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INTRODUCTION




Intrtoduction : de la douleura la douleurneuropathique

Ia douleur est définie par I'Intermational Association for the Study of Pain
(IASP) comme «une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable associée a
une lésion tissulaire réelle ou potentielle, ou décrite en destemes évoquant une telle
lésion ». Constituant un signald’alamme, la douleuraigué entraine desréactions dont
la finalité estla préservation de I'intégrité de Forganisme. Iorsque la douleur pesiste
au-dela d’une période de plusieurs mois, elle est considérée comme chrnique.
Cette distinction ne tient compte que de la durée et pas des mécanismes sous-
jacents. Pourtant, a lI'inverse de la douleur aigué, la douleur chronique est
considérée comme une maladie en soi, accompagnée d’une altération de la
personnalité de Tindividu, ainsi que de sa vie familale, sociale et professionnelle
(Huang etal, 2006). Ia compréhension desprocessusde chronicisation des douleurs
passe parla connaissance des mécanismes quipermettentle passage de laigu au
chronique. En pratique clinique, il apparai évident que de nombreux syndromes
douloureux chroniquesrépondent & une méme définition et semblent pourtant sous-
tendus par des mécanismes de chronicisation diffé rents. De facon didactique, les
syndromes douloureux sont également distingués en fonction de leur mécanisme
physiopathologique : 1 est ainsi décrit des douleurs nociceptives et des douleurs
neuropathiques. LIASP définit les douleurs nociceptives comme «des douleurs
provoquées par lactivation des nocicepteurs», avec les douleurs nflammatoires
comme archétype. Ces douleurs sont entrainées, lors de phénomeénes
inflammatoires ou de lésions tissulaires, parla libération de médiateurs qui stimule nt
les voies nerveuses de transmission et d’intégration de la douleur. Par contraste, Ia
définition d’une douleur neuropathique estla suivante : «douleursecondaire a une
lésion ou une maladie affectant le syste me somatosensoriel» (Treede et al, 2008).
Ces douleurs sont ainsile reflet de phénomeénes pathologiques du systt me nerveux
luiméme, que ce soit au niveau périphérique (les nerfs, les plexus, lesracinesou les
ganglions sensitifs) ou centrale (la moelle épiniéere ou le cerveau). Les douleurs
neuropathiques peuvent donc étre induites par un grand nombre de situations
pathologiques différentes qui ont toutes en commun d’altérer le fonctionnement
physiologique du syste me nerveux. Ce type de douleurestau cce urde notre travail

de thése etla suite de notre présentation se limitera & ce sujet.



Nous allons présenterdans cette introduc tion une premiére partie clinique ou
seront décrts les étiologies, la sé méiologie etlescriteres diagnostiques des doule urs
neum pathiques. Puis, dans une seconde partie, nous évoquerons les prncipaux
mécanismes physiopathologies des douleurs neuropathiques. Enfin, dans une
demiere partie plus thérapeutique, seront abordés les antidépresseurs et les

antiépileptiquesrecommandésdansle traitementde cesdouleurs.

L Aspects cliniques des douleurs neuropathiques

A. Etiologies

Latteinte des voies somatosensorielles conditionne Fappartion des douleurs
neurmpathiques. Ces voies somatosensorielles comprennent toutes les struc tures qui
pemettent la perception consciente d’informations sensorielles provenant de la
peauetde Tappareil musculo-squelettique. Ces informations concement aussi bien
la perception de stimuli mécaniques, que thermmiques ou chimiques. Ies afférences
vont rejoindre la come dorsale de la moelle épiniere parla racine postérieure des
neifs rachidiens. A ce niveau, les afférences vont transmettre I'information, via des
neurones de second ordre, a I'étage supra-spinal par des voies ascendantes. Ces
voies projettent sur des noyaux thalamiques qui relaient ensuite I'information vers
d’autres aires cérébrales. A lI'inverse, des faisceaux descendants issus d’aires
corticales et sous corticales vont moduler, en inhibant ou en facilitant, Factivité des
réseaux de la come dorsale de la moelle (von Hehn et al, 2012). Une lésion ou une
maladie de ces structureset/ou circ uits est donc susceptible d’entrainer'apparition
de douleurs neuropathiques. Cette diversité de topographie d’atteinteset de lésions
(mécaniques, infectieuses, toxiquesparexemple) rend compte de la complexité des
douleurs neuropathiques dans leur expression clinique. Ia démarche diagno stique
sSappuie a la fois sur la séméiologie évocatrice mais également sur le contexte
étiologique. I convient de rechercher la pathologie responsable de Tatteinte du
systteme nerveux. Il est habituel de distinguer les atteintes du systtme nerveux
central, majortairrment des pathologies neumwlogiques & proprement pader, des
atteintes du systt me nerveux périphérique qui peuvent étre de causes trées variées
(Baron et al, 2010). Nous proposons une liste non exhaustive en figure d’Introduc tion-
1 (figure F1).



Atteintes centrales
|ésions ischémiques ou hémorragiques
néoplasie des voies nerveuses
, sclérose en plaque
. . . / syringomyélie, syringobulbie
Atteintes périphériques traumatismes cérébraux ou médullaires
atteintes infectieuses et inflammatoires
/ (abces, syphilis, myélite, épidurite)
épilepsie, maladie de Parkinson

Radiculopathies-plexopathies

plexopathies traumatiques
plexopathies post-radiques
compression tumorale
syndrome de la queue de cheval
canal rachidien étroit
compression radiculaire discale

Mononeuropathies

traumatismes nerveux tronculaires (chirurgical, accidentel)
syndromes canalaires, compression (tumorale, vasculaire)
diabete, hypothyroidie, zona

pathologies systémiques

(polyarthrite rhumatoide, périartérite noueuse, lupus)

N

Polyneuropathies - ) /

endocriniennes et nutritionnelles: diabéte, éthylisme, hypothyroidie

médicamenteuses : anti-rétroviraux, chimiothérapies anticancéreuses

(vincristine, cisplatines, oxaliplatine, taxotéres), ethambutol, isoniazide, métronidazole, amiodarone, nitrofurantoine
héréditaires :amylose, porphyrie, maladie de Fabry

cancéreuses :syndromes paranéoplasiques, myélomes

infectieuses, auto-immunes : maladie Lyme, HIV, syndrome de Guillain-Barré

idiopathiques : neuropathies a petites fibres

Figure I-1. Etiologies des douleurs neuropathiques



B. Séméiologie

Ia séméiologie des douleurs neuropathiques se caractérise parlassociation
de douleurs et de sensations anormales a un déficit neurologique dans un te mitoire
nerveux systé matisé (Bouhassira et al, 2005; Bennett et al, 2007). les symptéomes
douloureux neurpathiques peuvent survenir aprées un délai varable de quelques
mois & quelques années apres la lésion nerveuse mitiale, en particulier dans le cas
d’accidents vasculaires cérébraux (Andersen et al, 1995). Ces symptomes, dont
aucun pus isolément n’est pathognomonique, sont associés a des degrés divers et

constituentle coe urde la sé méiologie neuropathique (Attaletal, 2008).

1. Douleurs et sensations anommales

a) Do ule urs spontanées paroxystiques et/ ou permanente s

Ies douleurs spontanées parxystiques surviennent en général par séres,
répétées plusieurs fois parjouret sont décrites comme des douleurs fulgurantes, en
décharges électriques ou en coups de poignard. Ies douleurs spontanées
pemanentesreprésentent un fond douloureux a type d’étau,de compression ou de

b rilure s.

b) Doule urs évoquées

Lallodynie est définie par une sensation douloureuse déclenchée par une
stimulation normalement non douloureuse. Il e st distingué diffé rents types d’allodynie
selon la nature du stimulus: allodynie themmique au chaud ou au froid, allodynie
mécanique dynamique (douleur provoquée par le frottement) ou mécanique
statique (douleur provoquée parune pression légeére). Chyperalgésie correspond a
une augmentation anormmale de la douleur pergue en rponse a un stimulus
douloureux qui en lui-méme ne devrait pas provoquer une douleur d’une telle
inte nsité . Lhyperpathie est définie par une douleur explosive apparaissant apres la

répétition d’un stimulus non doulo ure ux.

c) Se nsations anomale s

Paresthésies et dysesthésies sont des sensations anommales qui peuvent
survenir spontanément ou étre provoquées par différents stimuli et sont le plus

souvent ressenties comme des picotements ou des fourmilements. Ia différence



réside dansle caractére pénible et désagréable des dysesthésies. Les sensations de

peaucartonnée oud’engourdissement entrentdanscescatégoresde symptomes.

2. Dé fic it se nsitif

Dans le temitoire des douleurs et des sensations anormmales, un déficit se nsitif
peut étre mis en évidence a examen. Souvent partiel, ce déficit porte le plus
souvent sur les sensbilités themmiques et nociceptives évoquées, mais peut
également concemerla sensibilité tactile fine. Cette hypoesthésie peut étre minime
et a peine décelable a 'examen clinique alors que dans d’autres cas on observe

jusqu’a une anesthésie complete du temtoire nerve ux.

C. Dia gnostic

1. Ies outils de dépistage

Sila base du diagnostic de douleurs neuropathiques repose sur lassociation
de signes déficitaires et douloureux dans une méme aire neumlogique, il Sappuie
également sur le contexte de survenue de ces douleurs. Dans une situation de
pathologie neurwlogique connue, le diagnostic est aisé paropposition a un c onte xte
clinijue non neurlogique, ou le risque est alors de méconnaitre la composante
neurpathique des douleurs présentées par un patient. Des outils de dépistage
diagnostique des douleurs neuropathiques ont été élaborés (Bennett, 2001; Krause
and Backonja, 2003; Bouhassira et al, 2005). Ces questionnairesonten commun des
items spécifiques qui permmettent d’orenter vers le diagnostic de douleurs
neum pathiques. En France, c’estle questionnaire DN4 (Bouhassira et al, 2005) (figure
I-2) qui est loutl recommandé par la Haute Autorité de Santé (HAS). Ce
questionnaire présente lavantage d’étre simple d’utilisation et d’orenter le
diagnostic avec une sensibilité de 82,9% et une spécificité de 89,9%. Ces propriétés
rendent le DN4 également intéressant comme outil de recherche clinique, dans
Iévaluation de la prévalence des douleurs neuropathiques dans une population

donnée.



QUESTIONNAIRE DN4

Nom :
Prénom :

DN" Date :

Pour estimer la probabilité d'une douleur neuropathique, veuillez répondre a chagque
item des 4 questions ci-dessous par «oui» ou «non»

QUESTION 1: la douleur présente-t-elle une ou plusieurs des caractéristiques suivantes 7

1. Brilure ] O
2. Sensation de froid doulouwreux O 5 |
3. Décharges électriques O o

QUESTION 2: la douleur est-elle associée dans la miéme région 4 un ou plusieurs
des symplimes suivants 7

4. Foummill ements & | ]
5. Picotements ] o
& Engourdissement O ]
7. Démangeaisons O O
3 4

B. Hypoesthésie au tact

O
o

9. Hypoesthésie a la piglire o o

QUESTION 4: la douleur est-elle provoquée ou augmentée par :

10. Le frottement # ] (=]

OUl=1point  NON =0 point
Valeur seuil pour le diagnostic
de douleur neuropathigue : V10

Figure F2. Questionnaire DN4, d’aprés Bouhassira etal 2005.



2. Lexamen clinique

Lexamen clinique est ndispensable pourconfiimerle diagnostic de douleurs
neurpathiques. Ia localisation et 'étendue de la zone douloureuse confiment la
topographie neurlogique. Dans cette zone douloureuse, 'examen recherche un
déficit des différentes sensibilités: tactile, thermique au chaud ou au fioid, a la
piqire, aux vibrationsen la comparant a une zone saine homologue (controlatérale
par exemple). Lévaluation des douleurs évoquées recherche, toujours dans la
méme zone et en comparatif avec une zone saine, une allodynie mécanique
dynamique a laide d’une brosse et mécanique statique avec une épingle a bout
mousse ou un flament de von Frey. Lallodynie thermique est explorée avec des
tubes froids et chaudsou des rouleaux themmiques. Une sommation temporelle peut
étre explorée en rEpétant des stimulations avec une épingle & bout mousse ou un
pinceau, et dévoier ainsi une hyperpathie. Lappréciation de Iimportance
respective des différents symptomes douloureux peut étre réalisée a laide du
questionnaire Neuropathic Pain Symptom Inventory (NPSD (figure -3). Il Sagit d’un
auto-questionnaire élaboré pour discriminer et quantifier chacune des différentes
composantes des douleurs neuropathiques et leurs varations en réponse a un

traite me nt (Bouhassira et al, 2004).

3. Place des examens complémentaires

Sile diagnostic positif des douleurs neuropathiques e st e xc lusive ment c liniq ue,
desexamenscomplémentaires sont & F'étude et pourmaient permmettre d’obtenirdes
marmqueurs des douleurs neuropathiques. On peut citer fexemple de la biopsie
cutanée quiévalue la densité intra-é pidermique en fibres nerveuses (Collongues et
al, 2009; Sema et al, 2012), ou encore les potentiels évoqués laser qui permme tte nt
d’apprécier la fonctionnalité des fibres fines (Lingueglha, 2007). Pour le diagno stic
étiologique, desexamens complémentaires peuvent étre indiqués pourconfirmerla

lésion oula maladie a Torigine des douleurs neuropathiques.

Un systeme de gradation du diagnostic de douleurs neuropathiques, en fonction
de l'authentification de la pathologie lésionnelle, a d’ailleurs été proposé parTreede
et al (Treede et al, 2008). Cette stratégie meéne au diagnostic de douleur

neurmpathique définie, probable ou possible, selon les criteres cliniques et les



résultats d’examens complémentaires. Quatre critéres diagnostiques sont ainsi

suggérés:

1. douleur ayant wune distrbution neurm-anatomique suggérant une
systé ma tisa tion ne uro lo gique

2. histoire clinique de lésion ou de maladie affectantle systt me somatosensorel
périphérique ou central

3. confimation d’une distrbution neuro-anatomique de la douleurparau moins
un te st parac liniq ue

4. confiimation de la lésion ou de la maladie neurologique en cause par au

mo ins un te st parac linique

Une douleurneur pathique serait définie parlassociation descriteres1 a 4, serait
considérée comme «probable » par Fassociation des cntéeres 1,2 et 3 ou 4, et
considérée comme «possible » devant la seule présence des criteres 1 et 2. Cette
gradation n’est toutefois pasadaptée a la pratique cliniue quotidienne et devrait

étre utilisée en casd’incertitude diagnostique.



Nows voudrions savair 5i vous aver des douleurs spontanées, ¢ esi-a-dire des doulewrs ew 'absence de toute
stimulation. Powr chacune des guestions swivantes, entoure:z le chiffre qui corvespond le mieux a I'intensité de ves
donlenrs spontandes en movenne an cenrs des 24 dermiéres hewres. Entoures le chiffre 0 =1 vous wiavez pas ressenn

ce type de douleur. (Teuillez n'entourer qu'un seul chiffre)

Q1/. Votre douleur est-elle comme une brultire 7

Aucune Brultire
brulire 0 1 2 3 4 |5 L:] 7 8 9 |10 |maximale magmable

Auncun Etau
etaun i 1 2 3 | 4 e | % | 7T g 9 |10 |maxmmal magmable

Q3/. Votre douleur est-¢lle comme une contpression 7

Auncune Compression
compression i 1 2 3 4 L 6 T B 9 (10 |maximale imagmable

Q4/. Au cours des derniéres 24 hewres, vos douleurs spontanées ont £1é présentes:
Veuillez cocher la réponse qui correspond le mieux @ votre étar
En permanence
Entre § et 12 heures
Entre 4 et 7 heures
Entre 1 et 3 heures
Moins d' 1 heure

Nous voudrions saveir 5i vous aver des crises dowlowrewses bréves. Pour chacune des questions suivantes,
entowrez lé chiffre gui correspond le mizux a I'intenvité de vos crives donlonrenses en moyenne an conrs des 24
derniéres henres. Entoure: le chiffe 0 si vous n'ave: pas ressenti ce type de dowlenr (Veuillez n'entourer qu'un senl

chiffres

Q5/. Avez-vous des cnises douloureuses comme des décharges €lectnigques ?

Aucune décharge Décharge électmque
électnique i} 1 2 3 4 5 6 F i g 9 (10 |maximale imagmable

Q6. Avez-vous des cnses douloureuses comme des coups de coutean ?

Aucun Coup de coutean
coupdecoutes | 0 | 1 [2 [3 |2 |5 |6 |7 |8 |9 |10 |maximalimeginable

Q7. Au cours des derniéres 24 heures, combien de ces crises douloureuses avez-vous présenté 7
Veuillez cocher la réponse qui corvespond le miawx a votre érat

Plus de 20

Entre 11 et 20

Entre § et 10

Entre [ et5 M

Pas de crise doulourense

Nous voudrions savoir 5t vous ave: des dou&ews provoquées on migmentéer par le fr - la pression, le

contact dobjets froids sur la zone doulowreuse Pour chacume des guestions suivantes, emtowrez le chiffre qui
corvespond le mieux @ l'intensité de vos donlenrs proveguées em moyenne an cours des 24 dermieres henwves.

Eniourez le chiffre 0 51 vous n'avez pas ressenti ce hype de doulewr (Veuillez n'entourer gu'un seul chiffre)
Q8/. Avez-vous des douleurs provoquées ou augmentées par le frottement sur la zone douloureuse 7

Aucume Douleur
douleur o 1 2 3 4 5 i1 T 8 9 |10 |maximale imazinable

Q9. Avez-vous des doul provogquées ou fes parlag ion sur la zone douloureuse 7
Aucune Doulenr
doulenr ] 1 2 |3 4 -] 6 7 8 § |10 |maximale imaginable

Q0. Avez-vous des douleurs provoqueées ou augmentées par le contact avec un objet froud sur la zone
douloureuse ?
Aucune Douleur

douleur o 1 213 4 & 3] T 8 9 |10 |maximale imaginsble

Nowus voudrions savoir sf vous avez des sensations anormales dans la zone doulowrouse. Pour chacune des
quesnons suivantes, entonrez le chiffre qui correspond le mieux a l'intensize de ves sensafions anormales en moyenne
au cours des 24 derniéres heures. Entoure le chiffre 0 si vous n'aves pas ressenti ce type de semsation. (Veuillez

n i un
Q11/. Avez-vous des picotements 7

Aucun Picotement
picotement o 1 2 3 4 5 6 T ] 9 |10 |maximal magmable

Q12/. Avez-vous des fourmillements 7

Aucun Fourmillement
fourmillement o 1 ' | 3 4 5 L] T ] 9 (10 |maximal maginable

RESULTATS
SCORE TOTAL SOUS-SCORES

1= L BRULURES [Douleurs spontanées superficielies):

Q1= J—
- MO0 = e

CONSTRICTION (Doul pontanées pr :
4= Lo R StyE. 000 7 o
4-(Q8+Q9+ Q= oo DOULEURS PAROXYSTIQUES:
b= (G0N (Qs+Qsy 2=

DOULEURS EVOQUEES:
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@nsgnE=- &[]

Figure I-3. Neuropathic Pain Symptom Invegtory (NPSI). D'apres Bouhassira et al. 2004.



1L Physiopathologie des douleurs neuropathiques

Notre connaissance des mécanismes qui sous-tendent les douleurs
neurm pathiques provient essentiellement des études comportementales, cellulaires
etmoléculaires issuesde la recherche fondamentale. Sicestravaux nous ont pemnis
d’approfondir la compréhension des mécanismes physiopathologiques, is doivent
étre cependant considérés avec prudence. Ies modeéles animaux de douleurs
neurm pathiques présentent des limites. Ia premiere tient au fait que la plupart des
modeélesde douleursneuropathiqueschezlanimal ¥ sultent de lésions périphériques
et en particulier de traumatismes du neirf sciatigue ou de ses branches. Une autre
limite est liée a I'extrapolation de 'étude du comportement animal a4 'expérience
de Ila douleur que peut ressentir 'étre humain. Ce chapitre Sappuiera
essentiellement sur des données obtenues pardes études précliniques. Lensemble
des résultats de ces travaux fondamentaux mettent en évidence de nombreux
mécanismes impliqués dans les douleurs neuropathiques. Celles-ci apparaissent
comme la conséquence d’un ensemble de réactionsinadaptéesen rponse a une
agression du systt me somatosensoriel Tres schématiquement,lapparaitd’une part
une activitt anormale dite ectopique et une hyperexcitabilité des fibres sensorielles
pérphériques, et d’autre part une amplfication et une pérennisation des douleurs

neurmpathiquespardesmécanismes c entraux.

A. Mécanismes périphériques

1. Se nsibilisation périphérique

Ia sensbilisation des terminaisons périphériques des fibres nociceptives est
classijuement décrte dans des conditions inflammatoires, notamment aprés un
dégat tissulaire (Julius and Basbaum, 2001). Mais elle peut également survenir en
situation aigué parune atteinte initiale d’une struc ture nerveuse,comme dansle cas
d’un zona. Ie paradigme de la lésion axonale est la dégénérescence wallérienne,
quientraine une cascade d’événementsaccompagnantla dégradation de la fibre
nerveuse et de la myéline qui Fentoure (Navamo et al, 2007; Dubovy, 2011). Iors
d’une lsion nerveuse, il est observé sur le site lésionnel une infiltration de cellules
immunitaires, comme des polynucléaires neutrophies ou des lymphocytes T

(Moalem and Tacey, 2006). Des cytokines pro-inflammatoires comme le Tumor
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Necrosis Factora (INF-a), I Interle ukine 1-R(IL-1B), des médiateurs de 'inflammation
(bradykinine, prostaglandines) et desneurotrophinescomme le Nerve Growth Factor

(NGF) sont libérés et vont majorer lexcitabilité des fibres nerveuses (Sommer and

Kre ss, 2004; Thackeretal, 2007).

2. Activités ectopiques

Une lésion nerveuse va entrainer une activité spontanée de la fibre lésée,
mais égalementdesfibresnociceptivesadjacentesetintactes (Wuetal, 2001; Amir
et al, 2005), probablement par contact avec les médiateurs de I'inflammation
libérés parlescellules mmunitaires etlescellules de Schwann. Chezlhomme, cette
activitt spontanée des nocicepteurs a été enregisttte par microneurographie en
condition neuropathique diabétique (Orstavik and Jorum, 2010) comme dans
d’autres pathologies neuropathiques (Ochoa et al, 2005). Si apparait pertinent
d’associer cette activitt ectopique observée a Ila geneése des symptomes
douloureux spontanés, le lien de causalité reste a mettre en évidence (Orstavik et

al, 2006).

Ilespropriétésd’excitabilité de la membrane neuronale sont liées aux canaux
ioniques, ce quifait de ces demiers des acteurs directs de Tactivité anomale des
fibres sensorelles. Pammi ces canaux ioniques, les canaux sodium voltage-
dépendantsont été largement étudiés dansles phénomeénes douloureux (Cummins
et al, 2007). Iescanaux sodium voltage-dépendants (Nav) sont des pores ioniques
sélectifs aux ions sodium, dont louverture est controlée par le potentiel
transmembranaire. Ces canaux exercent un le prmordial dans le controle de
lexcitabilité des cellules nerveuses et sont, en particulier, responsables de la phase
dépolarsante du potentiel d’action et de la propagation des signaux électriques le
long des fibres (Catterall, 2000). Surles 9 isoformes identifiées, 3 sous-types (Navl.7,
1.8 et 1.9) sont sélectivement exprimés dans le systt me nerveux périphérique et en
particulerdansles afférencesnociceptives. Ie sous-type 1.3 est tres peu exprimé en
condition physiologique chez Tadulte. Dans les modeles de douleurs
neurmpathiques, ces canaux sont exprimés et €partis de fagcon différente et leur
fonctionnement modifié (Thletal, 1999). leurparticipation dansla symptomatologie

douloureuse neuropathique a d’abord été suggérée parleffet antalgique surles
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douleurs neurpathiques de la ldocame ou de la mexilétne qui ont comme
prncipale propriété de bloquer ces canaux sodium (Gracely et al, 1992; Devor,
2006) et parla ont un effet stabilisateur de membrane. Ie canal Navl.7 a montré
sonrle crucialdansla perception douloureuse. En effet, des syndrome s d o ulo ure ux
chroniques comme lérythermalgie (Han et al, 2006) ou le syndrome de douleur
exte me parxystique (Fertleman et al, 2006) sont liés & une mutation de type «gain
de fonction»du géne SCNI9A codant Navl.7 (Fischer and Waxman, 2010). Des
enregistrements microneurographiques réalisés chez ces patients montrent une
activitt ectopique directement lice a cette anomalie canalaire. A I'inverse, une
mutation entrainant une «perte de fonction »de ce canalNavl.7esta Forigine d’un
syndrome d’insensibilité congénitale a la douleur (Cox et al, 2006). De méme, une
mutation du gene codant le canal Navl.8, principalement exprimé par les fibres
nociceptives, pourrait étre a lorigine d’une neuropathie a petites fibres chez
Fhomme (Huang et al, 2013) et le 10le de ce canaldanslallodynie au froid a été
observé (Zimmemmann et al, 2007). Ie r6le de Navl1l.9 est largement décrit dans les
modeéles de douleur inflammatoires et beaucoup moins dans les douleurs
neum pathiques. Une diminution de son expression semble étre comélée avec une
diminution du comportement douloureux dansun modele de ligature de la racine I5
(Theile and Cummins, 2011). Enfin, le canal Nav1l.3, uniquement exprimé en phase
de développement embryonnaire, se retrouve surexprimé apre s une lésion nerveuse
chez 'animal (Black et al, 1999). Toutefois, les modalités de Timplcation de ces
canaux sodium Nav dansle comportement douloureuxde modeéles neuropathiques
animaux restent discutées, les résultats de différentes études étant contradictoires

(Berta et al, 2008; Dib-Hajjetal, 2010; Chattopadhyayetal, 2011).

