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ABC: Avidine DH & Biotinylated horseradish peroxidase H reagents
AINS: Anti-inflammatoires non stéroidiens

AMPA: a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxasolepropionate

ANAES: Agence Nationale d'Accréditation et d’Evaluation en Santé
AP-1: Activating protein 1

ARNm: Acide Ribonucléique messager

BDNF: Brain-derived neurotrophic factor (facteur neurotrophique dérive du cerveau)
BSA: Bovine Sérum Albumine

cAMP: cyclic adenosine 3,5 monophosphate

CCA: cortex cingulaire antérieur

CDKS: Cyclin-dependent kinase 5

c-Fos: feline osteosarcoma

CGRP: Calcitonine Gene Related Peptide

CIDN: contréles inhibiteurs diffus induits par stimulation nociceptive
COX: cyclooxygenase

COX2: ciclooxigenase 2

CREB: cAMP response element binding protein (protéine de liaison a 1’élément répondant a
I’AMPc)

CREMEAS: Comité Régional d’Etique en Matiére d’Expérimentation Animale de Strasbourg.
Cy3: Indocarbocyanine

DG: anti-f-dystroglycan

DLF: faisceau dorso-latéral

DREZ: Dorsal Root Entry Zone

EDRF: Endothelium Derived Relaxing Factor (vaisseau-relaxation)
EFIC: The European Federation of the International Association for the Study of Pain
Chapters

EN: Echelle Numérique

eNOS ou NOS 1II: Endothelial Nitric Oxide Synthase

EVA: Echelle Visuelle Analogique

EVS: Echelle Verbale Simple

Fe/DETC: Fe2+/Diethyldithiocarbamate

FITC: Fluorescein Isothiocyanate

FosB-LI: cellules immunoréactives pour FosB et AFosB

GABA: acide gamma-amino-butyique

GCs: Guanylate Cyclase soluble

GFAP: Glial Fibrillary Acid Protein

GLUR2: subunit 2 of AMPA ionotropic glutamate receptors

GLUT-1: Glucose Transporter-1

GMPc: guanosine mono-phosphate cyclique

HTAB: Hexadecyltrimethylammonium Bromide

IASP: International Association for the Study of Pain

ICF: International Classification of Functioning, Disability and Health
IL: interleuquine

iNOS ou NOS 1II: Inducible Nitric Oxide Synthase

IRMT{: Imagerie par résonance magnétique fonctionnelle
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IUD: Institut Upsa de la douleur

L-NA: Ng-Nitro-L- Arginine

L-NAME: Ng-Nitro-L- Arginine Methyl Ester hydrochloride
L-NMMA: Ng-MonoMethyl-L- Arginine

LT: leucotriénes

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases

MPO: Myeloperoxidase activity

NADPH: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate

NGF: nerve growth factor (facteur de croissance neuronale)

NK1: neuropeptide-K

NMDA: N-Methyl-D- Aspartate

nNOS ou NOS I: Neuronal Oxide Nitric Synthase

NNS: neurones nociceptifs non-spécifiques ou neurones a convergence
NO: Nitric Oxide

NO: Nitroxyl anion

NO;,™: Nitrite

NO;™: Nitrate

NOS: Nitric Oxide Synthase

NR1: subunit 1 of NMDA receptor

NS: neurones nociceptive-spécifique

OMS: Organisation Mondiale de la Santé

ONOQO' : Peroxynitrite

PAG: periaqueductal grey matter (substance grise périaqueducale)
PAF: paraformaldéhyde

Pb: noyau parabrachial

PBS: Phosphate Buffer Saline

PBST: triton X-100 dans PBS.

PK: protéine kinase

PVG: periventricular grey matter (substance grise périventriculaire), sites dans le NRM:
nucleus raphe magnus (noyaux du raphé magnum)

RPE: résonance paramagnétique €lectronique

RVM: rostral ventromedial medulla (moelle ventromedial rostral)
Sc: sous-cutanée

7NI: 7-nitroindazole

7-NINA: 7-Nitroindazole monosodium salt

SFETD: Société Francaise d’Etude et de Traitement de la Douleur
SGPA: Substance grise périaqueducale

SI: cortex somesthésique primaire

SIE: élément inductible par SIS

SNC: Systéme Nerveux Central

SNP: Systéme Nerveux Périphérique

SNS: specific sodium channel (canal sodium spécifique)

SP: substance P

SRD: subnucleus reticularis dorsalis

SRE: ¢élément de réponse au sérum

SRF: serum response factor

STAT: signal transducers and activators of transcription

TEP: Tomographie par émission de positons

TNEF: tumor necrosis factor

TNS: Taylor Nelson Sofres
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TrkA: tyrosine-kinase A

TX-100: Triton X-100

VLF: faisceau ventro-latéral

VPL: Noyau ventral postéro latéral du thalamus.
VPM: Noyau ventral postéro médian du thalamus
VRI1: vanilloide récepteur 1

WDR: wide dynamic range
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I. INTRODUCTION

Qui n’a pas ressenti la douleur au moins une fois dans sa vie? La douleur est donc une
expérience universelle (a 1’exception des personnes atteintes d’analgésie congénitale) et
complexe incluant différentes composantes, physiologique, psychologique, cognitive et
mnésique.

La douleur souléve également des questions de santé publique, car son soulagement est
de plus en plus considéré comme un droit de I’homme. Bien que des donnés épidémiologiques
sur la douleur couvrant I’'Union Européenne ne soient pas disponibles, il est évident que la
douleur est une condition trés courante. Elle induit un lourd fardeau financier mais représente
aussi un marché important pour les grands laboratoires pharmaceutiques. En effet, les ventes
de médicaments pour soulager la douleur ont atteint 25 milliards de dollars en 2001, dont
13,25 milliards de dollars pour les seuls médicaments soulageant la douleur inflammatoire.
Les médicaments les plus vendus sont les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
(Renfrey et coll., 2003). Les prévisions du marché des médicaments antalgiques pour 1’année
2010 sont de 40 milliards de dollars.

D’apres «The European Federation of the International Association for the Study of Pain
Chapters (EFIC)», plusieurs enquétes réalisées dans différents pays de la communauté
européenne montrent que 50% des adultes souffrent d’un ou de plusieurs types de douleurs a
un moment donné de leur vie, la population la plus affectée étant celle de personnes agées.
Une proportion importante des personnes interrogées présentent une douleur chronique et
sévere, les conditions les plus répandues étant le mal de dos, I’arthrite et le mal de téte
récurrent. Bien que tous les types de douleurs soient importants, la douleur chronique a
souvent été négligée par le corps médical. La gravité de ce type de douleur se traduit par une
perte sévére de la qualité de vie des patients ayant des conséquences sur 1’activité économique
des pays.

En France, les chiffres sont proches de ceux de la communauté européenne. En effet,
d’aprés une enquéte TNS Sofres (2003), plus des trois quarts (78%) des personnes ayant
répondu a ’enquéte ont indiqué avoir été confrontées a la douleur et 54% ont déclaré avoir
souffert de douleurs au cours des deux dernieres années. Une proportion de 67% de ces
personnes ont consulté un médecin généraliste et les traitements regus étaient: les AINS, le
paracétamol et les antalgiques opiacés faibles. Finalement, 96% des personnes interrogées

s’accordent a dire que des progres doivent étre réalisés dans le domaine de la douleur. En
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2002, le ministére de la santé a consacré 11,4 millions d’euros a la lutte contre la douleur dans
le cadre de la dotation régionalisée des dépenses hospitalicres au titre des mesures de santé
publique (Mattei, 2002). Le coit s’éléve a 14 millions d’euros pour la période 2006-2010.
Malgré toutes les actions menées par différents organismes internationaux tels que
I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), I’«International Association for the Study of
Pain» (IASP), sa filiale européenne EFIC, I'Institut UPSA de la douleur (IUD) ainsi que des
institutions locales comme 1’Agence Nationale d' Accréditation et d’Evaluation en Santé
(ANAES), il reste encore beaucoup a faire pour prendre en charge la douleur.
L’accroissement de la recherche sur la douleur pourrait aider, non seulement a mieux
comprendre les mécanismes de la douleur, mais aussi a prévenir traiter et soulager les
douleurs aigués et chroniques et améliorer ainsi la qualité de vie de patients appartenant a des
catégories aussi variées que les nouveau-nés et prématurés ou les personnes agées et

handicapées.

Nous avons choisi d’étudier plus particulierement la douleur inflammatoire. Les études
fondamentales sur cette catégorie de douleur font souvent appel a des modeles basés sur
I’induction d’une inflammation de la patte du rat par des agents tels que la carragénine ou le
zymosan. Ces modeles sont la plupart du temps utilisés pour étudier la phase précoce qui
dépasse rarement les premiéres 24 h. Plusieurs études ont toutefois démontré que 1’hyperalgie
persiste bien au-dela de la premicre journée. Ces données de la littérature nous ont conduits a
orienter notre recherche dans deux directions. En premier lieu, il nous a semblé intéressant de
disposer d’un test de nociception mécanique, simple a utiliser, reproductible et sensible. Dans
ce but, nous avons test¢é un nouvel appareil composé¢ d’une pince dotée de capteurs de
pression. En second lieu, nous avons pensé qu’il est souhaitable de disposer d’un marqueur de
la phase tardive de I’hyperalgie induite par I’inflammation. Nous avons émis 1’hypothése que
AFosB pourrait remplir ce role en raison de la persistance de son expression a long terme,
contrairement a c-Fos qui ne peut étre utilisé qu’a court terme. En plus des deux approches
qui viennent d’étre citées, nous avons réalisé une étude préliminaire du réle de ’enzyme de
synthése neuronale (nNOS) de I’oxyde nitrique (NO) dans la persistance de la douleur.

L’état des connaissances relatives aux travaux de cette thése, présenté dans une premicre
partie, traite de la douleur inflammatoire, des modéles d’étude de la douleur, du réle des
facteurs de transcription de la famille Fos et du réle du NO. Ces chapitres bibliographiques se

terminent par une présentation de différentes étapes du travail réalisé.
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1. LA DOULEUR

1.1 Généralités

1.1.1 Historique

Qu’est-ce que la douleur? Le terme «dolor» qui signifie punition ou peine est la racine
latine du mot douleur en francais, «dolore» en italien et «dolor» en espagnol. En fait, le
concept de douleur a changé avec le temps, en grande partie, en raison des interprétations
philosophiques et religieuses dont il a fait ’objet.

Les sources historiques utilisées sont tirées des ouvrages de Bonica, 1990 ; Rey, 2000 et
Sabatowski et coll., 2004.

Les anciennes cultures avaient une conception magique et/ou religieuse de la douleur.
Selon ces cultures, la douleur induite par une blessure par exemple, est le résultat d’influences
exercées par les dieux ou des esprits de la mort.

Dans I’antiquité classique, d’apreés Hippocrate la douleur est causée par un déséquilibre
des quatre humeurs: sang, phlegme, bile jaune et bile noire. Dans le «corpus hippocratusy la
douleur est acceptée comme un fait hors de toute valorisation. Plus populaire a été 1’opinion
d’Aristote pour qui le cceur constitue la «sensorium commune», le centre de la perception
sensorielle de I’ame et de toutes les fonctions fondamentales de la vie. La douleur était
d’apres lui une passion de 1’ame. Pour Galien, la douleur est un changement d’un état a un
autre du fait de modifications internes ou externes de sorte qu’elle peut devenir un ¢lément de
diagnostic. Il met en avant 1’idée que la douleur, comme toutes les modalités sensorielles,
requiert la perception, c'est-a-dire la conscience. Avicenne définit pour sa part la douleur
comme une modification des humeurs. Au Moyen-age, la notion de douleur s’accorde avec la
facon de vivre la foi qui méprise le corps, et considére que celle-ci est rédemptrice. Cette
conception perdurera jusqu’a la fin du Xlléme siécle. A la Renaissance, la douleur
commencera a étre per¢ue dans un cadre laic, c'est-a-dire comme un événement qui concerne
I’homme dans son existence et son vécu propre, indépendamment de sa position devant la
transcendance, Selon cette conception, les interprétations relatives au fonctionnement du
corps doivent se soumettre a la raison. Pour Descartes, le corps est une machine vaste et
complexe. Sa conception physiologique de la douleur est inspirée de Galien selon lequel les
« esprits animaux » agissent d’une maniére spécifique sur les nerfs alors que le réceptacle des

sensations et le siége de 1’ame se trouvent dans la glande pinéale (Figure 1). Ainsi la question
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Figure 1. La transmission de la douleur d’aprés Descartes
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de la douleur est posée dans un contexte mécanistique mais aussi dans un questionnement de
la sensation. La douleur est une perception de 1’ame qui confirme au corps son existence, et
qui est traitée comme un moyen adéquat pour connaitre I’union de 1’ame et du corps.

Au siécle des Lumiéres, celui de I’émergence de la raison comme principe d’explication
du monde, la médicine est basée sur I’observation et la recherche de signes objectifs. Il s’en
suit que I’idée de douleurs infligées par Dieu est irrationnelle. La douleur est reconnue comme
nuisible et sa conception se situe dans une perspective nosologique et sémiologique. La
description de la douleur devient donc fondamentale dans le diagnostic d’une maladie, lequel
s’appuie sur les quatre formes de douleur de Galien (tensive, gravative, pulsative et
pongitive). A la fin du XVIlleme siécle, la douleur est définie comme une perception
désagréable. Avec Albrecht Von Haller et les débuts de la méthode expérimentale, la
définition de la sensibilité et des fonctions respectives des nerfs et des muscles se trouve
posée sur des bases plus scientifiques. En effet Haller distingue les diverses fibres nerveuses,
leur nature, et leurs réactions. Il distingue les fibres sensibles, qui si elles sont stimulées,
occasionnent de la douleur, et les fibres insensibles qui n’en occasionnent pas. Dans la méme
période, Xavier Bichat va déplacer I’approche de la douleur de 1’organe au tissu, ainsi la
douleur n’est plus seulement envisagée selon sa topographie, mais est abordée comme un
phénomeéne dans un organisme complexe. De plus, pour Bichat la différence entre le plaisir et

la douleur n’est qu’une question de quantité et la sensibilité, la stricte faculté de sentir.

1.1.2 Théories de la douleur

Au début du XIXeme siecle, un grand nombre d’études et d’expériences scientifiques
ont conduit a une nouvelle conception de la sensation et de la physiologie de la douleur.
Johannes Miiller a développé la loi des Energies Sensorielles Spécifiques selon laquelle la
qualité des sensations ne dépend pas des stimulus mais de 1’organe sensoriel et des voies qui
sont stimulées. En 1858, Moritz Schiff propose la théorie de la Spécificité et déclare que la
douleur et le toucher sont des modalités sensorielles différentes disposant de voies nerveuses
centrales et périphériques spécifiques. Cette théorie est reprise par Von Frey qui pense que les
fibres de gros diamétre (G) transmettant le toucher et que les fibres de petit diamétre (P)
transmettant les impulsions douloureuses empruntent des voies séparées et spécifiques menant
aux centres cérébraux du toucher et de la douleur (Figure 2A). Alfred Goldscheider adhére a

la théorie de la sommation. 11 décrit en 1898 des points spécifiques de la peau sensibles a la
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Schémas des différentes théories de la douleur.
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pression ou a la douleur, en plus des points sensibles a la température. Il suggére que
I’intensité du stimulus et la sommation centrale sont les déterminants principaux de la
perception de la douleur. La douleur dépend de la convergence des fibres P vers la corne
dorsale tandis que les fibres G transmettent le toucher (Figure 2B). De nouvelles théories
apparaissent dans la premiére moitié du XXeéme si¢cle. La théorie du modele périphérique,
proposée par Sinclair et Weddell déclare que toutes les terminaisons des fibres se ressemblent,
de sorte que la douleur est produite par la stimulation intense des récepteurs non spécifiques.
Le modele conceptuel de réverbération des circuits proposé par Livingston suggere qu’une
stimulation nociceptive intense active des fibres projetant vers des interneurones mis en
commun dans la moelle épiniére qui produisent une activité de réverbération anormale dans le
circuit en boucle des neurones auto-excités (Figure 2C). Une telle activité, anormale et
prolongée, bombarde les cellules spinales projetant vers les structures cérébrales impliquées
dans la perception de la douleur. Parmi les autres théories de la douleur, celle de I’Interaction
Sensorielle, proposée par Noordenbos en 1959, propose que les fibres G inhibent (-) tandis
que les fibres P excitent (+) les neurones centraux de transmission qui projettent vers un
systéme multi synaptique conduisant au cerveau (Figure 2D).

Une nouvelle théorie proposée en 1965 par Melzack and Wall (Figure 3) est connue sous
le nom de la théorie du «gate control», de la porte ou du portillon. D’apres cette théorie, les
fibres nerveuses G et P projettent vers la substance gélatineuse (SG) et les premiéres cellules
centrales de transmission (T). L’effet inhibiteur de la SG sur les terminaisons afférentes est
accru par I’activité des fibres G et diminué par celle des fibres P. Il existe également des voies
nerveuses d’origine centrale qui projettent vers le systéme de la porte, tandis que les cellules
T projettent vers les structures supra-spinales. En 1968, Melzack and Casey étendent la
théorie en incluant les aspects motivationnels, affectifs et cognitifs de ’expérience de la
douleur. Ces aspects conduisent & ajouter au systéme précédent I’interaction des systémes de
projection néospinothalamique et paléospinothalamique et les processus néocorticaux. Cette
théorie a été complétée en 1977 par Jessell et Iversen, d’apres lesquels 1’inhibition des fibres
nociceptives par un interneurone dépendrait de la libération d’un neurotransmetteur,
enképhaline ou/et GABA, inhibant la libération, de neurotransmetteurs tels que des acides
aminés excitateurs, ou des neurokinines. Melzack et Wall ont modifié cette théorie en 1982 en
introduisant les liens excitateurs et inhibiteurs qui partent de la substance gélatineuse vers les
cellules de transmission et le contrle descendant inhibiteur provenant des systémes du tronc
cérébral. Méme si les mécanismes physiologiques mis en avant pour expliquer la théorie du

portillon ont évolué, le concept de base reste pertinent.
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Melzack a propos€ un nouveau concept en 1999 qui intégre le modéle du portillon dans
un systéme de relations nerveuses auquel il donne le nom de «neuromatrix». L’argumentation
de Melzack est fondée sur I’analyse du phénoméne du membre fantdme qu’il interprete
comme la preuve que la perception d’un membre ou de toute autre partie du corps peut
résulter de la seule activité de circuits neuronaux. Par extrapolation, il admet que toutes les
perceptions, y compris la douleur, peuvent étre ressenties en absence de stimulations
sensorielles. Les circuits neuronaux et les connexions synaptiques impliqués dans une telle
perception représenteraient le support anatomique de la «neuromatrix» dont 1’organisation
génétiquement programmée serait modulée par les expériences sensorielles, en particulier
celles qui sont produites par des 1ésions. En s’appuyant sur cette théorie, Melzack voit dans le
stress un facteur important de la douleur chronique. En effet, I’action prolongée du cortisol
libéré lors d’un stress, peut produire des lésions des tissus musculaire, osseux et nerveux et
une dépression du systéme immunitaire. Ces conditions destructrices laisseraient une trace
mnésique sur la «neuromatrix» conduisant a des douleurs chroniques, résistantes aux
traitements pharmacologiques développés pour lutter contre les aspects sensoriels de la
douleur.

Un nouveau point de vue exprimé ces derniéres années par A.D. Craig (Craig, 2002,
2003) considére la douleur comme un des aspects de la représentation de la condition
physiologique du corps (intéroception), différent de la perception tactile (extéroception). La
douleur est ainsi une émotion homéostatique incluant a la fois une sensation et une motivation
au méme titre que la température, la soif et la faim. Ce systéme inclut une voie intéroceptive
spino-thalamo-corticale, présente seulement chez les primates et bien développée chez les
humains qui fournit une image de 1’état du corps au cortex cérébral et conduit a une méta-
représentation subjective des sensations du corps associées a 1’émotion. Il est a noter que les
théories actuelles essaient d’intégrer un maximum de facteurs physiologiques et génétiques
En revanche, il est difficile de tenir compte d’autres facteurs spécifiques a 1’espéce humaine

tels que les facteurs socioéconomiques, culturels ou religieux.

1.1.3 Définition de la douleur

Beaucoup de scientifiques et de cliniciens s’appuient sur le fait que la douleur est un

probléme clinique complexe dont 1’évaluation dépend d’un témoignage verbal, donc subjectif,

pour affirmer que 1’on ne peut pas définir la douleur.
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L’OMS, dans le Chapitre 2 intitulé Fonctions sensorielles et douleur: «International
Classification of Functioning, Disability and Health» (ICF, 2001; ICD-10, 2004), définit la
douleur comme «une sensation désagréable qui indique une lésion réelle ou potentielle d’une
structure corporelle». La sensation peut étre généralisée ou localisée a plusieurs parties du
corps. Il peut s’agir par exemple d’un élancement, d’une douleur briilante ou de douleur
sourde.

Malgré toutes ces difficultés, Merskey a donné en 1964 la définition opérationnelle
suivante: «expérience désagréable, liée essentiellement & une 1ésion tissulaire ou décrite en
termes évoquant une telle 1ésion ou toutes les deux». Par la suite cette définition a été
acceptée par le sous-comité de taxonomie de I’IASP qui a modifié la définition en proposant
que la douleur soit une «expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, liée a une 1ésion
tissulaire existante ou potentielle, ou décrite en termes évoquant un telle 1ésion». Cette
définition, ainsi que tous les termes relatifs a la douleur, ont été publiés en 1979 par I’'IASP.
C’est la définition générale de la douleur la plus acceptée dans le monde.

Il me semble pour ma part que cette définition de la douleur devrait également inclure,
dans un modele multidimensionnel, les expériences cognitives et socioculturelles qui
pourraient étre impliquées dans la perception de la douleur chez les humains.

Il est important avant de poursuivre la description de la douleur, de faire la différence
entre douleur et nociception ainsi qu’entre douleur et souffrance. La nociception désigne le
systéme physiologique qui permet de détecter les stimulations susceptibles de menacer
I’intégrité de I’organisme. La souffrance est pour sa part, un état de détresse sévere associé a
des événements qui menacent ’intégrité corporelle, physiologique, émotionnelle ou morale de
la personne ou considérés comme tels par cette personne qui peut étre ou non associé a la
douleur.

Les annexes de ce manuscrit contiennent un glossaire de définition des concepts ayant

une relation avec la douleur (définitions de I’IASP) utilisés dans le texte.

1.1.4 Classification et évaluation de la douleur

Traditionnellement le corps médical classe la douleur en douleur aigué€ et douleur
chronique, le critére de différenciation entre les deux étant temporel. La durée d’une douleur
aigu€ est inférieure a 3 mois et celle d’une douleur chronique est supérieure a 3 mois. Les
douleurs chroniques ne constituent pas un groupe homogene et se divisent en, au moins deux

grandes catégories : les douleurs liées a une pathologie évolutive, notamment maligne (ex.
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cancer ou SIDA) et les douleurs chroniques non malignes, liées a une pathologie séquellaire,

peu ou pas évolutive (Iésion post-traumatique, 1ésion nerveuse...).

Le corps médical distingue aussi plusieurs types de douleurs selon le mécanisme

physiopathologique:

Par exceés de nociception : Le stimulus nociceptif est prolongé et la réaction
inflammatoire intense est due a I’exces de stimulation des fibres nociceptives par
des stimulus mécaniques, thermiques, chimiques ou électriques (ex. douleur
postopératoire, post-traumatique, viscérale)

Par 1ésion périphérique ou centrale du systéme nociceptif : Ce sont des douleurs
neuropathiques, neurogénes ou de déafférentation dues a la compression
I’infection ou la destruction de nerfs (ex. hernie discale, zona, douleur fantome)
Par stimulation locale du systéme sympathique, a I’origine de troubles
vasomoteurs, trophiques (ex. causalgie, algodystrophie)

Par désordre émotionnel sévére modifiant 1’intégration du message douloureux
conscient (douleurs psychogenes)

Par des mécanismes mal connus ou douleurs sine materia (ex. céphalées de
tension, fibromyalgies, douleurs myofasciales)

Par des mécanismes mixtes (ex. douleurs cancéreuses).

Cependant établir la classification des syndromes douloureux est difficile en raison des

divergences d’opinion entre scientifiques et cliniciens de différentes disciplines d’une part et

de spécificités régionales et de langage d’autre part. Les propositions faites en 1979 par John

Bonica et Denise Albe-Fessard ont permis au sous-comité de taxonomie de I’IASP, sous la

direction d’Harold Merskey, d’initier une classification des syndromes douloureux qui a

abouti en 1994 au systéme de classification de ’LASP, fondé sur 5 critéres:

L Région anatomique concernée

II. Systéme physiologique impliqué

I11. Caractéristiques temporelles de la douleur et patrons d’occurrence

IV.  Prise en compte de la déclaration de la douleur par le patient comme
le critere définissant le début de la phase de douleur

V. Etiologie de la douleur

Bien que cette classification ne soit pas compléte, elle a représenté une grande avancée

dans la recherche et le traitement de la douleur.
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Plusieurs méthodes simples sont disponibles chez les humains pour évaluer la douleur
(Boureau, 2001). Elles reposent soit sur la description verbale (auto-évaluation), soit sur
I’observation du comportement (hétéro-évaluation), mais il est important de standardiser la
fagon d’évaluer l’intensit¢ de la douleur. Différentes échelles se proposent d’apprécier
globalement ’intensité de la douleur: Echelle Verbale Simple (EVS), Echelle Numérique
(EN), Echelle Visuelle Analogique (EVA). Ces échelles sont utilisées directement par le
patient pour décrire sa douleur, ce sont des échelles d’évaluation.

Un autre type d’évaluation repose sur I’examen de la sensibilité cutanée dans la zone
douloureuse par comparaison avec une zone de référence. Elle permet la mise en évidence de
signes déficitaires (anesthésie, hypoalgésie) ou de signes d’hyperesthésie (hyperalgésie,
hyperpathie). L’examen inclut: la sensibilité tactile non nociceptive (au coton ou au doigt), la
sensibilité tactile a la douleur (perception de la piqlre d’une aiguille), la sensibilité thermique
(tubes d’eau chaude a 40-45°C ou froide a 5-10°C), la sensibilité mécanique (pression) et

vibratoire.

1.1.5 Traitements de la douleur

1.1.5.1 Traitements médicamenteux

Les médicaments pour soulager la douleur sont prescrits en tenant compte des niveaux

d’intensité selon des paliers définis par ’OMS (2004)

Tableau 1. Médicaments pour soulager la douleur en fonction de paliers définis par

I’OMSa partir d’une Echelle Visuelle Analogique (EVA)

Douleur faible: Douleur modérée: Douleur forte:
EVA<4 4 <EVA<T7 EVA>7
Palier I Palier 11 Palier 111
Antalgiques non opioides Antalgiques opioides faibles Opioides forts
Aspirine Palier Ila Morphine a libération immédiate
Paracétamol Codéine, (sirop de morphine)
Néfopam Dextropropoxyphéne Morphine a libération prolongée
AINS Tramadol (hydromorphone, oxycodone,
Palier IIb péthidine, fentanyl)
Nalbuphine, Buprénorphine Morphiniques par voie parentérale
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1.1.5.2 Moyens invasifs pour soulager la douleur

1.1.5.2.1 Neurolyse

Le principe de la neurolyse comme thérapie antalgique repose sur I’hypothése que la
propagation du message douloureux sera supprimée en interrompant la conduction dans la
fibre sensitive,. En fait, la neurolyse est le plus souvent partielle, non sélective avec atteinte
du contingent moteur et sympathique du nerf et de durée d’action limitée, souvent
imprévisible, de quelques heures a quelques mois. Les produits utilisés pour les neurolyses
sont 1’alcool a des concentrations de 50 % ou de 100 % mais dont I’injection est douloureuse
ou le phénol en solution aqueuse a 5% ou en solution glycérinée a 6 %, seule solution

utilisable en cas de neurolyse intrathécale.

1.1.5.2.2 Neurochirurgie

Les techniques neurochirurgicales sont réservées aux patients qui ne peuvent pas étre
soulagés par des techniques plus simples ou qui le sont mais au prix d’effets secondaires trop

importants. On distingue habituellement :

- Neurostimulation.

Elle est indiquée en cas de douleurs neuropathiques et vise a renforcer 1’action

inhibitrice des grosses fibres a destinée lemniscale sur la transmission de I’influx nociceptif.

- Techniques neuro-ablatives.

Leur but est ’interruption du faisceau spinothalamique pour supprimer la conduction de

I’influx douloureux.

- Cordotomie antérolatérale

La destruction du faisceau spinothalamique vise a obtenir une analgésie de 1’hémicorps
opposé au-dessous du niveau de la 1ésion créée. Elle peut étre obtenue soit par une technique
chirurgicale ouverte, laminectomie ou par une électrocoagulation par voie percutanée sous

anesthésie locale.
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- Tractotomie mésencéphalique stéréotaxique.

Elle consiste dans la destruction par coagulation sous anesthésie locale du prolongement

du faisceau spinothalamique a 1’étage mésencéphalique .

- Dreztomie

L’ablation de la zone radiculo-médullaire (Dorsal Root Entry Zone :DREZ) est une
intervention qui consiste dans une interruption microchirurgicale sélective des fibres
nociceptives de petit calibre a leur entrée au niveau de la moelle en respectant les fibres de
gros calibre destinées au cordon dorsal qui seraient responsables du "contrdle du portillon"

selon la théorie de Melzack et Wall (1965).

