méd = 51,0 méd = 10,5
min = 8,0 min = 5,0
max = 109,0 max =91,0
D (sans unit€) 1,11 £ 0,81 1,15%£0,52
SAI méd = 0,88 méd = 1,02
min = 0,34 min = 0,56
max = 3,06 max = 2,02
W (sans unité) 0,71 £ 0,92 0,63 +£ 0,55
méd = 0,33 méd = 0,67
min = 0,16 min = 0,08
max = 3,19 max = 1,98

* p <0,05; ** p < 0,01 (test de U Mann-Whitney)
CEP: veine céphalique (bras); SAI: veine saphene interne (pied); 7
cisaillement moyen; D : index de taille d’agrégats; W : le facteur d’empaquetage;

méd :

médiane; min :

minimum;

max :

: taux de

maximum