Ies canaux potassium voltage-dépendants sont également requis dans la
génération spontanée de potentiels d’action induite par une lésion nerveuse. Ces
canaux, quiont pourpropriétés de stabiliser la membrane des neurones, sont sous-
exprimés apres lésion nerveuse. Inversement, leur ouverture est provoquée par la
rétigabine, un anti-é pile ptique qui diminue la symptomatologie neuropathique chez
lanimalmaispaschezl’homme (Kim et al, 2002; Blac kbum-Munr and Jensen, 2003;
Rose et al, 2011). D’autres types de canaux potassium, comme lescanauxde type
TWIK-related K+ (TREK) et en partic ulier TRESKe t TREK-2 (Dobleret al, 2007), jouent un
le essentieldansle maintien du potentiel membranaire et sont forte ment exprimés

parles neurones sensoriels. Ces canaux vont diminuerde 30 & 40% apres une lésion
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nerweuse et entrainerune dépolarsation soutenue de ces neurones (Tulleuda et al,

2011).

Ies canaux calcium voltage-dépendants sont également des structures
déterminantes dans lactivité neurmnale. Ieur activation en réponse a une
dépolarsation membranaire entraine une entrée de calcium dans la cellule et
lactivation de mécanismesdépendantsducalcium comme Tactivation d’enzymes,
la ibération de neurotransmetteursoulexpression génique. Ces canaux, surexprimé s
par les afférences sensorelles lors d’une lésion nerveuse, sont une cible pour de
nombreux médicaments recommandés dans les douleurs neuropathiques. Nous ne
ferons que citer'exemple des gabapentinoides, que nous décrrons plus en détail
dansle chapitre suivant, et qui agissent sur une sous-unité de cescanaux, modifiant
potentiellement la ibération des neurotransmetteurs et la synaptogenése au niveau

de la come dorsale de la moelle épiniere (Dolphin, 2012).

3. Role des cellules immunitaires et des cellules gliales

Iors d’une lésion nerveuse, les cellules du systtme immunitaire vont étre
sollicitées et intervenir a diffé rents niveaux du systée me somatosensoriel Au niveau
cutané, on peut observer une activation des cellules de ILangerhans, cellules
dendrtiques présentatrices d’antigénes, dans des neuropathies post-
chimiothérapiques (Siau et al, 2006). Sur le site lésionnel comme sur Iextré mité
distale du nerflésé,lest observé une infittration de cellules mmunitaires comme des
macrophages, desleucocytes neutrophiesou deslymphocytes T(Scholzand Woolf,
2007; Dubovy, 2011; Km and Moalem-Taylor, 2011). Au niveau des neirfs
pérphériques, les cellules de Schwann participent au phénomeéne de sensibilisa tion
enlbérant de TAdénosine Thiphosphate (ATP), des cytokines pro-inflammatoires, des
chémokines, des prostaglandines et du NGF (Scholz and Woolf, 2007). Iles cellules
immunitaires (macrophages, leucocytes et lymphocytes) vont également infiltrer le s
ganglions rachidiens et en condition neuropathique, les cellules satellites qui y

résident vont proliférer (Hu et al, 2007).
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B. Mécanismes centraux

1. Sensibilisation centrale

Certains symptomes douloureux provoqués, comme TIhyperalgésie ou
Fallodynie mécanique dynamique, suggeérent une implication du syst¢e me nerveux
central, en particulier une sensibilisation des neurones nociceptifs centraux (Woolf
and Mannion, 1999; Woolf and Salter, 2000; Kuner, 2010). Définit par une
augmentation de lexcitabilité des neurones des voies nociceptives au sein du
systtme nerveux central elle entraine une amplfication des rponses aux stimuli
nociceptifs,desréponsesdouloureuses a des stimulinon-nociceptifs et une extension
de la perception douloureuse au-dela de la zone lésée (Woolf, 2011). Ce
phénomeéne de sensibilisation centrale implique des modific ations fonctionnelles au
niveau des connexions de la come domale de la moele et en particulier une
augmentation de I'excitabilité post-synaptique (Latremoliere and Woolf, 2009). Ce tte
plasticité synaptique est induite par la sensbilisation périphérique et lactivité
ectopique desnocicepteurs consécutive a la lésion nerveuse. Cette potentialisation
semble étre initi€e parlhyperactivité des fibres fines de type C (Koltzenburg et al,
1994). Ies principaux acteurs décrts dans cette potentialisation synaptique dans la
come dorsale sont les récepteurs des acides aminés excitateurs libérés par les
afférences primaires, mais également les cepteurs de la substance Pet ceux du
Brain-Derived Neumtrophic Factor (BDNF) (Latremoliere and Woolf, 2009). Un role
particuliérement important est tenu par le gluitamate, prncipal neuro transme tte ur
excitateur lbéré par les nocicepteurs activés. Il existe 3 types de récepteurs du
glutamate qui se distinguent en 2 catégores: les récepteurs de type canaux
ioniques quiporte le nom de leuragoniste, AMPA/kainate d’une part et N-Me thyl-D-
Aspartate (NMDA) d’autre part, et les rcepteurs métabotropiques liés a une
protéine G (mGluR). Ia transmission d’un message nociceptif est médiée, en
condition physiologique, par Tactivation des rcepteurs post-synaptiques de type
AMPA. Iesrécepteurs post-synaptiques NMDA restent bloquésparla présence d’ions
magnésium qui ferment ces canaux. Ce bloc est levé en cas d’une activation
soutenue desfibres C (D'Mello and Dic kenson, 2008). Laugmentation de la libération
de glutamate, de CGRP et de substance P vont désinhiberles récepteurs NMDA et

entrainerdescascadesd’événementsintracellulaire s post-synaptiques (Khasabov et
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al, 2002). Pammiles 3 classesde récepteurs métabotropiquesau glutamate, les effets
sont distincts: le groupe I (mGluR1) a pour propriété de majorer la transmission
synaptique en activantles phospholipases C, alors que Tactivation des groupesIlet
MM (mGIluR2 et MGluR3) ré duit la transmission synaptique des messagesnociceptifsen
inhibant Fadénylate-cyclase (Pan et al, 2008). Ia conséquence globale de
Factivation de cesrécepteurs est une augmentation du calcium intracellulaire po st-
synaptique, ce quientraine une réaction en chaine au niveau de nombreux second
messagers, comme des protéines kinases (Woolf and Salter, 2000; D'Mello and
Dic kenson, 2008; Matsumura et al, 2010; Katano et al, 2011; Miletic et al, 2011).
Lensemble de ces réactions va entrainer des modifications a long-terme des
propriétés fonctionnelles des neurwnes nociceptifs dans le sens d’une

hyperexcitabilité .

Dansle cadre d’une lésion nerveuse, des fibres sensorielles non-nociceptives
de gros diametre (fibres AR) peuvent subir des modifications phénotypiques qui les
meénent & exprimerdes neuropeptidesleurconférantla capacité de déclencherou
d’entretenirces phénomeénes de sensbilisation centrale (Nitzan-Inques et al, 2011).
Enfin, 1 est démontré que Tactivation de la microgle contrlbue a cette
hyperexcitabilité neuronale par le biais de la diffusion de cytokines modifiant les
propriétés pré- et post-synaptiques (Deleo and Yezierski, 2001). ILes astrocytes
spinaux interviennent également dans le maintien d’une douleur neuropathique

(Kawasakietal, 2008).

2. Plasticité fonctionnelle et struc turelle du systée me nerveux central

Ia plasticité neuronale, définie parla capacité desneurones a se modifieren
fonction de 'environnement, est un élé ment clef de la chronicisation des douleurs
(Woolf and Salter, 2000). Cette plasticité peut sexprimersous diffé rentes formeset a
diffé rents niveaux des voies nociceptives centrales. Ainsi, le renforcement de Ia
transmission synaptique obtenu par les phénomeénes de potentialisation a long-
terme « long-Terme Potentiation » (LIP) se retrouve aussibien dansla come dorsale
de la moelle épiniere (lkeda etal, 2003) qu’auniveaucortical(byoda etal, 2009; Li
et al, 2010). En conséquent, cette plasticité entraine une augmentation des

réponses a un stimulus sensoriel donné, une augmentation du niveau d’ac tivité
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spontanée, du temps d’activté en réponse a un stimulus nociceptif ou de
lextension topographique de la zone douloureuse (Woolf and Salter, 2000;
Schoffneggeretal, 2008).

Apres une lésion nerveuse pérphérique, une augmentation du nombre des
épines dendrtiques a été observée dansla come dorsale de la moelle, associée a
des manifestations comportementales d’hyperalgésie (Tan et al, 2011). Au niveau
struc turel, la plasticité est également responsable de modificationsde la densité des
synapses et de phénomeénes de dégénérescence et de régénération au niveau
neuronal Une hypothése évoquée est que 'ensemble de ces phénomenes peut
conduire au niveau médullaire 4 une réorganisation des connexions des afférences
primaires (Woolf et al, 1992). Plus cemment, lla été démontré que des vamnations
de densité de la substance grse cérébrale peuvent survenir dans différentes
pathologies douloureuses chroniques (Balki et al, 2011), laissant entrevoir la
possibilité d’identifier des modifications phénotypiques douloureuses grice a

I'imagerie cérébrale (Tracey, 2011).

3. Perte du controle inhibite ur

Ia modulation des messages nociceptifs, d’origine médullaire ou supra-
spinale par les contibles descendants, est probablement altérée dans les
phénomeénes neuropathiques douloureux. Linhibition exercée parles intemeurones
qui produisent de TAcide Gamma Amino Butyrique (GABA) et de la glycine sur le
message nociceptif est diminuée par une lésion nerveuse périphérique partielle
(Moore et al, 2002). Au niveau médullaire, une perte de neurones inhibite urs
GABAergiquesestobservée apresune lésion nerveuse périphérique, mais ne semble
pas suffisante pourle développement de Thyperalgésie thermique (Polgar et al,
2003; Scholz et al, 2005). De plus, une diminution des courants post-synaptiques
inhibite urs induits parle GABA dansla come dorsale peut étre constatée lors d’une
neur pathie pérphérique (Janssen et al, 2011). Cette perte de Tlinhibition
GABAergique du message nociceptif peut étre la conséquence de plusieurs
phénomeénes. Une hypothése serait la perte des intemeurones GABAergiques par
une apoptose consécutive a une stimulation excitotoxique (Scholz et al, 2005). 1 a

également été suggéré que le INF-a libéré dans la corne dorsale est a I'origine de la
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réduction d’activité des intemeurones GABAergiques (Zhang et al, 2010). Enfin, une
demiére hypothése propose une diminution de Ieffet inhibiteur du GABA parperte
de Tactivité du co-transporteur potassium/chlorure (KCC2), 4 la membrane post-
synaptique. En modifiant le gradient des ions chlorure, Touverture des pores
membranaires provoquée parle GABA ou la glycine ne pemet plus une entrée
suffisante d’ions chlorures pour entrainer une inhibition neuronale et peut méme
déboucher sur un effet excitateur (Coull et al, 2003). Cette perte d’activité des
KCC2 poumait étre liée a la libération de BDNFparla microghe lorsde son activation
en situation de pathologies neuropathiques (Coullet al, 2005; Jolivalt et al, 2008; Iu
etal, 2008).

Cette perte d’inhibition locale dans la come dorsale peut Saccompagner
d’une altération des contrles descendants qui transitent par des voies issues du
tronc cérébral plus précisé ment des régions ventrale et rostro-médiane du bulbe.
Des modifications dans le sens d’une perte du controle inhibiteur et d’une
augmentation de la faciltation de la transmission nociceptive sont décrtes dans
diffé rentes pathologies neuropathiques (Bee and Dickenson, 2008; Zhang et al,
2009).

4. Role des cellules immunitaires etdes cellules gliales

Du c6té homolatéral a la lésion nerveuse, la come dorsale de la moele
épmiere montre une activation de la microglie, ensemble de cellules équivalentes a
desmacrophages du systte me nerveux central (Tsuda et al, 2005; Beggs and Salter,
2010). Une foisactivées, cescellules vont présenter des mo dific ations struc turelles et
fonctionnelles (Calvo and Bennett, 2012). De méme, une lésion nerveuse va activer
un autre type de cellules glales que sont les astrocytes et qui vont participer au

maintien des douleurs neuropathiques (Colbum et al, 1999).

Ia contrbution des cellules du systtme immunitaires et des cellules glales
dansle développement et la persistance des douleurs neuropathiques en font des
cibles thérapeutiques potentielles. Plusieurs études réalisées sur des modeles
animaux ont déja montré un effet signific atif surla symptomatologie neuropathique
de molécules n’ayant aucun effet antalgique propre, comme des

mmunosuppresseurs (Marchand et al, 2009; Orhan et al, 2010) ou des inhibiteurs de
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lactivation microglale, comme la minocycline par exemple (Padi and Kulkami,

2008; Pabreja etal, 2011).

1L Taitements médicamenteux des douleurs neuropathiques

En pratique clinique, identifier la composante neuropathique des douleurs
présentées parun patient permet d’orenterla prise en charge thérapeutique. Siles
douleurs neuropathiquesetles douleurs nociceptives peuvent se manifesterpardes
symptomes communs ou coexister dans le cadre des douleurs mixtes, leurs
traitements présentent des différences: 1/ les doule urs neuropathiques sont peu ou
passoulagées parles antalgiques utilisés dans le traitement des douleurs parexceés
de nociception, comme le paracétamol ou les salicylés; 2/ contrarement aux
douleurs parexceés de nociception, le choix thérapeutique ne va pas étre orenté
parlintensité des douleurs neuropathiques carles médicaments utilisé s ne sont pas
distngués par paliers en fonction de leur puissance antalgique ou de leurs
caractérstiques phamacologiques; 3/ dans le traitement des douleurs
neurmpathiques, le choix de la molécule est dicté par les recommandations de
sociétés savantes dans le domaine de la douleur et de la neurologie (Attal et al,
2006; Dworkin et al, 2007; Attalet al, 2010). Cesrecommandationssont basées surle
niveau de preuve de lefficacité d’un type de traitement, constaté dansdes études
cliniques. Ce niveau de preuve va dépendre de la puissance etde la méthodologie
des essais cliniques. Ies traitements ecommandés en premiere intention sont ceux
quiont fait Tobjet d’études randomisées, controlées et éalisées en double aveugle
sur un grand nombre de patients, avec un effet bénéfique significatif et des effets
secondairesconsidéréscomme acceptables. Ia plupartde cesétudesportent surla
polyneuropathie du diabéte etles douleurs post-zosté iennes (Attalet al, 2006). Les
traitements de premiere intention sont issus de 2 classes phamacologiques: les
antidépresseurs et les antiépileptiques. Pammi les antidépresseurs recommandés
figurent les tricycliques et les Inhibiteurs de la Recapture de la Sérotonine et de la
Noradrénaline (IRSNA). Pour les antiépileptiques, la gabapentine et la prégabaline
(les gabapentinoides), sont recommandées dans le traitement des douleurs
neumpathiques centrales et pérphériques et la carbamazépine dans le traitement

desdouleursnévralgiques criniennes (trigéminale et glosso-pharyngienne).
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Ia liste des molécules quidisposent d’une Autorsation de Mise surle Marché
(AMM) en France danslindication doule urs neuropathiques figure dansle tableau I-

1.

Iles traitements parantidépresseurs ou antié pile ptiques pré sentent de s limite s,
puisque seuls 30 a 50% des patients sont soulagés au prx d’effets secondaires
souvent génants, en particulier avec les antidépresseurs tricycliques, effets qui
peuvent mener a linterruption du traitement dans un certain nombre de cas
(McQuay et al, 1996; Wiffen et al, 2005; Saarto and Wiffen, 2010). Pour un patient
donné, le choix de la thérapeutique utilisée doit donc se faire sur la base de la
pathologie a Torgine des symptomes neuropathiques mais ausside la comorbidité,
des interactions médicamenteuses, des contre-indications et des risques d’effets

secondaires présentés parle patient.

Nous décrons brévement les antidépresseurs et antiépileptiques
recommandés en premiere ligne de traitement des douleurs neurpathiques, sur

lesquelsrepose notre travailde these.
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Dénomination Commune Mé dic ament prine e os Autorisation de Mise
Inte mationale (DC p p surle Marché (AMM)

Antidé presseurs tricycliques

Amitrip tyline Laro xyl® Do ule urs neuropathiques
périphériques

Imipramine Tro fa nil® Douleursneuropathiqueset
algiesrebelles

Clo mipramine Ana frani® Do ule urs neuropathiques

Antid é pre sse urs IRSNA

Dulo xé tine Cymbalta® Do ule urs neuropathiques
pérphériques diabétiques

Antié pile ptique s

Gabapentine Ne uro ntin® Do ule urs neuropathiques
pérphériques

Prégabaline Lyrca® Do ule urs neuropathiques
périphériquesetcentrales

Caramazépine TEgrétol® Douleurs neuropathiques et
névralgiesdu trjumeau et du
glossopharyngien

Phé nytoine Di-Hydan® Névralgie du trjumeau

Traite ments topiques

Emplatre de Lidocaine 5% Ve rsa tis® Do ule urs neuropathiques

post-zostérienne s

Patch de capsaicine 8% Qutenza® Do ule urs neuropathiques
périphériquesnon diabétique s

Tableaul-1. Tlaitements pharmacologiquesdes douleurs neuropathiquesen France
etlbelé d’AMM.
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A. Les antidé pre sse urs

Leffet des antidé presseurs tric ycliques sur les douleurs neuropathiques a été
rapidementdécouvertde facon empiique apreslintroduction de 'imipramine dans
le taitement de la dépression. Danslesannées 80 apparaissent les premieres études
clinique s de I'amitrip tyline surles douleurs post-zostériennes (Watson et al, 1982) puis
sur celles liées au diabete (Max et al, 1987). Depuis, de nombreuses études ont
montré T'intérét des antid é pre sse urs tric yc liques puisdes IRSNA dans le traitementdes
douleurs neurmpathiques, indépendamment de la présence d’un syndrome
dépressif (Sindrup et al, 2005; Attalet al, 2010; Fmnerup et al, 2010). Parcontre, tout
comme dans le traitement de la dépression, leffet des antidépresseurs sur les
douleurs neuropathiques nécessite une administration prolongée quoique plus
courte que dans le traitement de la dépression pour voir apparaitre un effet
antalgique. Ce délai d’action laisse supposer que le mécanisme d’action des
antidé presseurs, surla dépression comme surla douleur, passe pardes modific ations
moléculaires et cellulaires (Duman, 2002; Nestleret al, 2002; Sindrup et al, 2005). Un
des prncipaux mécanismes d’action des antidépresseurs sur les douleurs
neurpathiques est Tinhibition de Ila recapture de la sértonine et de la
noradrénalne. Cette modalité d’action est confimée par le fait que les
antidépresseurs, qui n’agissent pas sur le blocage de la recapture de ces
monoamines, nont aucun effet sur les douleurs neuropathiques. D’autre part, les
inhibiteurs spécifiques de la recapture de la sérotonine n’ont que peu ou pas
d’impact sur les douleurs neuropathiques alors que IRSNA ont un profi antalgique
significatif et similaire aux tricycliques (Smdrup et al, 2005). Ie fait que des
antidépresseurs inhibant sélectivement la recapture de la noradrénaline soit
également efficaces surles douleurs neuropathiques en préclinique suggéere un role
majeur de ce mode d’action dans leffet antalgique des antidépresseurs. Ies
travaux menés par notre équipe dans un modeéle murn ont permmis de démontrer
que la noradrénaline recrutée parles antidépresseurs agit spécifijuement via les
récepteurs Pz-adrénergiques pour exercer son effet antalgique sur Fallodynie
neumpathique (Yalcin et al, 2009b; Yalcin et al, 2009a). 1 a ensuite été montré que
la seule stimulation des récepteurs Pz-adrénergiques par des agonistes était
suffisante poursoulagercette allodynie. En effet, diffé re nts P2-agonistes (salbutamol,

tertbutaline parexemple) en traitement prolongé ont une efficacité thérapeutique
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comparable a celle des antidépresseurs sur les douleurs neuropathiques en
préclinique (ChoucairdJaafar et al, 2009; Yalcin et al, 2010). Ies investigations
réalis€esont de plus montré le le descellules satellites du ganglion rachidien et la
diminution de la pmwduction de TMNFa membranaire lors du fraitement par
antidépresseurs (Bohren et al, 2013), offrant ainsi de nouvelles pistes d’études

thé rapeutiques.

Tutefois, les antidépresseurs tricycliques semblent, au regard des méta-
analyses (Saarto and Wiffen, 2010), plus efficaces que les autres antidé presseurs, et
cela peut-étre comélé a la combinaison d’autres méc anismes que la seule inhibition
de la recapture des monoamines (Sindrup et al, 2005). En effet, les tric yclique s ont
montré différentes propriétés susceptibles de modifier Tactivité des voies
nociceptives telles que lantagonisme des rcepteurs O-adrénergiques ou des
récepteurs NMDA ou encore le blocage de canaux sodium et calcium (Fnnerup et
al, 2007). De plus, un traitement prolongé par imipramine permet de réverser
certains processus spinaux qui font suite & une lsion nerveuse périphérique et ont
lieu dans la come dorsale de la moelle épiniere. Plus précisé ment, I imipramine
poumait agir parinhibition des voies de signalisation intracellulaires impliquées dans
le maintien des trouble s se nsitifs nd uits parune ligature du nerf sciatique (Rantamaki

etal, 2007; Kusuda etal, 2013).

En clnique, si Tefficacité des antidépresseurs trcycliques sur différentes
douleurs neurmpathiques périphérques et centrales est bien établie, les
antid é pre sse urs IRSNA ont surtout été étudiés dans le cadre de la polyneuropathie
diabétique (Attaletal, 2010; Baron et al, 2010; Fnnerup et al, 2010). Une des limites
posées parles antidépresseurs est celle des effets secondaires antic holinergiques et
centraux mal tolérés par les patients. Ces effets sont a Torgine des contre-
indications: patients ne présentant pas de glaucome, de trouble urnaire ou de
pathologie cardiovasculaire (Roose, 2000). Ie profide tolérance des IRSNA semble
meileur sur le plan cardiovasculaire, mais les effets secondaires ménent tout de
méme a l'interruption du traitement dans 20% descasselon les études (Goldstein et

al, 2005).
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B. Les antié pile ptique s

Ies antiépileptiques ou anticonvulsivants font partie des traitements de
premiere intention des douleurs neurmpathiques. Exception faite de Ia
cartbamazépine pourlesnévralgiescriniennes, gabapentine et prégabaline sontles
2moléculesrecommandées. D’autres antié pileptiques font Fobjet d’études dansles
douleurs neuropathiques (valprwate de sodium, lamotrigine, topiramate, phénytoine,
clonazépam, lacosamide), mais avec un niveau de preuve insuffisant. Ces
molécules ne sont pasrecommandéesetne disposent pas d’AMM danslindication
«douleurs neuropathiques» (hommisla phénytoine quien France a une AMM pourles

douleursneuropathiques) etne serontpasdécritesdansce chapitre.