1.2 Bases anatomiques et physiologiques de la nociception

Un organisme vivant est en échange permanent avec son milieu interne et externe dont il
recoit de nombreuses informations sensorielles. On distingue depuis Aristote cinq modalités
sensorielles principales: la vision, 1’audition, le golt, 1’odorat et le toucher. D’autres
modalités, proprioceptives et intéroceptives renseignent sur 1’équilibre, la tension musculaire
et le milieu intérieur. Ces informations sensorielles peuvent étre réflexes ou conscientes. Le
terme de somesthésie définit les perceptions conscientes ayant pour origine les différentes
stimulations cutanées et somatiques. On reconnait quatre modalités : les sensibilités tactile,
proprioceptive, thermique (froid et chaud) et la douleur. Si I’on considére la provenance des
informations traitées, la somesthésie concerne trois types de sensibilité; extéroceptive pour la
sensibilité aux stimulations extérieures; proprioceptive pour la position et le mouvement du
corps et intéroceptive pour la sensibilité interne viscérale (Vibert et coll., 2005)

Bien qu’il soit admis qu’il existe cinq modalités sensorielles, la nociception peut étre
considérée comme une sixieme modalité ayant pour but d’avertir d’un danger. Elle déclenche
des réactions dont la finalité est de diminuer sa cause et d’en limiter les conséquences. Le
terme nociception (le terme latin « nocere » signifie nuire) a été introduit par Sherrington pour
désigner le systéme physiologique qui permet de détecter les stimulations susceptibles de
menacer 1’intégrité de I’organisme. On qualifie donc de nociceptives ces stimulations et les

réponses induites. La nociception est un signal d’alarme qui détermine un ensemble des
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réflexes et de comportements protecteurs comme le reflexe de retrait, I’immobilisation de la
région lésée et le comportement d’évitement.

Les notions de nociception et de douleur ne sont pas superposables car la douleur n’est
pas un stimulus. En clinique par exemple, il existe de 1ésions tissulaires sans perception de
douleur et a I’inverse, la douleur peut se manifester en I’absence apparente ou réelle de
stimulation nociceptive (ex. le membre fantdme). Le systéme qui génére la douleur peut
également étre 1’objet de dysfonctionnements (Le Bars et Willer, 2004).

La nociception a 1’égal des autres modalités sensorielles est organisée en trois grandes
parties : 1) récepteurs sensoriels sensibles & un certaine forme d’énergie qui représente le
stimulus transformé (transduction) en signal nerveux, 2) voies afférentes qui transmettent
I’information sous la forme de potentiels d’action, 3) centres nerveux responsables de la

perception.

1.2.1. Récepteurs sensoriels

Un récepteur sensoriel est une structure cellulaire spécialisée qui sert d’interface entre
I’énergie physique du stimulus et le systéme sensoriel. 11 existe différents types de récepteurs.

e M¢écanorécepteurs: Ce sont des récepteurs encapsulés qui répondent a des
stimulations mécaniques. IIs sont reliés a des fibres afférentes myélinisées de
gros diametre AB. Selon le type de décharge ils peuvent présenter une
adaptation lente ou rapide au stimulus.

e Thermorécepteurs: Ce sont des récepteurs au froid et au chaud formés par
des terminaisons libres reliées a des fibres myélinisées de fin diametre Ad et
a des fibres amyéliniques C.

e Nocicepteurs: Ce sont des récepteurs a terminaisons libres sensibles aux
stimuli nociceptifs. IlIs sont constitués par des terminaisons libres de trés
petite taille des fibres périphériques A et C localisés dans la peau, les
muscles, les visceres, les articulations etc.... Ils peuvent répondre a trois

types de stimulus, mécanique, thermique et chimique.
Les fibres nerveuses font partie du Systéme Nerveux Périphérique (SNP) et constituent

la principale voie par laquelle le cerveau et la moelle épiniére communiquent avec le reste du

corps et son environnement. Ces fibres nerveuses peuvent étre afférentes ou efférentes par
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rapport au SNC. Le corps cellulaire des fibres afférentes est localisé dans les ganglions des
racines dorsales de la moelle épiniére pour le tronc et les membres ou dans les ganglions
craniens pour la face. Certaines fibres sont entourées d’une gaine de myéline, d’autres non. Le

tableau ci-dessous montre les classifications des fibres les plus utilisées.

Tableau 2. Catégories de fibres nerveuses selon les classifications utilisées

(Loyd pour le nerf musculaire ; Erlanger-Gasser pour le nerf cutané)

Nerf Nerf Diameétre Vitesse de
musculaire | cutané Myéline (nm) conduction Qualification
(m/sec)

| Oui 13-20 80-120 Non nociceptives
(propriocepteurs,

1 AP Oui 6-12 St mécanorécepteurs)

I Ad Oui 1-5 5-30 Nociceptives

v C Non 0.2-1,5 0,5-2 (nocicepteurs et
thermorécepteurs)

1.2.2 Voies nociceptives

Les sensations somatiques comportent plusieurs composantes, sensori-discriminative,
hédonique, affective-motivationnelle et cognitive-hédonique. Ces composantes s’influencent
mutuellement et élaborent une propriété émergente du SNC, I’expérience subjective de la
perception de douleur. La composante sensorielle décrit la localisation et I’ampleur du
stimulus somatosensoriel, son intensité et ses qualités de texture. La composante hédonique
indique 1’aspect agréable ou désagréable de la sensation. La composante affective-
motivationnelle produit le désir (la motivation) pour mettre fin, réduire ou échapper a une
expérience nociceptive. Si le stimulus, méme nociceptif, suscite le plaisir, il produit le désir
de continuer ou augmenter une telle sensation (Price, 2000). C’est le cas par exemple, de la
nourriture épicée. La composante cognitive-hédonique permet de prendre conscience du

stimulus nociceptif et de lui attribuer un caractére agréable ou désagréable.
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Les voies qui conduisent I’information sensorielle sont qualifiées de voies afférentes.
Elles transportent les informations des récepteurs thermiques, tactiles, et nociceptifs vers le
cerveau. Certaines des ces informations atteignent le cortex cérébral, alors que d’autres
atteignent les centres supra-spinaux (tronc cérébral). La majeure partie des fibres ascendantes
croisent la ligne médiane au niveau médullaire et gagnent le quadrant antérolatéral
controlatéral. Les voies dites conscientes qui transportent les informations vers le cortex
cérébral se caractérisent par une suite de trois neurones entre le récepteur périphérique et le
cortex cérébral. L’axone du neurone de premiere ordre ou neurone afférent primaire dont le
corps cellulaire se situe dans le ganglion spinal de la racine dorsale péneétre dans la moelle
épinicre par la racine dorsale d’un nerf rachidien. Le prolongement central peut se ramifier et
établir des connexions synaptiques qui servent d’intermédiaires aux réflexes spinaux et a la
coordination inter-segmentaire. La fibre principale reste du coté ipsilatéral de la moelle
épiniére et se termine par un contact synaptique avec le neurone de second ordre situé soit
dans la substance grise médullaire, soit dans le bulbe rachidien. L’axone issu du corps
cellulaire du deuxiéme neurone décusse du c6té controlatéral et remonte vers le thalamus ou il
entre en contact avec le neurone de troisieme ordre qui projette dans le cortex somatosensoriel

du lobe pariétal de I’hémisphére cérébral.

o Voie des cordons postérieurs : systeme lemniscal.

Cette voie de communication trés rapide est composée de fibres AP transmettant des
messages tactiles et proprioceptifs (Figure 4). L’information est transmise vers le bulbe par le
cordon postérieur ipsilatéral. Les cordons postérieurs sont constitués principalement par les
branches ascendantes des fibres sensorielles de premier ordre et de gros diamétre qui n’ont
pas fait synapse au niveau médullaire. Il existe cependant des axones provenant de neurones
spinaux de second ordre. Ces voies font 1’objet d’une organisation somatotopique (membre
inférieur dans la partie interne du cordon et membre supérieur dans la partie externe), qui se
maintient a tous les étages de leur trajet, comprenant les noyaux des relais bulbaires, le
thalamus et le cortex cérébral. Dans la partie caudale bulbaire, les fibres font relais dans le
noyau de Goll (Gracilis) ou transitent les informations issues du membre inférieur et du tronc,
et le noyau de Burdach (Cuneatus) ou transitent les informations issues du membre supérieur,
du cou et de la région occipitale. Apres relais, les messages gagnent le thalamus controlatéral
par le lemnisque médian, avant de rejoindre le cortex pariétal. Avant d’atteindre le thalamus,

les voies sensitives de ce systéme croisent dans le lemnisque médian, d’ou le nom de systéme
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lemniscal. Les voies issues des cordons postérieurs aboutissent principalement dans le noyau
ventral postérieur, plus précisément, dans la partie ventro-postérolatérale (VPL) pour le tronc
et les membres et la partie ventro-postéromédiane (VPM) pour la face. Les neurones du
thalamus latéral projettent vers le cortex somesthésique primaire (SI).

Récemment, 1’accent a été mis sur I’implication des colonnes dorsales dans la

transmission de la douleur viscérale (Willis et coll., 1999).

o Voie des cordons antérolatéraux :systeme spinothalamique ou extralemniscal.

Le faisceau spinothalamique ou néospinothalamique transmet les messages nociceptifs
tactiles et thermiques. Les projections de ce faisceau vers le thalamus sont connues chez les
humains, les singes, les chats et les rats (Willis et Coggeshall, 1991). Le faisceau
spinothalamique a pour origine des cellules localisées dans les couches I et IV-VI de la corne
dorsale de la moelle épiniére qui recoivent des projections des fibres afférentes primaires. Les
corps cellulaires des neurones spinothalamiques sont localisés en grand nombre dans les
segments spinaux Cl et C2 (Apkarian et Hodge, 1989). Les neurones spinothalamiques
localisés dans les laminae I et V projettent latéralement, tandis que ceux localisés dans les
couches profondes de la corne dorsale projettent médialement. Seule une petite fraction des
neurones projette ipsi-latéralement vers le thalamus. La plupart des neurones projettent vers le
thalamus controlatéral. Ils décussent a travers la commissure blanche ventrale, entrent
initialement dans le faisceau ventral puis pénétrent dans le faisceau latéral. Les axones issus
des neurones de la lamina I progressent d’abord dorsalement dans le faisceau latéral, et
décussent dans la moelle épiniére pour aller rejoindre le cordon antérolatéral controlatéral.
Les axones transportant les informations nociceptives et thermiques décussent dans le
segment spinal de leur origine a trés courte distance du corps cellulaire, tandis que ceux qui
transportent les informations tactiles peuvent remonter sur plusieurs segments avant de
décusser. Dans le tronc cérébral, les fibres spinothalamiques cheminent a proximité du
lemnisque médian. La majorité des fibres aboutissent dans le noyau ventral postérieur du
thalamus dont le VPL et dans les noyaux intralaminaires. Les axones issus du VPL projettent
dans le cortex somesthésique primaire tandis que ceux des noyaux intralaminaires projettent
de facon diffuse sur différentes aires corticales comme les aires somesthésiques primaire et
secondaire, ’aire prémotrice et le tronc cérébral et en particulier la formation réticulée

bulbaire, pontique et mésencéphalique (Figure 4 et 5).
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Les cellules de projection du faisceau spinothalamique présentent des champs réceptifs
excitateurs et inhibiteurs. Par exemple une forte inhibition de la perception de la stimulation
de la peau se produit quand on utilise des stimulations nociceptives intenses, ce qui suggere la
participation d’un mécanisme similaire aux contrdles inhibiteurs diffus (CIDN) induits par
stimulation nociceptive (Willis et Westlund, 1997).

Dans la substance grise du quadrant antérolatéral de la moelle épiniére, le faisceau
spinothalamique est accompagné par les faisceaux spinomésencéphalique, spinoréticulaire et

spinolimbique (Willis et Coggeshall, 1991; Willis et Westlund, 1997).

o Le Faisceau spinomésencéphalique

Le faisceau spinomésencéphalique inclut plusieurs systémes de projections vers
différentes aires du mésencéphale (Figure 5). Les cellules d’origine de ce faisceau sont
reparties dans la moelle épiniére de fagon similaire a celles des cellules du faisceau
spinothalamique, pour la plupart dans les laminae I et IV-VI, bien que quelques unes soient
présentes dans la corne ventrale et la lamina X. Quelques axones de ce faisceau présentent des
collatérales qui se terminent dans le thalamus latéral. Les neurones spinomésencéphaliques
sont nociceptifs, ils répondent soit uniquement a des stimulations nociceptives soit a des
stimulations nociceptives et inoffensives. Les différentes composantes du faisceau
spinomésencéphalique peuvent avoir plusieurs fonctions. Par exemple les projections vers la
SGPA peuvent contribuer au comportement aversif et a I’activation du systéme d’analgésie

descendante qui commence dans la SGPA (Figure 7).

e Le Faisceau spinoréticulaire ou paléospinothalamique.

Le faisceau spinoréticulaire conduit la douleur lente, transmise de la périphérie par les
fibres C jusqu’a la formation réticulée et la substance grise périaqueducale (SGPA), les
noyaux gigantocellulaire et réticulaire latéral, le noyau parabrachial et une région trés caudale,
dénommeée subnucleus reticularis dorsalis (SRD) (Figure 5). Plusieurs des cellules a I’origine
du faisceau spinoréticulaire sont localisées dans les couches profondes de la corne dorsale,
dans les laminae VII et VIII de la corne ventrale et projettent vers la partie caudale du bulbe.
Les faisceaux spinothalamique et spinoréticulaire sont groupés dans la moelle épiniere
antérolatérale vers le tronc cérébral. (Bernard et Besson, 1990).

Le SRD situé dans la partie postérieure du bulbe a proximité de la jonction
cervicobulbaire contient des neurones excités par des stimulus spécifiquement nociceptifs. Ce

noyau est en connexion avec le tronc cérébral (noyau gigantocellulaire, aire parabrachiale), le
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thalamus et avec la moelle épiniére par de fibres qui projettent vers I’ensemble des segments
médullaires via le faisceau dorsolatéral de la moelle. C’est donc une véritable plaque
tournante de la nociception, jouant un role déterminant dans la modulation de ces messages.
Beaucoup de neurones réticulaires répondent aux stimulations nociceptives. La
principale fonction de cette entrée est de signaler aux centres autonomes du tronc cérébral les
changements homéostatiques. Les autres réponses du tronc cérébral incluent 1’activation des
systémes d’analgésie endogénes et le relais d’informations qui déclenchent les réponses

affectives et motivationnelles.

o La Voie médiane

En plus des projections spinothalamiques nociceptives classiques, des voies ascendantes
nociceptives d’origine spinale projettent dans des aires spécifiques du tronc cérébral et
rostralement dans plusieurs structures cérébrales chez le rat. Des donnés récentes
(Monconduit et coll., 1999) indiquent qu’une voie projette de la corne dorsale de la moelle
épiniére au SRD dans le bulbe postérocaudal, puis au noyau ventromédian du thalamus qui
transmet et code I’information nociceptive cutanée du corps entier vers la couche I du cortex
antérieur (Figure 6). Une autre voie ascendante projette de la moelle épiniére au noyau
parabrachial (Pb), puis a ’hypothalamus et 1’amygdale (Bernard et coll., 1996; Gauriau et
Bernard, 2002). Des données supplémentaires suggérent que 1’information nociceptive peut
étre transmise du Pb au noyau para-central thalamique qui projette vers le striatum et le cortex
préfrontal. Une voie pourrait transmettre 1’activité nociceptive du Pb aux noyaux
intralaminaires du thalamus et de 1a au cortex frontal (Bourgeais et coll., 2001a; Desbois et
Villanueva, 2001). Une autre voie envoie des projections du Pb vers le noyau central de
I’amygdale qui projette vers la substantia innominata dorsalis, le noyau du lit de la strie
terminale et I’hypothalamus postérieur (Bourgeais et coll., 2001b). Ces voies joueraient un
role dans la composante émotionnelle de la douleur et dans I’interaction entre la douleur et le
processus cognitif.

Sewards et Sewards (2002a, b) ont proposé que la représentation des composantes
sensorielles et hédoniques soit traitée et représentée par des voies paralleles séparées. Ils
suggérent ainsi une séparation dans chacune des structures somatosensorielles: la moelle
épiniére, le complexe du trijumeau, le thalamus posteromédian ventral et posterolatéral
ventral, et les aires du cortex somatosensoriel. Les deux composantes de la sensation

somatique sont détectées par des populations séparées de récepteurs, les nocicepteurs pour la
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composante hédonique négative, et les mécanorécepteurs a bas seuil pour la composante
sensorielle.

Récemment Vogt et Sikes (2000) ont proposé que I’aspect motivationnel soit porté par la
voie médiane qui comprend les noyaux intralaminaires du thalamus et une aire nociceptive a
I’intérieur du cortex cingulaire antérieur (CCA). Les auteurs suggerent que la voie médiane de
la nociception est séparée et différente des voies latérales et qu’il y a des interconnections

entre les deux systémes.

Les voies sensorielles qui transmettent les informations nociceptives rassemblent
simultanément des informations de différentes sources. Ainsi 1’idée que la nociception est
véhiculée par des canaux de transmission spécifiques semble peu appropriée. La cause en est
peut-étre que le cerveau dispose de beaucoup de routes et €labore diverses stratégies pour
modifier I’information entrante. En conséquence, la sensation n’est pas simplement une copie
de chaque stimulus dirigé vers le SNC. La sélection des signaux est une caractéristique
fondamentale de la sensation, ce qui permet de comprendre pourquoi des processus
périphériques et centraux peuvent, soit inhiber soit exagérer les effets dun stimulus
nociceptif. Par conséquent, ’activité somesthésique de base interviendrait dans la douleur en
jouant un role dans la transmission d’informations continues en rapport avec 1’intégrité

corporelle (Villanueva et Nathan, 2000; Villanueva, 2001).

1.2.3 Mécanismes de contréle de la nociception

Au début des années 1970, des recherches ont montré que la stimulation de certaines
régions du tronc cérébral chez le rat abolit les réponses aversives a un certain nombre de
stimulus nociceptifs (Mayer et coll., 1971; Mayer et Liebeskind, 1974). Ce type de
stimulation a été appelé «analgésie produite par stimulation». Les régions spécifiques du tronc
cérébral qui peuvent étre impliquées sont la SGPA, la substance grise périventriculaire,
certains sites du bulbe rachidien tels que les noyaux du raphé («nucleus raphe magnusy,
NRM) et le bulbe rostro-ventro médian («rostral ventromedial medulla», RVM)) (Basbaum et
Fields, 1984). Les fibres issues de la SGPA ou du NRM projettent caudalement dans la moelle
épiniére par la voie du faisceau dorso-latéral (DLF) ou elles libérent de la sérotonine (5-HT)
(Figure 7). Les fibres de la SPGA projettent également vers le NMR, le locus coeruleus (au

niveau du pont) et des structures voisines (Wei et coll., 1999) qui libérent de la noradrénaline
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(NE) qui, a leur tour, projettent vers la corne dorsale de la moelle épiniére via le DLF dans le
cas du NRM, ou via le faisceau ventro-lateréral (VLF) dans le cas du locus coeruleus (Jones et
Gebhart, 1987). Dans la corne dorsale les neurones sérotoninergiques, principalement, et les
neurones noradrénergiques inhibent les afférences nociceptives (voir Millan, 2002 pour
revue).

Des études montrent que le développement de I’inflammation conduit a une
augmentation progressive de la modulation inhibitrice descendante sur I’activité neuronale de
la corne dorsale (Schaible et coll., 1991). Il semblerait que le processus nociceptif spinal soit
sujet a un controle bidirectionnel des structures supra-spinales. L’interaction entre les voies
inhibitrices et facilitatrices de la corne dorsale affecte le développement de I’hyperexcitabilité
et de I’hyperalgésie. Un déséquilibre de ce systéme modulateur serait un des mécanismes

sous-jacents au passage de la douleur aigué a la douleur chronique.

e Le contrdle inhibiteur diffus

La transmission des messages nociceptifs est modulée par de puissants contrdles des les
premiers relais médullaires, a la fois par des mécanismes segmentaires médullaires et par des
systémes qui mettent en jeu des structures supraspinales (SGPA et NRM) (Figure 7). Si les
mécanismes segmentaires peuvent bien étre déclenchés par des stimulations issues du
métameére correspondant, certains controles inhibiteurs descendants sont également
déclenchés par la stimulation d’autres parties du corps. En effet, les neurones a convergence
de la corne dorsale sont trés fortement inhibés lorsque 1’on applique une stimulation
nociceptive sur une partie du corps différente de leur champ périphérique excitateur. Ce
phénoméne a été nommé Contrdle Inhibiteur Diffus induit par stimulation Nociceptive
(CIDN).

Quelle qu’en soit sa nature, un stimulus nociceptif active des neurones médullaires qui,
via les axones du quadrant antérolatéral, vont mettre les CIDN en jeu dans le tronc cérébral.
En retour, ces systémes seront a I’origine d’informations qui descendent dans les faisceaux
postéro-latéraux pour déclencher des inhibitions trés puissantes dans la corne dorsale de tous
les segments médullaires non concernés par le stimulus initial. Les CIDN sont déclenchés
spécifiquement par les stimulations nociceptives et par la mise en jeu des fibres périphériques
de petit calibre (Ad et C). Les voies ascendantes et descendantes de la boucle sont localisées
respectivement dans le quadrant antérolatéral et dans le faisceau postérolatéral. Les structures
cérébrales participant aux CIDN appartiennent a la formation réticulée et sont localisées dans

la partie caudale du bulbe (Le Bars et coll., 1995).
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1.3 Moelle épiniére

Organisation anatomo-fonctionnelle observée a plusieurs niveaux

1) La partie externe de la moelle épiniere est constituée de substance blanche qui
contient les fibres nerveuses ascendantes et descendantes. La partie interne est constituée par
la substance grise médullaire avec les cornes dorsales ou postérieures (partie sensitive) et les
cornes ventrales ou antérieures (partie motrice) s’étendant dorsolatéralement et
ventrolatéralement respectivement vers les zones d’attache des racines dorsales et ventrales.
Les segments thoraciques et lombaires supérieurs possédent une petite corne latérale, située
entre les cornes dorsales et ventrales, qui contient les corps cellulaires des neurones
sympathiques préganglionnaires (Figure 8A). La substance grise de la moelle épiniére peut
étre divisée, sur une base cytoarchitectonique, en 10 zones, numérotées séquentiellement dans
le sens dorsoventral, formant les couches de Rexed (Figure 8A) (Mollander et coll., 1984).
Les cinq premiéres couches correspondent a la corne postérieure, les couches VI-VII a la zone
intermédiaire, les couches VIII-IX a la corne antérieure et la couche X a la zone
périépendymaire. Les couches I et Il sont parfois appelées zone marginale et substance
gélatineuse.

2) Dans la substance blanche, les fibres my¢linisées de grand diameétre A} se divisent en
deux contingents en fonction de la taille et de la nature des afférences. Le premier emprunte
les cordons postérieurs pour activer le systeme lemniscal responsable des sensibilités tactiles
et proprioceptives. Le second bifurque pour entrer sur plusieurs segments rostraux et caudaux
dans la substance grise médullaire et se terminer dans les couches III-V et dans une moindre
mesure II et VI. Les fibres myélinisées de petit diamétre Ad ne projettent que localement vers
les couches I, V et dans une moindre mesure la couche II de la corne dorsale. Les fibres C,
non my¢linisées, aprés avoir cheminé sur quelques segments dans le tractus de Lissauer, lame
située entre la partie postéro-externe de la corne dorsale et la surface extérieure de la moelle
épiniére, projettent essentiellement vers les couches I et II (Figure 9) lorsqu’elles sont
d’origine cutanée mais aussi V-VII et X lorsqu’elles sont d’origine viscérale (Le Bars et
Plaghki, 2001).

Les fibres afférentes entrant par les racines dorsales se divisent en branches ascendantes
et descendantes en fonction de [origine des afférences primaires (somatotopie). Les
afférences cutanées tendent a se terminer dans les couches superficielles de Rexed I et 1V,

tandis que les afférences proprioceptives projettent essentiellement dans les zones profondes
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(Figure 10A) (Grant, 1995; Petké et Antal, 2000). Les afférences viscérales se terminent
principalement dans la couche I, la lamina X et le noyau spinal latéral.

La plupart des fibres afférentes primaires nociceptives se terminent dans les couches
superficielles de la corne dorsale (laminae I et II), quelques fibres Ad finissent dans la lamina
V, et les fibres C d’origine viscérale finissent dans la laminae V-VII et X, quelques fibres
terminent bilatéralement. Bien qu’il n’y ait pas de ségrégation stricte de ces deux populations,
les neurones activés par des stimuli nociceptifs, neurones nociceptifs-spécifiques (NS), se
trouvent principalement dans les couches superficielles de la corne dorsale, laminae I-II,
tandis que les neurones activés par des stimuli nociceptifs et non-nociceptifs, neurones
nociceptifs non-spécifiques (NNS) ou neurones a convergence (Le Bars et coll., 1986) sont
localisés principalement dans les couches profondes de la moelle épiniére, laminae V-VI. Une
autre population de neurones de la corne ventrale, laminae VII-VIIIL, répond aux stimuli
nociceptifs de régions trés étendues du corps (Willis et Coggeshall, 1991).

La somatotopie des afférences primaires de la peau glabre des pattes postérieure du rat
dans les cornes dorsales est bien établie (Sweet et Woolf, 1985; Molander et Grant, 85, 86;
Shortland et Woolf, 1993). Le tiers médian de la corne dorsale, essentiellement la couche II,
recoit les afférences de la surface plantaire et les afférences de I’aire latérale de la partie
proximale ou dorsale de la surface cutanée poilue. Les afférences de la peau glabre du rat sont
localisées dans le renflement lombaire (L) des segments L3 a L6. La somatotopie montre que
les orteils sont représentés en position caudale, de L4 a LS. Le coussinet de la patte projette de
L3 a L5, rostralement et caudalement a la projection des orteils. La peau de la région dorsale
de la patte projette latéralement aux orteils au niveau du segment L4 (Figure 10B). Il existe
cependant un chevauchement des projetions des différentes aires de la peau de la patte
(Mollander et Grant, 1985; Shortland et Woolf, 1993). Il est a noter que 1’organisation
somatotopique de la corne dorsale lombaire du rat et du chat est semblable (Woolf, 1987).

La représentation segmentée de la distribution des fibres afférentes cutanées ou
dermatomes des nerfs spinaux L3-L5 inclut principalement les tissus de la patte postérieure
(Figure 11A, B). Les fibres afférentes, rostrales a L2 ou caudales a L6, innervent les tissus
superficiels et profonds du tronc et du périnée (Bajrovi¢ et Sketelj, 1998; Takahashi et coll.,
2003).

Les thermatomes représentent les surfaces cutanées dont la température est transmise par
un seul segment spinal. La température pergue sur les pattes postérieures est principalement

transmise aux segments L2-L5, particuliérement a L4 et L5. Il semble que les thermatomes ne
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coincident pas avec les dermatomes sensoriels dans les segments lombaires du rat (Takahashi
et coll., 2002).

Les neurones nociceptifs sont excitateurs et utilisent comme neurotransmetteurs 1’acide
glutamique et la substance P. Dans les couches superficielles, des interactions complexes se
forment avec d’autres fibres afférentes primaires, des interneurones et des fibres descendantes
d’origine supraspinale. Ces interactions controlent I’information nociceptive transmise aux
neurones des faisceaux ascendants spinothalamiques et spinoréticulaires distribués dans toute
la corne dorsale. Certains interneurones de la corne dorsale libérent de 1’enképhaline et
établissent des contacts présynaptiques avec les terminaisons des neurones afférents primaires
qui possédent des récepteurs des opiacés (Eckert et coll., 2003). L’occupation de ces
récepteurs réduit la libération de substance P. Les propriétés analgésiques des opiacés tels que

la morphine résultent en partie de leur action a ce site.

1.4 La Douleur chez I’animal

Une part importante des données scientifiques sur la douleur est obtenue grice a
I’expérimentation animale. Il est donc important de décrire les concepts de la douleur chez
I’animal.

D’apres 1’école vétérinaire d’Edinburgh, la douleur chez 1’animal est une expérience
sensorielle aversive qui déclenche des actions motrices protectrices telles qu’une évasion et
peut modifier les traits du comportement spécifique de I’espece, incluant le comportement
social.

Molony (1997) définit la douleur chez I’animal comme une expérience sensorielle
aversive, qui évoque dans la conscience de 1’animal, le danger ou la menace de 1’intégrité de
ses tissus. Les changements de comportement de 1’animal ont pour but d’éviter ou de réduire
la 1ésion, en diminuant la probabilité de son apparition et en promouvant la guérison.

La reconnaissance de la douleur et de la détresse chez I’animal est basée sur
I’observation des réponses comportementales et des parametres physiologiques.

Signes physiologiques:

e Dilatation des pupilles
e Changements de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque

e Augmentation de la fréquence respiratoire
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e Pilo-érection
e Changements de la température corporelle
e Sueur, augmentation de la diurése et défécations

Signes comportementaux généralement associés a la douleur et la souffrance:

e [’animal se tient sur ses gardes, protége la région douloureuse, s’éloigne,
devient agressif

e Vocalisations (cris quand I’animal bouge ou quand on le touche)

o Expression faciale (I’animal maintient les paupicres partiellement
fermées, et émet des « larmes rouges »)

e Mutilation (I’animal se léche, se mord, se griffe, se secoue)

e Agitation (I’animal se couche et se léve)

e Prostration (durée inhabituelle d’immobilité)

e Déambulation (I’animal manifeste un retrait de la patte si celle-ci est
douloureuse, il présente des difficultés pour marcher et pour se lever, il
évite de se déplacer)

e Position anormale (téte dirigée vers le bas, repliée vers I’abdomen)

En cas de douleur chronique, les signes comportementaux précédents s’accompagnent
d’une diminution de ’appétit conduisant & une perte de poids, d’une diminution du toilettage,
d’une réduction de 1’activité locomotrice et d’exploration, d’une perte du sommeil, d’une
irritabilité et d’une diminution du comportement sexuel et des interactions sociales (Soma,

1987; Scharmann, 1999; Carstens et Moberg, 2000).