1. Gabapentinoides

Ia gabapentine, congue comme un analogue du GABA, devait présenter
des propriétés agonistes GABAergique. Développée parla suite, la prégabaline en
est un analogue structurel En fait, gabapentine et prégabaline ne se lient pas
directement aux rcepteurs GABAa et GABADb et ne sont pas des précurseurs du
GABA (Bialeretal, 1999; Ianneauetal, 2001). Leffetde la gabapentine comme de
la prégabaline porte principalement sur les canaux calcium voltage-dépendants.
Ieurliaison se fait avec une sous-unité de cescanaux:la sous-unité 02-61 (Maraiset
al, 2001; Bian et al, 2006). Orune augmentation de 'expression de cette sous-unité,
aussibien de la protéine elle-méme que de son ARN messager, estobservée dansle
ganglion rachidien et la come dorsale associés & une lésion nerveuse (Wang et al,
2002; Li et al, 2004). De plus, cette sous-unité des canaux calcium voltage-
dépendants apparaitcomme un élémentclef danslhyperexcitabilité médullaire (L
et al, 2006a). Orleffet des gabapentinoides passe parleurliaison avec cette sous-
unité (Field et al, 2006; Dolphin, 2013) et une hypothése serait que cecibloque le
transport des canaux calcium depuis leur site de synthése vers la membrane des
terminaisons pré-synaptiques (Hendrich et al, 2008; Bauer et al, 2009). Ceci aurait
pour conséquence une diminution de lbération de neurmtransmetteurs, dont le
glutamate (Cunningham et al, 2004) ou la substance P(Thakasusuki and Yaksh, 2011).

Une autre conséquence observée, directe ou indirecte, est la diminution de
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Factivation de la microgle comélée a leffet anti-allodynique de la gabapentine

dansun modéle murin de neuropathie diabétique (Wodarwskietal, 2009).

Ies gabapentinoides ont fait la preuve de leur efficacité dans plusieurs
grandes études cliniques sur des neuropathies douloureuses chroniques, comme la
polyneurpathie diabétique (Wiffen et al, 2005; Attal et al, 2010). Cependant, les
gabapentinoides ont aussi été étudiés dans le cadre des douleurs aigués post-
opératoires et en particulier de Tanalgésie multimodale (Kong and kwin, 2007;
Tippana et al, 2007). Lusage adjuvant des gabapentinoides en période pén-
chirurgicale pemetde diminuerlesscoresde douleursetlusage post-opératoire de
la morphine dans diffé rents types d’intervention (Weinbroum, 2012), ce quisuggere
un effet pré ventif sur Thypersensibilisation centrale induite parla chirurgie. Ie profi
de tolérance de ces molécules est globalement meileur que celui des
antidépresseurs et la principale précaution tient a I'ajustement des posologies a la

fonction rnale (Randmitisetal, 2003; Hndmarch etal, 2005)

2. Carbamazépine

Ia cartbamazépine a d’abord été utilisée dans le traitement de diffé rentes
formes d’épilepsie puis rapidement dans le traitement de douleurs neuropathiques
apres la publication d’une série de cas de névralgies du trjumeau soulagées de
facon significative dans le début des années 1960 (Blom, 1962). Depuis, plusie urs
étudesrandomisées,contrbléeseten double-aveugle sont venuesconfimerl'intérét
de la cartbamazépine dansle traitement desnévralgies trigéminales (McQuay et al,
1995; Sindrup and Jensen, 2002; Wiffen et al, 2005; Attal et al, 2006). Avec un
soulagement significatif en 5 a4 14 jours chez 89% des patientsdanscette pathologie
(McQuay et al, 1995), la carbamazépine est 4 ce jourle traitement de r€férence
dansla névralgie du trjumeau (Attalet al, 2010). Son mécanisme d’action préte a
cette molécule des propriétés intéressantes dans des c onditions neuropathiques. En
effet, l]a cartbamazépine bloque lescanauxsodium voltage-dépendants (Brauetal,
2001) avec un effet de stabilisation de membrane, mais poumait également bloquer
lactivité de canaux calcium du systtme nerveux central (bdorovic and Lingle,
1998; Ambrosio et al, 1999). Méme si elle est probablement efficace dans le

traitement d’autres douleurs neuropathiques et détient une AMM pourtout type de
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douleurs neuropathiques, la cartbamazépine reste essentiellement utilisée dans son
indication de traitement des névralgies criniennes. Cela peut étre expliqué parle
faible nombre d’études récentes réalisées dans d’autres c onditions neuropathiques
(Wiffen et al, 2011) et quine permmettent pasde recommandercette molécule dans
d’autres indications. Cela tient également a sa mauvaise tolérance et aux
contraintes liées aux effets secondaires. En effet, le nsque de neutropénie, de
thrombopénie, d’agranulocytose et d’hépatite inmpose une surveilance biologique
(hé mogramme etfonction hé patique) avantetregulierement pendantle traite ment
(Askmark and Wiholm, 1990). Le risque d’effet cutané grave estrare maisaccru dans
certaines populations asiatiques (Hung et al, 2006) et celui d’hyponatré mie est plus
élevé chez les patients 4gés. Enfin, les effets secondaires les plus fré quents sont
bénins (somnolence, sensations de malaise, nausées) mais suffisamment génants
pour entrainer I'interruption du traitement (Wolfe et al, 2002). 1l est ntéressant de
noterlexistence d’un analogue structurel, Tfoxcarmazépine, un antié pille ptique dont
létude dans différentes douleurs neuropathiques montre un profid’efficacité et de
tolérance globalement superposable a la carbamazépine (Pendlebury et al, 1989;

Camazana and Mikoshiba, 2003; Dogra et al, 2005).
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OBJECTIFS DU DOCTORAT




Objectifs du doctorat

Notre travailde thése de science s'inscrit dansla continuité des travaux
antérieurs de 'équipe du Dr Michel Barrot: dansla premiere partie de ce travailde
these, nous avons mené nos études sur un modele animal de douleurs
neurpathiques caractéris€e chez la sours par notre équipe. Ia lésion du nerf
sciatique parpose d’un manchon ou «cuff». Surce modeéle,ila été démontré dans
notre laboratoire que leffet des antidé presseurs surl'allodynie neur pathique passe
par les récepteurs Bz2-adrénergiques et qu’un traitement par Bz-agoniste s supprime
cette allodynie. Trois sous-c hapitres constituent la premiere partie préclinique de ce

travailde thése.

1. Ia procédure de mise place d’un manchon surle tronc du nerf sciatique de
la souris a fait Tobjet d’une publication dans le Joumal of Visualized Experiments
(JoVE), a laquelle nousavonsparticipé etquiest présentée danscette these.

2. Grice a ce modele du cuff, nous avons étudié I'impact de la pérode
d’instauration de traitements sur Fallodynie induite chez 'animal Pour cela, nous
avons comparé leffet de différents traitements avec un début d’administration
antéreur a la lsion, a4 ceux administts sur des animaux présentant une
symptomatologie installée. Ies différentes molécules étudiées dans ce patron
d'étude sont des antidépresseurs, des antiépileptiques mais aussi la terbutaline (B2-
agoniste), la kétamine (antagoniste NMDA) etla dexaméthasone (corticoide).

3. Par la suite nous avons testé l'efficacité d'un Pz2-agoniste et d’un
antid é pre sse ur tric yc ique mais dans un autre modeéle de douleurs neuropathiques:
la polyneuropathie diabétique, induite chezla sourisobése pardéficience en leptine

(sourisob /ob).

4. Ia seconde partie de notre travail de thése est clinique. Dans une démarche
translationnelle, nous avons effectué une enquéte épidémiologique rétrospec tive
pour connaitre I'effet de la prise de Bz.agonistes au long cours sur la survenue de

douleurs neuropathiques post-thoracotomie.
Danschacune de ces parties, une introduction spécifijue apporte un éclairage

sur le sujet de Tétude et décrnt le contexte de la question a laquelle notre travail

tente de pondre.
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RESULTATS




Résultats : chapitre |.

Modeles animaux de douleurs neuropathiques parlésions traumatiques
périphériques
A. Introduction

Iesdouleurs neuropathiques sont ft quentesetinvalidanteschezl’homme. Ia
compréhension des mécanismes physiopathologique quisous-tendent ces douleurs
neurm pathiques, etla mise au point de traitements antalgiques, endent nécessaires
les études réalisées sur des organismes capables d’intégrer diffé rents stimuli et de
manifester les composantes émotionnelles, cognitives et comportementales de la
douleur. En dépit des limites présentées par les modeéles animaux, que ce soit au
niveau éthique (Dolgin, 2010) ou de la prédictbilité d’une translation des résultats a
lespéce humaine (Rice et al, 2008; Percie du Sert and Rice, 2014), les études
réalis€eschezlanimal ont permis une mcontestable avancée de la recherche surles
douleurs neuropathiques et sont amenées a se poursuivre dans les années a venir.
De plus, et dansle cadre de la pharmacologie de sécurité, la r®glementation du
développementdesmédicamentsrendsobligatoire étude etla caractérsation des
effets chez 'animal d’une molécule avant de pouvoir la tester en phase Ichez

Thomme (Guillon, 2010).

Ia recherche préclinique, en matiere de douleurs neuropathiques, sappuie
essentiellement sur des modeéles caractérisés chez des rongeurs. Ces modeles ont
pourobjectif de reproduire la symptomatologie neuropathique douloureuse soit par
lésion direc te d’une struc ture nerveuse, soit en induisant un état pathologique connu
pouraffecterle systtme somatosensoriel (Colleoniand Sacerdote, 2010; Jaggietal,
2011; Banot, 2012; Gregory et al, 2013). D’autres techniques de lésions nerveuses
pérphériques, visant a reproduire les procédures chirurgicales traumatiques chez
Thomme, ont été développées chez Tanimal Pour mimer une douleur
neurmpathique post-thoracotomie par exemple, un modeéle de lésion nerveuse
intercostale unilatérale parexposition et ligature des 4¢me et 52me nerfs interc o staux a
été caractérisé (Nara et al, 2001). Ce modele apparait comme pertinent pour
reproduire les conditions neuropathiques post-c hirurgicales mais reste peu utilisé. Ies
prncipaux modeéles de lésions traumatiques du systée me nerveux périphérique du rat
etde la sourssont pourla plupart deslésionsunilatéralesdu nerf sciatique. Ie niveau

de Esion traumatique surle neirf sciatique de ces diffé rents modeéles est sc hé matisé
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en figure Résultats-1 (figure R-1). Ces lésions sont réalisées par une section ou une
ligature a différents endrits du nerf sciatique et sont les modeles les plus
couramment utilisés en recherxche préclnique. Ces modeles de lésions sciatiques
entrainent une hyperalgésie et une allodynie mécanique ou thermique de la patte
opérée. Cette symptomatologie apparait rapidement, dans la joumée qui suit
I'intervention et peut durer selon les modeles plusieurs mois avant de disparaitre
spontanément. Méme sichez Thomme toutes les douleurs neuropathiques ne font
pas suite a une lésion du nerf sciatique, i est licite de poser 'hypothése que les
mécanismes physiopathologiques soient identiques quel que soit le tronc nerveux
lésé. Par contre, et cela constitue une des limites de ces modeéles, une lésion
nerweuse traumatique ou chirurgicale chez Thomme n’est pas systé matiquement a
Torigine de douleurs neuropathiques chroniques (Kehletetal, 2006), comme c’estle

casdanscesmodelesanimaux (Deumensetal, 2013).

Ies différents et principaux modeéles de lésions nerveuses périphériques chez

lesrongeurs sont brievement décrts dans cette intro duc tion.

1. Section compléte du nerf sciatique

Ia section complete du tronc du nerf sciatique (axotomie) ou celle des
racine s nerveuses (rthizotomie) sont historiquement les premiers modeéles animaux de
douleurs neuropathiques (Ilombard et al, 1979; Wall et al, 1979) et visaient a
reproduire les symptomes du membre fantome ou d’une Iésion radiculaire
rachidienne. Pourle modele de 'axotomie, la section du nerf sciatique se fait entre 2
ligatures semées sur le tronc commun, en amont de la bifurcation tibiale et
péronéale du nerf sciatique. Ies deux segments proximaux et distaux sont séparés
pour éviter tout risque de réinnervation. Une lésion du nerf saphéne y est associée,
afin d’obtenir une dénervation complete de Textrémité distale du membre
postérieur. Cette section va provoquer un névrome avec sprouting de la partie
proximale et une dégénérescence wallérienne de la partie distale du neirf. Cette
technique, caractérsée pour reproduire une anesthésie douloureuse de la patte
opérée, est donc censée mimer le phénoméne d’amputation chez 'homme. Ies
comportements d’automutilation présentés par les animaux ont soulevé des

problemes éthiques et fait Tobjet de controverses (Riopelle, 1992). Cette réaction
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d’autotomie du membre dénervé poumait refléter la composante spontanée des
douleurs sansque cela puisse étre affimé. Linconvénient de cette lésion massive est
la perte de motricité quiy estassociée,etquine permetpasd’évaluerlallodynie ou

I'hyperalgésie associées.

2. Avulsion plexique

Pour reproduire les douleurs de Tavulsion du plexus brachial connue chez
Thomme pour provoquer d’intenses paroxysmes douloureux du membre supérieur,
un modele d’avulsion plexique a été caractérisé chezle rat puisla sours. Ia similarité
anatomique des plexus de rongeurs, issus des racines C5 a TI, avec ceux des
hommes permmet de telles modélisations. Ces lésions permettent d’observer
lapparition immédiate et soutenue d’un comportement douloureux avec
hyperalgésie et allodynie mécanique et themrmique de la patte antérieure, sans pour
autant montrerde phénomeéne d’autotomie (Rodrigues-Filho et al, 2003; Quintao et
al, 2006). Ce modele, plus proche de la réalité clinique, permet également

d’observerune bilatéralisation de 'allodynie, retrouvée surla patte controlatérale.

3. Section de branches terminales du nexf sciatique :
Spared Nerve Injury (SNI)

Ie nerf sciatique se divise en trois branches principales: tibiale, péronéale et
surale. Ie SNIest une forme de dénervation partielle de la patte du ongeur. Dansle
modele initialement développé par Decosterd et Woolf, le nerf sciatique du rat est
exposé et seules 2 de ses branches (tbiale et péronéale) sont sectionnées, la 3e¢me
branche (surale) est préservée (Decosterd and Woolf, 2000). Dans les jours qui
suivent, une hyperalgésie et une allodynie apparaissent et permsistent pendant
plusie urs mois. Cette durée prolongée de troubles sensitifs (6 4 7 mois) au niveau de
la patte lésée est une caractérstique spécifigue de ce modele. Un des intéréts de
cette technique est de pouvoir comparer la sensibilité des différents temitoires
neurologiques surla méme patte, d’observerlextension destemtoiresdouloureuxet
d’étudierles percussions surla branche nerveuse non-lésée. D’autres modeles de

dénervationspartiellesont parla suite été développés,encombinantla section de 2
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autres des 3 branches et en préservant toujours une des 3, avec des répercussions
varables surlintensité de 'hyperalgésie observée (Liet al, 2006b). Cette tec hnique
a également été caractérisée, avec les mémes résultats, chezla sours (Bourquin et

al, 2006).

4. ligature du nexfspinal: Spinal Nerve Ligation (SND)

Ia Ligature semée des nerfs spinaux I5 et 6, & proximité de la moelle épiniere
mais a distance du ganglon rachidien, est ralis€e en laissant intact I4. Cette
technique, contrairrment au SNI permet d’identifier et d’étudier distinctement les
ganglions contenant des afférences lésées. Ce modele de douleur lésionnelle
neurm pathique provoque un large panel de comportements douloureux (allodynie
mécanique et au froid, hyperalgésie, douleurs spontanées) quiapparait dansles 48
heuresetperdure jusqu’a 16 semaines (Km and Chung, 1992). lprésente Favantage
de la reproductibilité. Linconvénient est la difficulté technique de la réalisation de
cette chirurgie et son c6té invasif, tout en étant proche des ganglions rachidiens

avec unrsque potentielde lésion du ganglion.

5. Ligature partielle du nexf sciatique : Partial Sciatic/ Nerve Ligation
(PSLou PND

Ia technique du PSLconsiste a ligaturer de fagcon partielle (de 1/2 a 1/3 du
tronc) et semée le neif sciatique (Seltzer et al, 1990). I sagit d’une technique plus
invasive qu’une ligature superficielle, avec deslésions surajoutées parla pénétration
d’une aiguille dansle tronc du nerf sciatique et atteinte de Fendonévre. Entre 30 et
50 % des fibres nerveuses sont lésées par cette procédure et 'ensemble des
afférencesestun mélange de fibresléséesetintactes. En une semaine, apparaissent
allodynies mécaniques et thermiques et hyperalgésie qui vont persister au moins 6
semaines. Ce modele est également caractérisé chez la souns (Malmberg and
Basbaum, 1998). Ia réalisation de cette procédure est soumise a une varnabilité

importante.
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6. Ligature Jache chronique du nexfsciatique : Chronic Constric tion
Injury (CCD

1 gagit d’'un des modeles les plus utilisés pour mimer les neurpathies
périphériques traumatiques de Thomme. Facile a réaliser,ilconsiste & apposer3 a 4
ligatures laches surle tronc commun du nerf sciatique (Bennett and Xie, 1988). Ce
modeéle permet de combiner des phénoménes de compression nerveuse a une
dégénérescence walérienne et des phénoménes inflammatoires de I'épinevre
(Maves et al, 1993). Un e déme provoqué parla lésion va majorerles mécanismes
de compression de Faxone. Ce modele, parla forte r€action immunitaire qu’i ind uit,
a donc une composante inflammatoire en plus de Teffet mécanique de
constriction. Ce type de ligature entraine une désafférentation partielle de la patte
avec une perte importante de fibres myélinisées de gros diametre (Gautron et al,
1990). Chezle ratcomme chezla sours, lesphénoménesd’hyperalgésie, d’allodynie
et descomportements de douleurs spontanées apparaissent en 1 semaine et vont
dureraumoins 7 semaines (Dowdallet al, 2005). lesconséquencesde cette ligature
nerveuse ont été étudiées sur le plan électrophysiologique et histopathologique
(Carton et al, 1991; Gabay and Thl, 2004). Linconvénient majeur présenté parce
modele est la varabilité des résultats observés, probablement liée elle-méme a la
vanabilité de la réalisation desligatures, plusou moins semées. Cette vanabilité rends

la technique en partie opérateurdé pendante.

7. Ensemrement du neirf sciatique parun manchon (Cuf

Dans le but de lLmiter la vanabilité inter-opérateur liée aux techniques de
ligature, Mosconi et Kruger ont proposé le modele du cuff (Mosconi and Kruger,
1996). Cette technique pemmet, par un ensemement du tronc commun du nerf
sciatique du rat, d’obtenir une lésion similaire 4 celle induite parle CCImaisencore
plus facilement reproductible. Dansce cas, la constriction se fait parlintermédiaire
d’un manchon de polyéthylene de caractéristiques standardisées et non plus par
desligatures. Caractérsé chezla souris parnotre équipe (Benbouzid et al, 2008a), la
procédure de ce modele est décrte en détail dans le protocole suivant et fait

Tobjetd’un article illustré pardesséquencesvidéo intitulé « The Sciatic Nerwe Cuffing
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Modelof Neuropathic Pain in Mice » eten cours de publication dans The Joumalof
Visualized Experments (JoVE). Nous avons utilis€ ce modeéle dans la majorité des
travaux menés dans le cadre de ma thése de science, et jai personnellement
contbué au travail bibliographique d’une part, et aux tests de traitement par

gabapentine d’autre part (figure 3. de I'article) de la public ation suivante.
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Figure R-1. Sché ma desprincipauxmodelesde lésions traumatiques du nerf
sciatique, d’apres Stemkowski et Smith, 2013.
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Short abstract:

Neuropathic pain is a consequence of a lesion or disease affecting the
somatosensory system. The “cuff model” of neuropathic pain in mice consists in the
implantation of a polyethylene cuff around the main branch of the sciatic nerve.

Mechanicalallodynia is te sted using von Frey fillaments.

Iong abstract:

Neuropathic pain arses as a consequence of a lesion or a disease affecting the
somatosensory system. This syndrome results from maladaptive changes in injured
sensory neurons and along the entire nociceptive pathway within the central
nervous system. It is usually chronic and challenging to treat. n order to study
neurpathic pain and its treatments, different models have been developed in
rodents. These models derive from known etiologies, thus reproducing peripheral
nerwe injures, central injuries, and metabolic-, infectious- or chemotherapy-related
neur pathies. Murine models of peripheral nerve injury often target the sciatic nerve
which iseasy to accessand allowsnociceptive tests on the hind paw. These models
rely on a compression and/or a section. Here, we present the detaied surgery
procedure forthe “cuff model” of neuropathic pain in mice. In this model, a cuffof
PE-20 polyethylene tubing of standardized length (2 mm) is unilaterally implanted
arwund the main branch of the sciatic nerve. It induces a long-lasting mechanical
allodynia, ie. a nociceptive response to a nommally non-nociceptive stimulus, that
can be evaluated by using von Frey flaments. We present the detailed protocolfor
modeland testing procedures, and disc uss the interest of this model for the study of
neuropathic pain mechanism, of neuropathic pain sensory and anxiode pressive

aspects, and of neuropathic pain tre atme nts.
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Introduc tion:

Neuropathic pain is usually chronic and anses as a consequence of a lesion or a
disease affecting the somatosensory system. Maladaptive changesin injured sensory
neurons and along the entire nociceptive pathway within the central nervo us syste m
participate to thiscomplex syndrome. T preclinically study neuropathic pain and its

treatments, various modelshave been developed in mdents (reviewed in 1, 2, 3).

Based on known etiologies, the models of neuropathic pain aim at reproducing
perpheral nerve injuries, central injurie s, trigeminal neuralgia, diabetic neuropathies,
chemo-induced neuropathies, post-hempetic neuralgia, etc... Different murne
modelsof peripheral nerve injury target the sciatic nerve and rely on a compression
and/ora section. Thisnerve isindeed relatively easy to access, and nociceptive tests
canbe easily done based on hind paw withdrawal reflexes. The ¢ hronic ¢ onstric tion
mjury (CCD (4, 5), the sciatic nerve cuffing (6, 7, 8, 9), the partial sciatic nerve ligation
(PSD) (10), the spinalnerve ligation (SND) (11), orthe common peronealnerve ligation
(12) are examples of chronic nerve compression models. In the spared nerve injury
(SND models, two of the three terminal branches of the sciatic nerve are tightly
ligated followed by a distal axotomy, the third branch being left ntact (13, 14, 15).
The various models of neuropathic pain that target the sciatic nerve result in a
chronic mechanical allodynia (a nociceptive response to a nommally non-

nociceptive stimulus) thatconcemsthe injured hind paw.

Here, we present the detailed surgery procedure forthe “cuff model” of neuropathic
pain in mice that consists in the implantation of a polyethylene cuff around the main
branch of the sciatic nerve (6,7, 8,9). We also detailthe use of von Frey filaments to
assess the mechanicalallodynia which is a long lasting nociceptive symptom present

in thismodel
Protocol text:

Protocols have been approved by the “comité d’éthique en matiere

d’expérimentation animale de Strasbourg” (CREMEAS).
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1.1

1.2

1.3

14

2.1

2.2

2.3

24

2.5

2.6

Baseline measurement prior to the surgery, using von Frey filaments

Iet the mice habituate to the animal facilities for at least 10 days to 2 weeks

before initiating the te sting procedures.

Habituate the mice to the von Frey testing set-up and procedure that are
descrbed in detailin sec tion 4.

Before surgery, evaluate the mechanical thresholds with von Frey flaments on
separate days unti at least three stable consecutive values are obtained for

paw withdrawalthresholds.

Assign the animals to the different experimental groups so that these groupsdo

not initially differforthe mechanicalnociceptive threshold.

Surgery procedures forcuffimplantation

Mouse body weight should be over 20 g for the cuff insertion procedure
descrbed below.

Anesthetize the animal with an intrapertoneal injection of a mixture of

ketamine (17 mg/mD) and xylazine (2.5 mg/mD) in 0.9% NaCL 4 mL/kg.

Check the paw reflexes by pinching a hindpaw with tweezers and check the

eye reflexesto make sure that animals are fully ane sthetized.

Shave the rightleg from the knee to the hip using an electricalshaver.

Apply protective eye liquid gelto the eyes with a cotton-tipped swab.

Place the animalon its left side and place the right hindlimb on a small pillow,
maintain this imb to the pillow with adhesive tape.
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2.7

2.8

2.9

2.10

2.11

2.12

2.13

2.14

Disinfect the surgery field with 70% ethanol using gauze pad orcotton-tipped

swab.

Find the femur with your forefingerand make an approximately 0.5 cm incision

parallelto the femur.

Separate the muscles close to the femur with two autoclaved sticks. Nevercut
the muscle. Nommally, the muscle layers separate easily without any bleeding
and the sciatic nerve appears. In case of bleeding, use sterile cotton-tipped

swab to absoib the blood.