Quelques échelles ont été publiées pour évaluer I’intensité de la douleur chez 1’animal de
facon graduée et objective. C’est le cas de I’Echelle Suisse non-invasive (Swiss Academy,
1997) qui propose des niveaux d’intensité qui vont de 1éger a modéré et sévére. L’échelle la
plus acceptée est celle de Morton and Griffths (1985). Les auteurs ont proposé un systéme
clinique de notes composé de plusieurs variables indépendantes: masse, apparence, signes
cliniques mesurables (par exemple, la fréquence respiratoire), comportement spontanée et
réponses comportementales a des stimulus externes. Chaque catégorie correspond a un niveau
qui va de 0 (normal ou léger) a 3 (sévére), le score final donne une évaluation de la condition
de I’animal.

En plus de I’observation des réponses comportementales spontanées et des parametres

physiologiques, différents tests ont ét¢ mis au point pour mesurer la réponse de 1’animal lors
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de stimulations nociceptives mécaniques ou thermiques. Les parameétres mesurés peuvent étre
le seuil d’apparition d’une réponse ou bien, I’intensité ou la rapidit¢ de la réponse chez
I’animal présentant différents types de douleurs, inflammatoire ou neuropathique, locale ou

générale (voir tableau 3).

Les deux tests du «Tail-flick» (D’Amour et Smith, 1941) et du «Hot-plate» (Woolfe et
MacDonald, 1944) sont employés pour évaluer le temps de latence de la réponse
(respectivement mouvement de la queue et évitement de la plaque chaude) & un stimulus
nociceptif thermique calibré. Cependant ces deux tests présentent plusieurs inconvénients,
dont l'impossibilit¢ de différencier les deux pattes. Le Plantar® test (Hargreaves et coll.,
1988) est une méthode plus récente qui évite cet inconvénient en employant un faisceau
focalisé de chaleur. Elle permet ainsi d’utiliser la patte controlatérale comme contréle. En

outre, la détection automatique du temps de latence améliore la précision de la méthode.

Le réflexe de retrait de la patte est une des réponses les plus utilisées chez les animaux
pour mesurer le seuil nociceptif. Celui-ci résulte d’un réflexe polysynaptique dans lequel
interviennent un ou plusieurs interneurones interposés entre les neurones afférents et
efférents. Les fibres afférentes primaires activent les interneurones dans la substance grise
médullaire qui stimulent a leur tour le motoneurone a innervant les muscles fléchisseurs du
membre. La flexion d’un membre sur plusieurs articulations exige I’action coordonnée de plus
d’un segment spinal, obtenue par les collatérales des neurones afférents primaires et des

interneurones.

Le réflexe de retrait de la patte a été¢ beaucoup utilis¢é comme modele pour étudier la
douleur et les mécanismes associés. Chez le chat et chez le rat, ce type de reflexe nociceptif a
une organisation modulaire, dont chaque module contréle un seul ou peu de muscles
synergiques ayant une action similaire et un champ réceptif caractéristique qui est en relation
avec le mouvement provoqué par la réponse du muscle (Schouenborg et Kalliomiki, 1990;
Schouenborg et Weng, 1994; Schouenborg, 2002). Ainsi le mouvement typique du retrait
dépend de I’action concertée d’un nombre fini de modules réflexes. Les interneurones qui
peuvent encoder les champs réceptifs de I’organisation modulaire ont été identifiés dans les

couches profondes des segments spinaux L4-L5 (Schouenborg et coll., 1995).
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Tableau 3. Méthodes

utilisées pour évaluer la douleur chez I'animal

Test

Type de stimulation

Mesure de la réponse

Tail-flick

thermique

Reflex de retraite de la patte

thermique, électrique ou

Reflexes spinaux

mécanique
Reflexe d’ouverture de la électrique
machoire
Hot plate thermique Comportement organisé
Réponse de torsion chimique non-appris (processus supra-

Réponse de vocalisation

électrique et mécanique

spinal)

Formaline

Carrageénine

Adjuvant de Freund

Zymosan

Inflammation locale

Polyarthrites

Inflammation générale

Déafférentation compléte
(neurone)

Déafférentation partielle
(mononeurophatie)

Diabete induit par
streptozotocine

Douleur neuropathique

Douleur persistante

Modifie d’aprés Dubner, 1994
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Contrairement aux tests thermiques qui sont basés sur la mesure du temps de latence de
la réponse a une température donnée, les tests mécaniques sont basés sur 1'évaluation du seuil
nociceptif a une augmentation graduée du stimulus. Les dispositifs utilisés pour le test de
Randall-Selitto (1957) ou le test modifié de Randall-Selitto (analgesimétre) appliquent une
pression progressive connue sur la patte placée entre une surface plate et un cone en plastique.
Le retrait de la patte indique le seuil de pression qui n’est plus supportée par 1’animal.
L'inconvénient principal de cette technique est la nécessit¢ de maintenir l'animal dans une
position verticale. Cette contrainte, qui peut interférer avec l'évaluation de la douleur, est
évitée par 1’entrainement des animaux a la manipulation (Taiwo et coll., 1989). L’utilisation
des filaments de Von Frey représente une autre maniére d'évaluer I’hyperalgésie mécanique
(Chaplan et coll., 1994). Un filament souple calibré est appliqué sur la patte a travers le fond
d’une cage en grillage sans maintenir 'animal. Cette méthode, utile pour évaluer une
allodynie, est mal adaptée a la mesure des changements légers de sensibilit¢é mécanique. En
effet, la précision de la mesure peut étre affectée par I’échelle logarithmique de la force
appliquée par les différents filaments. D’autre part, la force réellement appliquée peut étre
affectée par une poussée exercée par 1’animal sur le filament.

Des études récentes utilisent une pince calibrée de fabrication propre a chaque
laboratoire qui permet d’appliquer manuellement une pression progressive a I’extrémité des
branches de la pince appliquées sur la patte du rat jusqu'au retrait de cette derniére ou jusqu’a
la vocalisation de I’animal (Yu et coll., 2002; Skyba et coll., 2005). Cette méthode simple
nécessite cependant une contention de I’animal mais moins contraignante que celle de la
méthode de Randall et Selitto.

Il est important de noter que toutes ces techniques doivent répondre le mieux possible
aux critéres de spécificité, sensibilité, validité, fiabilité et reproductibilité qu’il convient de

respecter pour mesurer la douleur (Le Bars et coll., 2001).
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2. INFLAMMATION ET DOULEUR

L’inflammation est une réaction de défense des tissus contre des agents le plus souvent
exogenes (bactéries), mais parfois endogenes (processus dégénératifs). L’inflammation fait
intervenir des cellules, des vaisseaux, la matrice extracellulaire et de nombreux médiateurs
chimiques qui peuvent étre pro ou anti-inflammatoires et qui peuvent modifier ou entretenir la

réponse inflammatoire (Rousselet et coll., 2005; Figure 12).

Inflammation aigué

C’est la réponse immédiate a un agent agresseur. Elle est de courte durée (quelques jours
ou semaines), d’installation souvent brutale et caractérisée par des phénomenes vasculo-
exsudatifs intenses. Les inflammations aigu€s peuvent guérir spontanément ou non, mais dans

les deux cas, elles peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante.

Inflammation chronique
C’est une inflammation qui n’a aucune tendance a la guérison spontanée et qui évolue en

persistant ou en s’aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs années.

2.1 Réaction inflammatoire

Le déroulement de la réaction inflammatoire comporte initialement une phase locale ou
vasculaire immédiate mettant en jeu des phénoménes cellulaires, humoraux et vasculaires.
Dans certains cas, aprés mise en jeu de ces phénomenes, il existe une phase générale ou
cellulaire comportant des perturbations protéiques, hormonales et hématologiques.
L’ensemble de ces phénomenes contribue a la phase terminale de réparation et de
cicatrisation. Ce type d’inflammation est responsable de plusieurs états de douleur persistante
tels que I’arthrite, le mal de dos et la douleur temporo-mandibulaire.

La phase vasculaire constitue la tétrade classique de Celsus (douleur, rougeur, chaleur et
tuméfaction) qui correspond a I’installation de deux phénoménes, la congestion et I’cedéme.
Cette réaction vasculaire est immédiate; en quelques secondes apparait la rougeur associée a
la douleur qui est liée a la congestion. 1l s’agit d’une modification du calibre vasculaire qui

apparait trés rapidement, aprés une bréve vasoconstriction, et consiste en une vasodilatation
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artériolaire puis capillaire dans la zone atteinte. La congestion est déclenchée par un
mécanisme nerveux et par I’action de médiateurs chimiques.

L’cedéme inflammatoire est dii au passage dans le tissu conjonctif interstitiel ou les
cavités séreuses d’un exsudat fait d’eau et de protéines plasmatiques. Sa traduction clinique
est un gonflement des tissus qui, en comprimant des terminaisons nerveuses, contribue a la
douleur, également produite par des médiateurs chimiques. Ainsi I’cedéme inflammatoire
résulte d’une augmentation de la pression hydrostatique due a la vasodilatation et surtout
d’une augmentation de la perméabilit¢ de la paroi des petits vaisseaux sous |’effet de
médiateurs chimiques, dont I’histamine.

Un troisiéme phénoméne de la phase vasculaire est la migration des leucocytes hors de la
microcirculation et leur accumulation dans le foyer lésionnel. Elle intéresse d’abord les
polynucléaires, pendant les 6 a 24 premiéres heures, puis un peu plus tard en 24 a 48 heures
les monocytes et les lymphocytes.

La myéloperoxydase (MPO) est une enzyme localisée dans les granules azurophiles des
polynucléaires neutrophiles des mammiferes. Sa fonction est de tuer les bactéries que les
neutrophiles ont phagocytées. Cette enzyme est utilisée comme marqueur de 1I’inflammation

cutanée (Bradley et coll., 1982; Trush et coll., 1994; Bhatia et coll., 2005).

2.2 Médiateurs de ’inflammation

On peut distinguer deux types de substances médiatrices. Les unes sensibilisent les
nocicepteurs. C’est le cas des prostaglandines et des leucotriénes (LT) B4, métabolites de
I’acide arachidonique qui lui-méme provient des phospholipides membranaires libérés par la
lésion tissulaire. Les autres activent ou sensibilisent les nocicepteurs. C’est le cas de la
bradykinine plasmatique, la sérotonine plaquettaire et de I’histamine qui, libérée par les
mastocytes (Nathan, 2002; Craig et Sorkin, 2005), contribue a la vasodilatation et qui est
responsable du prurit. D’autres molécules sont impliquées dans la genése ou ’entretien des
processus inflammatoires (Figure 12). Les cytokines, les interleukines (IL) et le facteur de
nécrose tumorale («tumor necrosis factor» TNF) sont produits par les cellules du systéme
immunitaire tandis que le facteur de croissance neuronale («nerve growth factor», NGF) est
produit par les fibroblastes. Ce dernier favoriserait 1’excitabilité des nocicepteurs en se fixant
sur son récepteur tyrosine-kinase (TrkA). Un certain nombre de tachykinines dont la

Substance P (SP) et le peptide reli¢ au gene de la calcitonine (CGRP) sont libérées par les
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terminaisons libres et stimulent les nocicepteurs (Dray, 1995; Lawrence et coll., 2002). La SP
active les macrophages, les monocytes, les lymphocytes et libere 1’oxyde nitrique (NO) a
partir des cellules endothéliales.

Apres inflammation la surexpression des récepteurs vanilloides 1 (VR1) et de canaux
spécifiques du sodium («specific sodium chanel», SNS) peut contribuer & une augmentation
de la sensibilité aux médiateurs inflammatoires. Les neurones des fibres A expriment la SP et
le facteur neurotrophique dérivé du cerveau («brain-derived neurotrophic factor», BDNF) lors
de I’inflammation, et contribuent a induire une sensibilisation centrale dans le tissu 1és¢ (Ma
et Woolf, 1996).

L’inflammation peut induire des changements de transcription dans les neurones de la
corne dorsale par I’activation de la cascade des protéines MAP Kinases («Mitogen-Activated
Protein Kinases», MAPK) et de la protéine de liaison a 1’élément répondant a 1’AMPc
(«cyclic AMP response element binding», CREB). Ces cascades peuvent modifier
I’expression de la cyclo-oxygenase2 (COX2, Hay et Belleroche, 1997), des récepteurs du
neuropeptide-K1 (NK1), TrkB, du GABA, ainsi que la transmission synaptique impliquant la
dynorphine, I’enképhaline, et au GABA (Hay et Belleroche, 1997; Furst, 1999).

La douleur inflammatoire peut étre initiée par une lésion tissulaire et se caractérise par
une hypersensibilité du site de 1ésion et du tissu sain adjacent. La douleur peut étre ressentie
spontanément, et des stimulus qui normalement ne produisent pas de douleur peuvent en
produire. Ce phénomeéne est appelé allodynie. D’autre part, les stimuli nociceptifs hors de
toute inflammation, évoquent une douleur plus grande et prolongée dite hyperalgésie lors de
I’inflammation (Woolf et Mannion, 1999). Les récepteurs du glutamate de type N-méthyl-D-
aspartate (NMDA) jouent un rdle critique dans la production de I’hyperalgésie. La stimulation
des fibres C produit la libération de glutamate et d’aspartate, lesquels stimulent les récepteurs
NMDA de neurones de convergence caractérisés par leur grand domaine de fréquence
d’impulsions («wide dynamic range neurons» WDR. Covington, 2000) et activés par de

nombreuses informations sensorielles.

On distingue une hyperalgésie primaire et une hyperalgésie secondaire. L’hyperalgésie
primaire se manifeste a I’endroit méme ou la simulation nociceptive initiale a été appliquée.
Elle peut s’expliquer par un mécanisme périphérique di a la sensibilisation des récepteurs lors
d’une stimulation nociceptive intense et répétitive ou lors d’un phénomeéne inflammatoire, et
par un mécanisme central li¢ a une insuffisance fonctionnelle des grosses fibres myélinisées

A.
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L’hyperalgésie secondaire se manifeste autour et parfois au-dela de la zone de 1’hyperalgésie
primaire, traduisant I’augmentation des champs récepteurs excitateurs. Elle s’explique
principalement par la sensibilisation des neurones nociceptifs spinaux, secondairement & une

hyperactivité des nocicepteurs ou a une diminution de I’activité des interneurones inhibiteurs.

2.3 Etude expérimentale de la douleur inflammatoire : le modéle carragénine

11 existe plusieurs modéles de douleur inflammatoire, utilisant différents agents tels que
la formaline (Lam et coll., 1996), la carragénine (Honor¢ et coll., 2000), ’adjuvant de Freund
(Goff et coll., 1998) et le zymosan (Meller et Gebhart, 1997).

La carragénine est un polysaccharide sulfaté, présent dans plusieurs espeéce d’algues
rouges (Irish moss ou Chondrus crispus; Figure 13), existant sous trois types: Kappa (x), lota
(1) et Lambda (A). Les deux premiers types forment des gels utilisés principalement comme
agents stabilisateurs dans les aliments tels que le fromage, la créme, le chocolat et la glace. La
carragénine A est proinflammatoire, elle provoque un cedéme et elle est souvent utilisée dans
les études pharmacologiques pour tester les agents anti-inflammatoires (Winter et Coll.,
1962). L’effet proinflammatoire de la carragénine est caractéris€é par une augmentation
diphasique de la perméabilité des petits vaisseaux sanguins. La premicre phase, qui
commence immédiatement aprés 1’injection de carragénine, est de durée breve et la fuite des
molécules de I’inflammation représentées successivement par 1’histamine, la sérotonine, les
quinines et les prostaglandines, se produit a partir des veinules et des capillaires autour du site
de Dl’injection (Di Rosa et coll., 1971; Di Rosa, 1972). Cette réponse est suivie d’une
deuxiéme phase caractérisée par 1’augmentation de la perméabilité vasculaire et par une
migration massive de leucocytes qui commence environ 90 min aprés |’injection de
carragénine et dure plusieurs heures (Hurley et Willoughby, 1973).

Depuis le travail de Winter et col. (1962), beaucoup d'études ont démontré que les effets
de la carragénine apparaissent rapidement apres l'injection et atteint une valeur maximale 4 a
6 h plus tard (Di Rosa, 1972), selon la dose. Pour cette raison, la carragénine a été
habituellement utilisée pour étudier I'inflammation aigu€ (Xu et coll., 1995; Gentili et coll.,
1999; Omote et coll., 2001). Cependant plusieurs études indiquent que I'cedéme et
I’hyperalgésie produits par la carragénine peuvent durer plusieurs jours (Suzuki et coll., 1996;

Kissin et coll., 1998; Lopez-Avila et coll., 2004).
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Nous avons choisi la carragénine comme agent d’inflammation pour les raisons
suivantes:

1. Elle provoque rapidement une hyperalgésie (dans les premicres minutes
apres ’injection; Hargreaves et coll., 1988).

2. L’hyperalgésie produite est relativement stable pendant une durée qui
s’étend jusqu’a 7 jours. (Suzuki et coll., 1996; Kissin et coll., 1998; Lopez-
Avila et coll., 2004).

3. 1l existe de nombreuses données sur les mécanismes intervenant dans le
développement de I’hyperalgésie (Meller et coll., 1994a; Osborne et
Coderre, 1999 ; Omote et coll., 2001).

Le zymosan, polysaccharide produit par la paroi cellulaire du Saccharomyces cerevisiae
(levure du boulanger) a été utilisé accessoirement dans notre travail pour induire
I’inflammation dans une étude sur I’induction de la nNOS. Cet agent présente des
caractéristiques inflammatoires proches de celles de la carragénine (Meller et coll., 1994b;

Meller et Gebhart, 1997; Randich et coll., 1997; Guhring et coll., 2001).
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3. LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION DE LA FAMILLE FOS

Des facteurs de transcription, en particulier ceux de la famille FOS sont exprimés lors
d’une douleur inflammatoire. Leur expression suggére qu’ils interviennent dans la
modification de 1’activité des circuits neuronaux impliqués dans la douleur. De plus, en
neurosciences, ces protéines sont souvent utilisées comme index d’activation des cellules

nerveuses, notamment pour établir des cartographies fonctionnelles.

L’ADN, support de I’information génétique, est organisé en brins de chromatine formant
des chromosomes. Il est stocké dans le noyau des cellules, sous forme plus ou moins
compacte, réglant 1’accessibilité des génes aux molécules utilisant les informations qu’ils
contiennent. Les facteurs de transcription sont des protéines pouvant se lier a I’ADN afin
d’initier ou de réprimer 1’expression de génes cibles. Pour certains facteurs de transcription,
leur synthése et/ou activation peut étre associée a la mise en jeu de voies de transduction
intracellulaires et donc dépendre des informations arrivant a la cellule. Cette propriété en fait
des acteurs majeurs des mécanismes de plasticité, tels que ceux qui interviennent pour
déterminer les bases moléculaires de la mémoire (Kaczmarek, 1992). Découvertes comme
étant les homologues eucaryotes de produits d’oncogenes viraux lors d’études de cancers
associés a des virus (Van Beveren et coll., 1983), les protéines de la famille Fos et Jun
forment la grande unité fonctionnelle des protéines AP-1 («activating protein-1 »). Elles sont
synthétisées a partir de 7 geénes dont 3 (jun B, c-jun et jun D) codent les protéines Jun et 4 (c-

fos, fosB, fra-1 et fra-2) codent les protéines Fos.

3.1 Le facteur de transcription c-FOS

Le geéne c-fos constitue un des geénes de réponse précoce, c'est-a-dire qu'il apparait parmi
les premiers lorsque la cellule passe de 1'état quiescent Gy a 1'état préparatoire a la division
cellulaire G;. La protéine Fos comprenant 380 acides aminés, est localisée dans le noyau et
présente une demi-vie trés courte (30 minutes). Elle ne peut se fixer seule a I’ADN et doit se
lier avec une protéine de 39 kDa codée par le géne c-jun avec laquelle elle forme des dimeéres
qui reconnaissent la séquence TGACTCA. La protéine Fos est incapable de se dimériser. La

formation du complexe transcriptionnel AP-1 a une activité d'induction de la transcription
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pour la plupart des génes de 1'organisme, non seulement ceux de la division cellulaire mais
encore ceux impliqués dans la différenciation. La fixation du dimére Fos—Jun introduit une
nouvelle courbure de la molécule d’ADN favorisant ’activation de la transcription du géne.
La phosphorylation de Jun et de Fos sur des résidus sérine et thréonine par des kinases (cdk1)
module leur activité transcriptionnelle.

Le promoteur du géne c-fos possede plusieurs éléments de réponse conduisant & son
induction. a savoir trois sites de liaisons du facteur CREB phosphorylé, un élément de réponse
au sérum (SRE) qui lie a la fois le SRF («serum response factor») et le complexe ternaire du
facteur Elk-1 et un ¢élément inductible par SIS (SIE) qui lie les protéines STAT («signal
transducers and activators of transcription»). De ce fait, tous les stimuli qui activent les voies
de 'AMPc, du Ca2+, de la protéine kinase C, des MAP kinases ou de Jak/STAT produisent
une induction rapide et de forte amplitude du gene c-fos. Cette expression est maximale au
bout de 1h30 et disparait totalement en 6h. Le niveau basal de ' ARNm, ainsi que celui de la
protéine c-Fos est quasiment indétectable dans la plupart des cellules. Cette propriété fait de
c-Fos le marqueur d'activation neuronale le plus couramment utilisé pour mettre en évidence

une activation trans-synaptique dans les études de neuroanatomie fonctionnelle.

Depuis le rapport réalis¢ par Hunt et col. (1987), plusieurs études ont démontré la
présence de neurones immunoréactifs a c-Fos dans la moelle épiniere lors d’une stimulation
nociceptive aigué (Bullit, 1990), d’une inflammation périphérique (Draisci et ladarola, 1989)
d’une stimulation thermique nociceptive (Tolle et coll., 1990) ou d’une inflammation induite
par la carragénine (Buritova et coll.,, 1996; 1997; Jergova et coll., 2002; Le Guen et coll.,
2003). Le nombre de neurones immunoréactifs a c-Fos est proportionnel a ’intensité de la
stimulation ou du comportement indicateur de douleur (Presley et coll., 1990) Ils sont
localisés dans les couches I, II et V de la corne dorsale, ou ont été identifiés la plupart des
neurones nociceptifs (Le Bars et Willer, 2004). En conséquence, le marquage de c-Fos a été
utilisé comme marqueur relatif de 1’activité neuronale nociceptive dans la moelle épinicre
(Harris, 1998). Bien qu’il semble que I’expression de c-Fos contribue a la sensibilisation de
neurones nociceptifs spinaux, ce facteur est également impliqué dans I’inhibition de la
nociception dans la moelle épiniére en promouvant I’expression de la dynorphine (Noguchi et

col. 1991; Hunter et coll., 1995).
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3.2 Les facteurs de transcription FOSB et AFOSB

En 1989, Zerial et collaborateurs ont isol¢ le géne fosB, troisieme membre de la famille
Fos, et son produit d’expression a partir de cellules murines 3T3. La protéine FosB composée
de 334 acides aminés a un poids moléculaire de 45 kDa. La structure de son site de liaison est
plus proche du domaine de liaison a I’ADN de c-Fos que de Fra-1. Dans le génome murin, le
geéne fosB est organisé en 4 exons et se localise dans la partie distale de la bande A du
chromosome 7. FosB et c-Fos sont de puissants répresseurs des promoteurs de fosB et c-fos.
FosB, contrairement a c-Fos n’est pas capable de promouvoir I’activation de la transcription
du récepteur des glucocorticoides (Lucibello et coll., 1990). La demi-vie de la transcription de
fosB est seulement de 10 a 15 min (Lazo et coll., 1992). De hauts niveaux d’ARNm sont
trouvés dans le cortex cérébral et dans la corne dorsale de la moelle épiniére au cours du
développement de la souris et disparaissent au-dela du jour E18 (Redemann-Fibi et coll.,

1991).

L’expression de FosB dans la moelle épiniére est absente hors de toute stimulation
nociceptive. Elle apparait seulement 2 h aprés stimulation et atteint une valeur maximale 4 a

8h plus tard, avant de décliner apres 24 h (Herdegen et coll., 1991).

Au début des années 1990, 2 ans apres I’isolation de la protéine FosB a partir d’un
ADNc 3T3 murin, une nouvelle forme de protéine FosB a été découverte. Cette protéine
appelée AFosB résulte d’un épissage alternatif de I’ARNm de FosB (Figure 14A, Nakabeppu
et Nathans, 1991). La protéine AFosB existe en fait sous différentes formes (33 kDa et 35-37
kDa) qui se caractérisent par de longues demi-vies. Contrairement aux autres protéines de la
famille Fos, ces isoformes de AFosB peuvent s’accumuler durant de longues périodes du fait

de leur grande stabilité (Hope et coll., 1994a,b ; Nestler et coll., 2001, Figure 14B).

Les génes qui codent les facteurs de transcription de la famille Fos peuvent étre induits
trés rapidement en réponse a divers types de stimulus tels que la stimulation électrique, des
perturbations physiologiques, le stress et les drogues psychotropes (Sheng et Greenberg,
1990; Hughes et Dragunow, 1995). Cette induction est habituellement passagere mais
différents décours temporels ont été observés selon la protéine Fos considérée. Ainsi, il a été
montré que les versions tronquées de FosB, en particulier AFosB (Chen et coll., 1997; Hiroi et

coll., 1997), caractérisée par une longue demi-vie s’accumule de maniére région-spécifique

42



FosB

BZIP

338

AFosB

BZIP

237

Acute
xc-fos

acute-Fra's
/

chronic-Fra's
/ (&FosB isoforms)

T % . %
Time (hours)

Chronic

accumulating
c/lf\ronic-Fra's

2
LI N |

-
-
-

Time (days)

Nestler et coll., 1999

Figure 14. A) Structure de FosB et de AFosB.
B) Expression des différentes types de Fos au cours du temps.




Etude de [induction de 1FosB dans la moelle épiniére lors d une stimulation inflammatoire et de ses relations avec nNOS.
I. Introduction

dans le cerveau, en réponse a de nombreuses stimulations chroniques (Nestler et coll., 2001;

McClung et coll., 2004).

3.3 Plasticité Neuronale et douleur

Face a des changements de I’environnement, 1’organisme développe des stratégies
adaptatives pouvant conduire a des modifications du systéme sensoriel. Cette adaptation
fonctionnelle implique le plus souvent une plasticité neuronale s’exprimant par la
reconfiguration dynamique des réseaux neuronaux correspondant. Ainsi la plasticité
neuronale est impliquée dans les phénoménes de douleur. Dans l'inflammation, la grande
activité des nocicepteurs périphériques induit des changements durables qui contribuent au
développement de I’hyperalgésie et de l'allodynie (Woolf et Costignan, 1999). Ces
changements concernent des processus tels que la sensibilité¢ accrue aux stimuli de douleur,
I'expansion du secteur du champ réceptif, le recrutement de nouveaux nocicepteurs dans les
champs réceptifs, I'augmentation de I'excitabilité des neurones spinaux et le déclenchement de
la potentialisation soutenue des réponses neuronales (Koltzenburg, 1995; Randi¢, 1996).
D’aprés Woolf et Salter (2000), la plasticité neuronale est le résultat d’une modification de
I’expression génétique conduisant a 1’hypersensibilité douloureuse. Ces modifications sont le
résultat des changements de 1'expression de geénes contrdlés par des facteurs de transcription
activés par plusieurs cascades de transductions intracellulaires. Cette expression génétique
serait une des composantes de la modulation de ’activité des circuits qui se manifeste aprés
leur activation.

Du fait de ses propriétés, le facteur de transcription AFosB pourrait jouer un réle clé dans
des phénomenes de plasticité neuronale observés dans le cadre de douleurs prolongées. Le
facteur AFosB fonctionnerait comme un interrupteur moléculaire intermédiaire dans certaines
des adaptations les plus persistantes dans le cerveau, en réponse aux stimulations chroniques
(Kelz et Nestler, 2000; Nestler et coll., 2001; McClung et coll.,, 2004). Dans le systéme
nerveux AFosB a été principalement étudié dans le contexte de l'épilepsie (Hope et coll.,
1994a; Chen et coll., 1997; Morris et coll., 2000), de la dépendance (Hope et coll., 1994b;
Pich et coll., 1997; Keltz et coll.,, 1999; McClung et Nestler, 2003), des comportements
convulsifs (Werme et coll., 2002), de la dyskinésie (Andersson et coll, 2003), ou du stress
(Inoue et coll, 2004; Perrotti et coll, 2004). A notre connaissance 1’expression de AFosB n’a

pas été étudiée jusqu’a présent dans le contexte de la douleur.
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4. OXYDE NITRIQUE, INFLAMMATION ET DOULEUR

L’oxyde nitrique (NO) joue un rdle important dans les processus inflammatoires, a la
fois sur le site d’inflammation et dans les circuits neuronaux, en particulier spinaux, impliqués
dans la douleur. Le NO est une petite molécule trés réactive qui a une grande importance
comme régulateur biologique. Il a été¢ évoqué depuis 200 ans mais son histoire moderne a
commencé au début des années 1980 avec les travaux de Furchgott et Zawadzki (1980)
montrant que 1’effet vasodilatateur de I’acétylcholine sur des segments isolés d’aorte de lapin
est dli a une ou plusieurs substances, alors inconnues, sécrétées par I’endothélium et appelées
pour cette raison «Endothelium-Derived Relaxing Factor» ou EDRF (Dinh-Xuan, 1998). En
1987, Palmer et son équipe (Palmer et coll., 1987) ont identifié¢ un des EDRF comme étant le
NO. Dés lors, de nombreux travaux ont montré le role de cette molécule dans de nombreuses
fonctions biologiques telles que les réactions immunitaires, la réponse inflammatoire
(Sennequier and Vadon-Le Goff, 1998), le choc septique, la neuromodulation dans le systeme
nerveux central et périphérique (Szabo, 1996) et la contraction des muscles lisses et
squelettiques (Clanton, 1998).

Le NO n’est pas une molécule de signalisation spécifique des mammiferes (Kelm, 1999;
Esplugues, 2002). En effet, des expériences récentes montrent sa présence chez des
invertébrés tels que les arthropodes et les mollusques (Stefano et Ottaviani, 2002). Il s’agit
donc d’une molécule ubiquiste que 1’on rencontre depuis les organismes les plus «simples»
comme les bactéries (Kroncke et coll.,, 1997) jusqu’aux organismes «supérieurs» comme
I’homme (Park et coll., 2000).

Le NO présente un ¢électron libre qui lui confére une grande réactivité chimique. D’autre
part, sa charge nulle le rend soluble dans les solvants apolaires, ce qui facilite sa diffusion a
travers les membranes cellulaires. La chimie du NO est dominée par sa nature radicalaire. Il
réagit rapidement avec 1’ion superoxyde O, pour former ’ion peroxynitrite ONOO™ connu
pour sa toxicité cellulaire. En condition aérobie, le NO est rapidement oxydé en nitrites
(NOy) et nitrates (NO3"). Le NO a la propriété de se complexer avec le Fe (II). Cette propriété
explique que le NO se fixe a toutes les protéines renfermant un groupement hémique et en
particulier la guanylate cyclase soluble qui est ’une des ses principales cibles physiologiques.
La courte demi-vie du NO en milieu biologique, de I’ordre de quelques secondes, rend sa

quantification souvent difficile. Une des méthodes utilisées est la Résonance Paramagnétique
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Electronique (RPE) fondée sur la formation de complexes ferriques (Nakagawa et coll., 2001;

Kleschyov et coll., 2000).

4.1 Les enzymes de synthése du NO

Le NO est synthétisé par des enzymes nommées en Anglais «Nitric Oxide Synthase»
(NOS). A partir du B-nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADPH) et du dioxygéne,
I’enzyme oxyde la L-arginine en L-citrulline et NO (Figure 15).

Il existe trois isoformes de NOS purifiées et leurs ADNc ont été clonés chez I’homme.
Les isoformes, codées par trois geénes différents sont localisées sur les chromosomes 7
(eNOS), 12 (nNOS) et 17 (iNOS) (Forstermann et coll., 1995 ; Chen et coll., 1998). La NOS
dite neuronale (nNOS ou NOS 1), prédomine dans les cellules nerveuses mais elle est aussi
présente dans les cellules photoréceptrices et épithéliales. La NOS dite endothéliale (eNOS ou
NOS III) prédomine dans les cellules endothéliales, y compris celles des vaisseaux cérébraux
mais elle a aussi été identifiée dans des cellules nerveuses, les plaquettes sanguines et les
myocytes. Ces isoformes sont constitutives tandis que la NOS inductible (iNOS ou NOS II)
n’est exprimée qu’apreés induction par des facteurs tels que les cytokines provenant de
macrophages, de lymphocytes ou de cellules macrogliales et microgliales. Dans le systeme
nerveux, iNOS peut étre exprimée de facon importante par les astrocytes. Elle peut ¢galement
étre exprimée spontanément par les cellules épithéliales du poumon et les plaquettes
sanguines (Moncada et coll., 1991). Au cours des processus inflammatoires, la production de
NO au site d’inflammation semble étre principalement due a ’activité de la iNOS. Cette
enzyme interviendrait dans 1’effet protecteur du NO dans la prévention de I’apoptose et dans

le processus de cicatrisation (Chen et coll., 1998).

Les différents types de NOS possédent la méme structure générale mais leur régulation
présente des différences (Tableau 4). La nNOS et I’eNOS sont régulées par la concentration
en ions calcium dont dépend le couplage de I’enzyme avec la calmoduline. En revanche, la
iNOS est indépendante du calcium car cette isoforme est couplée en permanence a la
calmoduline (Marletta, 1993). Les autres moyens de régulation de I’activité NOS pourraient
étre la dimérisation (Hellermann et Solomonson, 1997), la phosphorylation (Michel et Feron,
1997), la concentration en L-arginine (Chang et coll., 1998), le complexe cavéoline dans
I’endothélium (Chen et coll., 1998) ou une régulation par le NO lui-méme (Rengasamy et

Johns, 1993; Groves et Wang, 2000). L’impact de la biosynthése de NO dépend d’une part, de
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Etude de [induction de 1FosB dans la moelle épiniére lors d une stimulation inflammatoire et de ses relations avec nNOS.
I. Introduction

la quantité produite et d’autre part, des cibles situées a proximité du lieu de synthése. Par
exemple, lorsque la cible est une enzyme, le NO peut provoquer selon le cas, soit une
activation soit une inhibition. Ceci explique que le NO puisse jouer un rdle cytoprotecteur
(Arnett et coll., 2002) ou un réle cytotoxique (Kroncke et coll., 1997), comme le double

visage du Dieu Janus.

4.2 Action générale du NO dans le systéme nerveux

Un des roles les plus intéressants du NO provient de sa diffusion due a sa capacité a
traverser les membranes. Cette propriété lui permettrait de synchroniser des processus
biologiques appartenant a son volume de diffusion. Au sein du systéme nerveux central, le
NO émis par certains €¢l€éments post-synaptiques a la suite de leur excitation diffuserait dans la
fibre pré-synaptique ou, en augmentant 1’intensité des influx nerveux, il interviendrait dans les
processus de potentialisation a long terme (Kendrick et coll., 1997). Le NO pourrait aussi étre
impliqué dans la neurogenése, en participant au controle de la prolifération et de la
différenciation cellulaire de la zone sous-ventriculaire (Matarredona et coll., 2005). De plus,
le NO influence I’expression génétique de protéines impliquées dans la régulation du cycle
cellulaire (Hemish et coll., 2003). Les effets du NO dans le systéme nerveux ont ét¢ montrés
par l'utilisation d’inhibiteurs comme L-NMMA (Ng-mono methyl-L-arginine), L-NAME
(Ng-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride), L-NA (Ng-nitro-L-arginine) ou 7-NI (7-
nitroindazole), ce dernier étant relativement spécifique de la nNOS (Sakurada et coll., 2001;
Tedesco et coll., 2002). Le NO a un rdle potentiel de transmetteur rétrograde mais il est
possible qu’il agisse aussi sur le neurone qui le produit ou qu’il diffuse vers les neurones
voisins ou les cellules gliales adjacentes, comme le ferait un neurotransmetteur classique
(Moncada et coll., 1991). Cet effet volumique se manifeste également sur la circulation
sanguine dans le cerveau. Celle-ci est sous la double influence de nNOS et eNOS (Cholet et
coll., 1997).

Le NO joue un role important dans la pathologie du systéme nerveux central. Il est en
effet possible que 1’augmentation de ’activation du récepteur NMDA et ’augmentation de
Ca®’ intracellulaire qui lui est associée permettent au NO d’intervenir dans la neurotoxitité du
glutamate (Moncada et coll., 1991). D’autre part, une forte quantit¢ de NO entraine
I’inhibition d’enzymes essentielles au fonctionnement cellulaire comme la ribonucléotide
réductase et certaines enzymes du transport électronique mitochondrial (Stewart et coll.,

2002). Les différentes formes peuvent également avoir des effets spécifiques. En effet, le NO
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étant une substance agissant aprés diffusion, son action sur une cellule cible dépend de
plusieurs sources variables selon les conditions physiologiques. Par exemple, au cours des
phénomeénes inflammatoires induits par les cytokines, le NO est plus particulierement produit
sous ’effet de la iNOS (Park et coll., 1994). Une augmentation de nNOS peut aggraver les
conséquences d’une ischémie cérébrale et sa diminution provoquer ’impuissance sexuelle
masculine. L.’augmentation d’iNOS est liée au choc septique, au diabéte et a certains cancers,
tandis que la diminution d’eNOS est impliquée probablement dans I’hypertension et
I’athérosclérose alors que son augmentation est associée a la migraine (Sennequier et Vadon-

Le Goff, 1998).

4.3. Les NOS dans la moelle épiniére

Il a été montré que la nNOS est présente dans la moelle épiniére, essentiellement dans
les neurones de la corne dorsale (Randich et coll.,, 1997; Goff et coll.,, 1998), dans les
ganglions de la racine dorsale (Meller et Gebhart, 1993; Luo et Cizkova, 2000) et dans les
motoneurones (Saito et coll., 1994). La localisation de nNOS dans la corne dorsale ou
projettent les fibres nerveuses impliquées dans la transmission de la nociception suggere que
le NO intervient dans la transmission du message nociceptif (Maihofner et coll., 2000a; Vetter
et coll., 2001). Ces données morphologiques ont été confirmées par des études fonctionnelles
montrant que les inhibiteurs de NOS augmentent le seuil de perception de la douleur (Aley et

coll., 1998; Tedesco et coll., 2002).

Des études pharmacologiques ont montré que 1’augmentation de débit sanguin de la
moelle épiniere lors d’une stimulation nociceptive dépend du NO d’origine neuronale. Des
expériences immunohistologiques complémentaires ont montré une innervation des vaisseaux
de la moelle épiniere par des terminaisons nerveuses contenant la nNOS (Zochodne et coll.,
2001). En revanche, la présence d’eNOS dans 1’endothélium des vaisseaux sanguins de la
moelle épiniere n’a fait I’objet d’aucune étude. D’autre part, des €¢tudes immunocytologiques
montrent qu’une stimulation nociceptive produite par une inflammation sous-cutanée
s’accompagne d’une augmentation de 1’étendue du marquage immunologique de type nNOS
(Maihofner et coll., 2000b; Gao et Qiao, 1998; Keilhoff et coll., 2000; Levy et Zochodne,
1998). Ces résultats suggerent qu’une libération accrue de NO d’origine neuronale peut
participer a I’hyperalgésie produite par ce type de stimulation nociceptive. Des expériences

récentes impliquent les cellules gliales de la moelle épiniére dans I’expression et le maintien
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de la douleur. Les astrocytes et la microglie sont activés en réponse a une vaste gamme de
conditions incluant 1’inflammation sous-cutanée qui peuvent produire une hyperalgésie
(Murphy, 2000, Watkins et coll., 2001). L’activation des cellules gliales provoque
I’expression d’iNOS mais le role spécifique de cette enzyme dans la transmission de la

douleur est controversé.

4.4 L’oxyde nitrique et la douleur

Le NO semble jouer un double réle dans la modulation de la douleur, a ’instar du
double role que le NO montre dans la plupart des tissus. Le NO synthétisé par les enzymes
constitutives est produit en petites quantités et pendant une courte durée tandis que le NO
fabriqué par I’iNOS en réponse aux stimulations inflammatoires et infectieuses est produit en
grande quantité et pour une durée plus longue (Berrazueta et coll., 1992). Des études
suggérent que le NO intervient dans 1’analgésie périphérique et centrale. Elles montrent que
I’acétylcholine, substance qui stimule la libération de NO constitutive, réduit 1’hyperalgésie
induite par la prostaglandine E, (PGE,), la carragénine et 1’acide acétique (Duarte et coll.,
1992; Ferreira et coll., 1992). Des études utilisant des donneurs exogénes de NO, tels que le
nitroprussiate de sodium et la nitroglycérine, montrent que ces substances sont des
antagonistes de I’hyperalgésie induite par la carragénine ou la PGE;, Les effets sont bloqués
par le bleu de méthyle, inhibiteur de la guanylate cyclase, ce qui suggere que la stimulation de
GMPc sert d’intermédiaire a 1’effet anti-nociceptif de NO (Osborne et Coderre, 1999;
Budzinski et coll., 2000; Dolan et coll.,, 2000). En revanche, d’autres études montrent des
effets pro-nociceptifs du NO dans différents modeles de douleur induite par la carragénine, la
capsaicine, le glutamate, la formaline ou par des stimulations mécaniques (Haley et coll.,
1992; Salvemini et coll.,, 1996; Callsen-Cencic et coll., 1999; Chen et Levine, 1999;
Kawamata et Omote, 1999; Leong et coll., 2000). D’aprés Luo et Cizkova (2000), de telles
différences (effets pro-nociceptifs vs effets anti-nociceptifs) sont peut-étre dues au fait que
I’expression de NOS dans les neurones de la moelle épiniére est régulée de fagon
différentielle. Elle peut étre régulée par l’activation de différentes fibres afférentes, par
I’intensité et la durée du stimulus nociceptif, par I’environnement local du site de la 1ésion,
par la sévérité et la durée de I’inflammation et par différentes cytokines qui peuvent activer
les afférences primaires avec des intensités variables qui résultent, selon le cas, en une
augmentation ou une diminution de I’expression. D’autre part, le NO peut étre une molécule

messagere de différents types de neurones, excitateurs (Bogdanov et Wurtman, 1997) et
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inhibiteurs (Valtschanoff et coll., 1992b). L’activation de neurones excitateurs par le NO
résulterait en une hyperalgésie, tandis que 1’activation des interneurones inhibiteurs peut
produire une hypoalgésie.

Le réle de NO dans l’inflammation est incertain et complexe. Par exemple dans
I’inflammation de la peau induite par des allergénes, le NO est pro-inflammatoire a basse
concentration, en induisant une vasodilatation et le recrutement des neutrophiles, et anti-
inflammatoire a haute concentration en inhibant I’expression des molécules d’adhésion et en
induisant I’apoptose des cellules inflammatoires (Ross et Reske-Kunz, 2001).

Les propriétés cyto-protectrices du NO (Ignarro et coll., 1999), dérivées de sa capacité a
augmenter le flux sanguin et a complexer les radicaux libres destructeurs, ont donné naissance
a des molécules anti-inflammatoires appelées NO-AINS qui permettent d’éviter 1’effet
toxique sur le systéme gastro-intestinal de 1’utilisation a long terme des médicaments AINS
qui sont les plus utilisés dans le traitement de la douleur inflammatoire. Ces molécules sont
synthétisées par estérification d’un donneur de NO avec un AINS conventionnel tel que
I’aspirine (NO-aspirine), le naproxen (NO-naproxen) ou le diclofenac (nitrofenac). Elles
semblent améliorer 1’efficacité anti-inflammatoire et anti-nociceptive des AINS dans
I’inflammation, les maladies neurodégénératives et le cancer, apparemment sans effet adverse
(Burgaud et coll., 2002a,b: Keeble et Moore, 2002).

Récemment, d’autres donneurs de NO appelés «nitric oxide donating drugs» (NODD) et
liés a des molécules chimiquement différentes des AINS ont été synthétisées. On peut citer en
exemple, le nitroparacetamol (NO-paracetamol), le nitroprednisolone (NO-prednisolone) et le
nitromesalamine (NO-mesalamine). Ce sont des molécules potentiellement utilisables dans le
traitement de I’asthme, des maladies du foie et de I'impotence (Burgaud et coll., 2002a,b;

Keeble et Moore, 2002).
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5. OBJECTIFS DE LA THESE

Nous avons choisi d’étudier la douleur inflammatoire chez le rat, non seulement pendant

la phase précoce, mais aussi pendant la phase tardive. Nos objectifs sont les suivants:

Valider le test de nociception de la pince calibrée Bioseb

Des études récentes (Yu et coll., 2002; Skyba et coll., 2005) ont utilisé¢ des pinces de
fabrication artisanale et équipées de capteurs de tension pour étudier le seuil de douleur a une
stimulation mécanique. La société Bioseb a développé un modéle industriel que nous avons
testé. Nous avons évalué la précision, la sensibilité et la fiabilit¢ de ce dispositif
commercialisé en utilisant un modele de douleur inflammatoire induite par la carragénine
(modéle carragénine). Cette pince a ensuite été utilisée pour une étude de 1’analgésie et la

tolérance a la morphine.

Etudier I’expression de FosB/ AFosB dans la moelle épiniére du rat lors d’une
douleur de type inflammatoire

L’implication de AFosB dans beaucoup de stimulations répétées ou soutenues suggére
que ce facteur de transcription est impliqué dans la plasticité connexe a la douleur. Dans ce
travail, nous avons étudié la possibilité de 1’expression de AFosB dans la moelle épiniere de
rat lors d’une douleur inflammatoire en utilisant deux anticorps qui identifient pour I’'un FosB

et AFosB et pour I’autre, seulement FosB.

Etudier ’expression de nNOS dans la moelle épini¢re du rat lors d’une douleur de
type inflammatoire

Les données exposées dans les paragraphes précédents montrent que le NO joue un rdle
important dans la nociception. De plus, une étude montre que le NO potentialise 1’expression
de c-Fos induite par la carragénine (Honoré et coll., 1995), suggérant par 1a que cette
molécule a un effet sur I’expression des facteurs de transcription. Notre but est d’étudier le
NO dans un modéle de douleur chronique de type inflammatoire induite par 1’injection
intraplantaire de carragénine ou de zymosan en centrant notre étude sur la nNOS. Dans ce
contexte, aprés avoir caractérisé la répartition de nNOS dans la moelle épiniére et son
éventuelle modification au cours de I’inflammation, nous avons recherché la possible co-
localisation de nNOS et c-Fos ou n NOS et AFosB dans les neurones des cornes dorsales de la

moelle épiniére.
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Tout vouloir a pour principe, un besoin, un manque donc
une douleur ; c’est par nature, nécessairement, qu’ils
(Phomme et la béte) doivent devenir la proie de la douleur
Shopenhauer

Le monde comme volonté et comme représentation

tl, p323-325
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II. MATERIEL ET METHODES

1. ANIMAUX

Les études sont menées sur des rats Sprague-Dawley males (180-220 g ; élevage Janvier,
Le Genest St Isle, France) placés dans des cages individuelles ou a raison de 3-4 rats par cage
pour les tests de comportement dans un environnement standard (24°C, cycles jour/nuit
12:12 h, phase lumineuse 7 h-19 h). Les rats ont libre acces a ’eau et a la nourriture. La
répartition des animaux entre les groupes expérimentaux (naif, contrdle, traité) est effectuée
de maniére aléatoire ainsi que la position des cages sur les chariots dans I’animalerie. Au
moins une semaine d’habituation est appliquée aux animaux avant le début des expériences.
Les animaux sont manipulés et pesés tout les jours afin de les familiariser avec les
expérimentateurs. Lors des tests de comportement effectués pendant la phase lumineuse, les
animaux sont placés dans la piece d’expérimentation 2 h avant le début des expériences.
L’expérimentation animale est pratiquée dans le respect de la législation européenne
(directive du Conseil de I’Europe 86/6669/EEC du 24 novembre 1986), les recommandations
éthiques pour I’expérimentation animale de I’TASP (Zimmermann, 1983), avec ’autorisation
du Ministére de I’Agriculture et du Ministére de la Recherche et avec 1’avis du Comité
Régional d’Ethique en Matiére d’Expérimentation Animale de Strasbourg (CREMEAS)
registre AL/O1/02/06/04.

2. TRAITEMENTS

2.1 Injection intraplantaire de zymosan

Le traitement est réalisé par une injection sous cutanée, intraplantaire de 100 pL de
Zymosan A (polysaccharide produit par la paroi cellulaire du Saccharomyces cerevisiae,
Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France) 5 % dilué dans du tampon phosphate 0,1 M,
NaCl 0,9 %, pH = 7,4 (PBS) a I’aide d’une seringue munie d’une aiguille de 26 gauges (0,45

x 12 mm) dans la région plantaire de la patte postérieure droite des rats (Figure 16). Les
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Figure 16. Injection sous cutanée intraplantaire
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animaux du groupe contrdle recoivent 100 uL de PBS en appliquant le méme protocole

d’injection.

2.2 Injection intraplantaire de carragénine

Selon le cas, une injection unilatérale intraplantaire de 200 uL. de A-carragénine 2 % ou
150 pL de A-carragénine 3 % (lot 80K1334, Sigma-Aldrich) diluée dans du NaCl 0,9 %
(solution saline), est réalisée a 1’aide d’une aiguille de 26 gauges, par voie sous cutanée dans
les coussinets de la patte postérieure droite du rat (Figure 16).

Les animaux du groupe contrdle regoivent 200 pL ou 150 uL de solution saline par voie

intraplantaire.

2.3 Injection sous-cutanée de morphine

L’injection sous-cutanée (sc) de 2,5 ou 10 mg/kg de morphine sulfatée (Francopia,
Aramon, France, diluée dans du NaCl 0.9 %) est réalisée a I’aide d’une aiguille de 27 gauges
(0,4 x 20 mm), par voie sous cutanée dans la région dorsale du rat a I’insertion du cou, 30 min
avant de mesurer I’analgésie. Les animaux du groupe contrdle regoivent une injection du
méme volume de solution saline.

Lors des expériences de tolérance a la morphine, les animaux regoivent une injection
sous cutanée de morphine (10 mg/kg) tous les jours pendant 5 jours. Le seuil de tolérance a la
pression mécanique est mesuré avant 1’injection de morphine (pré-injection) et 30 min apres
traitement (post-injection). La valeur de pression maximale appliquée sur la patte du rat est
fixée a 2000 g afin d’éviter d’endommager le tissu. Cette valeur correspond a 2 fois la force

maximale supportée par le rat dans des conditions controle.

3. MESURE DU VOLUME DE L’OEDEME

Le volume de la patte est mesuré pour déterminer le volume de I’cedéme induit par le
traitement. La méthode utilisée, basée sur le principe d’Archiméde, utilise une balance
(Sartorius-Werke type 2204, précision = 0,1 g. Gottingen Allemagne), sur laquelle est posé un
récipient cylindrique rempli d’eau. L’augmentation de poids indiquée par la balance est

enregistrée lorsque la patte du rat est trempée dans 1’eau jusqu’a I’articulation de la cheville.
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Le volume d’eau déplacée par la patte correspond & un accroissement de la force appliquée

sur le plateau de la balance tel que 1 g corresponde a 1 ml.

4. TESTS COMPORTEMENTAUX

4.1Test de Randall et Selitto

Le test de Randall et Selitto (1957) mesure le seuil de nociception a 1’aide d’un
algésimeétre (Ugo Basile — Italie; Figure 17A). Cet appareil exerce une force qui s’accroit a
une vitesse constante indiquée par la position d’un curseur le long d’une échelle graduée. La
force est appliquée par un cone en plexiglas sur la face dorsale de la patte postérieure (Figure
17B). L’opérateur appuie sur une pédale pour déclencher le mécanisme. Lorsque le rat retire
la patte, ’opérateur libére la pédale et lit sur I’échelle la force maximale appliquée sur la

patte. Avant chaque test, le dispositif est replacé a la force la plus faible.

4.2 Test de la Pince calibrée

L’appareil développé par Bioseb (Chaville, France) est constitué¢ d’une pince brucelle
(longueur =15 cm; aire de contact: 7 mm x 1,5 mm; Figure 18A) sur laquelle sont fixés des
capteurs de pression reliés a un dynamometre électronique indiquant la force exercée (Figure
18B). Les capteurs de pression sont disposés sur les branches selon un positionnement qui
assure une bonne sensibilité de I’ensemble (bonne réponse méme sous de faibles charges) et
une linéarité satisfaisante sur toute la plage de mesure (linéarité meilleure que 0,5 %). Le
dispositif est également complété par un systéme de touches collées sur les branches afin que
les différents expérimentateurs exercent tous leur action au méme endroit et obtiennent ainsi
une bonne répétitivité. La calibration de la pince est réalisée grace a un jeu de masses étalons.
La méthode de calibration mise au point par Bioseb (Andilog Technologies) en accord avec
les standards européens NF EN 10002-2 de Décembre 1991, permet de tenir compte des
efforts répartis sur les deux branches et de I’effet ressort de la pince. Les paramétres de
calibration sont mis en mémoire dans I’interface électronique et la force peut étre exprimée en
diverses unités (g, kg, N, mN, oz, 1b). Nous avons utilisé comme unité le gramme (g). Le

dispositif affiche sur 1’écran les valeurs en temps réel et indique la valeur maximale de la
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Figure 17. Test de Randall et Selitto. A) Algésimeétre
B) Utilisation de l'algésimetre.



Figure 18. A) Pince calibrée. B) Dynamomeétre.
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pression exercée au cours de 1’essai. Cet affichage permet a I’expérimentateur de s’exercer a
I’utilisation de ’appareil et de controler la force mécanique appliquée durant le test. Apres un

essai, I’appareil peut étre remis a zéro manuellement ou a 1’aide d’une pédale.

Le seuil de pression mécanique est mesuré a 1’aide de la pince calibrée (Luis-Delgado et
coll., 2006) en placant les animaux sur une table et en les maintenant avec douceur a 1’aide
d’un chiffon masquant les yeux pour limiter les influences de 1I’environnement. Les pointes de
la pince sont placées entre les deux faces de la patte postérieure en faisant attention a ce que la
surface en contact avec la patte soit la méme a chaque mesure. La force appliquée est
augmentée manuellement a une vitesse réguliére, approximative de 200g toutes les 3 secondes
jusqu’au retrait de la patte (Figure 19). La mesure est répétée 3 fois pour chaque patte pendant

chaque test et la moyenne de la force exercée sur chaque patte est déterminée.

4.3 Filaments de Von Frey

Les filaments de Von Frey (Touch Test®Bioseb, Chaville, France) sont des filaments en
nylon de différentes tailles et diamétres (variations sur une échelle logarithmique) permettant
d’exercer une pression calibrée a la surface de la peau. Les filaments utilisés permettent
d’appliquer des pressions variant de 1 a 180 g (1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 26, 60, 100 et 180 g). Les
rats sont placés sur une grille (maillage carré de 0,5 x 0,5 cm) dans des cages en plexiglas
sans fond (dimension L x I x h =24 x 14 x 33 cm) 10 min avant le début du test (Figure 20A).
Le test est réalisé¢ en appliquant 5 fois le méme filament sur la votite plantaire de la patte
postérieure et en comptant le nombre de retraits en commengant par le filament le plus faible.
Le seuil de pression appliquée sur la patte est défini comme la force minimale qui produit au

moins 4 réponses de retrait de la patte sur les 5 stimulations.

4.4 Plantar Test

Nous avons utilis¢é le Plantar test (Ugo-Basile, Italie) pour évaluer la sensibilité
nociceptive thermique chaude (Hargreaves et coll., 1988). L’équipement consiste en un
émetteur mobile de rayon infrarouge (Halogéne «Bellaphot», modéle 64607 OSRAM, 8V-
50W), placé sous un panneau translucide sur lequel est posée une cage en Perspex®

(polyméthylmethaerylate) de trés bonne transparence optique, contenant 3 compartiments
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Figure 19. Test de la pince calibrée



Figure 20. A) Test de von Frey.
B) « Plantar Test »
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séparés par des cloisons opaques (dimensions:L x 1 x h =17 x 23 x 14 cm). L’intensité utilisée
est de 70 sur une échelle comprise entre 0 et 99. Ce dispositif permet de tester 3 animaux
simultanément (Figure 20B).

Les animaux sont installés dans les cages 10 min avant le début du test qui consiste a
stimuler la volte plantaire de la patte postérieure du rat a ’aide du faisceau infrarouge et a
déterminer le temps de latence (en secondes) jusqu’au retrait de la patte. Le test est effectué 3

fois sur chaque patte et la latence moyenne de retrait pour chaque patte est calculée.

5. TECHNIQUES HISTOLOGIQUES

5.1 Perfusion des animaux et réalisation des coupes histologiques

Les animaux sont anesthésiés par une injection intra péritonéale d’uréthane 25 % a
raison de 1,25 g/Kg ou d’une surdose d’hydrate de chloral (Sigma; 400 mg/mL, 3 mL/rat).
Aprés ouverture de la cage thoracique, une canule reliée a une pompe péristaltique est
introduite dans 1’apex du cceur en activité pour étre remontée jusqu’a I’embouchure de I’aorte.
L’oreillette droite est immédiatement incisée pour assurer 1’évacuation de 1’exces de volume
sanguin. Les rats sont ensuite successivement perfusés a un débit de 20 mL/min avec les
solutions suivantes maintenues dans de la glace :

e Pour les coupes au cryostat : 100mL de PBS pour laver la circulation sanguine
puis 300mL de mélange paraformaldéhyde (PAF) 4 % - glutaraldéhyde 0,2 %
dans du tampon phosphate 0,1 M pH 7.4, pour fixer le tissu et enfin, 100mL de la
méme solution additionnée de sucrose 10 %.

e Pour les coupes au vibratome : 100 mL de PBS 0,1 M, pH = 7,4, puis 200 mL de
PAF 4 % dans du tampon phosphate 0,1M maintenu dans la glace ou de PAF
4%- acide picrique 0,6 %, dans du PBS.