T expose the main branch of the sciatic nerve, insert two autoclaved stic ks

below the nerve and hydrate it with a physiologic alsolution (0.9% NaCl).

Catch the pre-prepared sterile 2 mm section of split PE-20 polye thylene tubing
(cuff), 0.38 mm ID/ 1.09 mm OD, with the help of a pointed steelstick and a
bulldog clamp. For this, insert the pointed steel stick into the cuff, which wil
slightly open it. Then insert the bulldog through the lateral opening of the c uff,
rotate the bulldog (180°) so that it will hold the cuff by the opposite side to the
lateral opening, close the bulldog and remove the pointed steel stick. The
otation is done to allow holding the cuff mn an optimized position for the
insertion, the bulldog clamp also help maintaining the cuff partly open. The
modeland size ofthe bulldog clamp iscriticalforthisstep ofthe procedure.

A second experimenter holds the two sticks under the nerve and gently
separates them to facilitate the access to around 4 mm of the sciatic nerve.
Then insert the 2 mm cuff armund the main branch of the sciatic nerve, starting
by inserting the part of the cuff that is distal to the bulldog around the part of

the nerve thatis proximalto the hip.

Once the cuffisin place, gently close it by exerting a pressure on its two distal

side s with plie rs, without squeezing orc hanging the form ofthe tube.

Suture the shaved skin layerwith surgic alkno ts.
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2.15

2.16

3.1

4.1

4.2

4.3

Place the mouse on hisleft side in a clean homecage. Keep it underthe heat

lamp untilitisawake.

Add extra waterand place some chow directly in the homecage.

Surgery procedures forsham controls

From steps 2.1 to 2.9 and steps 2.14 to 2.16, the procedures are identical as the
ones described above for cuff mplantation. The steps 2.10 to 2.13 of the cuff

insertion are omitted n the sham controls.

von Frey te sting

Place the mice in clear individual Plexiglas® boxes (7cm x 9¢cm x 7cm) with
holes, on an elevated perforated plate of smooth stainless steel (100 cm x
50 cm, 5-mm circle perforations with 2.5 mm in between perforation borders. Up

to 12 mice can be concomitantly tested on this se t-up.

Allow the animals to habituate for 15 minutes priorto te sting.

Verify that the mice are calm and apply the von Frey flaments to the plantar
surface of each hindpaw in a seriesofascending forces. The von Frey flaments
(or von Frey hairs) are calbrated plastic hairs, 5 ¢cm long and of various
diameters, fixed on applicators. Their end is not sharp but blunt. They are
applied locally untithey bend, at which point they exert a calbrated pressure.
For the most common brand, the thinner flaments may go down to 0.008 g,
and are farbelow detection threshold, whereas the largeronescan lead to a
pressure up to 300 g. The speed of flament application, the degree of bending
and the duration of the application are crtical factors that influence the
absolute values that are obtained with this test (3). With presently descnbed
procedures in mice (ie. applcation of the filament unti it just bends), the
flaments that are normally used are the ones 0of 0.16, 0.4, 0.6, 1, 1.4, 2, 4, 6, 8,
and 10 g. n C57BLl/6J mice, the pre-surgery tests start with the 1.4 g flament as
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these mice do not respond to the ones exerting lower pressure. After surgery,
the tests start with the 0.4 g flament. Normally, responses are not positive with
the se first tested fillaments, but if it happens, then test a flament of lowerforce
atstep 4.5.

4.4 Apply the chosen flament, until it just bends, three to five consecutive times to
the plantar surface of the left paw, and then do the same to the right paw.
Avoid paw lateralbordersthatcan be more sensitive. The expected response is
a paw withdrawal, sudden flinc hing or paw licking. The response is considered
aspositive if atleast three expected responsesare observed out of five trals. A
given paw is always tested three times, but the 4t and the 5% trials are done
only if 1 or2 response(s) was (were) observed during the fist three tests. Once

the flament wastested on both paws, test the next animal

45 Apply the same flament to the next animals according to the 4.4 procedure.
Once allanimalsare tested, start again on the first animal with the next flament

ofgreaterforce, epeatthe procedure...

4.6 FEach animalis tested unti at two consecutive flaments are giving a positive
response. The gram value of the lowerflament that gave a positive response is

considered asthe paw withdrawalthreshold forthisanimal

Re presentative results:

With the procedures that are descrbed above, the cuff inplantation results in an
ipsiateral allodynia, as ilustrated in Figure 1. Once the mouse is habituated to the
testing procedure, the values for paw withdrawal thresholds in the von Frey test
remain stable overtime and are not affected by the surgical procedure perse, as
flustrated in Sham animals. it should howeverbe noted that a transitory post-surgic al
allodynia can usually be observed in Sham mice. When such allodynia is pre sent, the
paw withdrawal response retums to baseline aftera few days post-surgery. n Cuff
mice, the ipsilateral allbdynia is aleady present on the first days post-surgery and is
maintained formore than 2 months (see 9, and Figure 1). The cuff-induced allodynia
remains ipsilateral in C57BL/6J mice measured by the von Frey test as detailed

above,butin otherconditionsa presence ofallodynia on the contralateralpaw can
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also be observed (8). The absolute valuesforbaselne are usually between 4 and 6 g

in C57BL/6J mice, but the testing protocolmay affectthese values(38).

In this model, the tricyclic antide pressant drug no rtriptyline (5 mg/kg, intrapertoneal,
twice a day) relieves the neuropathic allodynia afteraround 2 weeks of treatment,
asillustrated in Figure 2. At thisdose, no acute analgesic action ofthe antidepressant
isobserved (16, 17). T mimic the lasting pain relief that is present in patie nts taking
such drugs, the mice can be tested before the moming drug administration rather
than after. Such procedure allows assessing a long-lasting effect primed by previous
daysoftreatment. In thiscase, it requires 1-2 weeks of treatment to observe a lasting
relief of the neuropathic allodynia. When the treatment is interrupted, a relapse is
usually observed within 3-4 days (18). Beside some antidepressants, gabapentinoids
are the otherfirst-choice treatments forneurmpathic pain. Gabapentin hasan acute
and transitory analgesic action in this model(16), but it also displaysa delayed and
long-lasting antiallodynic action when testing the animaleach day before the drug
administration, as iflustrated in Figure 3. This action is faster than with antide pre ssant

drugs.

Disc ussion:

The “cuff’ model was iitially developed in rats to obtain a standardized and
reproducible c hronic c¢onstric tion injury with the implantation of multiple c uffs around
the sciatic nerve (6). It wasthen modified to implant a single c uff (7, 8), even though
some groups also use multiple cuff nsertion (19, 20, 21, 22). It was also adapted to
mice (9, 23), which opened the possibilty to use transgenic animals. The cuff is
usually 2-mm long, but other lengths have also been used in rats (22). The
polyethylene tubing depends on the species: PE-20 in mice (9), and PE-60 (24, 25) or
PE-90 (7, 8, 26, 27) in ra ts.

The mechanical allodynia is measured with von Fey hais. In this test, the absolute
values for paw withdrawal thresholds may depend upon the sufface on which the
animalstands (28) orupon the duration of flament bending (8), but these factorsdo

notaffectthe detection ofthe neuropathic allodynia.
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Figure 1. Mechanical paw withdrawal thresholds in the cuff model of neuropathic pain in mice.
Adult male C57BL/6J mice were habituated to the von Frey procedure until a stable baseline was
obtained (the baseline is represented at point 0 on the graph). Both paws were tested. The Cuff mice
display ipsilateral mechanical allodynia as showed by the lowered paw withdrawal thresholds (n = 10

per group).

Sal or Nor treatment
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Figure 2. Delayed antiallodynic action of a tricyclic antidepressant. After two weeks post-surgery, mice received
intraperitoneal treatment twice a day (morning and evening) with either 0.9% NaCl or 5 mg/kg nortriptyline hydrochlo-
ride (n = 5 or 6 per group). The von Frey test was done before the morning treatment. With this procedure, a delayed
antiallodynic action of nortriptyline is observed, which requires around 12 days of treatment.

I Before treatment
1 After treatment

Pressure (g)
oON M OO ©

Sham Cuff

Figure 3. Antiallodynic action of a gabapentinoid. After three weeks post-surgery, mice received intraperitoneal
treatment twice a day (morning and evening) with either 0.9% NaCl or 10 mg/kg gabapentin (n = 5 per group). The von
Frey test was done before the morning treatment. With this procedure, a delayed and lasting antiallodynic action of
gabapentin is observed. Data are presented before starting the treatments and at the 6th day of treatments.
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The “cuff’ modelis of interest for the study of neuropathic pain mechanisms. k was
used to study morphologicalchangesin myelnated and unmyelinated fibers (6, 29),
and functionalchangesin sensory neurons, primary afferents and spinal neurons (19,
21, 22, 30, 31, 32, 33, 34, 35). It allowed demonstrating that glial activation and a
central shift in neuronalanion gradient participate to changesin the ac tivity and the
responsesofspinalnociceptive neurons and to neuropathic allodynia (24, 36, 37, 38).
The influences of glutamate receptors (7, 39, 40, 41), of opioid receptors (16, 42, 43,

44, 45) and ofnicotinic receptors (46) were also studied in thismodel

Another interest of the model is its response to actual treatments of neuropathic
pain, ie. gabapentinoids and antidepressants. Similar to clinical observations:
gabapentinoids display both an acute short-lasting analgesic action at high dose
and a delayed sustained relieving action that appears after 2-4 days of treatment,
tricyclic antidepressants and selective sertonin and noradrenaline reuptake
inhibitors have no acute analgesic effect at relevant dose but display a delayed
sustained relieving action that requires 1-2 weeks of treatment, and the selective
serotonin reuptake inhibitor fluoxetine is imeffective (16). The model is thus
approprate to study the molecular mechanism underying these treatments (16, 17,
18, 44, 45, 47), which may reveal new therapeutic targets to test in patients (48, 49,
50, 51).

Iast, the model also alows studying the anxiodepressive consequences of
neuropathic pain. Clnically, these consequences affect around a third of
neum pathic pain patients but are preclinic ally less studied than the sensory aspects
of pain. In this model, a time-dependent development of anxiety-like and
depressive-like phenotypes is present (52) and the related mechanism can thus be

addressed.

The standardized cuffs and procedures in this mouse model of neuropathic pain
result in low interindividual varability for the mechanical allodynia. The possibility to
use genetically modified animals (17, 18, 44, 45, 46, 47, 52), the long-lasting allodynia,
the response to clinically used treatments and the time-dependent development of

anxiodepressive symptoms make this modelappropriate for the study of the various
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aspects and consequences of neuropathic pain and its treatments, which aleady

brought valuable information to this field of researc h.

Acknowledgements: This work was supported by the Centre National de la

Recherche Scientifique (contract UPR3212), the University of Strasbourg and by a
NARSAD Young Investigator Grant from the Brain & Behavior Research Foundation.

Disclosures: The authorsdeclare thatthey have no competing financialinte re sts.

References:

10.

Colleoni, M. & Sacerdote, P. Murine modelsof human neuropathic pain. Bioc him.
Biophys. Acta. 1802, 924-933 (2010).

dJaggi, A.S, Jain, V., & Singh, N. Animal models of neuropathic pain. Fundam.
Clhn. Pharmacol 25, 1-28 (2011).

Bammot, M. Tests and models of nociception and pain in rodents. Neumscience.
211, 39-50 (2012).

Bennett, G.J. & Xie, YK A peripheral mononeuropathy in rat that produces
disordersofpain sensation like those seen in man. Pain. 33, 87-107 (1988).

Austin, P.J.,, Wu, A., & Moalem-Taylor, G. Chronic constric tion of the sciatic nerve
and pain hyp e rsensitivity te sting in rats. J. Vis. Exp. 13, 61 (2012).

Mosconi, T & Kruger, L Fixed-diameter polyethylene cuffs appled to the rat
sciatic nerve induce a painful neuropathy: ultra struc tural morphome tric analysis
ofaxonalalterations. Pain. 64, 37-57 (1996).

Fisher, K, Fundytus, M.E,, Cahill C.M., & Codeme, TJ. Intrathecaladministration of
the mGluR compound, (5)-4CPG, attenuates hyperalgesia and allodynia
associated with sciatic nerve c onstric tion injury in rats. Pain. 77, 59-66 (1998).

Pitc her, G.M., Ritchie, J., & Henry, J L Nere constriction in the rat: model of
neuropathic, surgicaland centralpain. Pain. 83, 37-46 (1999).

Benbouzid, M., et al Sciatic nere cuffing in mice: a model of sustained
neuropathic pain. Eur. J. Pain. 12, 591-599 (2008).

Seltzer, Z., Dubner, R.,, & Shir, Y. A novel behavioral model of neuropathic pain
disordersproduced in ratsby partial sciatic nerve injury. Pain. 43, 205-218 (1990).

43



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Km, SH & Chung, JM. An expermental model for peripheral neuropathy
produced by segmentalspinalnerve ligation in the rat. Pain. 50, 355-363 (1992).
Vadakkan, KL, Jia, YH., & Zhuo, M. A behavioral model of neuropathic pain
imduced by ligation of the common peroneal nerve in mice. J. Pain. 6, 747-756
(2005).

Decosterd, I & Woolf, C.J. Spared nerve injury: an animal model of persistent
peripheralneuropathic pain. Pain. 87, 149-158 (2000).

Shields, S.D., Eckert, W.A.,, & Basbaum, AL Spared nere mjury model of
neuropathic pain in the mouse: a behavioral and anatomic analysis. J Pain. 4,
465-470 (2003).

Ric hner, M., Berrum, O.J., Nykjaer, A., & Vaegter, C.B. The spared nerve injury
(SND modelofinduced mechanicalallodynia in mice. J Vis. Exp. 18, 54 (2011).
Benbouzid, M., et al Chronic, but not acute, tric yclic antide pressant treatment
alleviates neuropathic allodynia after sciatic nerve cuffing in mice. Eur. J Pain.
12, 1008-1017 (2008).

Yalcin, I, et al P2-adrenoceptors are essential for desipramine, venlafaxine or
reboxetine action n neuropathic pain. Neurmbiol Dis. 33, 386-394 (2009).

Yalcin, L, et al P2-adrenoceptors are cutical for antidepressant treatment of
neuropathic pain. Ann. Neurl 65, 218-225 (2009).

Balasubramanyan, S, Stemkowski, P.L, Stebbing, M.J., & Smith, P.A. Sciatic
chronic constriction imjury produces cel-type-specific changes in the
electrophysiological properties of rat substantia gelatinosa neurons. o
Neurophysiol 96,579-590 (2006).

keda, T, et al Effects of intrathecal administration of newer antide pressants on
mechanicalallodynia in at models of neuropathic pain. Neurosci Res. 63, 42-46
(2009).

Thakor, D.K, et al Increased peripheral nere excitability and local NaV1.8
mRNA up-regulation in painfulneuropathy. Mol Pain. 5, 14 (2009).

Zhu, Y.F., Wu, Q., & Henry, J L Changesin functional properties of A-type but not
C-type sensory neurons in vivo in a rat model of peripheral neuropathy. J Pain
Res. 5,175-192 (2012).

Cheng,HY.,etal DREAM isa crticalrepressorforpain modulation. Cell. 108, 31-
43 (2002).

44



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Zhang, J. & De Koninck, Y. Spatialand temporal relationship between monoc yte
chemoattractant protein-1 expression and spinal ghal activation following
perpheralnere mjury. J Neurochem. 97, 772-783 (2006).

Beggs, S, Liu, X.J., Kwan, C., & Salter, M\W. Peripheral nerve injury and TRPV1-
expressing primary afferent C-flbers cause opening of the blood-brain bamier.
Mol Pain. 6,74 (2010).

Vachon, P., Massé, R, & Gibbs, BF. Substance P and neumtensin are up-
regulated in the lumbar spinal cord of animals with neuropathic pain. Can. J
Vet. Res. 69, 86-92 (2004).

Aouad, M., Petit-Demouliere, N., Goumon, Y., & Poisbeau, P. Etifoxine stimulates
allopregnanolone synthesis in the spinal cord to produce analgesia in
expermentalmononeuropathy. Eur. J Pain. In Pre ss, (2013).

Pitc her, G.M., Ritc hie, J., & Henry, J.L. Paw withdrawal threshold in the von Frey
hair test is influenced by the surfface on which the rat stands. J Neurmci Meth.
87, 185-193.

Beaudry, F, Girard, C., & Vachon, P. Eardly dexamethasone treatment after
implantation of a sciatic-nerve cuffdecreases the concentration of substance P
in the lumbarspinalcord of rats with neuropathic pain. Can. J Vet. Res. 71, 90-97
(2007).

Pitcher, G.M. & Henry, J.L Cellularmechanismsof hyperalgesia and spontaneous
pain in a spinalized rat modelof peripheral neuropathy: changes in myelnated
afferent nputsimplicated. Eur. J. Ne urosci 12, 2006-2020 (2000).

Pitcher, G.M. & Henry, JL Nociceptive response to mnocuous mechanical
stimulation is mediated via myelnated afferents and NK-1 receptoractivation in
aratmodelofneuropathic pain. Exp. Neurol 186, 173-197 (2004).

Pitc her, G.M. & Henry, JL Goveming rle of primary afferent drive in increased
excitation of spinal nociceptive neurons in a model of sciatic neuropathy. Exp.
Neurmol 214, 219-228 (2008).

In, V.S, et al Brain-derived neurotrophic factordrives the changes in excitatory
synaptic transmission in the rat supetficial dorsal hom that follow sciatic nerve
injury. J. Physiol 587,1013-1032 (2009).

Ruangsn, S, Lin, A., Mulpun, Y., Iee, K, Spigelman, I, & Nishimura, L Relationship
of axonal voltage-gated sodium channel 1.8 (NaV1.8) mRNA accumulation to

45



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

sciatic nerve injury-induced painful neuropathy in rats. J Biol Chem. 286, 39836-
39847 (2011).

Zhu, Y.F. & Henry, J.L. Excitability of AR sensory neurons is altered in an animal
modelofperipheralneuropathy. BUC Neurosci 30, 13:15 (2012).

Coull, JJA., et al Trans-synaptic shiftin anion gradientin spinallamina Ineurons as
a mechanism ofneuropathic pain. Nature. 424, 938-942 (2003).

Coull, JA.,et al BDNFfrom microglia causes the shift in neuronal anion gradient
und e dying neuropathic pain. Nature. 438, 1017-1021 (2005).

Keler, AF., Beggs, S, Salter, M\W., & De Koninck, Y. Tansformation of the output
of spinal lamina I neurons after nerve injury and micrgla stimulation undedying
neum pathic pain. Mol Pain. 3, 27 (2007).

Fundytus, M.E, Fsher, K, Dray, A., Henry, JL, & Codeme, TJ. In vivo
antinociceptive activity of antirat mGluRl and mGluR5 antbodies in rats.
Neuroreport. 9,731-735 (1998).

Fundytus, M.E, et al Knockdown of spinal metabotropic glutamate receptor 1
(mGluR(1)) alleviates pain and restores opioid efficacy after nerve injury in rats.
Br. J Phamacol 132, 354-367 (2001).

Codeme, TJ., Kumar, N., Iefebvre, C.D., & Yu, J.S. Evidence that gabapentin
reduces neuropathic pain by inhibiting the spinal release of glutamate. o/
Neurochem. 94, 1131-1139 (2005).

Kabli N. & Cahil, C.M. Anti-allodynic effectsof peripheraldelta opioid receptors
in neuro pathic pain. Pain. 127, 84-93 (2007).

Holdridge, SV. & Cahill, C.M. Spinal administration of a delta opioid receptor
agonist attenuates hyperalgesia and allodynia in a rat model of neuropathic
pain. Eur. J. Pain. 11, 685-693 (2007).

Benbouzid, M., et al S-opioid receptors are cntical for tricyclic antidepressant
treatment of neuropathic allodynia. Biol Psyc hiatry. 63, 633-636 (2008).

Bohren, Y., et al p-opioid receptors are not necessary for nortriptyline treatment
ofneuropathic allodynia. Eur. J Pain. 14, 700-704 (2010).

Yalcin, L, et al Nociceptive thresholds are controlled through spinal B2-sub unit-
containing nic o tinic ac etylc holine receptors. Pain. 152, 2131-2137 (2011).

Bohren, Y., et al Antidepressants suppress neuropathic pain by a peripheral p2-
adrenoceptormediated anti-TNFa mechanism. Ne uro biol. Dis. In Pre ss, (2013).

46



48.

49.

50.

51.

52.

Choucairdaafar, N, Yalcin, L, Rodeau, J.L., Waltisperger, E, Freund-Mercier, M.J.,
& Barrot, M. P2-adrenoceptor agonists alleviate neuropathic allodynia in mice
afterchronic treatment. Br. J Pharmacol 158, 1683-1694 (2009).

Yalcin, L, et al Chronic treatment with agonists of p2-adrenergic receptors in
neuropathic pain. Exp. Neurol 221, 115-121 (2010).

Cok, O.Y., Eker, H.E., Yalcin, ., Barrot, M., & Aribogan, A. Is there a place for -
mimetic sin clinical management of neuropathic pain? Salbutamoltherapy in six
casesAnesthesiolbgy. 112, 1276-1279 (2010).

ChoucamdJaafar, N., et al Cardiovascular effects of chronic tfreatment with a p2-
adrenoceptor agonist relieving neuropathic pain n mice. Neurmopharmacology.
61, 51-60 (2011).

Yalcin, L,et al A time-dependent history of mood disordersin a murine modelof

neuropathic pain. Biol Psyc hiatry. 70, 946-953 (2011).

47



Résultats : chapitre Il.

Douleurs chroniques et analgésie pré ventive
A. Infroduction

Ies douleurs chroniques post-chirurgicales (DCPC) sont fréquentes et les
chirurgies les plus pourvoyeuses sont celles qui impliquent une lésion nerveuse,
comme la thoracotomie oula chirurgie ducancerdu sein (Martinezetal, 2013). Des
caracténstiues neurmpathiques sont identifites dans la majorité des DCPC
(Johansen et al, 2012) et on peut émettre Thypothése que des mécanismes
neurmpathiquessonta lorigine de la plupart des DCPC. Méme siln’impligue pasde
lEsion nerveuse majeure, tout geste chirurgical entraine obligatoirrment une
réaction infammatoire etles médiateurs de 'inflammation, issus de s tissus 6 sé s, vont
activer les nocicepteurs et les sensibiliser. Damplfication de la réactivité des
nocicepteurs participe aux phénomeénes d’hyperalgésie post-opératoire observée
sur le site de la lésion chirurgicale. Lhyperalgésie primaire se définit par sa
localisation au niveau de la lésion elle-méme et sexplique par cette sensibilisation
périphérique des nocicepteurs. Lhyperalgésie secondaire s'étend au-dela du site
lésionnel et reflete la participation d’une sensibilisation du systt me nerveux central,
conséquence de I'activation initiale desnocicepteurs périphériques. Accompagnée
de phénoménes d’allodynie mécanique et thermmique, T'hyperalgésie post-
chirurgicale présente une extension topographique tresvarable selon les patientset
son étendue pourrait étre un facteurde rsque de développerune DCPC (Eisenach,
2006). Rétrospectivement, une allodynie mécanique associée a une hypoesthésie
est plus frtquente chez les patients qui souffrent de DCPC apres une cure
chirurgicale d’hemie inguinale (Mikkelsen et al, 2004). Une étude récente est venue
confimerla prédictivité de 'hyperalgésie secondaire post-opératoire dans le risque
de survenue de DCPC (Martinez et al, 2012b). Il est donc légitime de cibler ces
phénomenes d’hyperalgésie et d’allodynie dans le traitement des douleurs post-
chirurgicales aigués dans le but de diminuer le risque de développement d’une
DCPC. Pour cela, des traitements antihyperalgésiques se sont mjoutés aux
antalgiques dans la prse en charge des douleurs post-chirurgicales. Ceci est
d’autant plus nécessaire que lhyperalgésie et l'allodynie vont se rajouter aux
douleurs aigués ressenties par le patient et augmenter la consommation

d’antalgiques, en particulier d’opioides. Or les opioides eux-mémes ont un effet
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hyperalgésique observé en période post-chirurgicale (Angst and Clark, 2006). Cet
effet prohyperalgésique est paradoxal pour des molécules utilisées a visée
antinociceptive. Leffetdesfortesdosesd’opioidesestd’activerla protéine kinase C,
ce quientraine la phosphorylation des récepteurs NMDA postsynaptiquesetlesrend
plus sensbles au glutamate. Ce mécanisme est dose-dépendantetsaccompagne
d’une tolérance aigué auxopioides (Konopka and van Wihe, 2010). REcemment, il
a également été montré que 'hyperalgésie induite parla morphine implique le co-
transporteur membranaire K et CI (KCC2) et les cellules microglales de la come
dorsale (Femniet al, 2013). Ia r€duction desdosagesen opioides pouren limiterles
effets indésirables a été a lorgine du concept d’analgésie multimodale ou
balancée qui associe plusieurs antalgiques complémentaires avec des cibles
phamacologiques différentes (Kehlet and Dahl 1993). Un exemple en est
lassociation de morphine et d’anti-infammatoires non sté roidien (AINS) : les AINSont
montré un effet d’antagonisme de TI'hyperalgésie induite par la mormphine et
pemettent de diminuer les scores de douleurs aigués post-c hirurgicales (Jin and
Chung, 2001; Kang et al, 2002). Pour contrecamer leffet hyperalgésique des
opioides, il est légitime d’associer a4 cette analgésie multimodale des molécules
antihyperalgésiques, comme la kétamine. [a kétamine a de nombreuses proprié tés
mais aux doses utilisées en postopératoire chez 'homme, c’est lantagonisme non
compétitif des r€cepteurs NMDA qui est recherché. Ia kétamine a un effet sur
I'hyperalgésie induite parlesopioides aussibien que surlhyperalgésie induite parla
c hirurgie (Schulte et al, 2004; Subramaniam et al, 2004). D’autres molécules se sont
rEcemment rajoutées a cette analgésie multimodale : les gabapentinoides. Ia
gabapentine est utiis€e depuis quelgues années en période préopératoire : une
prémédication par une dose unique de gabapentine permet de réduire Ila
consommation post-chirurgicale immédiate en morphine (Ho et al, 2006). Ia
prégabalne a également montré son intérét dans cette indication (Zhang et al,
2011). Mais i n’y a pour I'instant pas suffsamment de preuves pour proposer en

routine cestraitementsen prévention des DCPC (Schmidtetal, 2013).

A ce concept d’analgésie multimodale, se rajoutent ceux d’analgésie
«preemptive » des anglo-saxons: le principe est d’anticiper les douleurs liées a la
chirurgie pouren diminuerlimpactparladministration d’antalgiques avant I'incision
(Wall, 1988). Ce concept a par la suite évolué pour devenir une analgésie

préventive, qui vise cette fois & empécherla survenue de douleurs a distance de

49



leffet phamacologique du traitement. Il ne s'agit plus simplement d’anticiper la
douleurmaisd’instaurer, avant, pendantou apresla chirurgie un traitement avec un
effet protecteur (Pogatzki-Zahn and Zahn, 2006; Katz et al, 2011). Leffet de Ia
gabapentine par exemple, sur les douleurs post-chirurgicales aigués n’est pas

influencé parle momentde administration (Pandeyetal, 2005).

A ces associations médicamenteuses se sont rajoutées des techniques
d’anesthésie loco-régionale. Ies anesthésiques locaux, comme la ldocaine, la
marcaine ou la bupivacaine agissent en bloquant les canaux sodium voltage-
dépendants (Attal and Bouhassira, 2006). Administré s sous forme de blocs nereux, in
situ ou par voie péridurale, ils permettent un meilleur controle de la douleur aigué
mais ausside diminuerla survenue de douleurs chroniques (Kairaluoma et al, 2006;
Yanagidate and Stric hartz, 2006; Singh et al, 2007). lest ntéressant de noterque la
lidocaine a également été étudiée dans son administration intra-veineuse en pén-

opératoire avec un effetfavorable surlesdouleursaigués(Kaba etal, 2007).

Pour les études précliniques des douleurs post-opératoires, des modeles
animaux ont été caractérisés avec la reproduction des gestes chiruigicaux tels
gu'incisions cutanées et musculairrs (Xu and Brennan, 2009). Ces modeles
présentent un intérét dans I'étude des conséquences immédiates de Ilésions
tissulaires périphériques surles nocicepteurs et permmettent I étude d’antalgiques sur
la période post-opératoire précoce. Bien qu’il ne soit pas observé de modification
de Tactivité desnocicepteursa long-terme avec ces modeles,ila été observé que
de telles lésions prédisposent a une plus grande sensbilité a la douleur si une
seconde lésion est itérée a plusieurs semaines de distance (Iaboureyras et al,
2009). Iesmodeélesde douleurinflammatoire sont également utilis€s pour étudierles
conséquences a court-terme de sion inflammatoire surles fonctions sensorielles et
nociceptives (Mogil, 2009). Maislesmodeélesquise rapprochentle plusde 'impacta
long-terme d’une association d’inflammation et de lésion nerveuse sont les modeles
de lésions traumatiques tronculaire ou radiculaire de nerfs périphériques (sciatique
ou trigéminal). Labord du nerf, avant de poser une ligature ou un dispositif de
compression, passe par une procédure qui mime une procédure chirurgicale
classique chez 'homme. Dans ces modeles, les animaux présentent précocement

une allodynie et une hyperalgésie, qui vont toutes deux perdurer comme on peut

50



Tobserer dans les douleurs neuropathiques chroniques post-chirurgicales chez

Thomme.

Dans cette partie de notre travail de thése, nous avons choisi d’étudier
I'mpact de la période d’administration d’un traitement sur 'allodynie méc anique
statigue induite par la pose d’un manchon sur le nerf sciatique. Ia technique
chirurgicale et les caractéristijues du modeéle du cuff utilisé sont décrtes dans le
paragraphe comespondant. Une période de traitement, qualfife de tardive,
démarme plus de 3 semaimes apres la chirurgie et dure 10 a 15 jours selon les
molécules. Une autre période de traitement, considérée comme précoce, démamne
avec une premiére administration au moins 1 heure avant la chirurgie du c uff. Nous
avons testé dans ces 2 périodes, précoce et tardive, la kétamine utilisée
habituellement chez Thomme en situation pén-chirurgicale mais aussi des
traitementsrecommandésdansle traitement des douleurs neuropathiques installées
(antiépileptiques et antidépresseurs). Nous avons également testé la terbutaline,
dont Tadministration chez la sours a le méme effet que des antidépresseurs
tric yc lique s sur’'allodynie neuropathique. Enfin, nous avonstesté dansce modele Ia
dexaméthasone pour ses propriétés antinflammatoies. Ies résultats de ce travail

sontprésentésdanslarticle suivant,en coursde r€dac tion.
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B. Taitements précoces et tardifs de Pallodynie neuropathique : analgésie
préventive des antié pileptiques gabapentine etcarbamazépine.

Fric Salvat, Ipek Yalcin, André Muller, Mic helBamot

1. Introduction

Ies douleurs neuropathiques sont définies par I Intemational Association for the
Study of Pain (JASP) comme étant des douleurs secondaires a une lésion ou une
maladie affectantle syste me somatosensorel(Treede et al, 2008). Ces douleurs sont
généralement chroniques, nvalidantes et peu soulagées parles antalgiques usuels
(Attal et al, 2006). Affectant la qualité de vie des patients, les douleurs
neumpathiques chroniques représentent un colt important pour la société
(O'Connor, 2009). En France, la prévalence des douleurs chroniques ayant des
caractérstiques neuropathiques est évaluée a 6,9% de la population générale
(Bouhassira et al, 2008). Des douleurs neuro pathiques c hroniques peuvent surve nir
dansles suites d’une intervention c hirurgicale, avec une prévalence estimée entre 6
et 68% selon le type de chirurgie (Martinez et al, 2013). Ie concept d’analgésie
préventive vise a dimmuer la survenue de ce type de douleurs par un traitement
mstauré en pérode périopératoire mais les modalités d’application et d’études de
I'impact de cette analgésie ne sont pas encore consensuelles (Kissin, 2005). Ies
modeéles animaux de lésions nerveuses du neif sciatique pemettent de reproduire
les caractérstiques des douleurs neuropathiques chroniques d’origine lEsionnelle et
d’étudierleseffetsdestraite mentsselonleurpériode d’instauration.

Dans notre étude, nous avons utilisé le modeéle du cuff (Bennett and Xie, 1988)
caractérsé chezla sourisdansnotre laboratoire (Benbouzid et al, 2008a) pourtester
des molécules a visée antihyperalgésique ou issues de classes phamacologiques
recommandées dans le traitement des douleurs neuropathiques (Attalet al, 2010).
Nousavons étudié leseffetsd’un traitement pardiffé rents antidé presseurs comme Ia
désipramine, la duloxétine et la fluoxétine ou antiépileptiques comme Ia
gabapentine et la carbamazépine. Nous avons également testé la terbutaline
dont notre équipe a montré I'effet surlallodynie neuropathique (Yalcin et al, 2010),
la kétamine utilisée de facon courante comme antihyperalgésique en période
périopératoire chez rhomme (Weinbroum, 2012) et la dexaméthasone pour ses
vertus antinflammatoiresavéréesdansle modele du cuff (Beaudryetal, 2007).

Lobjectif de cette étude est de comparerleseffets de ces diffé rents traite me nts
en fonction de leurinstauration précoce, avantla c hirurgie, ou tardive surl allodynie
mécanique induite chezla sourisdansle modele du c uff.
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2. Méthodes

2.1. Animaux

Dessourisadultes males C57BL/6J Agéesde 6 semaines (Chares River, LArbresle,
France) ont été utilisées danslestravaux expérimentaux de nos études. Ie s animaux
sont €partisen cagesde 4 ou 5 ndividus, soumis 4 des cycles de lumiere/ob sc urité
del2 heures (lumieres allumées le matin a 6h00). Ia noumiture et Teau de boisson
sont disponibles ad hbitum. Iles travaux expérimentaux débutent apres 2 semaines
d’habituation des animaux a lenvionnement de lanimalere. Lanimalere est
legalement autorisée a I'expérimentation animale et enregistrée avec Tagrément
B67-482-1. Ies scientifijues en charge des études détiennent une autorsation
d’expérimentation sur 'animal déliviee par les autorités vétérinaires et sanitaires
francaises. Toutes les procédures sont réalisées en respect des Bonnes Pratiques de
Iaboratoire pour lexpérimentation animale, énoncées par TAssociation
Intemationale pourTEtude de la Douleur (IASP) et selon les direc tives européennes
86/6609/ EEC .

2.2. Chirurg ie

Ia douleurneur pathique chronique est induite parla pose d’un manchon (c uff)
sur le tronc du nerf sciatijue. Ce modeéle du cuff a été caractérisé chez le rat
(Mosconi and Kruger, 1996) et plus ¥cemment chez la souris (Benbouzid et al,
2008a). Ia chirurgie a été effectuée sous anesthésie générale par injection intra-
pérntonéale (ip.) de 4 mI/kg de kétamine/xylazine : kétamine (17 mg/ml), xylazine
(2,6 mg/ml) (Centravet, Thden, France). En condition d’asepsie, une incision
cutanée auniveau de la cuisse a permis de mettre en évidence puisde dégagerle
tronc commun du nerf sciatique droit. Un manchon de polyéthylene long de 2 mm,
de diametre inteme de 0,38 mm et de diameétre exteme de 1,09 mm (Harvard
Apparatus, Ies Uls, France) est posé autours du nerf sciatique drwit des animaux
(groupe cuff). Ie groupe controle (groupe sham) est constitué d’animaux qui ont
subi la méme procédure mais sans pose du manchon. Ies animaux sont r€partis
avant la chirurgie dans les différents groupes expérimentaux en fonction de leurs
poidsetde leursseuilsde rEponse auxtestsnociceptifs, afin d’équibrerles groupes.

2.3. Molécules etprocédures de traite me nt

Ies molécules testées appartiennent a différentes classes phamacologiques:
antidépresseur et Ps-agoniste, antiépieptique et coanalgésiques (kétamine et
corticoide). Dans le groupe 1, traité par des antidépresseurs et un Pz2-agoniste, les
molécules utlisées sont la désipramine (5mg/kg), le chlorhydrate de duloxétine
(10mg/kg), le chlorthydrate de fluoxétine (10mg/kg) pourles antidépresseurs, ou le
sulfate de terbutalne (0,5mg/kg) en P2-agoniste. Dans le groupe 2, traité par
antiépileptiques, la gabapentine (10mg/kg) ou la carbamazépine (40mg/kg) ont
été injectées. Dansle groupe 3,de la kétamine (15mg/kg) ou du phosphate sodique
de dexaméthasone (2mg/kg) ont été injectées. Ies molécules et leur solvant
(solution saline 9%0) ont été injectées parvoie ip. matin et soir, exception faite de la
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cartbamazépine (injectée matin et soir) et de la dexamethasone (injectée 1 foispar
jourle matin) administrées par voie sous-cutanée (s.c.). Ces molécules proviennent
de Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France. Dans chaque groupe et pour toutes
les molécules, un sous-groupe de sours est traité de facon précoce (1™ injection 1
heure avantla chirurgie du cuff) et un autre sous-groupe est traité de facon tardive
(1é= injection 25 jours apres la chirurgie). Ies traitements, précoces et tardifs, sont
d’une durée de 15 jours pourlesantidépresseursetla terbutalne, et d’une durée de
10 jours pourlesantié pile ptiques, la kétamine etla dexaméthasone.

2.4. Té sts nocic e ptifs

Des flaments calbrés de von Frey (Bioseb, Chaville, France) ont été utilisé s pour
déterminerle seuill mécanique du retrait des pattes postéreures, avec des résultats
exprimés en grammes (Chaplan et al, 1994). Ies sours sont disposées dans des
boites transparentes en Plexiglas® (7cm x 9¢cm x 7cm) sur une grlle métallique
surélevée. Apres une période d’habituation de 15 minutes, les flaments de von Frey
sont appliqués surla surface plantaire de chaque patte postérieure, selon une série
ascendante de 0,07 a 10 g (Figl.C). Ie seuil est déterminé parle premier flament
entrainant au moins 3 retraits de la patte sur5 applications. Ce test, appliqué dans
des conditions de calme, a distance d’éveénements stre ssants (inje ¢ tions, soins), e st
effectué rgulierement, a plusieurs reprses avant I'intervention ¢ hirurgicale (ligne de
base) et poursuivi plusie urs semaines apres, jusqu’a 50 jours pourles groupes traités
par antidépresseurs et 60 jours pour les groupes traités par antiépileptiques ou
coanalgésiques. Pourévaluerleffet des traitements sans interférencesavec un effet
aigu, lestestsont été réalisé sle matin avantles injec tions.

2.5. Analyses statistique s

Ies données sont exprimées sous forme de moyenne * l'emeur standard a la
moyenne (SEM). Les analyses statistiques sont effectuées a l'aide du programme
Sta tistic a (Statso ft, USA), en utilisant des ANOVA a plusieurs niveaux. Ia procédure
chirurgicale (sham vs. cuff) ou le type de traitement (solution de NaCl 9% vs
molécules injectées) sont considérés comme des varables ndépendantes car
obtenues pour des animaux différents. Ies points temporels sont analysés comme
desvarablesdépendantescarévalués pourles mémes animaux. lorsque TANOVA
est significative (p<0,05), des comparaisons multiples sont réalisées en utilisant le
post-test de Dunc an.

3. Résultats

3.1. Allodynie méc anique statique

Ie seuill nociceptif mécanique des animaux, déterminé grice aux flaments de
von Frey avantla c hirurgie, c onstitue la ligne de base observée du jour-10 au jourO,
le jourO comespondantaujourdu geste c hirurgical Ies te sts montre nt ennsuite que le
seuill de réponse de la patte postérieure drwite des animaux du groupe cuff
seffondre de facon soutenue apres la pose du manchon de polyéthylene (Effet
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Chirurgie, F1,16=225,9, p<0,0001), révélant une allodynie mécanique statique
chronique. Ie seuil de réponse de la patte droite des animaux du groupe sham
baisse transitoirement les 2 premiers jours post-chirurgie avant de retrouver
rapidement des valeurs de base (post-hoc : p<0,05 parrapport a la ligne de base
pourlesjours1 et 2 post-c hirurgie).

3.2. Groupe 1 : traitementpardes antidé pre sse urs ou de la te rbutaline

3.2.1. Taitementpardésipramine

3.2.1.1. 'Taitementprécoce :Iinjection de désipramine (5 mg/kg) ou de
so lution saline 9% commence 1 heure avantla chirurgie et se poursuit deux fois par
jourpendant 15 jours pourles animaux cuffetlesanimaux sham. Ie traitement parla
solution saline ou la désipramine ne modifie pasle seuill de rponse des animaux.
(Interaction Chirurgie x Traitement x Temps, Fi328=0,73, p=0,72). A la fin des 15 jours
de traitement et jusqu'au 50°™¢ jour de test aucun effet de la désipramine
administrée de JO a J15 n’estobservé (figure 1A).

3.2.1.2. 'Taitement tardif: I'injection de désipramime (5 mg/kg) ou de
solution saline 9% débute au 25°™e et se termine au 40°™¢ jour post-c hirurgie. Au
démamage du traitement, les animaux du groupe cuff présentent une allodynie
mécanique soutenue de la patte droite depuisla pose du manchon alors que dans
le groupe sham lesvaleursdesseuilsde ponse comespondent aux valeursde base.
Ie seuilde rponse de la patte postérieure dwite desanimauxdu groupe cufftraités
parla désipramine montre une récupération au 9°™¢ jourde traite ment (Interac tion
Chirurgie x Traitement x Temps, Fi328=3,50, p<0,001 ; post-hoc : cuff désipramine >c uff
saline a p<0,0001 du jour 34 a 42). Une rechute de Iallodynie neurpathique est
ensuite observée chez ces animaux 5 jours apres Famét du traitement, au jour 45
(post-hoc : cuff désipramine<sham a p<0,0001). Ie seuillde rponse des animaux du
groupe cuff traités par solution salne 9%. reste inchangé, 'allodynie installée se
poursuivant 50 jours apres la c hirurgie. De méme, le traitement parla désipramine
n’a aucun effetchezlesanimauxsham, c’est-a-dire non ne uro pathiques (figure 1B).

3.2.2. Taitement parduloxétine

3.2.2.1. 'Taitement précoce : I'injection de duloxétine (10 mg/kg) ou de
so lution saline 9% commence 1 heure avantla chirurgie et se poursuit deux fois par
jourpendant 15 jours pourles animauxcuffetlesanimaux sham. Ile traitement parla
solution salne ou la duloxétine ne modifie pas le seuill de rponse des animaux.
(Interaction Chirurgie x Traitement x Temps, Fi327=1,37, p=0,17). A la fin des 15 jours
de traitement et jusqu’au 50éme jour de test aucun effet de la duloxétine n’est
observé (figure 1C).

3.2.2.2. 'Taitement tardif: I'injection de duloxétine (10 mg/kg) ou de
solution saline 9% débute au 25¢™me et se termine au 402™¢ jour po st-c hirurgie. Le seuil
de rponse de la patte postéreure droite des animaux du groupe cuff traités parla
duloxé tine montre une rcupération au 9¢™e jourde traite ment (Interac tion Chirurgie
x Traitement x Temps, Fi327=5,33, p<0,0001 ; post-hoc : cuff duloxétine>c uff saline a
p<0,0001 du jour 34 a 42). Une rechute de Tallodynie neuropathique est ensuite
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observée chezcesanimaux 5 jours apreslamét du traite ment, du jour 45 au jour 50
po st-c hirurgie (post-hoc : ¢ uff dulo xé tine<sham a p<0,0001) (figure 1D).

3.2.3. Taitement parfluo xé tine

3.2.3.1. 'Traitement précoce : I'injection de fluoxétine (10 mg/kg) ou de
so lution saline 9% commence 1 heure avantla chirurgie et se poursuit deux fois par
jourpendant 15 jours pourles animauxcuffetlesanimaux sham. Ie traitement parla
solution saline ou la fluoxétine ne modifie pas le seuil de ponse des animaux.
(Interaction Chirurgie x Traitement x e mps, Fi327=0,70, p=0,75). A la fin des 15 jours
de traitement et jusqu’au 50°™¢ jour de test aucun effet de la fluoxétine n’est
observé (figure 1E).

3.2.3.2. 'Taitement tardif: 'mmjection de fluoxétine (10 mg/kg) ou de
solution saline 9% commence débute au 25°™¢ et se termine au 40°™¢ jour po st-
chirurgie. Ie traitement parla solution saline ou la fluoxétine ne modifie pasle seui
de r®ponse des animaux. (Interaction Chirurgie x Traitement x Toemps, Fiz27=0,59,
p=0,86). Ala fin des 15 jours de traitement et jusqu’au 50¢™e jourde test aucun effet
de la fluoxétine nest observé (figure 1F).

3.2.4. Taitementparla terbutaline
3.2.4.1. 'Taitementprécoce :I'injection de terbutalne (0,5 mg/kg) ou de
so lution saline 9% commence 1 heure avant la chirurgie et se poursuit deux fois par
jourpendant 15 jours pourles animaux cuffetles animaux sham. le traitement parla
terbutaline augmente sensiblement le seuil de sensibilité mécanique, de facon
sta tistique me nt non signific ative, sauf aux jours 21 et 42 a 50 (Interac tion Chirurgie x
Taitement x Temps, Fi326=2,83, p<0,01 ; post-hoc : cuff terbutaline>cuff salne a
p<0,01), sans que les valeurs des niveaux de base soient retrouvées (post-hoc : cuff
terbutaline <sham a p<0,004) (figure 1G).
3.2.4.2. 'Haitement tardif: I'injection de terbutaline (0,5 mg/kg) ou de
solution saline 9% débute au 25°™me et se termine au 40°™¢ jour post-c hirurgie. e seuil
de rponse de la patte postérieure droite des animaux du groupe cuff traités parla
terbutaline montre une rcupération au 9°™¢ jourde traite ment (Interac tion Chirurgie
x Traitement x Temps, Fi326=7,33, p<0,0001 ; post-hoc cuff terbutaline>c uff saline a
p<0,0001 du jour34 au jour42). Une rec hute de I'allodynie ne uro pathique e st ensuite
observée chez ces animaux du jour 45 au jour 50 post-c hirurgie (post-hoc : cuff
terbutaline <sham a p<0,0001) (figure 1H).

3.3. Groupe 2 : traitement pargabape ntine ou carbamazé pine

3.3.1. Traitement pargabapentine
3.3.1.1. Taitement précoce : I'injection de gabapentine (10 mg/kg) ou
de solution saline 9% commence 1 heure avantla chiruigie et se poursuit deux fois
parjourpendant 10 jours. Ala fin des 10 jours de traite ment, aucun effet direct de la
gabapentine nestobservé. Parcontre, a distance du traitement, le seuillde ré ponse
des animaux du groupe cuff traités pargabapentine va remonter progressive me nt
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Figure 1. Traitements précoces et tardifs
par antidépresseurs et terbutaline.
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auxvaleursde base et sy maintenirjusqu’au 59¢™¢ jourapresla c hirurgie (Interac tion
Chirurgie x Traitement x Temps, Fi435=3,04, p<0,0001 ; post-hoc : cuff gabapentine >
cuff saline a p<0,0001 de J23 a J60). Aucun effet, méme différé, de la gabapentine
n'a été observé chezlesanimaux sham (figure 2A).

3.3.1.2. Taitement tardif: I'injection de gabapentine (10 mg/kg) ou de
solution saline 9%. débute au 25¢™¢ jour post-c hirurgie. Au démarmage du traite me nt,
les animaux du groupe cuff présentent une allodynie mécanique soutenue de la
patte droite depuisla pose du manc hon (Effet Chirurgie, F1,12=109,57, p<0,0001), alors
que dans le groupe sham les valeurs des seuils de r€ponse comespondent aux
valeursde base. le traitement en deux injec tions quo tidienne s e st poursuivi pend ant
10 jours. Ie seuillde réponse de la patte postérieure droite des animaux du groupe
cuff traités parla gabapentine rEcupeére deésle 6™ jourde traitement (Interac tion
Chirurgie x Taitement x Temps, Fus20=8,20, p<0,0001 ; posthoc : cuff
gabapentine>cuff saline a p<0,0001 de J31 a J44). Une rechute de lallodynie
neurmpathique est ensuite observée chez ces animaux 15 jours apres Famét du
traitement (post-hoc : cuff gabapentine<sham a p<0,0001). Ie seuilde r€ponse des
animaux du groupe cuff traités par solution saline 9%. reste inchangé, I'allodynie
mstallée se poursuivant 60 jours apres la chirurgie. Ie traitement parla gabapentine
n'a aucun effetchezlesanimaux sham (figure 2B).