Aprés perfusion, la moelle épiniére est prélevée (Figure 21A) et post-fixée avec du PAF
4 % dans du tampon phosphate 0,1M pH 7,4 pendant 2 h a température ambiante.

e Pour les coupes au cryostat, la moelle épiniére est ensuite déposée dans du
sucrose 30 % pendant une nuit & 4°C en vue d’obtenir une cryoprotection. Aprés
ce traitement, les échantillons sont congelés pendant 1 min environ dans de 1’iso-

pentane (Labosi) a -40°C puis conservés a -80°C. Des coupes transversales de la
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L1-L5

Figure 21. A) Moelle épiniere du rat montrant les niveaux lombaires.
B) Moelle épiniére, segment L4 montrant en noir les aires du comptage
pour FosB-LlI.
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région lombaire de moelle épini¢re de 20 um d’épaisseur sont réalisées a ’aide
d’un cryostat (2800 Frigocut, Reichert Jung) a -20°C, déposées sur des lames
gélatinées et conservées a -20°C jusqu’au jour du marquage immunocytologique.
e Pour les coupes au vibratome, la moelle épinicre est conservée dans du PBS
aprés post-fixation pendant 2 h a 4°C. Une encoche est pratiquée sur le coté
controlatéral a la patte injectée sur la face ventrale de la région lombaire de la
moelle épinicre. Celle-ci est ensuite incluse dans de I’agar 2 % et coupée au
vibratome (VT 1000S, Leica) en coupes transversales de 25 pm d’épaisseur. Les
coupes sont recueillies dans du PBS et stockées a 4°C jusqu’au jour de 1’étude

immunocytologique.

5.2 Histologie: coloration au violet de crésyl

Les controles histologiques sont réalisés a partir de coupes transversales de 25 pm
d’épaisseur de la région lombaire de la moelle épiniére, coupées au vibratome. Apres
éclaircissement (2 x 5 min dans le xyléne), les coupes sont réhydratées (passages successifs,
de 5 min chacun dans des bains d’alcool a 100 % (deux fois), 95 %, 70 % et dans 1’eau
distillée) puis immergées pendant 30 min dans une solution de crésyl violet 0,5 % (Chroma
Gesellschaft). Elles sont ensuite rincées dans 1’eau distillée, déshydratées (1 min dans chaque
bain d’alcool de 70 % a 100 % puis 2 x 5 min dans le xyléne) avant d’étre montées entre lame

et lamelle dans de I’Eukitt.

5.3 Immunohistologie

5.3.1 Immunoperoxydase
Nous avons révélé les marquages de FosB et de FosB/AFosB (FosB-LI) par la technique
d’immunoperoxidase indirecte utilisant le complexe Avidine-Biotine (ABC) comme systéme
d’amplification. Les coupes réalisées au vibratome sont d’abord lavées 3 fois dans du PBS (3
x 10 min), puis, aprés incubation dans du sérum d’ane 5 % dans du PBST ( PBS supplémenté
en Triton X-100 0,5 %; TX-100 Sigma-Aldrich; dans PBS) pendant 1 h, I’immunoréaction de
FosB ou AFosB est révélée en utilisant deux anticorps polyclonaux primaires produits chez le

lapin et dirigés contre deux régions différentes de la protéine FosB. Un anticorps, “pan-
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FosB”, dilué a 1/5000, est dirigé contre la région interne de FosB (SC-48, Santa Cruz
Biotechnology) et reconnait FosB et AFosB. L’autre anticorps, dilu¢ a 1/2000, est dirigé
contre la région C-terminale de FosB qui est absente dans AFosB (acides aminés 317-334). Ce
denier anticorps reconnait FosB mais ne reconnait pas AFosB (Perrotti et coll., 2004, 2005).
Les coupes sont incubées toute la nuit a température ambiante avec I’anticorps primaire dilué
dans du sérum d’adne 1 % dans PBST, puis les coupes sont incubées avec un anticorps
secondaire biotinylé (antisérum d’ane anti IgG de lapin; Amersham Biosciences, 1/200) dilué
dans du sérum d’ane 1% dans PBST pendant 90 min a température ambiante. Par la suite les
coupes sont lavées 3 fois dans le PBS (3 x 10 min) et mises en présence du complexe ABC
(Vectastain ABC kit, Vector Laboratoire, USA) pendant 1 h. Le complexe ABC est un
systtme d’amplification de signal « Avidine-Biotine-Peroxydase » couplant, via 1’avidine,
plusieurs molécules de peroxydase biotinylée sur chaque anticorps secondaire biotinylé. Les
coupes sont lavées 1 fois pendant 10 min dans le PBS et 2 fois 10 min dans le Tris (0,05 M,
pH = 7,6) afin d’éliminer les traces de sels et de phosphate qui pourraient inhiber ’activité de
la peroxydase ou entrainer la précipitation du nickel intervenant dans la réaction enzymatique.
La révélation de la peroxydase est réalisée par un mélange : Tris 0,05 M ; nickel ammonium
sulfate 5 mg/mL; diaminobenzidine 250 mg/mL; H,O, 0,025 %. La peroxydase catalyse le
transfert de 2 ¢électrons de la diaminobenzidine sur I’eau oxygénée, en donnant 2 molécules
d’eau et une molécule de diphénoquinine diamine insoluble et de couleur brune. Enfin, les
coupes sont lavées 1 fois dans du Tris (1 x 10 min) et 2 fois dans du PBS (2 x 10 min). Elles
sont finalement montées sur lames gélatinées, déshydratées dans des bains d’alcool de
concentrations croissantes et de xyléne (eau, alcool 70°, 90°, 100° 2 fois, xyléne 2 fois) et
mises sous lamelles avec de 1’Eukitt. Des contrdles sont effectués en omettant les anticorps

primaires.

5.3.2 Immunofluorescence

Nous avons révélé le marquage de nNOS, par la technique d’ immunofluorescence.

Les coupes sur lames de la région lombaire de la moelle épiniére faites au cryostat sont
pré-incubées dans le mélange de ringage A suivant: sérum d’ane 5 % / sérum albumine bovine
1 % (BSA, Sigma-Aldrich) / Triton X-100 0,2 % dans du PBS, pendant 2 h en chambre
humide a température ambiante afin de diminuer I’intensité des marquages non spécifiques.
L’anticorps primaire monoclonal de souris anti-nNOS (Sigma-Aldrich) dilué au 1/200 dans le
meélange A est appliqué apres 3 ringages successifs de 5 min dans du PBS et incubé 1 nuit a

4°C en chambre humide. Apres trois ringages dans le PBS, les coupes sont incubées avec
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I’anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé & FITC (Sigma-Aldrich) dilué¢ au 1/200 avec
le mélange A pendant 2 h a température ambiante et a I’obscurité. Apres trois ringages par le
PBS, les coupes sont montées sous lamelle avec du Vectashield (Vector Laboratories), milieu
de montage utilisé pour éviter la perte de fluorescence ou «bleaching». Des contréles sont
effectués en omettant les anticorps primaires. Les coupes ainsi préparées sont prétes a
I’observation en microscopie a fluorescence.

Les doubles marquages de nNOS avec respectivement, c-Fos, Glutl et FosB/AFosB
réalisés sur des coupes flottantes, sont révélés par la technique d’immunofluorescence selon le
protocole suivant:

Les coupes sont lavées dans du PBS (3 x 10 min) et incubées dans un mélange de BSA 3
% / TX-100 0,1 % dans PBS pendant 1 h pour bloquer le marquage non spécifique. Elles sont
ensuite incubées dans un des couples d’anticorps primaires suivants toute la nuit a 4°C:

- Anticorps monoclonal de souris anti-nNOS dilu¢ au 1/200 plus anticorps
polyclonal de lapin anti-c-Fos (4: sc-52, Santa Cruz Biotechnology) dilué¢ au
1/4000.

- Anticorps monoclonal de souris anti-nNOS dilu¢ au 1/200 plus anticorps
polyclonal de lapin anti-Glut-1 (anticorps dirigé contre le transporteur de
glucose Glut-1, Chemicon International) dilué au 1/500.

- Anticorps monoclonal de souris anti-nNOS dilu¢ au 1/200 plus anticorps
polyclonal de lapin anti-FosB/AFosB (102: sc-48, Santa Cruz Biotechnology)
dilué au 1/400.

Toutes les coupes sont diluées et rincées dans le mélange BSA 3 % / TX-100 0,1 % dans
le PBS. Aprés 3 ringages (3 x 10 min), les coupes sont incubées en présence des anticorps
secondaires.

- anti-nNOS est révélé avec un anticorps anti-IgG de souris produit chez 1’ane
couplé a FITC, dilué au 1/200.

- anti-Glut-1, anti-c-Fos et anti-FosB sont révélés avec un anticorps anti-IgG
de lapin couplé a Cy3, dilu¢ au 1/500 produit chez I’ane.

Les anticorps produits chez I’ane sont dilués avec le mélange BSA 3 % / TX-100 0,1 %
dans PBS et les coupes sont incubées pendant 2 h a température ambiante et a 1’obscurité.
Aprés trois ringages avec PBS, les coupes sont montées sous lamelles avec du Vectashield.
Des contrdles sont effectués en omettant les anticorps primaires. Les coupes ainsi préparées

sont prétes a I’observation en microscopie a fluorescence.
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5.4 Quantification de cellules immunopositives a2 FosB et 2 AFosB

Les images numériques des coupes de la région lombaire (LI-L5) de la moelle épinicre
(Figure 21A) sont acquises a I’aide d’un objectif 10x monté sur un microscope a Leica LEITZ
DMRD. Nous avons utilisé les planches de Molander et Grant (1995) pour identifier les
différents segments de la région lombaire. Le nombre de noyaux des -cellules
immunomarquées est compté dans la région des couches superficielles de la corne dorsale de
la moelle épiniere (laminae I et II: Figure 21B) correspondant a la région de projection des
neurones somato-sensoriels de la surface plantaire du rat (Grant, 1995) ainsi que dans les
couches profondes (III-V). Le nombre de cellules positives est compté bilatéralement a 1’aide
du logiciel d’analyses d’images, ImageJ (1.32v, Wayne Rasband, National Institute of Health,
USA). Lorsqu’il est possible d’obtenir plus de 3coupes pour le méme segment spinal, la

valeur moyenne est prise en compte comme une seule observation.

6. MESURE DE L’ACTIVITE DE LA MYELOPEROXIDASE

Nous avons mesuré 1’activité de la myélopéroxidase (MPO) comme témoin de
I’inflammation. Cette activité permet de quantifier la séquestration de neutrophiles dans la
patte du rat faisant suite a I’injection de carragénine. Nous avons utilisé la méthode décrite par
Bhatia et coll.,, 2005. Les animaux sont guillotinés et les deux pattes postérieures sont
prélevées dans la carboglace et conservées a -80°C. Le jour du dosage, les pattes sont
décongelées et homogénéisées dans 1 mL de tampon phosphate 20 mM pH = 7,4 puis
centrifugées a 10.000 x g pendant 10 min a 4°C. Le sédiment résultant est suspendu dans du
tampon phosphate 50 mM pH = 6,0 additionné de bromure de hexadecyltriméthylammonium
(HTAB, Sigma-Aldrich) 0,5 % (v/v). La suspension est soumise a 4 cycles de congélations et
décongélations, soniquée (40 sec), puis centrifugée a 10.000 x g, pendant 5 min a 4°Cet le
surnageant est utilis¢ pour le dosage de MPO. Le milieu réactionnel est constitué¢ d’un
mélange du surnageant (50 pL), de tetraméthylbenzidine (1,6 mM. Sigma-Aldrich), de PBS
(80 mM, pH 5,4), et d’eau oxygénée (H,O,, 0,3 mM. Sigma-Aldrich). Le volume final
d’incubation est de 100 pL. La réaction est réalisée a 37°C pendant 110 sec et stoppée par
I’addition de 50 uL de H,SOy4, 0,18 M. L’activité de la MPO est évaluée par la mesure de la

densité optique (DO) a 450 nm et ramenée a la concentration d’ADN évaluée par la mesure de
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la densité optique de 10 pL de surnageant a 260 nm. Les résultats sont exprimés par le rapport

entre les deux DOs.

7. ANALYSE STATISTIQUE

L’analyse statistique est réalisée a I’aide du logiciel Statistica 5.1 (Statsoft, Tulsa, OK,
USA), en utilisant une analyse de variance multifactorielle (ANOVA). Le traitement
(injection de milieu salin, carragénine ou morphine) intervient comme un facteur intergroupe
tandis que le coté mesuré (ipsi- ou controlatéral) intervient comme un facteur intra-sujet. Le
temps de mesure (1-7 h et 24 h pour I’¢tude de la phase aigué et 1, 3, 7, 14 ou 28 jours pour
I’étude de la phase chronique) intervient comme un facteur intra-sujet (mesures répétées dans
le temps sur le méme animal) dans les expériences de comportement et comme un facteur
intergroupe dans la quantification de FosB-LI. Il est également tenu compte des interactions
entre facteurs. Lorsque le test ’ANOVA est positif, les comparaisons multiples entre points
individuels, sont réalisées avec le Test de Tukey. Le niveau de significativité est fixé a p <
0,05. Symboles utilisés: * si p <0,05, ** si p<0,01, *** si p<0,001. Les données sont
présentées sous la forme d’une moyenne + erreur type (S.E.M).

L’étude immunocytologique de FosB-LI est réalisée a partir de 5 rats naifs, 30 rats
témoins ayant recu une injection de solution saline et de 33 rats ayant recu de la carragénine.
Une analyse compléte du nombre de cellules marquées a tous les niveaux de coupes n’a été
obtenue que sur 14 rats. En conséquence dans les études statistiques qui prennent en compte
le niveau de coupes, chaque valeur est considérée de maniere indépendante (facteur intra
sujet). En revanche pour un niveau de coupe donné la valeur obtenue pour chaque rat

intervient de maniére indépendante.
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8. PROTOCOLES EXPERIMENTAUX
8.1 Caractérisation et validation de la pince Bioseb

Une premiére série d’expériences a permis de caractériser la pince en appliquant le test a
des animaux naifs 1 fois par jour tous les jours pendant 9 jours ou pendant 2 h toutes les
30 min, matin et aprés midi.

La pince a ensuite été validée par deux séries d’expériences réalisées sur des rats naifs.

1 Nous avons demandé a 2 expérimentateurs d’appliquer le test aux mémes
animaux 1 fois par jour tous les jours pendant 4 jours de fagon alternée. L’un des
expérimentateurs était un manipulateur entrainé a 1’utilisation de la pince tandis
que I’autre ne ’avait jamais utilisée.

2 Nous avons appliqué le test a un modele expérimental consistant a évaluer
I’analgésie et la tolérance produites par une injection de morphine 10 mg/kg par

jour pendant 5 jours.

8.2 Etude du modéle carragénine

La stimulation douloureuse est obtenue par injection intraplantaire de 150uL de
carragénine 3%, dans la patte postérieure du rat. Les rats contrdles regoivent le méme volume

de solution saline.

8.2.1 Caractérisation de I’inflammation

Les volumes de la patte injectée et de la patte controlatérale sont mesurés avant injection

etl1,2,3,4,5,6,7et24het3,7, 14 et 28 jours apres traitement par la carragénine.

Le dosage de la MPO est réalisé dans les deux pattes postérieures des rats naifs et des

rats injectés avec la carragénine ou contrdles, 6 h, 1, 3 et 7 jours aprés traitement.
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8.2.2 Tests de seuil de sensibilité

Nous avons utilis¢ deux tests pour mesurer le seuil de sensibilit¢ mécanique, les
filaments de Von Frey et la pince calibrée Bioseb. Pour mesurer le seuil de sensibilité
thermique a la chaleur, nous avons utilisée le test Plantar.

e Les filaments de Von Frey sont appliqués 1 fois par jour avant injection et 1, 2, 3,
4,5,6,7 et 24 h puis 3, 7, 14 jours apres injection de carragénine ou de solution
saline.

e La pince calibrée Bioseb est appliquée 1 fois par jour avant injection et 1, 2, 3, 4,
5,6, 7 et 24 h puis 3, 7, 14 et 28 jours apres injection de carragénine ou de
solution saline.

e Le test Plantar est appliqué 1 fois par jour avant injection et 1, 3, 7, 14 et 28 jours

apres injection de carragénine ou de solution saline.

8.2.3 Facteurs de transcription

Tous les marquages de FosB spécifique et FosB-LI sont réalisés sur des coupes
vibratome transversales de la région lombaire (L1-L5) de la moelle épiniére de rat en
appliquant la technique d’immunoperoxydase.

Le marquage de FosB spécifique est réalisé 8 h puis 1, 3, 7, 14 et 28 jours apres injection
de carragénine. Le marquage de FosB-LI est effectu¢ sur des rats naifs et des rats ayant regu

une injection de solution saline ou de carragénine 1, 3, 7, 14 et 28 jours apres le traitement.

8.3 Immunohistologie de nNOS et douleur inflammatoire

8.3.1 Répartition de nNOS dans la moelle épiniére chez les rats naifs
L’¢tude d’immunofluorescence de la répartition de nNOS dans la région lombaire (L1-
L5) de la moelle épiniére est faite sur des coupes transversales faites au cryostat chez des rats

naifs.

8.3.2 Répartition de nNOs dans le modéle inflammatoire

8.3.2.1 Modele zymosan
Une injection intraplantaire de 100uL de zymosan 5 %, est pratiquée dans la patte

postérieure du rat. Les rats contrdles recoivent le méme volume de PBS.
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Le zymosan n’a été utilisé que dans cette série expérimentale. Un contrdle de son effet
sur la nociception a été effectué en utilisant le test de Randall-Selitto. Ce test est effectué¢ sur
les 2 pattes postéricures de tous les rats, trois fois par jour pendant 10 jours avant les
traitements puis trois fois par jour pendant 5 jours apreés les traitements.

L’¢tude en immunofluorescence du nNOS est réalisée sur des coupes cryostat de la

région lombaire (L1-L5), 4, 6, 24, 48, 72 et 168 h apres injection de zymosan ou de PBS.

8.3.2.2 Modele carragénine

e L’¢tude en immunofluorescence de nNOS apres injection intraplantaire de
carragénine ou de la solution saline est effectuée sur des coupes au vibratome de
la région lombaire de la moelle épiniere de rat, 4, 6, 24, 48, 72 et 168 h apres le
traitement.

e Le marquage de c-Fos et le double marquage nNOS/c-Fos sont pratiqués sur des
coupes au vibratome de la région lombaire de la moelle épiniére de rats 3 h apres
I’injection intraplantaire de carragénine. Le double marquage nNOS/Glut-1 est
réalisé 24 h apres traitement et le double marquage nNOS/ FosB-LI, 3 jours apres

traitement.
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La force qui fait le plus de fois le tour de la terre
En un seconde, ce n’est pas I’électricité,

C’est la douleur

Marcel Proust

Extrait d’Albertine disparue
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III. RESULTATS

1. Caractérisation et validation de la pince Bioseb chez les animaux naifs

1.1 Caractérisation

Les animaux naifs sont examinés pendant 9 jours consécutifs pour évaluer l'effet des
mesures sur le seuil de sensibilité douloureuse. Avant la session de tests, les animaux sont
manipulés quotidiennement pendant une semaine afin de diminuer le stress di a la
manipulation. Chaque jour de test, le seuil nociceptif basal de 3 essais consécutifs sur les deux
pattes postérieures du rat est évalué¢. L’étude statistique ne montre aucune différence
significative du seuil de pression entre les 3 mesures faites ou entre les deux pattes (Figure
22A). Le seul effet significatif est celui du facteur temps (Fs, 24 = 94, p < 0,001). En effet le
seuil de sensibilité augmente progressivement entre le jour 1 et le jour 9. Une analyse de
régression (R = 0,87, p = 0,003) confirme une augmentation linéaire significative des valeurs
moyennes du seuil de sensibilité au cours des 9 jours (pente = 29,1 £+ 6,2 g/j). Pendant la
méme période la masse corporelle des rats augmente également (Figure 22B). Une corrélation
significative (R = 0,90, p <0,001, pente = 3,36 + 0,34) est observée entre 1’augmentation du
seuil de sensibilité et I’augmentation de la masse corporelle.

L'effet des essais répétés au cours d’une méme journée est évalué en mesurant le seuil de
nociception de la patte a des intervalles de 30 min pendant 2 h, le matin et 'aprés-midi.
L’étude statistique ne montre aucune différence significative entre les 3 mesures consécutives
pour chaque triplet, ni entre la patte gauche et la patte droite. Il n'y a aucun changement
crucial des mesures entre le matin et I’aprés midi (Figure 23A). Etant donné qu’aucune
différence significative n'est observée entre les 3 mesures consécutives pour chaque triplet,

toutes les autres analyses sont faites en utilisant la valeur moyenne des 3 mesures de pression.
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1.2 Validation

1.2.1 Reproductibilité entre investigateurs
Le seuil nociceptif de la patte est mesuré par deux expérimentateurs pendant 4 jours sur
chaque patte du méme groupe d’animaux (n = 5). Un expérimentateur est naif (B), tandis que
l'autre est la personne qui pratique habituellement ce test (4). Les deux sessions
indépendantes sont séparées par 30 min et l'ordre des expérimentateurs est modifié¢ chaque
jour. L’étude statistique ne montre aucune différence significative entre les résultats des deux

expérimentateurs (Figure 23B).

1.2.2 Application de la pince Bioseb: étude des effets analgésiques de la morphine

Un effet analgésique dépendant de la dose de morphine est révélé lors des tests effectués
30 min apres I’injection (Figure 24A). La limite supérieure de la force appliquée sur la patte,
limitée volontairement & 2000 g, est atteinte lors de toutes les mesures effectuées a la dose de
10 mg/kg (Figure 24A et B).

L'induction de la tolérance a la morphine est étudiée par son administration sous-cutanée
quotidienne de 10 mg/kg pendant 5 jours (Figure 24B). Le seuil nociceptif mécanique est
mesuré chaque jour juste avant et 30 min apreés 1’administration de morphine. Le jour 1, le
seuil de pression de la patte atteint la limite supérieure de 2000 g. L’étude statistique a quatre
facteurs du traitement (morphine/milieu salin), du temps (1, 2, 3, 4 et 5 jours), de l'injection
(pré/post) et de la patte (gauche/droite), confirme l'absence de différence entre les valeurs de
la patte gauche et de la patte droite. Il existe un effet significatif de 1’interaction entre les
facteurs injection, temps et traitement (Fa24 = 4,82, p = 0,006). Les valeurs obtenues juste
avant 1’injection de morphine ne sont pas différentes des valeurs contréle et ne montrent
aucune différence significative au cours des 5 jours. Aprés injection de morphine le seuil
nociceptif diminue progressivement au cours du traitement de 5 jours (Figure 24B) mais ces
valeurs restent significativement plus ¢€levées que celles du groupe témoin pendant les 3
premiers jours (Figure 24B). Une analyse de régression lingaire sur les jours 2 a 5 confirme
une diminution significative (R = -0,98, p = 0,015) de 1’analgésie avec le temps, et donc la

mise en place d’une tolérance a la morphine.
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2. Modéle carragénine, modéle de douleur soutenue

2.1 Caractérisation de I’inflammation

e Volume de I’cedéme

L'eedéme atteint un volume maximal 5 & 6 h aprés ’injection de carragénine a 3% dans
la patte postérieure droite (Figure 25A). Au cours des 24 premiéres heures, 1’étude statistique
montre une interaction significative des 3 facteurs, traitement, temps et coté (Fsas = 55,0,
p <0,001). Pendant cette phase précoce, I'eedéme est significatif dés 3 h aprés 1’injection et
maintient son niveau maximum jusqu’a 24 h. Aucun changement de volume n’est observé
dans le groupe témoin ou dans la patte controlatérale de tous les groupes (n = 4 rats par
groupe).

Pour le stade tardif (étude sur un autre groupe de 6 rats), I'analyse statistique montre une
interaction significative des facteurs temps, traitement et coté (Fs so = 97,23, p < 0,001).
Aprés injection de carragénine a 3 % dans la patte postérieure droite du rat, l'eedéme
développé dés les premicres heures est encore présent au jour 1, et diminue progressivement
(Figure 25B). Apres 28 jours, le volume de la patte reste encore significativement plus élevé
que celui les animaux témoins (p < 0,001). Aucun changement de volume n’est observé
concernant les pattes postérieures du groupe contréle ou la patte controlatérale du groupe

traité.

e Augmentation de la masse corporelle
Les rats ayant recu de la carragénine montrent un ralentissement du gain de masse
pendant les 3 premiers jours aprés le traitement (Figure 25C), avec pour résultat une
différence de poids significative (interaction traitement x temps, Fs, so = 3,88, p < 0,005) par
rapport au groupe témoin pendant 7 jours. Par la suite, ce retard dans la prise de poids est
compensé, et le groupe traité a la carragénine ne présente plus de différence significative avec

le groupe témoin.

e MPO
L’activitét MPO, marqueur de 1’inflammation, augmente progressivement dans la patte
ayant subi une injection de carragénine et atteint une valeur maximale a 24 h (Figure 26A).

L’activité MPO de la patte traitée diminue ensuite, plus rapidement que 1’cedéme, et retourne
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aux valeurs de base dés le troisiéme jour (Figure 26B). La valeur a 24 h différe

significativement des autres (n =5, p = 0.034).

2.2. Seuil nociceptif dans le modéle carragénine

2.2.1 Test de la pince calibrée Bioseb

Dans la phase précoce (Figure 27A), le traitement par la carragénine provoque une
diminution significative du seuil de réponse a la stimulation mécanique nociceptive par
rapport au groupe témoin (n = 4 rats par groupe). L'analyse statistique montre une interaction
significative des 3 facteurs traitement, temps et coté (Fgas = 6,89, p < 0,001). Cette diminution
est significative dés 2 h et la valeur de seuil minimale (allodynie mécanique) est atteinte 6 h
apres I’injection. L’hyperalgésie mécanique est encore présente a 24 h apres 1’injection de
carragénine.

Dans la phase tardive (Figure 27C), la mesure du seuil de pression mécanique révele une
interaction significative des facteurs traitement, temps et coté (Fs so = 7,93, p < 0,001, n =6
rats par groupe). L'inflammation induite par la carragénine produit une diminution
significative du seuil pendant 7 jours. Aucun effet significatif n’est observé chez le groupe

témoin.

2.2.2 Test des filaments de von Frey

Nous avons employ¢ les filaments de von Frey comme dispositif de comparaison avec la
pince calibrée. Pendant la phase précoce (Figure 27B), I’analyse statistique a trois facteurs
(n=15 rats par groupe) montre des effets significatifs d’un co6té par rapport a [’autre
(F16=28,78, p = 0,025) en fonction du temps (Fg4s = 2,80, p = 0,012). Le seuil moyen de
retrait de la patte ipsilatérale est significativement inférieur a celui de la patte controlatérale 4
et 5 h apres injection de carragénine. Aucune différence significative n’est observée dans le
groupe témoin.

Pendant la phase tardive (Figure 27D) on observe, aux 3° et 7° jours aprés I’injection de
carragénine, une diminution significative (Fi3 = 19,55, p = 0,002) du seuil de pression
mécanique de la patte ipsilatérale, par rapport a la patte controlatérale et par rapport au groupe

témoin. Aucun effet significatif n’est observé chez le groupe témoin.
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2.2.3 « Plantar Test »
Les valeurs obtenues avec le « Plantar test » (Figure 28), 24 h aprés 1’injection, montrent
une diminution significative de la latence du retrait de la patte ipsilatérale, par rapport a la
patte controlatérale et par rapport au groupe témoin (Fsso = 5.23, p < 0.001, test de Tukey).

Aucune différence significative n’est observée entre les deux pattes des rats témoins.

.. . . . . ‘o - -~ 7| Mise en forme : Puces et
2.3 Facteurs de transcription : expression et immunocytochimie des protéines FosB * [numéros

2.3.1 Répartition de FosB-LI dans la moelle épiniére
Le marquage de FosB-LI est localisé dans les noyaux des cellules immunoréactives a ce
facteur. On le trouve dans les laminas I et II (couches superficielles) ainsi que dans les
couches profondes de la corne dorsale (Figures 29). Dans les couches superficielles le
marquage est plus intense dans la zone correspondant aux projections des afférences primaires

de la patte du rat. Dans les couches profondes le marquage est plus diffus.

Chez les rats naifs (n = 5) la densité d’expression de FosB-LI dans la corne dorsale est
en moyenne de 1’ordre de 18 cellules par coupe. Dans les couches superficielles (Figures 31)
le nombre de cellules FosB-LI est significativement inférieur (environ la moiti¢) au niveau du
segment L4 (p = 0,025). Il n’y a pas de différence entre les deux cotés de la moelle. Dans les
couches profondes aucune différence significative n’est observée entre les segments spinaux,

ni entre les deux cotés (Figures 31B).