3.3.2. Taitementparla cartbamazépine

3.3.2.1. Taitement précoce : I'injection de carbamazépine (40 mg/kg)
oude solution saline 9% démamne 1 heure avantla chirurgie et se poursuit deux fois
parjourpendant 10 jours. A I'issue des 10 jours de traite ment, auc un effet béné fique
n‘estobservé. Parcontre, en période post-traitementeta partirdu 23¢™e jour, le seuil
desanimauxdu gmupe cufftraités parla carbamazépine remonte progressive ment
verslesvaleursde base jusqu'au 59¢™e jourapresla c hirurgie (Interaction Chirurgie x
Traite ment x Temps, Fi430=5,53, p<0,0001 ; post-hoc : cuff carbama zé pine >c uff saline
a p<0,0001 dujour23 au jour59) (figure 2C).

3.3.2.2. Taitement tardif: le traitement parinjection de carbamazépine
(40 mg/kg) ou de solution saline 9% débute au 25¢™e jour et est poursuivi en deux
inje c tions quotidiennes pendant 10 jours. Ie seuilde r€ponse de la patte po stéreure
droite des animaux du groupe cuff traités parla cartbamazépine est augmenté des
le 6¢me jour de traitement (Interaction Chirurgie x Traitement x Temps, Fis20=4,86,
p<0,00001 ; post-hoc : cuffcarbamazépine>cuff saline a p<0,05 du jour31 au jour57
du traitement). Une rechute de Fallodynie neuropathique est ensuite observée le
jour59 post-c hirurgie (post-hoc :cuffcarbamazépine<sham a p<0,0001 (figure 2D).

3.4. Groupe 3 : traitement parkétamine et dexaméthasone

3.4.1. Traitement parkétamine
3.4.1.1. Taitement précoce : Iinjection de kétamine (15 mg/kg) ou de
so lution saline 9% démarme 1 heure avantla chirurgie et se poursuit deux fois parjour
pendant 10 jours. A partirdu 7¢™e jour, le seuildes animauxdu groupe cuff traités par
la kétamine reste significativement plus élevé jusqu'au 31¢™¢ jour apres la c hirurgie
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Figure 2. Traitements précoces et tardifs par gabapentine et carbamazépine.

Le seuil de sensibilité est évalué avec des filaments de von Frey, les résultats sont
exprimés en moyennexSEM. Les effectifs sont donnés entre parenthéses devant
chaque groupe (n). (A) Le traitement précoce par gabapentine (gaba 10 mg/kg, s.c.)
2 fois par jour pendant 10 jours ne modifie pas le seuil de sensibilité des animaux cuff
dans les premiers jours apres la chirurgie. L'allodynie neuropathique disparait & distance
du traitement chez les animaux cuff traités par gabapentine. (B) Le traitement tardif
par gabapentine réduit I'allodynie installée mais une rechute est observée apres

I'arrét du traitement des animaux cuff.

(C) Le traitement précoce par carbamazépine (carba 40 mg/kg, s.c.) 2 fois par jour
pendant10 jours ne modifie pas le seuil de sensibilité des animaux cuff dans les premiers
jours aprées la chirurgie. L'allodynie neuropathique disparait a distance du traitement chez
les animaux cuff traités par carbamazépine.

(D) Le traitement tardif par carbamazépine réduit I'allodynie installée mais une rechute
est observée aprées I'arrét du traitement des animaux cuff.
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(Interaction Chirurgie x Taitement x Temps, Fis2=1,90, p<0,02 ; post-hoc : cuff
kétamine >c uff saline a p<0,05 au jour 7). Ies seuils des animaux cuff traités par
kétamine vont progressivement rechuteretrejoindre ceuxdes animaux traité s parla
solution saline au-dela du 442™e jour (figure 3A).

3.4.1.2. Taitement tardif: le traitement par injection de kétamine (15
mg/kg) ou de solution saline 9% débute au 25°™¢ jour et est poursuivi en deux
mje ctions quotidiennes pendant 10 jours. Ie seuilde r€ponse de la patte po stéreure
droite desanimaux du groupe cufftraités parla kétamine est augmenté au 6¢™e jour
de traitement (Interaction Chirurgie x Traitement x Temps, Fi428=4,86, p<0,001; po st-
hoc : cuff kétamine>cuff saline a p<0,02 a J31). Une rechute de Tlallodynie
neurpathique est ensuite observée apres l'amét du traitement (post-hoc : cuff
kétamine <sham a p<0,0001 a J57) (figure 3B).

3.4.2. Traitement pardexaméthasone

3.4.2.1. Taitement précoce : I'injection de dexaméthasone (2 mg/kg)
ou de solution saline 9% démare 1 heure avant la chirurgie et se poursuit une fois
parjourpendant 10 jours. Ie traitement parla solution saline ou la dexaméthasone
ne modifie pas significativement le seuil de rponse des animaux. En fait, apres
lamétdu traite ment, une tendance a la cupération estobservée surquelquesjours
de post-traitement (Interaction Chirurgie x Traitement x Temps, Fis2s=1,64, p=0,07 ;
post-hoc : cuff dexaméthasone>cuff saline a p<0,04 auxjours 29 et 31) mais ne dure
pas (figure 3C).

3.4.2.2. Taitement tardif: le traitement parune mjection quotidienne de
dexaméthasone (2 mg/kg) ou de solution saline 9% débute au 25éme jouret est
poursuivi pendant 10 jours. Ie seuil de r€ponse de la patte postérieure droite des
animaux du groupe cufftraités parla dexaméthasone va augmenterdesle 4¢me jour
de traitement (Interaction Chirurgie x Traitement x Temps, Fi4,28=6,43, p <0,0001; po st-
hoc : cuffdexaméthasone>cuffsaline & p<0,001 du jour29 au jour50 po st-c hirurgie).
Une rechute de lallodynie neurpathique est ensuite observée (post-hoc : cuff
dexaméthasone<sham a p<0,0001 au jour59) (figure 3D).

4. Discussion

Nos travaux montrent que des molécules comme la gabapentine, la
catbamazépine et la terbutaline administrtes de facon précoce et soutenue
nempéchent pasla survenue d’une allodynie dans les jours qui suivent la pose du
cuff. Par contre, chez ces animaux, lalodynie mécanique statique va
progressive ment diminuer puis disparaitre, partiellement ou totalement, a distance
du traitement alors que les animaux cuff traités par solution saline restent
allodyniques.

Dansnotre modeéle du cuff, cestravaux confiiment que 'administration d’un
traitement pendant 15 jours parun antidé presseurtric yclique comme la désipramine
ou d’un IRSNA comme la duloxétine diminuent I'allodynie installée, comme Ile
montre 'évaluation des seuils mécaniques par des flaments de von Frey. Comme
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Figure 3. Traitements précoces et tardifs par kétamine et dexaméthasone.

Le seuil de sensibilité est évalué avec des filaments de von Frey, les résultats sont
exprimés en moyenne+SEM. Les effectifs sont donnés entre parenthéses

devant chaque groupe (n).(A) Le traitement précoce par kétamine (kétal5s mg/kg, i.p.)
2 fois par jour pendant 10 jours modifie le seuil de sensibilité des animaux cuff dans

les premiers jours aprées la chirurgie. L'allodynie neuropathique réapparait au-deld

du jour 44. (B) Le traitement tardif par kétamine réduit I'allodynie installée mais une
rechute est observée aprés I'arrét du traitement des animaux cuff.

(C) Le traitement précoce par dexaméthasone (dexa 2 mg/kg, s.c.) 1 fois par jour
pendant 10 jours ne modifie pas le seuil de sensibilité des animaux cuff, mais une
tendance a la récupération est observée sur quelques jours de post-traitement.

(D) Le traitement tardif par dexaméthasone réduit I'allodynie installée mais une rechute
est observée apres I'arrét du traitement des animaux cuff.
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cela a 616 démont parnotre équipe,ceteffet passe parle biaisdesrécepteurs P2-
adrénergiques et un traitement par un Pz-agoniste comme la terbutaline va
également avoirle méme effet antiallodynique dansce modeéle (ChoucairJaafar
et al, 2009; Yalcin et al, 2010; Bohren et al, 2013). Que le soulagement de
Fallodynie soitobtenu parla désipramine, la duloxétine ou la terbutaline, on observe
une rechute a Famét du traitement, comme on peutlobserveren pratique clinique.
Ie traitement parun antidépresseurde type Inhibiteurde la Recapture Sélective de
la Sérotonine (IRSS) n’a parcontre aucun effet surlallodynie etle parallele peut se
faire avec la clinique ot cette classe d’antidépresseursn’a pasdémontré son ntérét
dans le traitement des douleurs neuropathiques (Attal et al, 2006). Quel que soit
Fantidépresseur étudié ici, son administration précoce en phase préopératoire, soit
un début 1 heure avantla c hirurgie et pourune durée de 15 jours,n”’empéche pasla
survenue d’une allodynie chronique. Par contre, la terbutaline en traitement
précoce semble diminuer partiellement 'allodynie chronique, en gardant toutefois
un seui inférieur & celui des animaux sham. Peu d’études cliniques récentes ont
évalué la place desantidépresseursdansla prévention des douleurs neuropathiques
post-c hirurgicales, la majorité d’entre-elles se focalisent surdes anti-hyperalgésiques
comme les gabapentinioides ou la kétamine (Dahl and Kehlet, 2011). Une étude
proposant un traitement de 10 jours par la venlafaxine, un antidé pre sse ur IRSNA,
démamé la veille d’une mastectomie montrait une diminution des douleurs post-
mastectomie 6 mois apres la chirurgie (Amr and Yousef, 2010). Cette étude étant
concue pour étudier la douleur post-opératoire aigué, les résultats des crteres
secondairesrestenta prendre avec prudence.

Notre choix des moléculesantiépileptiques étudiées dans notre travail a été
guidé parlesrecommandations de TEuropean Federation of Neurnlogical Societies
(EFNS). LEENS préconise la gabapentine ou la prégabaline (gabapentinoides) dans
le traitement des douleurs neuropathiques ou la carbamazépine dans le cas des
névralgies criniennes (Attalet al, 2010). Dans notre modéle du cuff, un traitement
par gabapentine ou carbamazépine pemmet effectivement de diminuer en
quelquesjours une allodynie instalée, lorsque ce traite ment e st instauré tardive me nt.
Mais comme Ilors d’un traitement par antidépresseurs ou par terbutaline, une
rechute est obserwée apres lamét du traitement par gabapentine ou
catbamazépine. Parcontre, sice traitement est démamé avant la chirmrgie du c uff
et se poursuit pendant 10 jours, il ne prévient pas lapparntion précoce d’une
allodynie et il ne la soulage pas pendantla dure du traitement. In’y a donc pas
d’effet, danscette modalité, surfallodynie post-opératoire aigué. Cependant, cette
allodynie est €solutive en 3 semaineschezlessourisayantrecula gabapentne oula
catbamazépine, alors qu'elle reste soutenue pendant plus de 60 jours chez des
animaux traité s parsolution salne. Leffet thérapeutique est donc bien présent, mais
diffét ¢ dans le temps, suggérant le blocage ou linhibition des mécanismes de
chronicisation. Suite 4 ces traitements précoces, aucune rechute n’est observée
apres soulagement de 'allodynie, que ce soit avec le traitement par gabapentine
ou parcaramazépine. Contrarement a I'effet obtenu sur une allodynie installée,
ces antiépieptiques instauré en période préopératoire ont donc une action non
seulement différée, mais également durable, qui poumait suggérer que la mise en
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place des mécanismes responsables de la chronicisation a été prévenue par le
tra ite me nt.

Enfin, nous avons également testé 2 autres molécules en périodes
préopératoire et post-opératoires tardives: la kétamine et la dexaméthasone. La
kétamine est couramment utilisée en adjuvant de Tanalgésie péropératoire et
pemet de diminuer la consommation en morphiniques en période aigué. Ses
propriétés d’antagonisme des récepteurs NMDA du gluitamate en font un
antihyperalgésique de choix (Weinbroum, 2012). Dans notre étude, le traitement par
kétamine permet de diminuerlallodynie, en période précoce comme en période
tardive. Dans les 2 cas, I'effet sur Fallodynie va Sestomper progressivement apres
lamétdu traitement et ces résultats viennent confimerleffet connu de la kétamine
surlallodynie post-opératoire aigué (De Kocket al, 2001), mais ne nous perme tte nt
pasde conclure a un effet préventif surles doule urs neuropathiques chroniques.

Sur la base de létude de Beaudry, nous avions choisi de tester la
dexaméthasone (Beaudry et al, 2007). En effet, ce travai montrait une diminution
de Tallodynie dans les 3 jours apres la pose du cuff chez le rat grdce a une 1
mjection unique 1 heure avantla chirurgie. Nousn’avonspasretrouvé ceteffet dans
notre modele, puisqu’'un traitement de 10 jours qui démarmait 1 heure avant la
chirurgie n’a pas modifié les seuils d’allodynie. Par contre, un effet anti-allodynique
transitoire est observé lors de Fadministration de la dexaméthasone sur I'allodynie
installée. les propriétés antinflammatoires puissantesetleffet de la dexaméthasone
sur le systétme immunitaire permettait d’émettre Fhypothése d’un effet préventif sur
les mécanismes inflammatoires et neumw-immunitaires, périphériques comme
médullaires. Notre protocole nous permet d’observer un effet antalgique mais pas
d’effet prophylactique d’une administration précoce.

Ies molécules qui ont montré un effet préventif sur la chronicisation de
lallodynie sont la gabapentine, la cartbamazépine et dans une moindre mesure, la
tetbutaline. Sices 3 molécules ont en commun d’avoir bloqué la mise en place
d’une allodynie chronique, ellesont pourtantchacune desciblesd’action principale
distinctes. Ia gabapentine interagit avec les canaux calcium voltage-dépendants
(Baueretal, 2009), tandisque la cartbamazépine bloque principalementlescanaux
sodium voltage-dépendants (Brau et al, 2001). Ia terbutalne a wun effet anti-
allodynique quipasse parles récepteurs pz-adrénergiques (Bohren et al, 2013). Ces
résultats suggerent que plusieurs mécanismes concomitants existeraient dans notre
modele de neuropathie et participeraient a linitiation et la persistance d’une
allodynie. Lallodynie induite dans ce modele est observée désles premiers jours et
ce jusqu'a 3 moisapresla pose du cuff. Cette allodynie nest probablement pas un
phénomeéne unitaire maisla résultante de diffé rents mécanismes. Lun d’eux poumait
étre directementlié a la compression du nerfsciatique parle manchon, phénomene
transitoire entrainant une allodynie immédiate mais potentiellement réversible en
quelques jours a quelques semaines. Un autre mécanisme, responsable d’une
allodynie a pluslong terme etlié a des mécanismes de sensibilisation secondaire, se
met en place de fagon précoce mais napparait que progressivement. le
traitement instauré en préopératoire naurait alors aucune action sur les premiers
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Figure 4. Décours temporel des phénomenes allodyniques.

La chute du seuil de sensibilité mécanique aprées la chirurgie du cuff peut étre le

reflet de deux phénomenes allodyniques distincts (A) dont on observe la résultante (B).
Un fraitement tardif ne soulage que fransitoirement I'allodynie installée (C).

Un traitement préventif bloque I'apparition de I'allodynie tardive et chronique mais
n'a pas d’'effet sur I'allodynie précoce(D).
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mécanismes responsablesde l'allodynie observée les premiers jours, mais bloquerait
la mise en place desmécanismes de chronicisation. Une foisceux-cienclenchés, les
traite ments antalgiques antineuropathiques n’ont plus surfallodynie qu’une action
transitoire et réversible a leuramét (figure 4).

En conclusion, nos travaux soulignent I'intérét d’étudier chez FThomme leffet
préventif sur les douleurs neuropathiques chroniques post-chirurgicales de
ladministration précoce, et prolongée d’au moins 10 jours, d’un traitement par un
antiépileptigue comme la gabapentine ou la carbamazépine. Limpact d’un
traitement préventif par Bz-agoniste reste a étudier.
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Résultats : chapitre lll.

ILes douleurs neuropathiques du diabete
A. Infroduction

1. Aspects cliniques

Ie diabeéete sucré est une pathologie chronique quipose un probléeme crucial
de santé publique dans nos sociétés occidentales. Des données épidémiologiques
récentes montrent une prévalence de 8% de la population générale aux Etats-Unis
(soit 25 millions de personnes) avec une incidence de 1,9 milions de nouveaux cas
paran (Callaghanetal, 2012). 95% de ces patients souffrent de diabete de type 2,
pathologie métabolique de I'adulte liée a4 une insulino-résistance, ce qui entraine
une importante production pancréatique d’insuline, jusqu’a épuisement. A I'inverse,
le diabete de type 1 quitouche 5% des patients, est une maladie quidé marme chez
Ienfant et Tadulte jeune et qui se caractérse par une perte de la sécrétion
d’insuline liée a une destruction auto-immune des cellules B des ilots de Langerhans.
Danslesdeuxcas, desneurpathies diabétiquesconsécutives a F'hyperglycémie en
sont des complications frequentes. Outre la polyneuropathie des extémités et
Faugmentation de la ftquence de neuropathies non spécifijues chez les patients
diabétiques, des syndromes neuropathiques typiquement secondaires au diabete
sont décrits. Des mono-neuropathies douloureuses peuvent toucher les membres
inférie urs (cruralgie diabétique) ou les nerfs oculomoteurs (Ilet IV). Une ne uro pathie
douloureuse aigué dite «insulinique » peut apparaitre a la suite d’une comection
brutale de I'hyperglycémie (Gibbons and Freeman, 2010). D’ autres neuropathies
compliquent le diabeéte, en particulier une atteinte du systé me nerveux végétatif, a
lorigine de troubles cardiovasculaires, digestifs, urogénitaux et cutanés. Cette
atteinte dysautonomique est source de surmortalité et de comorbidités par atteinte
cardiaque chezles patients diabétiques (Boulton et al, 2005). Enfin, la ne uro pathie
diabétique douloureuse la plus frtquente est la polyneuropathie distale des
extémités: elle touche 5 a 20% des patients diabétiques, plus ft quemment des
diabétiques de type 2 (Van Ackeretal, 2009) et sa prise en charge représente aux
USA 1/3 desdépensesde santé liéesau diabete (Gordoisetal, 2003). Clinigue ment,
la polyneuropathie douloureuse liée au diabéte comporte dessensationsde brilures

ressenties au niveau des pieds puis des jambes, avec une topographie décrte «en
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chaussette » (Marchettiniet al, 2004). A cela se rajoute une hypoesthésie retrouvée
a l'examen cliniue avec un monofilament (sensbilité superficielle) et un diapason
(sensibilité vibratoire). Des douleurs fulgurantes spontanéessontégalementreportées
par les patients. Ces symptomes sont souvent majorés la nuit et la sensation de
brilure peut étre exacerbée par le contact. Une extension progressive de ces
troubles depuis les extré mités vers les régions proximales est observée et confime

une atteinte nerveuse longueur-dé pendante.

Ia majorté des patients diabétiques développent au cours de leur vie des
signes d’atteintes neuropathiques, mais pour une partie d’entre eux ces signes sont
infra-cliniques: 50% des patients diabétiques ne présentent aucun signe clinique de
neuropathie. Ia prévalence de la neurwpathie diabétique est estimée a 7% des
patients diabétiques depuis moins d’un an et 50% des diabétiques malades depuis
plus de 20 ans (Young et al, 1993). Une étude épidémiologique récente réalis€e en
France montre que 1 patient diabétique sur5 présente des douleurs neuropathiques
chroniques, iées dansla plupart descas a une polyneuropathie et avec un impact
sig nific a tif sur leur qualité de vie (sommeil, anxiété, dépression). Seuls 38% de ces
patients ont un traitement approprié pour leurs do ule urs ne uro pathique s (Bo uha ssira

etal, 2013).

2. Aspects physiopathologiques

Ia physiopathologie de la polyneuropathie diabétique douloureuse est
probablement multifactorelle, avec en facteur principal une hyperglycémie et une
microangiopathie. Lexcés de glicose entraine, par la voie des polyols, une
accumulation de sorbitol et de fructose intracellulaires. Cela a pour conséquence
une augmentation de la pression osmotique intracellulaire, une réduction de
Factivité de la NA*/ K ATPase impliquée dans les mouvements de sodium et la
production de radicauxlibres. Lensemble de ces mécanismesa pourconséquence
un stress oxydatif et Iinduction d’une ischémie chronique par diminution des
capacités de relaxation de la membrane vasculaire (Camern et al, 2001; Oates,
2002; Chung and Chung, 2005). Une complication du diabeéte est une perturbation
du métabolisme desacidesgrasessentiel. Lhyperglyc émie et le stress oxydatif ind uit

modifient la voie de transformation de lacide lnoléique et entrainent une
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augmentation des thromboxanes (vasoconstrictices et pro-aggrégantes
plaquettaires) et une diminution des prostaglandines E2. Ies conséquences en sont
une réduction du flux sanguin et une hypoxie endoneurale (Cameron et al, 1998).
Une autre voie surlaquelle Thyperglyc é mie chronique a un impactdélétere estcelle
de la glycosylation non-enzymatique des protéines. Parmi les complications, i est
observé une élévation intracellulaire et extracellulaire de produits avancés de la
glycation (Advanced Glycation End products ou AGE). Ia laison des AGE a leurs
récepteurs induit la production de cytokines comme de l'intereukine lou du TNF-Q.
Ia laison des AGEauxcellulesendothélialesa pourconsé quence une diminution de
Factivité de la thrombomoduline, une activation desfacteursde coagulation et une
production accrue de facteurs vasoconstricteurs comme Fendothéline (Brownlee,
1994; th et al, 2008). Enfin, Thyperglycémie a pour effet d’activer les protéines
kinases C qui vont, via les mécanismes cités précédemment, modifier la réac tivité
vasculaire a Foxyde nitrique et ainsi aggraver Faltération du flux sanguin local et

I'hypoxie tissulaire (Quetal, 1999; mhoguchietal, 2003).

3. Modeles d’études

Plusie urs modeles animaux de neuropathie diabétique périphérique ont été
étudiés (Jaggietal, 2011; Hoke, 2012; klam, 2013). Ies plusancienset les plus utilisé s
sont les modeles de diabete c himio-induit: Fadministration de molécules toxiques
pour les cellules B pancréatiques suppriment la production d’insuline et entrainent
une hyperglycémie chmonique. Ies premiers modeéles utilisaient I'administration
d’alloxane (Preston, 1967) puis la streptozotocine (Jakobsen and Lundbaek, 1976)
pour induire une neurpathie diabétique. Une mjection unique sous-cutanée de
streptozotocine permet d’observer Tappartion d’une hyperalgésie et d’une
allodynie en 2 a 3 semaineschezle rateten 4 semaineschezla souris (Ahlgren and
ILevine, 1993; Grover et al, 2000). Un modeéle similaire mais avec une mjection par
voie intraveineuse permet d’obserwer des phénomeénes neurpathiques similaies
mais d’instauration plus rapide (Aley and Ievine, 2001). Ces modeles, par la
déplétion isulinijue qu’ils provoquent, présentent des similitudes avec les
mécanismes observés chez Thomme dans le diabeéte de type 1. IIs reproduisent

égalementd’autresphénomeénes, comme de acidocétose et des troubles mo te urs.
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Iles atteintes motrices de ces modeéles poumaient étre source d’emeurs
d’interprétation des résultats dans les tests nociceptifs qui sollicitent la motilité des
pattes parexemple (Bown et al, 1980; Moore et al, 1980). De plus, la durée des
symptomesobservésdanscesmodelesn’est passuffisammentprolongée pourtester

destraitements a long terme.

Pourse rmapprocherdu mécanisme d’insulino-résistance du diabete de type 2,
d’autres modeéles ont été caractérisés. Ainsi, avec un régime riche en graisses, les
souns développent une neurmpathie périphérique en contexte «pré-diabétique »
avec une allodynie mécanique (Obrosova et al, 2007). Enfin, sur le prncipe du
controle de la masse grasse parla leptine, desmodelesde soursavec une mutation
du récepteur de la leptine (db/db) ou déficientes en leptine (0b/ob) ont été
identifites. Cette forme de résistance a la leptine explique des comporte ments
d’hypermphagie et une sécrétion accrue d’insuline menant a une obésité et un

diabete (Dreletal, 2006; Sulivan et al, 2007).