Pour déterminer la spécificité du marquage FosB-LI, nous avons comparé les
immunoréactivités FosB-LI (Figure 29) et FosB-spécifique (Figure 30) dans les couches
superficielles et dans les couches profondes au niveau du segment L4 de la moelle épiniére.
Pour cela, nous avons suivi I’évolution du marquage avec le temps apres traitement a la
carragénine. Un marquage important (environ 35 cellules par coupe) de cellules
immunoréactives a FosB spécifique est observé 8 h apres 1’injection de carragénine (Figure
30A). Un faible marquage subsiste a 24 h et aucun marquage significatif n’est discernable les
jours suivants. En revanche, le marquage de FosB-LI reste significatif plus d’une semaine
aprés ’injection (Figure 29). Ce contrdle indique que I’immunoreactivité de FosB spécifique

ne contribue pas au marquage FosB-LI a partir de 1 jour aprés I’injection de carragénine.
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injection de carragénine. Echelle : 100 ym. G-H. 3 jours apres l'injection, le marquage est augmenté

du coté ipsilatéral dans le groupe carragénine, mais pas dans le groupe témoin. Echelle : 200 pm.
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Le nombre de cellules FosB-LI a été mesuré 1, 3, 7, 14 et 28 jours aprés traitement
(injection de carragénine ou de solution saline) dans les couches superficielles et dans les
couches profondes de la corne dorsale de la moelle épiniére, aux niveaux spinaux L1, L2, L3,
L4, L5. 1l n’a pas toujours été possible d’obtenir des coupes exploitables a tous les niveaux
spinaux pour chacun des rats. Il y a ainsi des données manquantes, surtout aux niveaux L1 et
L2. En fait, des séries complétes pour les 5 niveaux de coupe analysés (L1, L2, L3, L4, L5)
n’ont été obtenues que pour 14 des 63 rats utilisés : 7 témoins (1 a 24 h, 3 a 3 jours, 2 a 7
jours, 1 a 14 jours) et 7 carragénine (2 a 24 h, 2 a 3 jours, 2 a 7 jours, 1 a 28 jours). Ce plan
expérimental incomplet ne permet pas d’utiliser le niveau de coupe (L1-L5) comme facteur
intra-sujet dans 1’analyse des données. L’analyse globale a donc été faite en considérant
comme indépendantes les 242 paires (gauche-droite) d’observations issues des 63 rats. Quatre
facteurs ont ét€ pris en compte : traitement, temps et niveau spinal, pris comme facteurs
intergroupes, et coté comme facteur intra-groupe. L’analyse montre un effet significatif de
chaque facteur et une interaction significative des facteurs traitement et cété avec le facteur
temps (Fa192 = 3,18, p <0,015) d’une part, et avec le facteur niveau (F419, = 6,00, p < 0,001)
d’autre part.

Pour présenter les résultats de fagon plus lisible, nous avons choisi d’illustrer 1’évolution
du marquage FosB-LI en fonction du temps, d’une part, au seul niveau L4, et en fonction du
niveau spinal, d’autre part, a 3 jours. Les résultats sont donnés dans leur totalit¢ en annexe,

sous forme de tableaux (n°5-15) et de graphiques (n°® 42-52).

A 3 jours, 'analyse en fonction des différents segments spinaux porte sur 6 rats témoins
et 6 rats carragénine (50 observations indépendantes). Dans les couches superficielles
I’analyse montre un effet significatif (F4.40= 5,64, p = 0,001) de l'interaction entre les facteurs
traitement, niveau spinal et coté (Figure 32A). Chez les rats traités a la carragénine, une
augmentation ipsilatérale significative du nombre de marquages FosB-LI est observée dans
les niveaux L3 a LS5, principalement en L4 ou les cellules immunoréactives sont environ 2 fois
plus nombreuses que du coté controlatéral et que des 2 cOtés du groupe témoin.
L’augmentation relative est d’autant plus marquée en L4 que le niveau initial était plus faible.

L'analyse des couches profondes dans les différents segments spinaux montre un effet
significatif (F;, 40 = 30,49, p <0,001) de l'interaction des facteurs traitement et coté (Figure
32B). Chez les rats traités a la carragénine, une augmentation ipsilatérale significative du

nombre de marquages FosB-LI est observée a tous les niveaux, principalement en L4 par
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rapport au marquage controlatéral. Une différence significative est observée en L3 et L4 par
rapport au marquage bilatéral du groupe témoin. Les augmentations sont plus faibles que dans

les couches superficielles.

Nous décrivons également ’effet de la carragénine en fonction du temps pour le segment
L4, cible principale des afférences nociceptives de la patte, ou les effets des conditions

expérimentales sont les plus marqués (Figure 33).

L'analyse des couches superficielles et des couches profondes de L4 au cours de temps
est basée sur 64 observations issues de 5 rats naifs, 29 rats témoins et 30 rats carragénine.
Dans les couches superficielles, elle montre un effet significatif (Fss4 = 5,87, p < 0,001) de
l'interaction des facteurs traitement, temps et coté (Figure 33A). L'inflammation induite par la
carragénine provoque, depuis 1 jour jusqu'a 7 jours apreés l’injection, une augmentation
significative du nombre de marquages FosB-LI du c6té ipsilatéral par rapport au marquage
controlatéral (p = 0,0001, Figure 29H) ainsi que par rapport au marquage bilatéral des rats
témoins (p = 0,032).

Dans les couches profondes de L4, on observe au cours du temps un effet significatif
(Fs54 = 5,79, p < 0,001) de l'interaction des facteurs traitement, temps et coté (Figure 33B).
L'inflammation induite par la carragénine provoque une augmentation significative du nombre
de marquages FosB-LI du c6té ipsilatéral, depuis 24 h jusqu'a 7 jours apres 1’injection, par
rapport au marquage controlatéral, ainsi que par rapport au marquage bilatéral des rats

témoins (aux jours 3 et 7, p = 0,001).

Notons aussi une augmentation significative du marquage au cours du temps dans les
deux couches des animaux témoins et du coté controlatéral des animaux traités a la
carragénine, par rapport a la valeur obtenue dans les deux pattes des rats naifs (5 rats naifs,
p = 0,032 dans les couches superficielles et p = 0,001 dans les couches profondes ; par souci
de clarté, cette différence statistique n’est pas indiquée dans les figures 33A et 33B). En
revanche, il n’existe pas de différence significative entre les pattes des rats témoins et la patte

controlatérale des rats traités.

]
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Figure 33. Evolution au cours du temps de I'immunoréactivité FosB-LI dans les couches
superficielles (A) et dans les couches profondes (B) au niveau du segment L4 de la
moelle épiniere. Dans les deux régions une augmentation ipsilatérale du marquage est
observée dans le groupe carragénine durant la premiere semaine apres l'injection.
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3. nNOS et douleur inflammatoire

3.1 Répartition de nNOS dans la moelle épiniére chez les rats naifs

L’observation d’une coupe de moelle épiniére chez le rat naif (Figure 34Aa) montre que
le marquage en immunofluorescence de nNOS est essentiellement concentré dans les laminas
IT et X, et dans la colonne intermédiolatérale (IML). Le marquage de la lamina II (Figure
34Ab) concerne a la fois des fibres et des corps cellulaires de petite taille (~10 pm) répartis de
maniére uniforme. Les prolongements qui prennent naissance a partir de ces corps cellulaires
montrent fréquemment une orientation dorsoventrale perpendiculaire a la couche II. Le
nombre moyen de neurones dans les couches superficielles est de ’ordre de 14 par coupe.
Quelques cellules marquées, plus rares que dans la couche II, sont dispersées dans les couches
profondes. Le marquage de la lamina X (Figure 34Ad) est moins diffus. Il est concentré dans
des corps cellulaires de taille plus importante que ceux de la lamina II (~15-30 pum), ainsi que
dans des prolongements bien visibles. Le marquage de I’IML montre une densité élevée de
corps cellulaires de taille comparable a ceux de la lamina X. Un faisceau de prolongements
cellulaires bien identifiés relie 'IML a la lamina X. Des cellules immunofluorescentes sont
également discernées le long de la face médiane de la corne dorsale entre les laminas I et X
(Figure 34Ac). Leurs corps cellulaires présentent une taille comparable a ceux de la lamina X.

Des ¢études immunocytologiques ponctuelles, réalisées avec un anticorps dirigé contre le
B-dystroglycane (don du Dr A. Rendon) marquant les pieds astrocytaires, montrent que les
fibres immunoréactives a nNOS qui entourent les vaisseaux peuvent s’insérer entre les pieds

astrocytaires et 1’assise endothéliale (Figure 34B).

3.2 nNOS dans le modéle inflammatoire

3.2.1 nNOS simple marquage
Nous avons étudié le marquage de nNOs au cours du temps dans deux modéles de
douleur inflammatoire, utilisant respectivement carragénine et zymosan. Dans les deux cas, le
traitement ne modifie pas significativement le nombre et la répartition des neurones nNOS
dans la couche II de la moelle épinicere (Figure 35) : le nombre de cellules marquées était
respectivement de 14,4+ 0,3 (ipsi) et 13,4 £0,2 (contra) dans le groupe carragénine, et de

14,0 + 0,2 (ipsi) et 14,2 £ 0,2 (contra) dans le groupe témoin (n = 4 rats par groupe).
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GLUT-1/nNOS nNOS / B-Dystroglycan

Figure 34. A. Répartition de nNOS dans la moelle épiniere. B. Double marquage nNOS (vert) et
B-dystroglycan (rouge) dans I'[ML. C. Double marquage nNOS (vert) et transporteur de glucose
GLUT-1 dans la lamina X (méme champ que Ad).



PBS CARRAGENINE ZYMOSAN

Figure 35. Immunofluorescence de nNOS au cours du temps aprés injection
intraplantaire de PBS, de carragénine ou de zymosan. Barre d’échelle : 200 um.
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Le zymosan n’ayant été utilisé que dans cette étude, nous avons vérifié ’effet de son
injection sous-cutanée sur la nociception en utilisant le test de Randall et Selitto. Aprés une
série de stimulations destinées a habituer les rats aux manipulations et avant toute injection, le
groupe témoin et le groupe zymosan (n = 3 chacun) présentent un seuil de pression moyen de
300 g pour les deux pattes. Pour le groupe zymosan on observe dans les deux pattes une
diminution significative (p = 0,009) du seuil de pression mécanique apres I’injection ; il existe
également une différence significative entre la patte ipsilatérale et la patte controlatérale
(p=0,048), mais il n’y a pas d’effet significatif de 1’interaction entre les deux facteurs.
L’injection intraplantaire de PBS ne provoque aucune modification significative du seuil de

sensibilité des deux pattes postérieures (Figure 36).

3.2.2 nNOS double marquage

3.2.2.1 nNOS/GLUT-1
Le double marquage nNOS/GLUT-1 (Figure 34C) montre que les vaisseaux sanguins
sont souvent entourés par des fibres immunoréactives nNOS. C’est le cas en particulier des
vaisseaux de grande taille de la lamina X. Ces vaisseaux sont pourvus d’une paroi épaisse qui
n’est pas marquée par le GLUT-1, correspondant vraisemblablement a une assise musculaire.

Cette répartition rappelle celle qui est décrite dans le cortex cérébral.

3.2.2.2 Marquages nNOS et famille Fos

e Double marquage nNOS/c-Fos

Nous avons étudi¢ le marquage de c-Fos uniquement sur le modéle de la carragénine.
L’immunomarquage de c-Fos est présent 3 h apres I'injection de carragénine. Les cellules
immunoréactives a c-Fos sont principalement réparties dans la partie médiane des couches
superficielles de la moelle épiniére et un peu plus dispersées dans les couches profondes. Le
nombre de noyaux immunoréactifs & c-Fos est plus élevé du coté ipsilatéral a 1’injection
(Figure 37). L’allure générale de la répartition du marquage c-Fos ressemble a celle du
marquage nNOS dans la corne dorsale. En revanche, il n’existe pas de marquage significatif
de c-Fos dans la lamina X et dans I'IML.

Le double marquage de nNOS et c-Fos 3 h aprés I’injection de carragénine dans les
couches superficielles de la moelle épiniére (Figure 38) montre des céllules exprimant a la
fois des marquages pour c-Fos (nucléaire) et pour nNOS (cytoplasmique). Ce double

marquage affecte la majorité des corps cellulaires immunoréactifs & nNOs et environ % des
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Coté controlatéral Coté ipsilatéral

Figure 37. Immunofluorescence de c-Fos dans la région lombaire de la moelle épiniére,
3 h aprées l'injection intraplantaire de carragénine.



nNOS c-Fos

nNOS/c-Fos

Figure 38. Double marquage nNOS / c-Fos dans les couches superficielles de la corne dorsale de
la région lombaire de la moelle épiniére 3 h aprés injection de carragénine. Barre d'échelle : 50 um.
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marquages c-Fos de la lamina II. De plus, une observation effectuée avec un appareil
permettant d’obtenir des images comparables a celles de la microscopie confocale (Zeiss
ApoTome) montre que plusieurs corps cellulaires marqués par c-Fos sont entourés de
ponctuations immunoréactives a nNOS. La qualité de 1’observation ne permet pas cependant
de savoir si ce marquage est localisé sur la membrane du corps cellulaire ou accolé a la face

externe de cette derniére. (Figure 39).

e Double marquage nNOS/FosB-LI

Des essais préliminaires de double marquage nNOS / FosB-LI, 3 jours apres 1’injection
de carragénine, montrent plusieurs corps cellulaires marqués a la fois par FosB-LI et par
nNOS. Les proportions de corps cellulaires doublement marqués sont du méme ordre de
grandeur que celles obtenues avec le couple nNOS/c-Fos. La majorité des neurones nNOS et

environ % des neurones FosB-LI sont doublement marqués (Figure 40).
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Figure 39. Double marquage nNOS / c-Fos dans les couches superficielles de la corne
dorsale de la région lombaire de la moelle épiniére 3 h apres injection de carragénine.
Microphotographies au microscope Zeiss ApoTome. Barre d’échelle 20um.



FosB/AFosB

nNOS/FosB/AFosB

Figure 40. Double marquage de nNOS/FosB/AFosB dans les couches superficielles de la corne
dorsale de la région lombaire de la moelle épiniére 3 jours apres l'injection de carragénine.
Barres d’'échelle : 100 um a gauche, 50 um a droite.




IV. Discussion

Rien n’est vrai, rien n’est faux ;

Tout est songe et mensonge,

Ilusion du cceur qu’un vain espoir prolonge.
Nos seules vérités, hommes,

Sont nos douleurs

Alphonse de Lamartine

Extrait des Secondes harmonies poétiques et religieuses
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IV. DISCUSSION

Dans notre travail de thése, nous avons étudié les caractéristiques spécifiques de la pince
Bioseb qui apparait étre un outil efficace pour mesurer la sensibilit¢ mécanique chez les rats
sains ou présentant une douleur inflammatoire de la patte.

L’observation de I’cedéme, de I’activité de la MPO, et du seuil de sensibilité nociceptive
mécanique et thermique obtenus par 1’injection intraplantaire unilatérale de carragénine nous
a permis de caractériser une phase précoce et une phase tardive. Cette derniere nous permet de
proposer ce modele carragénine comme modéle de douleur soutenue.

Notre étude immunocytologique de facteurs de transcription montre que le marquage
FosB-LI augmente dans les couches I et II de la moelle épiniére et subsiste pendant 7 jours
apres ’injection de carragénine.

Les doubles marquages de nNOS et c-Fos d’une part et de nNOS et FosB-LI d’autre
part, montrent que dans les couches superficielles de la corne dorsale de la moelle épiniére de
rat, les deux facteurs de transcription sont souvent présents dans des cellules exprimant nNOS
dont le nombre et la répartition ne varient pas de maniere significative pendant toute la durée

de I’expérience.

1. PINCE CALIBREE BIOSEB

1.1 Caractéristiques du test nociceptif mécanique

Notre étude a démontré que la pince calibrée est facile a utiliser et permet de réaliser des
mesures sensibles et fiables de la sensibilit¢ mécanique de la patte du rat.

Plusieurs publications font état de 1’utilisation d’une pince calibrée. L’utilisation la plus
simple a consisté a appliquer une compression contr6lée sur le nerf sciatique du rat pour
induire une lésion (Nawwar et coll., 1995). Quelques études ont utilisé la pince pour induire
une stimulation mécanique lors d’un enregistrement électrophysiologique des structures du
systéme nerveux impliquées dans la somesthésie (Neugebauer et Li, 2002; Li et Neugebauer

2004). Récemment, la pince a été employée pour mesurer la douleur de I’articulation du
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genou dans un modéle d’arthrite expérimentale (Yu et coll., 2002; Hans et coll., 2005), et
dans un modele d’hyperalgésie primaire induite dans les tissus profonds par une inflammation
(Cui, et coll., 1999; Skyba et coll., 2005). Les appareils décrits dans ces publications ont été
développés de maniére indépendante et les auteurs n’ont pas cherché a valider ces appareils
au-dela de leurs propres besoins expérimentaux et encore moins de les standardiser les uns par
rapport aux autres. Un instrument destiné a €tre commercialisé s’adresse par essence a
plusieurs laboratoires. Il est donc nécessaire d’avoir une bonne connaissance de son domaine
d’utilisation et des garanties sur la reproductibilité¢ des résultats d’un appareil a 1’autre. Le
travail que nous avons effectué sur la pince Bioseb avait pour but de répondre a cette attente.

Ce dispositif, facile a employer, nous a permis d’effectuer des mesures rapides qui ne
demandaient pas plus de 3 min par animal. Cette rapidité d’exécution peut probablement étre
augmentée en supprimant la triple mesure que nous avons systématiquement réalisée lors de
cette session expérimentale. En effet, nos résultats montrent que les mesures sont stables dans
chaque triplet. Il devrait donc étre possible d'augmenter le rendement du protocole sans
conséquence dramatique sur la précision, en exécutant seulement une mesure pour chaque
session d'essai. Par ailleurs, une expérience s’échelonnant sur toute une journée peut &tre
exécutée sans crainte d’une dérive importante due au facteur temps. En effet, les mesures
répétées du seuil nociceptif sur des rats témoins ont montré une grande stabilité tout au long
de la journée. D’autre part, ce dispositif, simple et peu fragile, n'a pas besoin de précautions
particuliéres comme c’est le cas des filaments de von Frey sensibles a la température et a
I’humidité et qui peuvent étre déformés par une utilisation inappropriée (Moller et coll.,
1998).

Les tests effectués sur plusieurs jours montrent une dérive progressive du seuil de
sensibilité a la stimulation mécanique. Nous suggérons que cette dérive est due a la croissance
du rat, donc de sa patte dont les caractéristiques de perception évoluent au cours du temps.
Cette hypothése s’appuie sur la corrélation que nous observons pendant la période de neuf
jours, entre la courbe exprimant le gain pondéral et celle exprimant le seuil mécanique de la
sensibilité nociceptive. Etant donné que cette dérive est faible, des mesures nociceptives
peuvent &tre comparées sans difficultés dans des périodes aussi courtes que 3 jours. Lors de
I’utilisation de la pince sur des périodes plus longues, il serait préférable d’employer des rats
plus agés dont le gain pondéral par unité de temps est plus faible. Les faibles écarts obtenus
au cours d’une méme journée, ou dans chaque triplet d'essai, suggerent que la manipulation
du rat pendant 1'essai est relativement peu stressante. En effet, il est possible de glisser les

deux branches de la pince autour de la patte du rat en se contentant de 1’empécher de se
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déplacer. L’observation du comportement du rat montre qu’il reste indifférent au pincement
jusqu’a ce qu’il exerce un retrait net de sa patte sans exprimer d’autres signes de douleur. La
faible contrainte imposée au rat, ainsi que la possibilité d’échapper au stimulus nociceptif deés
que le seuil est atteint, expliquent le caractére peu stressant de la manipulation. L'absence de
différence significative entre les deux pattes, ainsi que la faible variabilité entre les différents
essais effectués sur une méme patte, indiquent que la pince calibrée est bien appropriée pour
faire des études de comparaison entre une patte traitée et la patte controlatérale non traitée.

L'étude congue pour évaluer la dispersion des résultats entre expérimentateurs différents,
a montré que celle-ci est faible. En effet, les valeurs obtenues par les deux expérimentateurs
sont trés semblables alors que 1’un était trés exercé a cette pratique et que 1’autre ne 1’avait
jamais pratiquée. Il est toutefois évident qu’un apprentissage destiné¢ a se familiariser avec
cette pratique expérimentale et a standardiser les manipulations est recommandé pour obtenir
des résultats les plus reproductibles possibles d’un expérimentateur a lautre. Il est
évidemment impossible avec ce dispositif, de reproduire manuellement des applications
mécaniques identiques a chaque essai. Cependant, la possibilit¢ de contrdler la force
appliquée en lisant la valeur indiquée sur l'affichage de 1’écran de 1’appareil contribue a
réduire la variabilité entre les essais. En effet, cette lecture permet d’appliquer une force qui
augmente aussi régulicrement que possible a une vitesse choisie a I’avance. Elle permet
également d’¢liminer des mesures qui, par suite de maladresse, n’auraient pas respecté les
criteres de régularité et de vitesse d’incrémentation fixés a I’avance. La similitude entre les
valeurs de seuil de nociception obtenues par deux expérimentateurs suggere que la
reproductibilité de la manipulation est suffisante. D’autre part, il est admis que le critére de
fiabilité d’un test comportemental est défini par la reproductibilité des valeurs obtenues lors
de stimulations répétées et non pas par la reproductibilité de 1’application mécanique (Le Bars

et Cadden, 2005). Nous pouvons considérer que notre dispositif répond a ce critere.

1.2 Comparaison avec les autres tests mécaniques classiques

Le présent travail montre que les résultats de la pince calibrée sont conformes a ceux de
I’appareil de Randall-Selitto test ou des filaments de von Frey (Hedo et coll., 1999;
Budzinski et coll., 2000). Notons toutefois que le test de Randall-Selitto peut montrer une
variabilité €élevée en raison du stress provoqué par 1’obligation de maintenir le rat dans une
position qui ne lui est pas familiére. Cette variabilité nécessite 1’utilisation d’un grand nombre

de rats (> 6) habitués plusieurs fois a la manipulation pour réduire cette variabilité et atteindre
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un niveau de significativité satisfaisant entre les groupes différents (Taiwo et coll., 1989;
Anseloni et coll., 2003). Notre étude suggere que ces difficultés sont moins importantes avec
la pince calibrée, de sorte qu'il est possible de prévoir des groupes composés de peu

d’animaux et de pratiquer un entrainement rapide du rat avant le début de I’expérience.

Nous avons également réalisé des tests a 1’aide des filaments de von Frey sur des rats
libres de leurs mouvements, maintenus dans des boites de Plexiglas. En dépit de l'absence de
stress de contrainte, les résultats obtenus avec des filaments de von Frey sont moins
significatifs qu'avec la pince. Il faut noter que cette expérience a été réalisée a partir du méme
nombre d’animaux du méme age que ceux utilisés pour tester la pince. La difficulté d’obtenir
des des valeurs stables s’explique par le principe de mesure. En effet, le rat peut tenter de
repousser le filament plutdt que de s’extraire a la pression exercée (Ren, 1999). De plus, la
nécessité d’employer plusieurs filaments (au moins 3) pour trouver celui qui correspond le
mieux au seuil de détection peut mener a une faible précision en raison de 1’échelle
exponentielle et discontinue de la taille des filaments. L’échelle exponentielle des filaments
est toutefois justifiée car I’intensité du signal sensoriel est généralement proportionnelle au
logarithme de I’intensité de la stimulation.

Il faut noter également que les deux tests ne produisent pas des stimulations identiques.
Les valeurs obtenues par la pince calibrée ou par les filaments de von Frey différent d’un
facteur de ~2, qui résulte principalement de la forme différente des dispositifs. Les filaments
de von Frey appliquent une force sur un secteur tres petit de la surface plantaire, par exemple,
0,42 mm? pour le filament de von Frey N° 5.88 (Levin, 1978; Pitcher et coll., 1999) alors que
la pince calibrée produit un effet de pincement sur une surface plus grande (~10 mm?)
appliquée sur les deux faces de la patte. Etant donné que la pression représente le stimulus
réel appliqué a la patte, il est nécessaire d’imprimer une force plus grande a la pince qu’au
filament de von Frey pour produire le méme résultat. S’il est possible d’appliquer des stimuli
d’intensité équivalente, il faut toutefois tenir compte du fait qu’il existe de grandes différences
de sensibilité selon I’aire cutanée stimulée, ponctuelle dans le cas du filament de von Frey et
étendue et dorso-ventrale dans le cas de la pince. Cette différence peut conduire a l'activation
de différents champs récepteurs dans la moelle épiniére et/ou dans les structures supra-

spinales.
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1.3 L’utilisation de la pince calibrée révéle les effets analgésiques de la morphine

L’analgésie et la tolérance a la morphine ont été étudiées pour s’assurer qu’il est possible
de reproduire des résultats connus avec la pince calibrée. Dans la présente étude, ce dispositif
a permis de détecter I’analgésie induite par de faibles concentrations de morphine (2,5
mg/kg). Nos résultats sont en accord avec les études précédantes utilisant le test de la plaque
chaude («hot plate») et celui du retrait de la queue («tail flick») sur des rats de souche Wistar
(Zharkovsky et coll., 1999). D’autre part, 1’expérience d'exposition répétée des rats a la
morphine (10 mg/kg) montrent des résultats originaux nous permettant de conclure qu’il
existe une tolérance progressive aux effets analgésiques de la morphine (Honoré et coll.,
1997; Gilron et coll.,, 2003). L’hypothése d’une tolérance aux effets analgésique de la
morphine n’est pas nouvelle mais plusieurs auteurs (Mao et coll., 1994; Laulin et coll., 1998,
1999, 2002; Célérier et coll., 2001) considérent que celle-ci n’est qu’apparente et qu’elle est le
résultat d'une diminution retardée et progressive de la valeur de base du seuil de sensibilité
nociceptive d’une stimulation mécanique (Laulin et coll., 1998, 1999, 2002; Célerier et coll.,
2001) ou thermique (Mao et coll., 1994) consécutive a I’injection répétée des opiacés
(Célerier et coll., 2001; Mao, 2002). Ils fondent leur argumentation sur le fait que dans leurs
modeles, I’amplitude de 1’augmentation du seuil de sensibilité qui suit une injection d’opiacés
n’est pas modifiée au cours du traitement. Dans notre modéle, l'injection de morphine
appliquée une fois par jour pendant 5 jours n’affecte pas la valeur de base du seuil de
stimulation mécanique appliquée par la pince. En revanche, nous observons une diminution
de la valeur obtenue 30 min aprés une injection de morphine. La stabilité de notre valeur de
référence nous permet donc de conclure que la diminution observée apres injection de
morphine révele une tolérance réelle et non pas apparente. Les différences entre notre
protocole et ceux de la littérature (contrainte du rat, voie d'injection, tests nociceptifs)
n’expliquent pas la divergence des résultats. Il faut toutefois noter que notre protocole (choix
du dérivé opiacé, dose, programme d’injection) permet 1’obtention d’une valeur de référence
stable révélant une éventuelle tolérance avec plus de précision. De plus, les phénomeénes de
tolérance et d’hyperalgésie sont trés sensibles au type d'agoniste opiacé utilisé et/ou a la dose
injectée. En effet, le phénoméne d’hyperalgésie progressive est généralement montré en
utilisant de I’héroine (Laulin et coll., 1998, 1999; Célérier et coll., 2001) ou du fentanyl
(Laulin et coll., 2002) plutdt que de la morphine. Deux études indiquent toutefois que la

morphine intrathécale ou intraveineuse peut également induire une hyperalgésie (Grisel et
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coll., 1994; Mao et coll,, 1994) mais cet effet est étroitement dépendant de la voie
d'administration. En effet, une I’étude de Grisel et coll., 1994 a montré que la voie
intraveineuse induit une hyperalgésie, tandis que la voie sous-cutanée est inefficace.
L’ensemble de ces résultats suggérent que les opiacés doivent avoir une action puissante et
rapide pour induire une hyperalgésie a long terme. Il est donc probable que ces conditions
different dans notre modéle d’injection sous-cutanée de morphine a faible dose de sorte que
I’hyperalgésie ne se manifeste pas. Enfin, dans les études précédentes, la tolérance aux
opiacés €tait généralement déterminée en comparant les effets qui suivent une injection a ceux
qui la précédent, avant puis aprés la totalité du traitement chronique. Contrairement a cette
procédure, nous avons systématiquement mesuré la sensibilité mécanique nociceptive en
pratiquant un test avant et apres 1’injection quotidienne de morphine pendant toute la durée du
traitement. Cette procédure, applicable grace a la stabilité¢ des mesures effectuées avec la
pince Bioseb, offre ainsi la possibilité de détecter non seulement les effets analgésiques aigus
mais également durables d'une drogue, ainsi que les changements potentiels du seuil

nociceptif basique consécutif a un traitement chronique.

En conclusion, notre étude montre que la pince calibrée Bioseb est pratique pour réaliser
des ¢études du seuil nociceptif mécanique de la patte chez les rats. En effet, cet outil facile a
utiliser, permet de tester rapidement les animaux et répond aux critéres qu’il est indispensable
de respecter lors de la mesure du seuil nociceptif; c'est-a-dire, la sensibilité, la fiabilité et la

reproductibilité (La Bars et Cadden, 2005).
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2. MODELE CARRAGENINE, UN MODELE DE DOULEUR SOUTENUE

Dans nos conditions expérimentales, les effets de la carragénine persistent pendant
plusieurs jours. En effet, I’hyperalgésie mécanique et I'edéme sont encore présents
respectivement 7 et 28 jours apres 1’injection de carragénine. Depuis le travail de Winter et
coll. (1962) beaucoup d'études comme celles de Di Rosa (1972) ont montré que les effets de
la carragénine apparaissent rapidement apres 1'injection et atteignent leur valeur maximale 4 a
6 h plus tard. Pour cette raison, la carragénine est habituellement employée pour étudier
l'inflammation aigu€ mais différentes données indiquent que l'cedéme et que I’hyperalgésie
persistent pendant plusieurs jours (Suzuki et coll., 1996; Kissin et coll., 1998; Lopez-Avila et
coll., 2004). Nos propres données montrant la persistance de 1’hyperalgésie mécanique et
I'cedéme, sont en accord avec les effets a long terme de la carragénine. Cet effet a long terme
peut expliquer I’absence de gain pondéral qui suit I’injection de carragénine. Cette perte
pourrait étre due a la réduction des mouvements du rat consécutive de I’hyperalgésie (Solano
et Herrero, 1999), et a l'effet anorexique des cytokines plasmatiques pro-inflammatoires
(Agnello et coll., 2002) qui augmentent & leur tour le taux de leptine circulante (Gualillo et
coll., 2000).

2.1 L’cedéme

En accord avec les données de la littérature (Vinegar et coll., 1987), nous montrons que
plus de 20 jours sont nécessaires pour observer la disparition compléte de 1’cedéme. Les
travaux de Vinegard montrent que la réponse inflammatoire persiste 2 a 3 jours, avant que ne
commence une phase de reconstruction du tissu. L’hyperalgie est associée a la réponse
inflammatoire qui peut étre révélée par différents marqueurs tels que la MPO (Bhatia et coll,
2005), le NO ou la prostaglandine E, (Posadas et coll., 2004). Dans un modéle d’inflammation
induite par la carragénine chez la souris, le niveau des marqueurs inflammatoires retrouve leur
valeur de base apres 48 h alors que 1’cedéme conserve encore sa valeur maximale (Posadas,
2004). Ces observations sont en accord avec nos résultats montrant que 1’activité de la MPO
dans la patte du rat atteint une valeur maximale 24 h apres 1’injection de carragénine puis
décroit rapidement pour devenir non mesurable a 3 jours. La durée différente du marqueur
inflammatoire et de I’cedéme suggére que dans notre modéele, la réponse inflammatoire n’est

active que pendant la phase de croissance de 1’cedéme (Vinegar et coll., 1987; Hurley et

80



Etude de Uinduction de 1FosB dans la moelle épiniére lors d’une stimulation inflammatoire et de ses relations avec nNOS.
[V Discussion

Willoughby, 1973). Donc, I’eedéme ne peut pas étre utilisé comme un indicateur de
I’inflammation a long terme, du moins lorsqu’il est évalué par la mesure du volume de la
patte. L’inflammation est un phénoméne complexe qui implique de nombreux acteurs dont
I’action se succéde dans le temps. L’apparition de I’activité de la MPO libérée par les
granulocytes correspond a une phase relativement précoce. L’affaiblissement de son activité
ne signifie donc pas que tous les processus inflammatoires soient terminés. Les phases qui
suivent telles que le recrutement des macrophages et lymphocytes et de leurs médiateurs
associés (cytokines: IL1, TNF et protéases: C3, C5) sur le lieu de ’inflammation pourraient
contribuer a entretenir 1’hyperalgésie qui se prolonge au-dela de la phase d’activité de la

MPO. (Lawrence et coll., 2002; Nathan, 2002; Rousselet et coll., 2005).

2.2 Hyperalgésie mécanique et thermique

Comme décrit par Koltzenburg (1995), nous avons observé une différence temporelle
entre les patrons d’expression de I’hyperalgésie thermique et mécanique. En effet, le décours
temporel de I’hyperalgésie thermique est plus court (24 h), que celui de I’hyperalgésie
mécanique (7 jours). Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que les messages
nociceptifs thermiques impliquent principalement l'activation des fibres afférentes primaires
de type C non my¢élinisées, qui projettent dans la couche II de la corne dorsale (Light et Perl,
1979a; Light et coll., 1979), alors que les messages nociceptifs mécaniques impliquent
l'activation des afférences primaires Ad, qui projettent principalement dans la couche I et les
couches plus profondes (III-V) mais faiblement dans la couche II (Light et Perl, 1979b). En
accord avec cette hypothése, les fibres AP, qui sont considérées comme les médiateurs
principaux de l'allodynie mécanique (Woolf et Doubell, 1994; Ossipov et coll, 1999, 2000),
projettent exclusivement dans les couches profondes (III-VII) mais pas dans les couches I-II
(Ralston et coll., 1984; Light et Perl, 1979a). Par conséquent, il s'avére qu'un mécanisme
inhibiteur, qui affecterait préférentiellement les messages des fibres C dans la couche II, aurait
principalement un impact sur I’hyperalgésie thermique, tandis que l'inhibition de la
transmission nociceptive mécanique exigerait une inhibition accrue dans des couches plus

profondes.

Des données récentes obtenues au laboratoire (Poisbeau et coll., 2005), montrent une
augmentation de la production de neurosteroides 3a,50- réduits (SaNS) dans la lamina II de la

moelle épiniére en réponse a une inflammation douloureuse périphérique. Cette surproduction
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méne a une potentialisation de la transmission synaptique inhibitrice dans la couche II et a une
inhibition parallele de I’hyperalgésie thermique, tandis que I’hyperalgésie mécanique ou
l'allodynie sont inchangées. Ces résultats renforcent 1'idée que les messages nociceptifs
thermiques et mécaniques sont traités par des voies séparées et modulés par des mécanismes

endogenes distincts (Bian et coll., 1998; Ossipov et coll., 1999).
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3. PLASTICITE NEURONALE ET FACTEURS DE TRANSCRIPTION FOS DANS
LA MOELLE

Apres traitement par la carragénine nous avons observé une augmentation progressive du
nombre de marquages par AFosB dans la région de la moelle épiniére correspondant & 1’aire
de projection ipsilatérale des afférences primaires nociceptives. Cette augmentation est
maximale dans le segment L4 de la moelle épiniére. Dans ce segment, la surexpression de
AFosB dure aussi longtemps que 1’hyperalgésie mécanique induite par la carragénine. Ces
résultats suggerent que AFosB pourrait étre impliqué dans la plasticité a long terme de la
moelle épini¢re dépendant de 1'inflammation induite par carragénine. Ils montrent également
que l'utilisation d’un anticorps qui reconnait FosB et AFosB, est potentiellement un bon

marqueur moléculaire des phases tardives de la douleur.

Les protéines Fos sont 1’expression des genes c-fos, fosB, fra-1 et fra-2 (Hughes et
Dragunow., 1995; Herdegen et Leah., 1998). Tandis que leur expression est faible dans les
conditions de base, elle augmente en réponse a une variété de stimulus. AFosB est une
variante tronquée qui résulte de 1'épissage de FosB. Lors de I’activation de I’expression du
geéne, les modifications post-traductionnelles qui affectent AFosB meénent a différentes
isoformes (33, 35 and 37 kDa) dont les demies-vies s’échelonnent entre 10 h et 8§ jours, selon
le cas (Chen et coll., 1997; Kelz et Nestler, 2000; Nestler et coll., 2001; Mc Clung et coll.,
2004). A notre connaissance, il n’existe pas d’anticorps spécifique dirigé contre AFosB. Les
isoformes FosB et AFosB dont les poids moléculaires sont différents peuvent étre révélées par
la technique de Western blot mais nous n’avons pas utilisé cette technique en raison de sa
sensibilité relativement faible, et de la nécessité de disposer de grands échantillons de tissu ou
exprimant massivement AFosB (Hope et coll., 1994a, 1994b; Kelz et coll., 1999; Chen et
coll., 2000). Dans notre étude, une approche morphologique a été employée, basée sur la
comparaison des marquages immunocitologiques obtenus avec deux anticorps. Bien que cette
technique ne permette pas de discriminer les isoformes de AFosB, elle permet de différencier
clairement le marquage de FosB du marquage de AFosB. Comme décrit dans la méthode, un
anticorps contre la région C-terminale de FosB qui est absente dans AFosB a été utilisé. La
spécificité de cet anticorps qui identifie FosB mais pas AFosB a été précédemment validée

(Perrotti et coll., 2004, 2005). Le second anticorps utilisé, disponible dans le commerce, est
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dirigé contre une région interne de FosB, de sorte qu’il identifie a la fois FosB et AFosB
(FosB-LI).

Précédemment, cette technique a été employée avec succes pour révéler AFosB, dans des
structures du cerveau de rat aprés un stress chronique (Perrotti et coll., 2004) et dans une
sous-région limitée de 1’aire tegmentale ventrale aprés un traitement chronique de cocaine

(Perrotti et coll., 2005).

Le facteur c-Fos est I’un des facteurs de transcription les plus utilisés dans les études de
la douleur. 11 est généralement étudié aux stades précoces de 1’inflammation (Buritova et coll.,
1996; 1997; Jergova et coll., 2002; Le Guen et coll., 2003) au cours desquels il est exprimé.
Des études montrent une expression de c-Fos a long terme sur des modéles de douleur autres
que I’inflammation périphérique, aprés une stimulation intrathécale €lectrique (Sandkiihler et
coll.,, 1996) ou aprés constriction chronique du nerf sciatique (Catheline et coll., 1999;
Jergova et Cizkova, 2005). Deux de ces études (Sandkiihler et coll., 1996; Jergova et Cizkova,
2005) suggerent que I’expression de c-Fos dans les neurones de la moelle épiniére n’est pas
une condition suffisante pour induire des changements a longu terme de la nociception dans la

moelle épinicre.

Nos résultats montrent un marquage spécifique de FosB 8 h aprés I’injection de
carragénine. Ils sont en accord avec les données sur le décours temporel connu de l'induction
de FosB dans des couches superficielles de la moelle épiniere apres injection de formaline
dans la patte postérieure du rat (Herdegen et coll,, 1991; 1994; Hope et coll., 1992).
L'induction spécifique de FosB que nous avons observée est transitoire. Sa disparition au-dela
de 24 h, indique sans ambiguité que le marquage obtenu avec I’anticorps FosB-LI dans la

période qui s’étend de 24 h jusqu'a 7 jours est uniquement dit & AFosB.

Notre étude montre un marquage FosB-LI dans des couches superficielles de la corne
dorsale de la moelle épinic¢re de rats naifs ou de rats t€émoins ayant recu une injection d’un
volume de milieu salin identique a celui de la solution de carragénine. En revanche, nos
données, ainsi que les études sur c-Fos et FosB (Herdegen et coll., 1991, 1994; Lantéri-Minet
et coll., 1993), montrent des niveaux de base extrémement faibles dans la moelle épiniére. Le
marquage de FosB-LI relativement important que nous observons chez des rats naifs et

témoins pourrait s’expliquer par la stabilité de la protéine qui favorise son accumulation.

84



Etude de Uinduction de 1FosB dans la moelle épiniére lors d’une stimulation inflammatoire et de ses relations avec nNOS.
[V Discussion

Cette expression de base est minimale dans les segments lombaires, au niveau L4 de la
moelle épiniere correspondant a la région des afférences primaires nociceptives de la surface
glabre de la patte postérieure. Cette différence régionale entre les différents niveaux lombaires
est étonnante mais une hypothése basée sur des résultats récents peut I’explique. On sait en
effet que le réflexe nociceptif de retrait de la patte est contrdlé par des circuits organisés de
facon modulaire de telle sorte que chaque module commande principalement un muscle
(Schouenborg et Weng, 1994; Pouget et Snyder, 2000). L'entrée sensorielle de la patte en
contact avec le sol agit en tant que filtre et il est connu que la transmission synaptique des
messages nociceptifs dans les circuits nerveux recevant de forts afflux tactiles non nociceptifs
s'affaiblit par rapport aux circuits nerveux qui sont moins sollicités (Peterson et coll., 2003).
Puisque la surface glabre de la patte postérieure est évidemment soumise a un influx tactile
intense, il est possible qu’un controle puissant des de la transmission nociceptive puisse avoir
comme conséquence une expression plus faible de AFosB en l'absence de stimulations
nociceptives. Cette faible expression de AFosB dans les conditions de base permet de
distinguer plus facilement 1’augmentation du nombre de marquages constatée au cours de

I’inflammation.

Dans le segment L4, nous observons apres injection de carragénine, une augmentation
significative du nombre de cellules marquées AFosB, dans les couches superficielles de la
corne dorsale (3,5 fois) ainsi que dans les couches profondes qui persiste pendand 7 jours.

La persistance de ce marquage suggere que les modifications de 1’expression des
protéines dépendant de AFosB peuvent jouer un role dans la modulation a long terme de la
transmission de la douleur dans la moelle épiniére, cependant les mécanismes impliqués ne

sont pas connus.

La discussion du rdle joué par AFosB dans la plasticité locale dépasse le cadre de notre
présente étude mais il est possible de formuler des hypothéses s’appuyant des résultats
connus. Une redistribution de 1'éphrineB liée a I'expression de c-Fos dans des membranes
présynaptiques des neurones sensoriels nociceptifs primaires (Battaglia et coll, 2003) est
observée mais il s’agit d’un effet a court terme observé dans les heures qui suivent une
injection de carragénine dans la patte du rat. A notre connaissance, les effets a long terme de
l'inflammation sur la plasticité neuronale n’ont été étudiés qu’en utilisant 1'adjuvant de Freund
(Goff et coll., 1998; Nakatsuka et coll., 1999). Dans ces conditions, une augmentation des

afflux monosynaptiques de fibres A} sur des neurones de la substantia gelatinosa est observée
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7 a 10 jours apres l'injection de 1’adjuvant de Freund qui suggére une prolifération des

terminaisons Ap.

Nos hypothéses peuvent également s’appuyer sur I’identification de génes cibles connus
de AFosB dans d'autres structures du systéme nerveux. En effet, il a ét¢ montré que AFosB
agit selon le cas, comme répresseur ou comme activateur transcriptionel, en fonction de son
expression au cours du temps ou en fonction du type de géne et de cellule impliqués
(Dobrazanski et coll., 1991; Nakabeppu et Nathans, 1991; Yen et coll., 1991; Chen et coll,
1997; McClung et Nestler, 2003). In vivo, différents génes cibles de AFosB ont été identifiés,
principalement dans le complexe du striatum ou dans 1’hippocampe (Kelz et coll., 1999; Chen
et coll., 2000; McClung et Nestler, 2003). Certains d'entre eux pourraient également étre
régulés dans la moelle épinicre et impliqués dans la nociception. En effet, le géne de la kinase
CDKS est une des cibles identifiées dans le cerveau (Chen et coll., 2000). et une étude récente
utilisant une injection intrathécale de roscovitine pour inhiber l'activité CDKS5 suggére que
cette kinase est impliquée dans la douleur inflammatoire induite par la formaline (Wang et
coll., 2005). 11 est également montré que AFosB régule 1'expression de la sous-unité NR1 des
récepteurs NMDA (Hiroi et coll.,, 1998) et de la sous-unit¢é GluR2 des récepteurs AMPA
(Kelz et coll., 1999) dans le cerveau. Les récepteurs ionotropiques du glutamate sont
impliqués dans la transmission des signaux nociceptifs dans la moelle épiniere
(Zieglgansberger et Tolle, 1993; Millan, 1999) et les récepteurs NMDA et AMPA contribuent
au développement de 1’hyperalgésie et de l'allodynie (Stanfa et Dickenson, 1999; Rygh et
coll., 2001; Voitenko et coll., 2004) et au maintien de la douleur persistante (Dubner et Ruda,
1992; Coderre et coll., 1993; Zhou et coll., 2001; South et coll., 2003) qui suivent
l'inflammation périphérique induite par la carragénine. Dans le méme ordre d’idées,
I'expression de GluR2 est affectée lors de I’inflammation de la patte postérieure du rat induite
par I'adjuvant de Freund (Zhou et coll., 2001). Ces données de la littérature suggerent que les
geénes cibles des récepteurs indiqués ci-dessus sont des candidats potentiels pour de futures
études visant a mieux comprendre l'action de AFosB dans la moelle épiniére lors d’une

douleur inflammatoire.

En conclusion, nos résultats montrent clairement 1’expression du AFosB dans la moelle
épiniére pendant une hyperalgésie mécanique induite par 1'inflammation périphérique produite
par injection de carragénine dans la voute plantaire du rat. La surexpression de AFosB

suggére que ce facteur de transcription joue un réle dans la plasticité neuronale et pourrait étre
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un marqueur moléculaire utile de la douleur soutenue. Une recherche plus approfondie est
nécessaire pour mieux comprendre les mécanismes menant a 1I’expression de AFosB ainsi que

ceux par lesquels le role de ce facteur pourrait participer a la plasticité.

4. nNOS

Comme indiqué dans I’introduction, les roles du NO et de la nNOS dans la nociception
font I’objet de nombreuses études. Nous avons étudié la répartition de la nNOS dans la moelle
épiniére de rats traités en utilisant le modéle d’inflammation par la carragénine, des études

complémentaires ont été effectuées avec le zymosan.

4.1. Répartition de nNOS dans la moelle épiniére chez le rat

Le marquage que nous avons obtenu avec [’anticorps anti-nNOS est conforme aux
descriptions de la littérature (Valtschanoff et coll., 1992a; Dun et coll,, 1992; Reuss et
Reuss, 2001; Chung et coll., 2005.). Les fibres et les neurones immunoréactifs pour nNOS
sont présents dans ’ensemble de la corne dorsale, mais plus densément distribués dans le
faisceau postérolatéral, a I’intérieur de la lamina II correspondant aux terminaisions
sensorielles et dans ’aire du noyau latéral spinal qui contient des terminaisions autonomes.
On trouve beaucoup de petits neurones marqués dans la lamina I et quelques neurones de
petite et moyenne taille dans les couches profondes. On observe des grands neurones marques
dans la lamina X aire qui entoure le canal central et dans la colonne intermediolatérale (IML),
régions autonomes spinales contenant des neurones préganglionnaires sympathiques (Zhang

et coll., 1993; Saito et coll., 1994; Tang et coll., 1995).

L’observation des relations morphologiques avec le systéme vasculaire est en revanche
originale. Seul Zochodne (2001) a rapporté une étude comparable mais la seule photographie
qu’il montre est peu convaincante. Nos observations montrent clairement que dans I’IML, des
fibres nerveuses immunoréactives a 1’anti-nNOS longent les pieds astrocytaires péricapillaires
sur la face externe des vaisseaux. Il est admis que les pieds astrocytaires sont accolés a la
lame basale qui les sépare des cellules endothéliales. I est donc vraisemblable que les fibres

nerveuses viennent s’insérer entre le pied astrocytaire et la membrane basale de
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I’endothélium. Toutefois, il sera nécessaire de valider cette conclusion en complétant le
marquage des pieds astrocytaires par celui de I’endothélium. Si notre proposition est correcte,
les fibres nerveuses devraient alors longer les cellules endothéliales sur leur face externe. Une
telle disposition suggére que le NO libéré par la nNOS influence les fonctions vasculaires.

Nous n’avons pas trouvé d’images comparables a celle qui vient d’étre décrite dans les
autres régions de la moelle épiniére. Nous avons toutefois constaté que le réseau de fibres
immunoréactives a nNOS est particuliérement dense dans la /amina II. Compte tenu de la
densité¢ des fibres immunoréactives, il est vraisemblable que toute cette région, et en
particulier les vaisseaux qui la traversent, «baigne» dans le NO. La nNOS ne semble pas
pouvoir influencer de la méme manicre les autres régions de la moelle épiniére ou le
marquage n’est pas aussi dense. Si une transmission volumique semble moins probable, elle
n’exclut pas la participation de NO libéré par les fibres nerveuses présentes en plus ou moins
grande quantité dans toute la substance grise.

La densité du réseau de capillaires dans la substance grise de la moelle épiniére suggere
un débit sanguin important. En effet, il a ét¢ montré que le débit régional de base dans le
cerveau de rat est proportionnel a la densité du réseau de capillaires (Tuor et coll., 1994).
Sachant que la densité du réseau dans la moelle épiniére est identique a celle des couches II a
IV du cortex cérébral, le débit sanguin pourrait atteindre au moins 100 ml/ 100 g/ min. Peut
on pour autant en conclure que le NO issu des fibres nerveuses influence le débit sanguin? La
répartition des fibres nerveuses nitrergiques dans la lamina X va dans ce sens. En effet, nous
avons observé que de nombreuses fibres entourent des vaisseaux vraisemblablement dotés
d’une assise musculaire. Le NO pourrait donc y exercer son effet vasodilatateur. Ces
observations sont en accord avec les expériences de Zochodne (2001) montrant que
I’augmentation de débit sanguin spinal obtenue lors d’une stimulation nociceptive est abolie
aprées traitement par le 7-NI, inhibiteur spécifique de nNOS. Il convient toutefois de noter que
nos observations montrent que les vaisseaux de la substance grise sont trés majoritairement
des capillaires, donc dépourvus d’assise musculaire. Ces capillaires, comme ceux du cortex
cérébral (Moro et coll., 1995) sont souvent tapisés par des fibres nerveuses nitrergiques. La
présence de NO autour des vaisseaux pourrait avoir d’autres significations. On sait, par

exemple que cet agent est un acteur de 1’angiogénése (Ziche and Morbidelli, 2000).

Si le role vasodilatateur de NO issu de nNOS est hautement probable, le marquage de la
lamina II de la corne dorsale de la moelle épiniére, région de projection des fibres sensorielles

nociceptives, est aussi en accord avec le role hyperalgésiant bien démontré du NO. Il faut
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toutefois noter que cette fonction hyperalgésiante du NO peut se manifester sur plusieurs
sites. En premier lieu, le NO est un acteur important de I’inflammation périphérique et
intervient comme un des facteurs responsables de 1’hypersensibilité des récepteurs de la
douleur. D’autre part, le marquage de la nNOS est observé dans toutes les structures du
systéme nerveux central, y compris celles qui interviennent dans les circuits de la douleur.
Une étude récente montre a cet égard que 1’activité de la nNOS est modifiée dans le cortex
cérébral au cours de la douleur (Talavera-Cuevas et coll., 2003). 11 va donc de soi que la
région cible des inhibiteurs de NOS ou des donneurs de NO dépend de la voie
d’administration. Par ailleurs, divers stimulus tels qu’une inflammation du tissu nerveux
induisent 1’expression d’iNOS. Plusieurs études pharmacologiques (Wu et coll., 2001; Tao et
coll., 2003; Sung et coll., 2004) suggerent qu’une telle induction peut se produire dans la
moelle épiniére lors de stimulations douloureuses. Une étude pharmacologique destinée a
déterminer le r6le de nNOS dans la moelle épiniére au cours d’une douleur de type
inflammatoire exige donc 1’utilisation d’inhibiteurs spécifiques tels que le 7-NI, administrés
par voie intrathécale. Des études effectuées chez la souris (Maihofner et coll., 2000a,b; Tao et
coll., 2004) montrent que nNOS dans la moelle épiniére jouerait un réle complexe. Cette
enzyme interviendrait de maniére différente dans la phase précoce et la phase tardive de
I’inflammation. Elle participerait entre autres a la consolidation de I’hyperalgésie dans la

phase tardive.

4.2 nNOS et modéle de douleur inflammatoire

Nous avons utilisé les deux modéeles, carragénine et zymosan pour étudier la répartition

de la nNOS au cours du temps dans la moelle épinic¢re lorsd’une douleur inflammatoire.

Les tests de sensibilit¢ a la douleur pratiqués aprés injection de zymosan montrent
qu’une hypersensibilité¢ a la douleur mécanique persiste pendant plusieurs jours alors que les
signes comportementaux (léchage, protection de la patte inflammée) ont disparu. Cette
hypersensibilité pourrait étre due, au moins partiellement, a une composante émotionnelle
faisant suite a la douleur créée par le zymosan qui conduirait le rat a réagir plus rapidement a
une pression appliquée sur la patte. Cette composante émotionnelle affecterait également la
patte non traitée dont le seuil de réaction a diminué. Une extension du champ de sensibilité
nociceptive pourrait également expliquer I’hypersensibilité observée sur la patte non traitée

(Koltzenburg et coll., 1999; Dolan et coll., 2000).
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Nos expériences de marquage montrent comme celle de Traub et coll. (1994) une
stabilité du nombre de cellules immunoréactives a nNOS dans la lamina II, X et I’'IML de la
moelle épiniére dans le modéle d’inflammation induite par la carragénine. L utilisation du
zymosan en lieu et place de la carragénine a donné des résultats identiques. Plusieurs données
de la littérature (Lam et coll., 1996; Goff et coll., 1998; Maihdfner et coll., 2000b) montrent
cependant une augmentation du nombre de cellules nitrergiques dans la lamina II quelques
jours apres I’injection de zymosan. De telles discordances peuvent s’expliquer par des
différences dans les protocole expérimentalaux utilisés. Les études les plus anciennes utilisent
un marquage enzymatique de la NADPH diaphorase dont la spécificité pour nNOS est faible.
D’autre part, les expériences plus récentes utilisant des marquages immunoenzymatiques, sont
réalisées chez la souris alors que nos expériences sont effectuées sur des rats. Il faut aussi
noter que I’augmentation constatée par différents auteurs reste modérée de sorte qu’il est peu

probable qu’elle ait une grande influence sur les fonctions exercées par nNOS.

4.3 NO et facteurs de transcription

Les activités biologiques de NO sont nombreuses et complexes et la littérature montre

que NO a plusieurs cibles moléculaires.

Lee et coll., 1993 montrent que jusqu’a 40 % des neurones exprimant c-Fos dans les
lamina I et II de la corne dorsale de la moelle épinieére sont trés proches ou apposés aux
neurones exprimant nNOS lors d’une stimulation nociceptive de type inflammatoire. Aucune
colocalisation n’est observée dans leur étude, en revanche NOS et c-Fos colocalisent apres
stimulation nociceptive de type viscéral (Martinez et coll., 1998; Gamboa-Esteves et
coll., 2001; Pilyavskii et coll., 2001). De telles images sont obtenues avec le marquage de
nNOS par la diaphorase ou en utilisant des anticorps spécifiques. L’originalité de nos
observations repose sur deux aspects morphologiques qui ne sont pas décrits jusqu’a présent.
Contrairement aux descriptions précédentes, nous montrons que des neurones nNOS positifs
expriment c-Fos dans un modéle d’inflammation nociceptive de la patte du rat. Le recours a
des procédés informatiques de déconvolution mis au point par la société Nikon, nous a
permis de montrer clairement cette colocalisation. Nous avons également obtenu des images
avec un autre procédé optique développé par Zeiss. Il est fondé sur un principe différent de

celui de Nikon mais il permet, comme celui-ci, de supprimer le flou résultant de la profondeur
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de champ. Dans ces conditions, nous observons de plus que plusieurs -cellules
immunopositives a c-Fos sont entourées par un marquage nNOS sous forme de ponctuations
nombreuses a la périphérie du cytoplasme. La qualité des images obtenues ne permet pas de
trancher entre un marquage intracytoplasmique ou un marquage présent dans des terminaisons
qui entoureraient la cellule c-Fos positive.

Quoi qu’il en soit, ces images montrent qu’il peut y avoir une relation entre nNOS et
c-Fos. En raison de la présence de fer dans la structure de I’enzyme, la guanylate cyclase
(GCs) est considerée comme la cible principale du NO. L’activation des GCs conduit a celle
de la protéine kinase dépendant de GMPc et a I’augmentation subséquente de la transcription
du géne c-fos (Haby et coll., 1994; Pilz et coll., 1995; Idriss et coll., 1999). Le NO influence
aussi ’activité des facteurs de transcription et module 1’activité de plusieurs cascades de
signalisation, ainsi que la stabilité et la traduction de I’ARNm et le traitement des produits de
genes (Bogdan, 2001). Ainsi NO peut promouvoir ou réprimer 1’activation d’AP-1, facteur de

transcription hétérodimérique résultant des produits de deux protooncogénes, c-Fos et c-Jun.

Les inhibiteurs de la NOS administrés par voie intrapéritonéale ou intrathécale
diminuent I’expression de c-Fos ainsi que les signes de douleur lors d’une stimulation
mécanique (Lee et coll., 1992) ou chimique (Honor¢ et coll., 1995; Gao et Qiao, 1998; Wu et
coll., 2000).

En accord avec ces résultats, une étude (Wu et coll., 2000) montre que I’administration de
donneurs de NO par microdialyse dans la moelle épiniére provoque I’expression de c-Fos
autour de la sonde. En revanche une étude contradictoire montre que des donneurs de NO ou
des antagonistes administrés par voie intrathécale n’influencent pas 1’expression de c-Fos
provoquée par des stimulations cutanées obtenues par de I’huile de moutarde, de la formaline
ou un effet thermique nociceptif (Nazli et coll., 2001). Une telle discordance reste

inexpliquée.

Si plusieurs études ont recherché un lien entre nNOS et c-Fos, peu de travaux ont été
consacrées a la recherche d’un lien éventuel entre nNOS et FosB. Seuls Herdegen et coll
(1994) ont étudié I’expression de NOS et FosB dans la région lombaire de la moelle épiniére
lors de une injection de formaline dans la patte postérieure du rat. Les auteurs ont observé
qu’un faible nombre de neurones réactifs a la NADPH diaphorase expriment aussi FosB dans
les couches superficielles de la moelle épiniére jusqu’a 24 h apres I’injection. Les auteurs

constatent également que plusieurs des neurones immunoreactifs a FosB sont dans le
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voisinage immédiat des fibres nerveuses marquées par la NADPH diaphorase. Cette étude
souffre toutefois de deux limites; d’une part I'utilisation de la NADPH diaphorase dé¢ja
discutée plus hautet d’autre part, 1’absence de données quant a la spécificité du marquage de
FosB. L’utilisation d’un anticorps spécifique de nNOS et I’étude comparative que nous avons
menée pour distinguer le marquage AFosB du marquage FosB-LI nous permet de conclure a
I’expression de AFosB dans des neurones exprimant nNOS dans la corne dorsale de la moelle
épiniére. En effet cette colocalisation est observée plus de 24 h aprés une injection de
carragénine (Figure 40) quand le marquage FosB-LI révéle uniquement AFosB. Ce résultat
suggere qu’il peut exister une relation fonctionnelle entre le facteur de transcription AFosB et
le NO d’origine neuronale dans la moelle épinic¢re. Des études ultérieures pourront éclairer

une telle relation.
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Pendant que tu soignes les blessures,
la douleur est un remede a la douleur.