Sur ce modele de souris obéses neuropathiques diabétiques ob /ob, nous
avons participé aux travaux de notre laboratoire en étudiant Ieffet de traite ments
par un antfidépresseur et un Bz-agoniste surlallodynie mécanique. Pourma part, jai
réalisé des tests en injectant de la nortriptylne ou de la terbutaline en traite ment
chronique de Tallodynie d’origine diabétique et évalué cette allodynie avec des
flaments de von Frey chez des souris 0b /ob et leur controle kkan. Jai également
effectué des tests de trmaitement aigu par naloxonazine, un antagoniste des
récepteurs mu desopioides, et parnaltrindole, un antagoniste desrécepteurs delta
des opioides, dans une démarche d’exploration mécanistique de Taction de la
nortriptylne et de la terbutaline. Lensemble des résultats est décrit dans un article
publié dans Brain Research en février 2014 sous le titre « The antiallodynic action of
nortriptyline and terbutaline is mediated by B2 adrenoceptors and & opioid receptors
in the 0b /ob modelofdiabetic polyneuropathy » et quiest présenté a la suite de ces

lignes (ChoucairJaafaretal, 2014).
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1. Introduction

Neuropathic pain is a possible consequence of diabetes
mellitus, a chronic disease marked by elevated blood sugar
levels. The incidence of diabetes among the population is
increasing and neuropathy is a frequent complication of this
disease (Vincent and Feldman, 2004). Though it may result in
focal or multifocal neuropathies, it more often leads to
generalized symmetric polyneuropathies, first affecting limb
extremities with symptoms ascending from the toes to foot
and gradually to the knee as the neuropathy progresses
(Guastella and Mick, 2009). The symptoms may include
spontaneous sensations of burning in the legs, evoked
allodynia (pain in response to a non-nociceptive stimulus)
and hyperalgesia (increased pain response). Numbness and
tingling are also frequent sensory symptoms. Tricyclic anti-
depressants (TCA) are among first-line treatments for painful
diabetic polyneuropathy (Attal et al., 2010; Dworkin et al.,
2010; Saarto and Wiffen, 2010), and mainly target the trans-
porters of noradrenaline and serotonin. The present study
addresses their mechanism of action in the context of
diabetes.

Various murine models are used in the study of neuro-
pathic pain related to diabetes (Jaggi et al., 2011). Obesity is
the primary risk factor for developing type 2 diabetes (Ross
et al,, 2011), and it may be studied using the obese ob/ob mice.
The ob mutation is recessive and affects the leptin gene,
coding for a 16 kDa hormone mainly secreted by fat cells into
the bloodstream and involved in the control of food intake
and energy expenditure. Ob/ob mice are used in the study of
obesity (Drel et al., 2006; Koenen et al., 2011; Lindstrom, 2007;
Nakarai et al.,, 2012), diabetic nephropathy (Allen et al., 2004,
Alpers and Hudkins, 2011; Hudkins et al., 2010) and cardio-
myopathy (Lindstrém, 2007; Van der Mieren et al., 2012).
These mice have also been proposed as an interesting model
for neuropathy related to type 2 diabetes (Drel et al., 2006; Lee
et al., 2008; Nowicki et al., 2012; Vareniuk et al., 2007).

Ob/ob mice display mild chronic hyperglycemia and obe-
sity. At adulthood, they develop deficits in motor nerve
conduction velocity and hind-limb digital sensory nerve
conduction velocity (Drel et al., 2006; Vareniuk et al., 2007),
as well as tactile allodynia (Drel et al., 2006; Kou et al., 2013;
Latham et al, 2009; Vareniuk et al., 2007), either heat
hyperalgesia (Latham et al., 2009; Orestes et al., 2013) or heat
hypoalgesia (Drel et al., 2006; Rodgers et al., 2014; Vareniuk
et al.,, 2007), decreased myelin sheath thickness in sciatic
nerve large fibers (Nowicki et al., 2012) and a loss of intrae-
pidermal nerve fibers (Drel et al., 2006; Vareniuk et al., 2007).
In the present study, we more specifically evaluated the
treatment of tactile allodynia by testing the animals with
von Frey filaments.

Using a murine model of peripheral nerve injury induced
by sciatic nerve cuffing (Benbouzid et al.,, 2008c), we pre-
viously studied the role of adrenoceptors in the antiallodynic
action of antidepressant drugs. We observed that neither ay,
nor B, or B; adrenoceptors were implicated in this antiallo-
dynic effect which appears to be mediated through noradre-
naline recruitment of B, adrenoceptors (Barrot et al., 2010;
Bohren et al.,, 2013; Yalcin et al., 2009a, 2009b). Accordingly,
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it also appeared that agonists of p, adrenoceptors suppressed
the neuropathic allodynia following nerve compression
(Barrot et al., 2009; Choucair-Jaafar et al., 2009, 2011; Yalcin
et al., 2010). Supporting these preclinical data, a case report
revealed that salbutamol provided satisfactory symptom
management in patients with neuropathic pain (Cok et al,,
2010). In the present study we assessed whether the anti-
allodynic action of the TCA nortriptyline also involved f,
adrenoceptors in the context of painful diabetic neuropathy,
and tested the action of an agonist of , adrenoceptors.

The opioid system and opioid receptors have been impli-
cated in the antiallodynic action of antidepressants (Marchand
etal., 2003; Micé et al., 2006). Using a model of peripheral nerve
injury and combing pharmacological and genetic approaches,
we previously observed that the antiallodynic effect of chronic
treatment with the TCA nortriptyline required § opioid recep-
tors (Benbouzid et al., 2008a, 2008b) but not n opioid receptors
(Bohren et al., 2010). Similarly to antidepressant drug action,
the antiallodynic action of a p adrenoceptor agonist in a model
of nerve constriction also required the & opioid receptors
(Yalcin et al., 2010). In the present study, we thus assessed
whether opioid receptors are likewise necessary for the relief
of allodynia in diabetic mice.

Using ob/ob mice, we show that the TCA nortriptyline
reverses the mechanical allodynia associated with the dia-
betic polyneuropathy, and that this effect is blocked by a
co-treatment with the f, adrenoceptor antagonist ICI118551
but not with the o, adrenoceptor antagonist yohimbine. We
also observed that a direct stimulation of p, adrenoceptors
with terbutaline is sufficient to induce a recovery from
allodynia. Finally, we show that 8 opioid receptors but not p
opioid receptors are implicated in the antiallodynic action of
both the TCA and the B, adrenoceptor agonist.

2. Results
2.1.  Type 2 diabetes-related neuropathy in ob/ob mice

All ob/ob mice become overweight (Fig. 1A) but at 8 weeks of
age, 28% of the tested mice had not developed obesity-related
diabetes, as revealed by their lack of chronic hyperglycemia
(<1.5gL™"). Diabetic mice had a mean glycemia level of
2.35+0.13 gL~ !, while of 13+036gL™' and
1.1+0.37 gL * for Lean animals and non-diabetic ob/ob mice
respectively. Diabetic ob/ob mice developed mechanical allo-
dynia with time (Group x Time interaction, F3.3=14.18,
p<0.001) (Fig. 1B), while no allodynia was present in non-
diabetic ob/ob mice (F,,;=37.96, p<0.001; post-hoc: ob/ob
diabetic<Lean at p<0.001) (Fig. 1C). After determination of
diabetes and of allodynia, the Lean mice and the diabetic ob/
ob mice were assigned to the different treatment groups.

it was

2.2.  Nortriptyline treatment of allodynia in ob/ob mice

Acute nortriptyline administration had no effect on neuropathic
allodynia (Fig. 2A). However, repeated nortriptyline treatment
suppressed allodynia after 10 days (Group x Time interaction,
Fi5126=3.79, p<0.0001; post-hoc: ob/obNor>ob/obSal at p<0.05
on treatment days 10 to 13) (Fig. 2B). To test whether this
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Fig. 1 - Obesity and mechanical allodynia in diabetic ob/ob
mice. (A) Weight increase in ob/ob mice and their Lean
controls from 9 to 22 weeks of age. (B) Diabetic ob/ob mice
developed mechanical allodynia starting from 12 weeks of
age. (C) Paw withdrawal thresholds (PWT) in Lean, ob/ob
diabetic and ob/ob non diabetic mice at 14 weeks of age. Data
are represented as mean +SEM, n are given between
brackets, *: p<0.05 for ob/ob mice compared to Lean mice.

antiallodynic action of nortriptyline was dependent upon f,
adrenoceptors, a group of mice treated with nortriptyline for 2
weeks was co-treated with the selective f, adrenoceptor antago-
nist ICI118551 over several days while another group remained
under the nortriptyline treatment (Fig. 2C). The co-treatment
suppressed the antiallodynic action of nortriptyline (Group-
x Time interaction, Fqg9=6.79, p<0.0001; post-hoc: ob/obNorl-
CI118551<Lean at p<0.01 from day 3 of co-treatment). This
relapse was not related to an intrinsic pro-allodynic action of
ICI118551. Indeed, ICI118551 administered alone for 5 days had
no effect per se on Lean mice or on ob/ob mice (Fig. 2D). While f,
adrenoceptors appeared important in the antiallodynic action of
nortriptyline, this was not the case for «, adrenoceptors as the
co-administration of the «, adrenoceptor antagonist yohimbine
failed to induce a relapse of allodynia (Fig. 2E).

2.3.  Terbutaline treatment of allodynia in ob/ob mice

We also examined the effect of terbutaline treatment in
separate sets of mice. Acute injection of this p, adrenoceptor
agonist had no effect on nociceptive thresholds (Fig. 3A),
while repeated treatment led to relief of allodynia after 11
days (Group x Time interaction, F;g133=4.31, p<0.0001; post-
hoc: ob/obTer>ob/obSal at p<0.05 on treatment days 11-21)
(Fig. 3B). B, adrenoceptor selectivity of this effect was then
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controlled by co-administration of ICI118551. After 3 weeks of
terbutaline treatment, co-treatment with ICI118551 reversed
the antiallodynic action of terbutaline (Group x Time interac-
tion, Fg75=8.29, p<0.0001; post-hoc: ob/obTerICI118551 <Lean
at p<0.01 from day 3 of co-treatment) (Fig. 3C).

2.4. 6 Opioid receptors are involved in nortriptyline
and terbutaline antiallodynic effect

Acute saline injection did not affect paw withdrawal thresh-
old (Fig. 4). In ob/ob mice relieved from allodynia by chronic
nortriptyline or terbutaline treatments, the acute adminis-
tration of the & opioid receptor antagonist naltrindole (5 mg.
kg~ ") induced a rapid (within 30 min) relapse of allodynia
(Group x Time interaction, F3 ,5=31.12, p<0.0001; post-hoc for
ob/obNor mice and for ob/obTer mice: Pre-test<Post-test at
p<0.0001 with naltrindole) (Fig. 4). This relapse was observed
while, in control animals, naltrindole had no effect per se.
Although & opioid receptors appeared important to the anti-
allodynic action of nortriptyline and terbutaline, this was not
the case for p opioid receptors. Indeed, the acute administra-
tion of the n opioid receptor antagonist naloxonazine (30 mg.
kg~ 1) failed to induce allodynia relapse (Fig. 4).

3. Discussion

In this study, we show that treatment with a TCA or a f,
adrenoceptor agonist relieves type 2 diabetes-related neuro-
pathic allodynia in obese ob/ob mice. With both treatments,
this antiallodynic action is reversed by co-administration of
the B, adrenoceptor antagonist 1CI118551, but not by the a,
adrenoceptor antagonist yohimbine. The antiallodynic action
also presents a selective opioidergic component, since an
acute injection of the § opioid receptor antagonist naltrindole
(but not of the p opioid receptor antagonist naloxonazine)
induces relapse of allodynia in nortriptyline-treated and in
terbutaline-treated ob/ob mice. This genetic and physiologi-
cally relevant model of type 2 diabetes is thus also of interest
in the study of treatments of painful diabetic neuropathy, our
data supporting a common therapeutic mechanism between
relief of nerve injury-induced and of diabetic polyneuropathy-
induced allodynia by TCA.

Various rodent models permit the study of diabetic poly-
neuropathy (Jaggi et al., 2011). Cytotoxic glucose analogs such
as streptozotocin or alloxan are often used to induce type 1
diabetes (Rees and Alcolado, 2005). These toxins enter cells
through the GLUT2 glucose transporter expressed by pancrea-
tic p cells (Lenzen, 2008), but also target other organs whose
cells express this transporter, including kidney and liver.
Genetic animal models of type 1 diabetes, resulting from
inbreeding of selected rodents, are also available both in mice
and rats (Jaggi et al,, 2011; Rees and Alcolado, 2005). Current
rodent models of polyneuropathy related to type 2 diabetes rely
on genetic selection and have the interest of reproducing a risk
factor. All ob/ob mice, defective for leptin, become overweight.
As expected with a “physiological” model of predisposition, not
all develop diabetes and its nociceptive polyneuropathy-
induced consequences. The mechanical allodynia we observed
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Fig. 2 - Nortriptyline treatment of mechanical allodynia in ob/ob mice. (A) Acute nortriptyline administration (5 mg.kg~*, i.p.) did
not affect the paw withdrawal threshold (PWT) of ob/ob neuropathic mice. (B) Chronic nortriptyline treatment (5 mg.kg ?,

i.p., twice a day) reversed the mechanical allodynia in ob/ob mice. (C) Repeated co-administration of the f, adrenoceptor
antagonist ICI118551 reversed the antiallodynic effect of chronic nortriptyline treatment. (D) Repeated administration of
ICI118551 had no effect per se in Lean mice and in ob/ob mice. (E) Repeated co-administration of the «, adrenoceptor antagonist
yohimbine did not reverse the antiallodynic effect of chronic nortriptyline treatment. Data are represented as mean +SEM, n are
given between brackets, *: p<0.05 for ob/ob mice compared to Lean controls, +: p<0.05 for ob/ob mice compared to ob/ob saline.
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Fig. 3 - Terbutaline treatment of mechanical allodynia in ob/ob mice. (A) Acute terbutaline administration (0.5 mg.kg?, i.p.) did
not affect the paw withdrawal threshold (PWT) of ob/ob neuropathic mice. (B) Chronic terbutaline treatment (0.5 mg.kg %, i.p.,
twice a day) reversed the mechanical allodynia in ob/ob mice. (C) Repeated co-administration of the §, adrenoceptor antagonist
ICI118551 reversed the antiallodynic effect of chronic terbutaline treatment. Data are represented as mean+SEM, n are given

between brackets, *: p<0.05 for ob/ob mice compared to Lean controls, +: p<0.05 for ob/ob mice compared to ob/ob saline.

after 12 weeks is in agreement with previous reports with this TCAs are among the first-line treatments of neuropathic
model (Drel et al., 2006; Vareniuk et al., 2007), and we show in pain, including neuropathic pain arising as a consequence of
the present study that this allodynia is sensitive to chronic diabetic polyneuropathy (Attal et al., 2010; Dworkin et al,,
treatment with a TCA. Ob/ob mice are thus not only relevant for 2010; Saarto and Wiffen, 2010). These drugs mainly act by
the study of diabetic painful polyneuropathy but they are also blocking the transporters of noradrenaline and serotonin.

of interest for the study of its treatment. Unfortunately, the The critical role of the noradrenergic component in neuro-
widespread use of this model remains limited by the high cost pathic pain relief was first suggested by the poor clinical
of ob/ob mice, which is a consequence of breeding difficulties. effectiveness of selective serotonin reuptake inhibitors (SSRI)
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Fig. 4 - Opioid receptors and nortriptyline and terbutaline action. An acute administration of naltrindole (5 mg.kg %, s.c.,
center graph) suppressed the antiallodynic effect of chronic nortriptyline (nor, 5 mg.kg %, i.p., twice a day) or terbutaline (ter,
0.5mg.kg *, i.p., twice a day) treatments. The acute administration of a saline solution (0.9% NaCl, s.c., left graph) or of a
naloxonazine solution (30 mg.kg %, s.c., right graph) did not affect paw withdrawal thresholds (PWT). Mice were tested before
(pre-test) and 30 min after (post-test) the acute injection. Data are represented as mean+ SEM, n are given between brackets,
*: p<0.05 compared to Lean controls, +: p<0.05 compared to pre-injection.

(Attal et al., 2010; Dworkin et al., 2010; Max et al., 1992; Saarto
and Wiffen, 2010). The lack of SSRI action can also be
observed preclinically in a rodent model of nerve compres-
sion (Benbouzid et al., 2008a). This raised the question of the
role of the adrenoceptor(s) in mediating the action of
TCA-induced noradrenaline. In a peripheral nerve compres-
sion model, the critical role of p, adrenoceptors, but not of «,
adrenoceptors, has been shown for the TCA nortriptyline
(Yalcin et al., 2009a) and generalized to the antiallodynic
action of other antidepressant drugs (Yalcin et al., 2009b)
such as desipramine and venlafaxine. In each case, an
antagonist of p, adrenoceptors reversed the antiallodynic
action of the antidepressant drugs, and this antiallodynic
action was simply absent in B, adrenoceptor-deficient mice
(Yalcin et al., 2009a, 2009b). The present data demonstrate
that the B, adrenoceptor antagonist ICI118551 also reverses
the relief of allodynia by nortriptyline in ob/ob mice. The
recruitment of these adrenoceptors thus appears to be a
general mechanism which applies to allodynia relief in the
context of both nerve injury and diabetic polyneuropathy.

Beside the noradrenergic system, the TCAs also target
the serotonin and cholinergic systems as well as NMDA
and histamine receptors and sodium channels such as the
NaV1.7. Some of these other targets may also participate in
the allodynia relieving action of TCAs (Dick et al., 2007;
Kalezic et al., 2013; Micé et al., 2006), which will require
further investigation. Another important finding is the
delayed onset of the antiallodynic effect. While this delay is
in agreement with the clinical therapeutic onset, its mechan-
ism is still to elucidate. In the field of depression treatment,
the onset delay has been proposed to be related to long-term
molecular and neural plasticity (Nestler et al., 2002; Tsankova
et al,, 2007) and similar plasticity may also be necessary for
TCA action against pain. For example, we recently observed
that antidepressants indirectly inhibit TNFa overexpression
through a B, adrenoceptor-mediated mechanism (Bohren
et al,, 2013). This actively participates in the antidepressants’
antiallodynic action, but the complete cascade of events is
likely to include other steps.

Based on experimental evidences pointing at a role of §,
adrenoceptors in the antiallodynic action of antidepressant
drugs, agonists of these receptors were first tested in a
murine model of sciatic nerve compression where they
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relieved neuropathic allodynia after sustained treatment
(Choucair-Jaafar et al., 2009; Yalcin et al., 2010). Interestingly,
the present data show that the f, adrenoceptor agonist
terbutaline also displays an antiallodynic action in the con-
text of diabetic polyneuropathy. As is the case for nerve
injury, we found that this action requires at least 10 days of
treatment. Moreover, we observed that the action of both
nortriptyline and terbutaline were affected by the blockade of
& opioid receptors but not of p opioid receptors, which is
similar to what is observed after sciatic nerve compression
(Benbouzid et al., 2008a, 2008b; Bohren et al., 2010; Yalcin
et al., 2010). These results thus support a common antiallo-
dynic mechanism shared by antidepressant drugs and p,
adrenoceptor agonists in these different aetiologies of per-
ipheral neuropathy.

While both the B, adrenoceptors and the § opioid receptors
are important for the antiallodynic action of TCAs (Benbouzid
et al., 2008a, 2008b; Yalcin et al., 2009a, 2009b; present results)
and of agonists of B, adrenoceptors (Yalcin et al., 2010;
present results), the mechanistic link between these recep-
tors is still unclear. Interestingly, the involvement of both
receptors has also been observed in sympathetic-related
analgesia in inflammatory pain (Binder et al., 2004), and in
the antiallodynic action of curcumin (Zhao et al., 2012). In the
heart, it has been shown that § opioid receptors expressed by
intrinsic cardiac adrenergic cells initiate heart protection
through the adrenergic recruitment of p, adrenoceptors
(Huang et al., 2007, 2009; Nguyen et al., 2012). However, the
cascade of events underlying the antiallodynic mechanism
may differ. Indeed, the delayed antiallodynic action asso-
ciated with B, adrenoceptors and the acute relapse after
administration of naltrindole suggest that the opioid compo-
nent is more likely downstream of the adrenergic one.
In transfected cell cultures, heteromeric complexes of &
opioid receptors and f, adrenoceptors have been observed
(Cao et al.,, 2005; Jordan et al., 2001; Ramsay et al., 2002).
However, there is as yet no evidence that both receptors may
be co-expressed by the same cells within the nociceptive
system, or that such oligomeric complexes may be formed by
native receptors. Understanding the antiallodynic link
between both receptors will thus require further research.

Clinically, B, adrenoceptor agonists have not yet been tested
against neuropathic pain in a double-blind placebo-controlled
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protocol, but a case report on 6 patients is supportive of the
therapeutic potential (Cok et al, 2010) and should promote
clinical trials. The relation between p adrenoceptors and pain is
complex and it likely depends on the subtype of receptor and on
the subtype of pain that is considered. Agonists of the fs
adrenoceptors expressed in the gut and bladder have thus been
proposed as potential therapies for visceral functional and
inflammatory disorders, such as irritable bowel syndrome
(Kelleher et al,, 2008; Ursino et al, 2009). In the context of
musculoskeletal pain disorders, a predominant influence of f,
adrenoceptors has been genetically demonstrated by links
between haplotype polymorphisms of these receptors and the
risk to develop temporo-mandibular disorders (Diatchenko et al.,
2006), the incidence of fibromyalgia (Vargas-Alarcén et al., 2009),
and more generally the predisposition to chronic pain (Hocking
et al,, 2010). In patients with fibromyalgia or temporo-mandi-
bular disorder, the p adrenoceptor antagonist propranolol can
reduce pain intensity (Light et al., 2009), but different responses
to propranolol can be observed depending on the catechol-
O-methyltransferase (COMT) gene polymorphism (Tchivileva
et al,, 2010), suggesting that COMT haplotypes may be used as
a genetic predictor of the treatment outcome with p antagonist.
These data indicate that the impact of p adrenoceptor manipula-
tion may strongly differ in the contexts of musculoskeletal pain
and of neuropathic pain for which agonists may be beneficial.

Clinical studies concerning the use of f, adrenoceptor agonists
in diabetic patients focus principally on the control of glycemia.
Most studies, using systemic routes of administration of the p,
adrenoceptor agonist, show an increase in blood glucose in
normal subjects and in patients with diabetes (Glindogdu et al.,
1979; Smith et al,, 1984; Torella et al., 1980; Wiethop and Cryer,
1993a). Indeed, adrenaline and noradrenaline act on the liver via
the p, adrenoceptors to increase hepatic glycogenolysis and
release of glucose into the circulation (Exton, 1987). Thus, agonists
of B, adrenoceptors may be potentially useful for the treatment of
iatrogenic hypoglycemia in insulin-dependent diabetes (Wiethop
and Cryer, 1993b). However, when the adrenergic agents are
administered by inhalation, the effect on blood glucose is unclear
and often not significant (Bateman et al., 1978; Konig et al., 2005).
A recent study showed a higher prevalence of asthma among
youth with type 2 diabetes (16.1%) compared to typel diabetes
(10.0%) (Black et al., 2011), making exposure of diabetic patients to
f adrenoceptor agonists a relevant question. Interestingly, in this
study, improved glycemic control with asthma medication was
observed. It may therefore be possible to use f, adrenoceptor
agonists to reduce neuropathic pain in diabetic patients without
contraindication for glycemic control. In animal, as in humans,
agonists of p adrenoceptors display an acute tendency to favor
hyperglycemia. However, in the obese Zucker rat model of obesity
and diabetes, clenbuterol (20-h half life) but not terbutaline
(4-h half life) decreases insulin resistance and favors muscle
glucose uptake (Castle et al., 2001; Pan et al., 2001), supporting an
influence of pharmacokinetic parameters. These data have been
recently confirmed in aged type 2 diabetic mice, where an acute
treatment with the B, adrenoceptor agonist salbutamol causes
hyperglycemia whereas chronic treatment enhances insulin
sensitivity, probably by improving muscle glucose uptake
(Elayan et al,, 2012).

In conclusion, the ob/ob mice represent a model of interest
to study neuropathic pain associated with type 2 diabetes and
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the mechanisms underlying its treatments. The present
study indicates that p, adrenoceptors and & opioid receptors
are critical for the antiallodynic action of antidepressants in
the context of diabetes, and that directly targeting the f,
adrenoceptors by agonists could be beneficial here. The
translational relevance of these preclinical findings will
however require clinical research on the impact of , adre-
noceptor agonists on diabetic polyneuropathy.

4. Experimental procedures
4.1.  Subjects

Experiments were conducted using adult male C57BL/6J-
Lep®®/Lep®?, referred to as ob/ob mice, and C57BL6/J-Lep°®/+,
referred to as Lean mice, purchased from Janvier (St. Berthe-
vin, France) at 5 weeks of age. The mice were group-housed
4-5 per cage and maintained under standard conditions in
the animal facilities at an ambient temperature of 21+1°C
and a 12h light-dark cycle (lights on between 06:00 and
18:00). Food and water were available ad libitum. Experiments
started after 2 weeks of habituation to the animal facilities.
All behavioral studies were performed during the light period.
At end of the experiments, mice were euthanized in a
controlled CO, chamber according to standard guidelines.
The animal facilities are legally registered for animal housing
and experimentation (veterinary Animal House Agreement
B67-482-1/C67-482-1). The scientists in charge of the experi-
ments possess the French certificate authorizing experimen-
tation on living animals, delivered by the governmental
veterinary office. All procedures were performed in accor-
dance with the guidelines for animal experimentation of the
International Association for the Study of pain (IASP) and the
European Communities Council Directive 86/6609/EEC.