Proverbe latin.
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V. PERSPECTIVES

La durée d’expression de AFosB dans la moelle épiniére pendant plusieurs jours aprés
induction d’une douleur inflammatoire par la carragénine suggere la possibilit¢ d’utiliser
AFosB comme un marqueur de la douleur soutenue. Des études immunocytologiques doivent
étre poursuivies pour étudier le rdle possible de AFosB dans la plasticité de la moelle épiniére.
Elles devront permettre de déterminer les mécanismes de 1’induction de I’expression de
AFosB lors d’une stimulation nociceptive de différents types (mécanique, thermique,
chimique et électrique) au cours du temps en relation avec les génes cibles de ce facteur de

transcription.

Les résultats préliminaires de double marquage de nNOS/AFosB qui suggérent une
relation probable entre le NO et les facteurs de transcription de type Fos sont encourageants.
Les études des relations entre nNOS et AFosB permettront de déterminer leurs liens
cellulaires et fonctionnels dans la moelle épiniére a 1’échelle macroscopique et a I’échelle
microscopique. Les études sensorielles et comportementales permettront d’aborder des
aspects pharmacologiques étudiés par injection intrathécale d’inhibiteurs spécifiques des
différentes formes de NOS, de donneurs de NO ou des inhibiteurs de géne cibles de AFosB.
Le réle du NO ne pourra étre complétement abordé qu’en incluant une étude de iNOS dont
plusieurs études ont montré que cette enzyme est induite dans la moelle épiniere lors d’une
inflammation nociceptive (Meller et coll., 1994b; Guhring et coll., 2001; Sung et coll., 2004).

Nous avons effectué une étude préliminaire (Figure 41) en injectant par voie intrathécale
un dérivé hydrosoluble de 7-NI (7-NINA) inhibiteur de nNOS et nous avons constaté une
réduction des signes comportementaux de douleur (léchage de la patte) par rapport aux

animaux injectés seulement avec la carragénine.

Les implications de NO dans le comportement ne pourront prendre toute leur
signification que par une évaluation des effets des agents utilisés sur la production de NO.
Quelques tentatives qu’il faudrait renouveler on montré que le NO peut étre dosé ex-vivo par
RPE sur des échantillons de moelle épiniere de rats. Une mesure de I’activité enzymatique des

NOS dans la moelle épiniére peut également étre envisagée.
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Figure 41. Evolution au cours de 3 heures du nombre de léchages
des rats ayant regu une injection intraplantaire de carragénine ou une
injection de solution saline, 30 minutes apreés injection intrathécale
de 10ul (200ug/mL) de 7-NINA (inhibiteur de nNOS).
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La douleur est un grand maitre...
Elle nous apprend qu’on est vivant
Dominique Lévy-Chédeville

L”’homme aux passions tristes



Etude de Uinduction de 1FosB dans la moelle épiniére lors d’une stimulation inflammatoire et de ses relations avec nNOS.

VI. ANNEXES

1. SOLUTIONS

Tampon Phosphate (Pb) 0,2 M, solution stock

NazHPO4 12 HzO 58 g
NaH2P04 1 HQO 5,28 g
Eau distillée 11

Vérifier le pH 7,4; utiliser dilué de moiti¢ (0,1M)

Tampon Phosphate Saline (PBS) 10X, solution stock

NaCl 9¢g
Na,HPO4 12 H,O 47 ¢
NaH,PO4 1 H,O 346 ¢
Merthiolate ou thimérosal 2g
Eau distillée 11

Tampon Phosphate Salin Triton (PBST)

Triton X-100 0,5 ml
PBS 1X 100 ml

Tampon Tris 0,05 M; pH 7,4

Tris 6,05 ¢
Eau distillée 11

Ajuster le pH avec HCI concentré

Paraformaldéhyde 8%, solution stock

Paraformaldéhyde en poudre 80 g
Eau distillée 11

VI Annexes
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La suspension est chauffée a 70°C, éclaircie par quelques gouttes de NaOH 0,1N et filtrée

apres refroidissement.

Crésyl violet 0,5%

Acide acétique 1 M
Acétate de sodium | M
Crésyl violet

Eau distillée

85 ml
15 ml
1,25 ml
150 ml
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Comptage au cours du temps de nombre de cellules immunoréactives pour FosB-LI
dans la corne dorsale de 1a moelle épiniére de rat aprés injection intraplantaire de
carragénine ou solution saline dans la patte droite (Tableaux 5-15).

Tableau 5 : Rats naifs

Laminae I-11

Laminae III-V

Niveau lombaire Co6té gauche Coté droit Co6té gauche Coté droit
L1 17.85+2.99 18.95 +2.44 15.65+2.91 15.50 £2.45
L2 17.60 + 1.46 18.50 +2.06 19.58 £4.26 19.85+4.19
L3 16.24 +2.65 16.39 +£2.45 15.77 £3.29 17.27 +£3.93
L4 07.87 +1.08 07.97 +1.07 1471 £2.79 15.30+2.95
L5 17.73 £ 3.41 17.28 £2.76 17.51 +£2.87 19.14+£2.10

Tableau 6 : 24 Heures

Laminae I-11

Laminae I1I-V

Niveau lombaire/

Coté gauche

Coté droit

Coté gauche

Coté droit

groupe

L1 Saline 19.40 +2.85 20.97 +£1.82 29.97+£5.92 3142 +5.12
L1 Carragénine 13.49 +1.27 18.27 +£1.59 21.60 + 3.58 27.66 + 3.82
L2 Saline 19.80 +0.75 19.03 +1.63 23.26 +1.39 28.70 = 4.49
L2 Carragénine 15.40 + 0.84 19.70 + 1.27 24.32 £3.40 30.61 +3.12
L3 Saline 15.09 +1.31 18.13+1.15 31.10+3.53 33.32+3.77
L3 Carragénine 12.34+£1.29 19.91 + 1.68 19.93 +£3.45 27.95+3.11
L4 Saline 09.73 £ 0.44 12.14 +£1.04 29.13 £2.51 30.33 £2.59
L4 Carragénine 09.71 £ 0.96 2349 +1.75 22.04 +3.62 33.70+3.16
L5 Saline 11.74+£1.70 16.49 +0.64 29.16 +2.23 31.16 £2.54
L5 Carragénine 12.11+1.99 19.56 + 2.47 18.21 +4.64 27.80 £4.93
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Tableau 7 : 3 Jours

Laminae I-11

Laminae III-V

Niveau lombaire/

Coté gauche

Coté droit

Coté gauche

Coté droit

groupe
L1 Saline 17.07 £ 1.18 18.99 +£1.27 22.18+2.79 24.92+1.5
L1 Carragénine 21.02+1.74 2595 +£2.19 20.17 £ 1.66 2597 £2.62
L2 Saline 21.80 +1.92 23.60+1.45 25.85+0.96 26.40 +1.42
L2 Carragénine 23.55+2.37 27.15+2.72 23.50 +£2.01 28.25+2.58
L3 Saline 19.06 +3.70 19.05£3.86 23.80+2.24 27.33+1.00
L3 Carragénine 19.00 + 1.73 26.25 £2.25 25.58 £2.87 34.29 +2.39
L4 Saline 14.59+£2.13 15.62 +£1.85 27.16 +£2.52 29.03 +£3.20
L4 Carragénine 14.22 + 0.81 28.39 £2.67 26.39 £2.22 37.74 £ 3.08
L5 Saline 17.25+4.62 19.41 £3.48 26.50 +4.25 29.83 +4.67
L5 Carragénine 19.30 £2.23 26.43 +£2.59 2453 +1.71 31.56 £2.46

Tableau 8 : 7 Jours

Laminae I-11

Laminae IHI-V

Niveau lombaire/ Coté gauche Coté droit Coté gauche Coté droit
groupe

L1 Saline 22.73 £1.09 24.36 +2.45 20.99 +2.27 24.16 +£2.37
L1 Carragénine 2246 +1.21 28.62 + 1.17 23.64 + 1.39 26.63 + 1.60
L2 Saline 2593+ 1.74 27.13+2.13 24.62 +2.68 24.17+2.13
L2 Carragénine 25.91+0.51 31.70 £ 0.74 25.02 £2.06 36.16 £ 1.80
L3 Saline 20.75+£3.91 21.30 +3.40 26.62 +2.78 28.43 £2.75
L3 Carragénine 24.08 £1.55 28.86 £1.71 2821 +£2.75 3454 +1.93
L4 Saline 14.73 £ 1.64 16.04 + 0.91 29.18 £2.60 32.73+£2.39
L4 Carragénine 18.48 £2.22 28.52 +3.11 37.16 £4.51 44.25 +4.42
L5 Saline 20.33+£145 22.50 +3.77 30.66 +4.70 36.83+£4.18
L5 Carragénine 21.83 +£3.49 31.66 +4.91 43.66 £4.91 49.00 £4.16
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Tableau 9 : 14 Jours

Laminae I-11

Laminae III-V

Niveau lombaire/

Coté gauche

Coté droit

Coté gauche

Coté droit

groupe

L1 Saline 24.27+£2.74 24.33£1.20 28.83 +£1.87 31.72£2.78
L1 Carragénine 20.16 £ 1.54 22,16 +1.11 25.03 £0.95 30.29 +£0.95
L2 Saline 22.05 +3.20 23.72 +£2.20 29.41 +1.69 31.48+2.23
L2 Carragénine 21.92+2.99 26.28 +3.80 27.61 £2.03 33.17+£2.04
L3 Saline 18.99+1.71 19.47 £1.49 30.93+0.91 32.77 £0.84
L3 Carragénine 2245+1.12 26.34 £ 1.46 29.73 £2.16 34.10+2.99
L4 Saline 16.93 +1.58 16.88 +2.38 3247 +1.46 34.76 + 1.45
L4 Carragénine 15.72 +1.28 20.51 £2.28 30.79 £ 2.71 3539+2.75
LS Saline 18.16 £2.24 19.66 +2.33 30.50 £2.29 33.33+0.72
L5 Carragénine 22.50 £ 1.60 26.16 £0.92 31.00 = 2.00 38.16 £ 1.16

Tableau 10 : 28 Jours

Laminae I-11

Laminae IHI-V

Niveau lombaire/ Coté gauche Coté droit Coté gauche Coté droit
groupe

L1 Saline 19.44 £2.04 19.11 +£1.82 27.22+1.92 29.77 £2.24
L1 Carragénine 15.26 + 1.67 18.08 £ 1.95 24.51 +2.63 30.01 £4.13
L2 Saline 21.30+0.15 20.40 + 3.21 27.16 +£0.92 31.13+1.27
L2 Carragénine 19.37 +£3.48 23.25+2.05 25.75+2.78 31.75+4.04
L3 Saline 18.66 + 1.88 18.63 +2.41 3042+ 1.25 33.65+1.68
L3 Carragénine 14.87 +£2.28 17.02 +2.18 32.01 £1.56 36.14 +2.04
L4 Saline 16.39 + 1.42 16.40 +1.42 3241+1.25 35.35+1.59
L4 Carragénine 11.87 +£1.47 1497+ 1.74 29.60 +2.31 3421 +£2.31
LS Saline + + + +

L5 Carragénine 14.83 £2.17 18.16 +£3.50 35.16 +4.83 39.16 +4.83
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Comptage de nombre de cellules immunoréactives pour FosB-LI dans les couches
superficielles (Laminae I-II) et couches profondes (Laminae III-V) de la corne dorsale
de la moelle épiniére du rat aux niveaux spinaux lombaire 1-5 (L1-L5) aprés injection

intraplantaire de carragénine ou solution saline dans la patte droite (Tableaux 11a-15b).

Tableau 11a : Segment spinal L1

Laminae I - 11

Groupe solution saline

Groupe carragénine

Temps Coté gauche Coté droit Coté gauche Coté droit
0 heures 17.85+2.99 18.95+2.44
1 jour 19.40 £2.85 20.97 +£1.82 13.49 +£1.27 18.27 £1.59
3 jours 17.07 £1.18 18.99 +1.27 21.02+1.74 25.95+2.19
7 jours 22.73 £1.09 2436 +2.45 2246 +1.21 28.62 +1.17
14 jours 24.27+£2.74 24.33+1.20 20.16 = 1.54 22.16+1.11
28 jours 19.44 +£2.04 19.11 +1.82 15.26 + 1.67 18.08 £1.95
Tableau 11b : Segment spinal L1
Laminae III -V
Groupe solution saline Groupe carragénine

Temps Coté gauche Coté droit Coté gauche Coté droit
0 heures 15.65+2.91 15.50+2.45

1 jour 29.97 +£5.92 3142+5.12 21.60 +3.58 27.66 + 3.82
3 jours 22.18+2.79 24.92 +1.50 20.17 + 1.66 2597 +£2.62
7 jours 20.99 +£2.27 24.16 +£2.37 23.64 +1.39 28.63 +1.60
14 jours 28.83 +£1.87 31.72+£2.78 25.03 £0.95 30.29 +0.95
28 jours 27.22+1.92 29.77 £2.24 24.51 £2.63 30.01 £4.13
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Tableau 12a : Segment spinal L2

Laminae I- II

Groupe solution saline

Groupe carragénine

Temps Coté gauche Coté droit Coté gauche Coté droit
0 heures 17.60 = 1.46 18.50 +£2.06

1 jour 19.80 +£ 0.75 19.03 + 1.63 15.40 £ 0.84 19.70 £1.27
3 jours 21.80 +1.92 23.60 +1.45 23.55+2.37 27.15+2.72
7 jours 2593 + 1.74 27.13+2.13 2591 +0.51 31.70+£0.74
14 jours 22.05 +3.20 23.72+£2.20 21.92+2.99 26.28 +3.80
28 jours 21.30+£0.15 20.40 £3.21 19.37 +3.48 23.25+2.05

Tableau 12b : Segment spinal L2
Laminae III -V
Groupe solution saline Groupe carragénine

Temps Coté gauche Coté droit Coté gauche Coté droit
0 heures 19.58 £4.26 19.85+4.19

1 jour 23.26 +1.39 28.70 + 4.49 24.32 +3.40 30.61 £3.12
3 jours 25.85+0.96 26.40 +1.42 23.50 +£2.01 28.25+2.58

7 jours 24.62 +2.68 24.17+2.13 25.02 +2.06 30.16 £ 1.80
14 jours 29.41 +1.69 31.48+2.23 27.61+2.03 33.17+2.04
28 jours 27.16 +£0.92 31.13+1.27 25.75+2.78 31.75+4.04
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Tableau 13a : Segment spinal L3

Laminae I - II

Groupe solution saline

Groupe carragénine

Temps Coté gauche Coté droit Coté gauche Coté droit
0 heures 16.24 +2.65 16.39+2.45
1 jour 15.09 £1.31 18.13+£1.15 12.34 +1.29 19.91 £ 1.68
3 jours 19.06 +3.70 19.05+3.86 19.00+1.73 26.25+2.25
7 jours 20.75+£3.91 21.30+3.40 24.08 +1.55 28.86+1.71
14 jours 18.99 +1.71 19.47 +1.49 22.45+1.12 26.34 +1.46
28 jours 18.66 + 1.88 18.63 £2.41 14.87 +£2.28 17.02+2.18
Tableau 13b : Segment spinal L3
Laminae III -V
Groupe solution saline Groupe carragénine

Temps Coté gauche Coté droit Coté gauche Coté droit
0 heures 15.77+3.29 17.27+3.93

1 jour 31.10+£3.53 33.32+3.77 19.93 +3.45 27.95+3.11
3 jours 23.80+2.24 27.33+1.00 25.58 +2.87 34.29 +£2.39
7 jours 26.62 +2.78 28.43 +2.75 28.21 +£2.75 34.54 £1.93
14 jours 30.93 £0.91 32.77+0.84 29.73 +£2.16 34.10+£2.99
28 jours 30.42+1.25 33.65+1.68 32.01 +£1.56 36.14 £2.04
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Tableau 14a : Segment spinal L4

Laminae I - 11

Groupe solution saline

Groupe carragénine

Temps Coté gauche Coté droit Coté gauche Coté droit
0 heures 07.87 +1.08 07.97+1.07

1 jour 09.73 £ 0.44 12.14 +1.04 09.71 £ 0.96 23.49+1.75
3 jours 14.59 +2.13 15.62 +1.85 14.22 +0.81 28.39 +2.67
7 jours 14.73 + 1.64 16.04 £ 0.91 18.48 £2.22 28.52 +3.11
14 jours 16.93 +£1.58 16.88 +£2.38 15.72 +1.28 20.51 £2.28
28 jours 16.39 +£1.42 16.40 +1.42 11.87 +1.47 14.97 £ 1.74

Tableau 14b : Segment spinal L4
Laminae III -V
Groupe solution saline Groupe carragénine

Temps Coté gauche Coté droit Coté gauche Coté droit
0 heures 14.71 £2.79 15.30+£2.95

1 jour 29.13 +£2.51 30.33 £2.59 22.04 +3.62 33.70 £3.16
3 jours 27.16 £2.52 29.03 £3.20 26.39 £2.22 37.74 +£3.08
7 jours 29.18 +£2.60 32.73+£2.39 37.16 £4.51 4425 +4.42
14 jours 32.47 +1.46 34.76 £ 1.45 30.79 £2.71 35.39+2.75
28 jours 3241+1.25 35.35+1.59 29.60 +2.31 34.21 £2.31
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Tableau 15a : Segment spinal L5

Laminae I - II

Groupe solution saline

Groupe carragénine

Temps Coté gauche Coté droit Coté gauche Coté droit
0 heures 17.73 £3.41 17.28£2.76

1 jour 11.74 +£1.70 16.49 £ 0.64 12.11 +£1.99 19.56 £2.47
3 jours 17.25+4.62 19.41 +£3.48 19.30+2.23 26.43 +£2.59
7 jours 20.33 +1.45 22.50 +3.77 21.83 +3.49 31.66 +4.91
14 jours 18.16 £2.24 19.66 +2.33 22.50 +1.60 26.16 +0.92
28 jours 14.83 £2.17 18.16 +£3.50

Tableau 15b : Segment spinal L5
Laminae III -V
Groupe solution saline Groupe carragénine

Temps Coté gauche Coté droit Coté gauche Coté droit
0 heures 17.51 +2.87 19.14+2.10

1 jour 29.16 +£2.23 31.16 £2.54 18.21 £4.64 27.80 +4.93
3 jours 26.50 +4.25 29.83 £ 4.67 24.53 +1.71 31.56 +£2.46
7 jours 30.66 +4.70 36.83 £4.18 43.66 +4.91 49.00 +4.16
14 jours 30.50 £2.29 33.33+£0.72 31.00 +£2.00 38.16 £ 1.16
28 jours 35.16 £4.83 39.16 £4.83
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3. GRAPHIQUES DU NOMBRE DE CELLULES FOSB-LI

(Figures 42-52)

351
30—5
25 ]
20—5 \i

19—/ \
154 \i

10

Nombre de cellules FosB-LI

1 —@—coté gauche é
5 —O—c6té droite

T
L1 L2 L3 L4 L5
Segment de la moelle épiniére

N N w w
o [¢)] o O m
|

=
(¢)]

Nombre de cellules FosB-LI
=
o

(&)]

—@— coté gauche
—O— co6té droite

o

T
L1 L2 L3 L4 L5
Segment de la moelle épiniére

VI Annexes

Figure 42. Graphiques de nombre de cellules FosB-LI chez les rats naifs dans les cornes
dorsales des différents segments lombaires de la moelle épiniére. A) Couches superficielles.

B) Couches profondes. Moyenne = erreur type (n =4 ou 5 selon les niveaux).
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Figure 43. Graphiques de nombre de cellules FosB-LI 1 jour apreés injection
intraplantaire de carragénine ou solution saline dans les cornes dorsales des différents
segments lombaires de la moelle épiniére. A) Couches superficielles. B) Couches profondes.
Moyenne + erreur type.
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Figure 44. Graphiques de nombre de cellules FosB-LI 3 jour aprés injection
intraplantaire de carragénine ou solution saline dans les cornes dorsales des différents
segments lombaires de la moelle épiniére. A) Couches superficielles. B) Couches profondes.
Moyenne + erreur type.
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Figure 45. Graphiques de nombre de cellules FosB-LI 7 jours aprés injection
intraplantaire de carragénine ou solution saline dans les cornes dorsales des différents
segments lombaires de la moelle épiniére. A) Couches superficielles. B) Couches profondes.
Moyenne + erreur type.
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Figure 46. Graphiques de nombre de cellules FosB-LI 14 jours aprés injection
intraplantaire de carragénine ou solution saline dans les cornes dorsales des différents
segments lombaires de la moelle épiniére. A) Couches superficielles. B) Couches profondes.
Moyenne + erreur type.
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Figure 47. Graphiques de nombre de cellules FosB-LI 28 jours aprés injection
intraplantaire de carragénine ou solution saline dans les cornes dorsales des différents
segments lombaires de la moelle épiniére. A) Couches superficielles. B) Couches profondes.
Moyenne + erreur type.
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Figure 48. Nombre de cellules FosB-LI au niveau spinal L.1 au cours du temps aprés
injection intraplantaire de carragénine ou solution saline. A) Couches superficielles. B)

Couches profondes. Moyenne + erreur type.
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Figure 49. Nombre de cellules FosB-LI au niveau spinal L2 au cours du temps aprés
injection intraplantaire de carragénine ou solution saline. A) Couches superficielles. B)
Couches profondes. Moyenne £ erreur type.
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Figure 50. Nombre de cellules FosB-LI au niveau spinal L3 au co

urs du temps aprés

injection intraplantaire de carragénine ou solution saline. A) Couches superficielles. B)

Couches profondes. Moyenne + erreur type.
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Figure 51. Nombre de cellules FosB-LI au niveau spinal .4 au cours du temps aprés
injection intraplantaire de carragénine ou solution saline. A) Couches superficielles. B)

Couches profondes. Moyenne + erreur type.
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Figure 52. Nombre de cellules FosB-LI au niveau spinal L5 au cours du temps aprés
injection intraplantaire de carragénine ou solution saline. A) Couches superficielles. B)
Couches profondes. Moyenne + erreur type.
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4. GLOSSAIRE
Affectif : qui concerne les états de plaisir ou de douleur (simples : affects, sensations ; ou
complexes : émotions, passions, sentiments).
Algodystrophie: trouble trophique s’accompagnant des douleurs.
Algogéne: qui provoque la douleur.
Allodynie: douleur causée par une stimulation qui n’est pas normalement douloureuse.
Analgésie: absence de douleur en réponse a un stimulus normalement douloureux.
Anesthésie: absence de toute modalité sensorielle.
ApoTome: module qui peut s’ajouté au microscope a fluorescence. Monté dans un
colulisseau, il est simplement inséré dans le plan du diaphragme de champ du trajet
épiscopique. La technologie du module Apo Tome repose sur le principe de 1’illumination
strcturée. L’image d’une grille est projetée dans le plan focal de la préparation et est déplacée
dans trois positions bien définies, ce que permet de supprimer le flou résultant de la
profondeur de champ.

Caudal : postérieur, que se rapporte a la partie terminale d’un organe.

Causalgie: sensation de brilure lancinante dans une région du peu, exacerbé par un contact
méme léger avec des objets, parfois accompagnée de troubles trophiques

Champ récepteur: territoire cutané susceptible de déterminer 1’excitation de un récepteur.
Cognitif: qualifie les processus par lesquels un organisme acquiert des informations sur
I’environnement et les élabore pour régler son comportement : perception, formation de
concepts, raisonnement, langage, décision, pensée.

Comportement: ensemble des réactions objectivement observables.

Dermatome: surface cutanée innervée par les fibres sensitives d’un seul nerf rachidien

Dorsal: du c6té du dos,

Douleur: expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, liée a une Iésion tissulaire
existante ou potentielle, ou écrite en termes évoquant une telle 1ésion.

Douleur chez I’animal: expérience sensorielle aversive, qu’évoque dans la conscience de
I’animal le danger ou la menace a ’intégrité¢ de ses tissues. Ce que changes la physiologie et
le comportement de I’animal pour éviter ou réduire la Iésion, en diminuant la probabilité de
son occurrence et en promouvant la guérison.
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Douleur centrale: douleur provenant ou causée par une 1ésion ou un dysfonctionnement du
systéme nerveux central.

Douleur de neuropathie: douleur provenant ou causée par une Iésion ou un
dysfonctionnement situés au niveau du systéme nerveux central ou périphérique.

Douleur neurogéne: douleur provenant ou causée par une lésion, un dysfonctionnement ou
une perturbation transitoire situés au niveau du systéme nerveux périphérique ou central.

Douleur somatique: douleur provenant du corps, peau, os, muscles et tendons.

Douleur viscérale: douleur provenant des organes internes, cceur, poumons, foie, intestins,
organes de la reproduction

Emotion: état affectif intense, caractérisé par une brusque perturbation physique et mentale
ou sont abolies, en présence de certaines excitations ou représentation trés vives, les réactions
appropriées d’adaptation a I’événement.

Fidélité / reproductibilité d’un test: caractéristique telle que le test fournit des résultats a
peu pres identiques lorsqu’il est répété dans le temps a un méme sujet dont 1’état ne s’est pas
modifié entre les deux essais.

Fibromyalgie: Syndrome associant des douleurs diffuses chroniques, mobiles avec
enraidissement matinal et a prédominance axiale, touchant surtout les insertions tendineuses
et les muscles.

Hyperalgésie: réponse douloureuse exagérée a un stimulus normalement douloureux.

Hyperalgésie primaire: se caractérise par un seuil a la douleur bas, sensibilité augmenté a la
stimulation sus-seuil et douleur spontanée dans le site de la 1ésion.

Hyperalgésie secondaire: se caractérise par la présence d’hyperalgésie et allodynie dans une
plus grande aire qui entoure le site de la Iésion.

Hyperesthésie: sensibilit¢é exagérée a une stimulation, a 1’exception des sensations
spécifiques.

Hyperpathie: syndrome douloureux caractérisé par une réaction anormalement douloureuse a
un stimulus et dont le seuil est augmenté.

Hypoalgésie: réponse douloureuse diminuée a un stimulus normalement douloureux.

Myofascial: en rhumatologie point douloureux qui se rapporte a un muscle et a une
aponévrose.

Neuropathie: perturbation de la fonction ou modification pathologique d’un nerf du systeme

neveux périphérique. Au niveau d’un seul nerf = mononeuropathie, au niveau de plusieurs
nerfs = mononeuropathie multiple, en cas d’atteinte diffuse ou bilatérale = polyneuropathie.
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Névralgie: douleur survenant dans un ou plusieurs territoires nerveux.
Névrite: inflammation d’un ou plusieurs nerfs.

Niveau de tolérance a la douleur: le niveau plus haut de douleur qu’un sujet est préparé a
tolérer.

\

Nocicepteur: récepteur préférentiellement sensible a un stimulus capable de produire une
Iésion tissulaire ou que devient délétére s’il est prolongé.

Nociceptif, ive: se dit d’'une excitation nerveuse qui provoque une sensation douloureuse, ou
de la réaction provoquée par une telle excitation.

Nociception: sensibilité aux stimulations d’intensité élevée, susceptibles de menacer
I’intégrité physique de 1’organisme.

Plasticité: désigne des changements fonctionnels ou structuraux du systéme nerveux.

Résonance Paramagnétique Electronique cette technique consiste a exciter les électrons par
une onde émise dans un champ magnétique et a étudier le signal de réponse des électrons.

Récepteur: structure cellulaire spécialisée qui sert d’interface entre 1’énergie physique du
stimulus et le systéme sensoriel.

Rostral: antérieur, qui se rapporte a un rostre.

Sensibilité au changement: qualité d’un instrument d’évaluation dont le score, chez un sujet
donné, varie nettement lorsque le phénomeéne mesuré change.

Sensibilisation: se caractérise par une sensibilité accrue des terminaisons nerveuses, due a la
stimulation répétée. Elle se traduit par une baisse du seuil a la stimulation et réponse
augmenté et prolongé a la stimulation aprés décharge.

Sensori-discriminatif: correspond au caractére qualitatif de la douleur (piqlre, brilure,
torsion) mais aussi a sa durée, son intensité et sa localisation.

Seuil douloureux: expérience douloureuse la plus faible qu’un sujet puisse identifier comme
telle.

Souffrance: état de détresse sévere associée a des événements qui menacent 1’intégrité de la
personne ou considéré comme tels. Il peut étre ou non associe a la douleur.

Validation: processus général d’étude des différentes qualités métrologiques d’un
instrument : validité, fidélité, sensibilité au changement. Le processus de validation aboutit a

décréter qu’un instrument est validé ou non.

Validé (instrument): se dit d’un instrument dont a vérifié les trois qualités métrologiques
(validité, fidélité, sensibilité au changement).
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Validité: aptitude d’un instrument & mesurer exactement ce qu’il est censé mesurer. On dit
alors qu’il est valide.

Ventral: du coté du ventre.
Zona: dermatose aigu€ caractérisée par une éruption de vésicules sur fond érythémateux,

disposées par groupes sur le trajet d’un nerf sensitif. Des douleurs névralgiques peuvent
accompagner 1’éruption.
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La bibliographie du plaisir est aussi pauvre
que celle de la douleur est riche.
Georges Dumas
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