4.2. Blood glucose levels

Blood glucose levels were evaluated at 8 weeks of age.
Following 6 h fasting, a drop of blood taken from the tail
was analyzed using a standard glucometer (Accu-Chek Active
Glucotrend, Roche).

4.3. Drug treatments

Treatments were tested in independent groups of mice. The
intraperitoneal (i.p.) drug treatment began after the appearance
of allodynia in ob/ob mice. All drugs (obtained from Sigma-
Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) were dissolved in 0.9%
NaCl. To evaluate the acute effect of the TCA nortriptyline
(5mgkg™ ", ip), of the B, adrenoceptor agonist terbutaline
hemisulfate (0.5 mgkg™?, i.p.), and of the 0.9% NaCl (i.p.), mice
were tested before and 30, 60 and 90 min after the first injection.
During chronic treatments, the mice then received 2 injections
per day (momning/evening) for 2 to 3 weeks of nortriptyline
(5mgkg?, ip.), terbutaline (0.5 mgkg~?, i.p.) or 0.9% NaCl (i.p.).
To evaluate the effect of these long-term treatments, the
measures of mechanical sensitivity thresholds were performed
before moming injections (i.e. at least 15 h following the previous
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evening injection), and at least twice a week, as previously
described (Benbouzid et al., 2008a).

After long-term notriptyline or terbutaline treatments
which resulted in relief of allodynia, we tested the role of
adrenoceptors. To selectively block the B, or the a, adreno-
ceptors, we used the antagonists ICI118551 (2 mg.kg™ ") and
yohimbine (2 mgkg~?) respectively. In a sciatic nerve com-
pression model, repeated blockade of B, adrenoceptors is
required to induce the relapse of allodynia in antidepressant
treated mice (Yalcin et al., 2009a, 2009b). Accordingly, we
mixed the antagonists with the chronic treatments and
co-administered them morning and evening over 4 or 5 days,
according to validated procedures (Yalcin et al., 2005, 2009a,
2009b). As we observed an effect of ICI118551 in ob/ob mice
treated with nortriptyline or terbutaline, controls were also
treated in separate groups to evaluate the action of ICI118551
alone in Lean and ob/ob mice over 5 days. For the study of the
adrenergic antagonists, von Frey tests were performed on
selected days, before the morning drug treatments (see
above).

In a model of sciatic nerve compression, the acute block-
ade of & opioid receptors induces the relapse of allodynia in
mice treated with nortriptyline (Benbouzid et al., 2008a,
2008b), with differences observed in the respective impor-
tance of p and & opioid receptors (Benbouzid et al., 2008b;
Bohren et al,, 2010). Accordingly, we acutely delivered nal-
trindole 5 mgkg~* (antagonist of § opioid receptors), nalox-
onazine 30 mgkg~! (antagonist of u opioid receptors) or 0.9%
NaCl. These injections were administered subcutaneously
(s.c.) in mice belonging to chronic Lean saline, ob/ob saline,
ob/ob nortriptyline and ob/ob terbutaline groups. Mice were
tested before and 30 min after acute administration. In a set
of C57BL/6] mice, we also ensured that the chosen dose
of naloxonazine blocked the acute analgesic action of
10 mgkg~! of morphine (data not shown).

4.4.  Mechanical allodynia
The mechanical threshold for hindpaw withdrawal was
evaluated using von Frey filaments (Bioseb, Chaville, France)
as previously described (Bohren et al., 2010) and results were
expressed in grams. The mice were placed in clear Plexiglas™
boxes (7cm x9cm x 7 cm) on an elevated mesh screen and
allowed to habituate for 15 min before testing. The filaments
were applied perpendicularly to the plantar surface of each
hindpaw until they slightly bent (Barrot, 2012), in a series of
ascending forces (0.07,0.16,0.4, 0.6, 1, 1.4, 2, 4, 6 and 8 g). Brisk
withdrawal of the paw was considered as a positive response.
In the absence of a response, a filament of next-greater force
was applied. Each filament was tested five times per paw and
the paw withdrawal threshold (PWT) was defined by three or
more withdrawals observed out of the five trials. The mean
threshold of both hindpaw was considered for each animal.
After 2 weeks of habituation to the animal facilities, mice
were then habituated to the von Frey procedure by being
tested twice, on separate days. After this habituation, chroni-
cally treated mice were tested at least twice a week. The mice
displayed stable PWT values, as shown by the repeated
measures in Lean mice (Fig. 1), in chronically saline-treated
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mice (Figs. 2 and 3) and the lack of acute saline effect on PWT
(Fig. 4).

4.5.  Statistical analysis

During the von Frey experiments, none of the animals
reached the upper cut-off without displaying a response.
Similarly, none of the animal responded to the lower cut-
off. Data are expressed as mean+SEM. Statistical analysis
were performed with STATISTICA 7.1 (Statsoft, Tulsa, OK,
USA), using multi-factor analysis of variance (ANOVA). The
groups (ob/ob or Lean mice and their saline or drug treat-
ments) were taken as between-group factors. When needed,
time (either time-course, or pre-injection vs. post-injection
data) was taken as within-subject factor. When appropriate,
the Duncan test was used for post-hoc comparisons. The
significance level was set at p<0.05.
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Résultats : chapitre V.

Epidémiologie des douleurs neuropathiques post-chirmrgicales
A. Introduction

Pour connaitre la prévalence ou I'incidence d’une pathologie a grande
échelle,lest nécessaire de recourira desoutils de dépistagesvalidés a la fois pour
cette pathologie et pour la langue de la population étudiée. Dans le cas des
douleurs neuropathiques, les criteres diagnostiques r€pondent a la définition de
ITASP et une gradation du diagnostic a été proposée. Pour ce qui est des outils
d’aide au diagnostic, le DN4 (Bouhassia et al, 2005) et le Ieeds Assessment of
Neurmpathic Symptoms and Signs (LANSS) (Bennett, 2001) sont validés et ont été
utilisé s dans plusieurs études épidé miologiques de grande envergure. Cela est rendu
possible parle caractere d’auto-évaluation de ces questionnaires, qui permet de
sadresser a4 un grand nombre de personnes par voie postale ou téléphonique. A
laide de ces questionnaires, il a été possible de réaliser des enquétes
épidémiologiquessurla prévalence desdouleursneuropathiquesdansla population
générale. Ainsi, en 2008 I'étude SIOPNEP montrait en France une prévalence de
6,9% de douleurs chroniques avec une composante neuropathique (Bouhassira et
al, 2008). Ces données sont proches d’autres grandes enquétes qui utilisent le
DN4 oule IANSSavec desrésultatsde prévalence quisontau finalcomprs entre 6,9
et 10% selon la population étudiée (Tbrmance et al, 2006; Bouhassira et al, 2008;
Yawn etal, 2009; de Moraes Vieira et al, 2012). Ence quiconceme I'incidence, une
enquéte réalisée surla base de données informatisées montrait dans la population
néerdandaise la survenue de douleurs d’aspect neuropathiques chez 8 personnes
pourmile et paran (Dieleman et al, 2008). Une revue de cesétudes montre que les
étiologies les plus ftquemment identifiées, tant en termes de prévalence que
d’incidence, sont les douleurs neuropathiques du diabete, post-zostériennes, les
névralgiescriniennesetlesdouleursdu membre fantome (van Hecke et al, 2014). Si
cesdemieres, qu’'elles soient d’origines traumatiques ou c hirurgicales, sont connues
et identifites de longue date (Jensen et al, 1983), la prévalence des douleurs
chroniques post-chirurgicales ne fait fobjet d’études que depuisces deux demieres
décades(Kehletetal, 2006; Macrae, 2008). Ia définition de 'TASP des doule urs po st-
chirurgicalesest la suivante : une douleur apparue apres la chirurgie et persistante

plus de 2 mois aprées une opération, et ne pouvant étre expliquée par une autre
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cause (rBcumence de la maladie ou infection par exemple) ni préexistante a
Topération. Cette définition est discutée car elle n’inclut pas d’information plus
précise que le délaietexclusion d’autres pathologies (Kehlet and Rathmell, 2010).
Parconséquent, les études épidémiologiques surce type de douleur vont montrer
des résultats d’une grande varnabilité pour un méme type d’intervention, en raison
de crittreset de méthodologies tres hétérogénes. Parexemple, I'incidence globale
des douleurs post-chirurgicales est de 30% et passe a 5-10% sifon ne considére que
lesdouleurs d’intensité sévere (Kehletetal, 2006). Létude de cohorte TROMSO surla
population générale norvé gienne montre que 18% de la population opérée dansles
3 années précédentes souffre de douleurs modérées a intenses, dont la moitié de
cesdouleurs a descaractérstijues neuropathiquesetles 2/3 touchent les membres
(Johansen et al, 2012). En ce quiconceme la composante neuropathique de ces
douleurs post-chirurgicales, il existe la-encore une varabilité de Iévaluation en
fonction des critéres retenus. Si pendant longtemps les lésions nerveuses, rendues
obligatoires parle geste chiruigical, ont été considérées comme étantla cause la
plusprobable desdouleurs chroniques post-opératoires, le caractére neuro pathique
n‘est pas toujours authentifié selon des crtéeres validés, comme la gradation
diagnostique ou le questionnaire DN4 (Bouhassira et al, 2004; Treede et al, 2008;
Haroutiunian et al, 2013). En effet, les douleurs neuropathiques ne sont paslesseules
douleurs post-opératoires: la chirurgie peut également entrainerune algodystrophie
ou Syndrome Douloureux Régional Complexe de type 1 (SDRC1), en particulierapres
une c hirurgie orthopédique (de Mosetal, 2007).

Néanmoins,illressort de plusieurs revues récentes que certaines c hirurgie s sont
effectivement plus a risque de générerdes douleurs neuropathiques chroniques que
d’autres (Haroutiunian et al, 2013; Martinez et al, 2013; Duale et al, 2014). En effet,
en dehors des amputations, des chirurgies plus courantes comme la chirugie
thoracique (thoracotomie), la chirurgie du sein, la cure de hemie inguinale ou le
prélevement osseux sur la créte idiaque sont pourvoyeuses de douleurs
neurmpathiques chroniques. Ia localisation et la frtquence de ces douleurs sont

flustrées dansla figure R-2.

Ces études épidémiologiques sur les douleurs post-chirurgicales sont
fondamentales a plus d’un égard. D’abord parce qu'au regard des 7 a 8 millions

d’interventions c hirurgicales par an en France, i est important d’en connaitre les
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conséquencesen termesde douleurschroniquesiatrogéneset de retentisse ment sur
la qualité de vie des patients et la prise en charge de la douleur. Ensuite parce
gu'identifier les facteurs de rmrsques de développer une douleur chronique
neum pathique ne peut se faire que parle biais d’études qui Sappuieront surces
données épidémiologiques et qui permettront a Tavenir de prévenir ou limiter la
survenue de ces douleurs. Un des principaux facteurs de risque est, comme nous
venons de le voir, le type de chirurgie. Ia thoracotomie et la chirurgie pourcancer
du sein qui sont les deux grands types d’interventions génératrices de douleurs
neurm pathiqueschroniquesontfaitTobjetd’améliorationsde procédures quilimite nt
potentielement Tagression du systtme nereux (usage de la thoracoscopie ou
écarteurs moins invasifs pourla thoracotomie, exérese du ganglion sentinelle au lieu
du curage axlllaire pour la chiruigie sénologique, par exemple) et devrait
potentiellement faire diminuerlincidence de ces douleurs. Ies lésions nerveuses au
cours d’un geste chirurgical peuvent relever de différents types d’agressions:
étirement, section, écrasement. Pour autant, toutes ces lésions ne se compliqueront
pas de douleurs neuropathiques, méme sielles sont frt quemment suivies de déficit
sensitif dans le temitoire comespondant. Ie lien entre le déficit sensitif observé et la
survenue ou l'absence de douleur neurpathique post-chirurgicale nest pas établi
Néanmoins, lest admis que I'intensité des douleurs c hroniques post-c hirurgicales soit
comélée avec différents facteurs comme par exemple la présence d’une douleur
pré-opératoire sur le site de la chirurgie ou sur une autre partie du comps
(Gerbershagen etal, 2009) etla prise de morphiniques (Katzetal, 2005), et en post-
opératoire avec la douleuraigué etl'hyperalgésie (Bisgaard et al, 2005; De nnis and
O'Riordan, 2007; Althaus et al, 2012; Johansen et al, 2014). Lensemble de ces
facteurs est probablement le reflet du phénomeéne de sensbilisation du syste me
nerweux centraldont nousavonsvu 'importance dansla pérennisation des douleurs
neumpathiques. lest donc légitime d’évoquerune prévention médicamenteuse de
cette sensbilisation du systtme nerweux et d’étudier & cet effet des molécules
comme la kétamine, antagoniste des récepteurs NMDA, ou des gabapentinoides,
inhibiteurs des canaux calcium voltage-dépendants ou encore la venlafaxine, un

antid é pre sse ur IRSNA (Dahland Kehlet, 2011).
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Figure R-2. Incidence de la douleur chronique postchiruigicale et part des douleurs
neuropathiques selon la chirugie. Ia taille des camemberts comespond a
Pincidence des douleurs chroniques. Ie pourcentage des douleurs neuropathiques

estreprésenté en rouge. D’aprés martinez etal, 2013.

82



Mon travailde thése sesteffectué au sein d’une équipe quia démontré dans
un modeéle murin que leffet antiallodynique des antidépresseurs, tricycliques et
IRSNA, sur les douleurs neuropathiques passe par les récepteurs Pz-adré nergiques. Sur
le méme modele, nous avons observé que I'administration de Pz-agonistes soulage
I'allodynie neuropathique. Pour rechercher un éventuel lien entfre la prise de Pe-
agonistes et la survenue de douleurs neuropathiques post-c hirurgicales, fai réalisé
un travail d’enquéte épidémiologique rétrospectif portant sur des patients qui ont
subi une thoracotomie. Ie choix de ce type de patients a été orienté parla forte
prévalence de douleurs neuropathiquesapresthoracotomie danslesdonnéesde Ila
litté rature. Jaiinterrogé etexaminé cespatientslorsde leurvisite de controle chezle
méme chirurgien thoracique. Ce travail d’enquéte fait Tobjet d’un article soumis
pour publication sous le titre : « Effects of P2- agonists on post-thoracotomy pam

incidence » etquiest présenté a la suite de cette introduc tion.
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Introduction

Thoracic surgery is known to induce persistent pain which can be severe, in particular
with thoracotomy (Kehlet et al., 2006). Indeed, a mean 52% incidence places
thoracotomy among surgeries presenting the highest risk for developing chronic pain
(Pluijms et al., 2006). The International Association for the Study of Pain defines chronic
post-thoracotomy pain as pain that recurs or persists along a thoracotomy scar more
than 2 months after surgery (IASP, 1986). Studies on chronic post-thoracotomy pain
have shown a predominance of neuropathic characteristics of such pain (Guastella et
al., 2011), and it has been suggested that the intercostal nerve damage is its most likely
cause (Wildgaard et al., 2012). This neuropathic pain is a neurological syndrome which
is associated with distress and reduced quality of life (Jensen et al., 2007), stressing the
need to look further into the factors of risk or prevention.

The patients undergoing thoracotomy can also display respiratory deficits that require
the use of Bz-agonists, such as chronic obstructive pulmonary disease (COPD).
Interestingly, it has been demonstrated in a murine model of neuropathic pain that .-
adrenoceptors (B2-ARs) are essential for the antiallodynic action of antidepressant drugs
(Uzumcugil et al., 2009; Yalcin et al., 2009) that are a first-line treatment of neuropathic
pain (Attal et al., 2010; Dworkin et al., 2007), and that a chronic treatment with -
agonists may have the same antiallodynic effect as antidepressant drugs (Choucair-
Jaafar et al., 2009; Perttunen et al., 1999; Yalcin et al., 2010). These preclinical data are
supported by a case report suggesting a beneficial action of a B>-AR agonist in
neuropathic pain (Cok et al., 2010). To investigate whether Bz-agonist treatment could
influence the incidence of chronic post-thoracotomy pain, considering also the pain
characteristics (neuropathic vs. non-neuropathic), we performed an observational study,

collecting data on clinical characteristics of patients who underwent thoracotomy.
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1. Methods

This retrospective study was performed over a period of 8 months in the department of
Thoracic Surgery from the Hépitaux Universitaires de Strasbourg (HUS) in France. It
was conducted in accordance with the Good Clinical Practice and local laws: this study
was declared to CNIL (“Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés”) and it
received institutional ethics approval from Hépitaux Universitaires de Strasbourg,

France.

2.1 Patients and surgery

Between August 2010 and March 2011, two hundred fifty one patients were
consecutively screened for potential inclusion in the study during the follow-up
consultations (one day a week) of the same thoracic surgeon at the HUS. The patients
were examined and questioned at least 3 months after surgery. Every patient received
information concerning the investigation before giving their consent to participation. Only
patients who underwent lateral thoracotomy were then included in the study. Patients
with a history of neurological painful disorder, of previous thoracic pain or who had
required chest wall resection were excluded from the study (62 out of the 251 patients).

Patients’ characteristics are given Table 1.

2.2 Data collection procedure

Information on the disease having justified the intervention, on the date and the extent of
the surgery and on the anesthesia, including premedication, were obtained from the
patient medical files (including the anesthesia record). For each patient, the following
data were also obtained from the medical files: age, sex, medical and surgical histories
as well as the list of drugs the patients were taking at surgery period. Within the present
study, these information were verbally confirmed by the patient during the anamnesis.
Special attention has been given to chronic B,-agonist treatments: which one, regular or
occasional use and since when. The information concerning the exposure to 32-agonists
in the preoperative and immediate postoperative periods was obtained from the

anesthesia record of the patient’'s medical file. The information concerning the exposure
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to Bo-agonists during the period between the surgery and the present study was
obtained from the patient’'s medical file (information recorded during the yearly follow up
visit). During the anamnesis conducted for this study, the use of ,-agonists was also
confirmed by the patient. The occasional use of these treatments (e.g in case of asthma
attack or asthma symptoms) was not retained, and only a meaningful exposure to .-
agonists (i.e. at least once or twice daily) was considered as a chronic treatment.

Detailed B2-agonist treatments are presented TableS1.

2.3 Clinical examination and pain assessment

Patients were asked about the presence of chronic pain in the chest by two questions:
are you regularly suffering from pain at scar level? If yes: how long has this pain been
present? The clinical evaluation was continued for patients with post-thoracotomy
chronic pain at scar level. They were examined at the thoracic level, with particular
attention to the scar area, looking for inflammatory or infectious lesion. The daily
average intensity of pain was evaluated for each patient, using the 11 points Numeric
Scale (NS) (0 = no pain to 10 = pain as bad as you can imagine) (Cleeland and Ryan,
1994). The neuropathic characteristics of the pain were assessed with the DN4
questionnaire (Bouhassira et al., 2005). The presence of mechanical allodynia in the
scar area was tested by comparing the operated side of the chest to the contralateral
side, using a brush (SENSELab™ Brush 0.5, Somedic) and a calibrated von Frey
filament (N°12 Somedic). We considered the chronic pain as neuropathic when there
was a combination of pain and sensory signs (i.e. allodynia or loss of sensory response)
in the scar area, in patients with a DN4 questionnaire equal to or greater than 4. All
patients were examined by the same investigator (see figureS1, which is the data

collection form used by the investigator).

2.4 Statistical analysis

Qualitative data were described with contingency tables and quantitative data are
described as mean (+/- standard deviation). Groups were compared using either chi-
square test or ANOVA. Ascending stepwise multinomial logistic regressions or binomial

logistic regressions were used to predict the type of pain (respectively: none, considered
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as reference / chronic non-neuropathic / neuropathic; and: none / chronic pain).
B2-agonist effect was adjusted on propensity score. All computations were done with
SPSS 12.0 Statistic-program (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A p-value < 0.05 was

considered as significant.

2. Results

3.1 Characteristics of the patients

The diagram of study recruitment is shown in Fig. 1. In total, we included and examined
189 patients, 133 men and 56 women, 58+/-12.2 (18-80) years old, who underwent
lateral thoracotomy. Most of the patients (84%) underwent the surgery within the 7 years
before the inclusion. Patient characteristics are reported in Table 1. Most patients
underwent the surgery for lung cancer (84%). Thoracotomy was performed with the
same lateral approach on the fifth intercostal space by the same surgeon for all patients.
Thirthy two patients underwent major surgical procedures such as pneumectomy or
bilobectomy, while 157 patients underwent minor surgical procedures like lobectomy,
segmentectomy, wedge resection or biopsy. Before surgery, 61 patients (32%) received
premedication with a single dose of 600 mg oral gabapentin. During surgery, anesthesia
was performed using intravenous propofol, midazolam, sufentanil, ketamine and
cisatracurium. Hundred twenty five patients (66%) received thoracic epidural anesthesia
with naropeine and sufentanil, starting during the preoperative period and continuing for
3 days postoperatively. Early postoperative pain relief was managed during 72 hours
with 1V administered morphine sulfate in a Patient Controlled Analgesia (PCA) pump for
all patients. The most common medicinal treatments chronically used (daily, for more
than 3 months) were inhaled Bz-agonists (long or short acting, sometimes both
associated) with or without inhaled steroids (TableS1).

A persisting thoracic pain was reported in 81 patients (43%). For all these patients,
thoracic pain started within weeks post-surgery and was persisting at inclusion time (> 3
months post-surgery). The reported pain intensity was 2 to 8 (mean = 4.6, sd = 1.2) on
the Numeric Scale. Fifteen patients reported a light chronic pain (NS score < 4), among

them 3 patients reported a 2/10 pain score and 12 patients a 3/10. Sixty-four patients
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reported moderate pain (NS score between 4 and 7) and 2 patients reported a severe
pain (NS score > 7). Pain characteristics were assessed for all patients with pain,
regardless of the intensity of their pain on NS scores. Twenty-three painful patients had
non-neuropathic pain while neuropathic characteristics were found in 58 patients, with
an association of pain and sensory signs confined at the metameric scar level.
According to the grading criteria supported by the NeuPSIG Task Force (Treede et al.,

2008), these patients suffered from probable neuropathic pain.

3.2 Predictors of pain

The analysis of risk factors and of current perioperative treatment showed no significant
influence of age, sex, type of surgical intervention, history of thoracic epidural
anesthesia, gabapentin premedication or many commonly used drugs on the prevalence
of chronic pain or neuropathic pain (Table 1). A multivariate multinomial logistic
regression showed that the chronic use of B,-agonists (p <0.001) and the etiology
(malignant or benign) (p = 0.002) were independent predictors of pain, time was not an
independent predictive factor associated with neuropathic pain incidence (p = 0.417).
The use of Po-agonists was associated with a lower probability of observing a
neuropathic pain vs. no pain (OR =0.19 [0.06 — 0.45]) but not with a lower probability of
non-neuropathic chronic pain vs. no pain (OR = 0.91 [0.35 — 2.36]) (Table 2). Malignant
tumor was also associated with a lower risk of observing neuropathic pain vs. no pain
(OR =0.22 [0.09 — 0.56]) while no difference was observed for non-neuropathic chronic
pain vs. no pain (OR = 1.18 [0.24 — 5.75]).

To further control for risk of confounders, complementary analyses were performed
using a binomial regression (Table 3) and propensity scores (Table 4). The binomial
logistic regression showed that factors such as age, gender, delay post-surgery, extent
of the surgical procedure and other tested clinical characteristics did not predict the
effect of Bp-agonists (Table 3). Moreover, the effect of Bp-agonist treatment on the
neuropathic pain incidence was persistent after adjustment for clinical characteristics
with a propensity score (propensity score-adjusted OR = 0.19 [0.06 — 0.60], Propensity
Score = 1.04 [0.18 — 5.87]) (Table 4). In parallel, we also used data reduction strategies

to address confounders that may be related to the presence of cancer, to the type of
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surgery and to the delay post-surgery. Among the 189 patients, 159 presented the same
etiology (cancer) and an effect of Bz-agonist treatment on the neuropathic pain incidence
was present in these patients after adjustment for clinical characteristics with a
propensity score (propensity score-adjusted OR = 0.21 [0.05 — 0.87], Propensity Score =
0.34 [0.03 — 3.34]) (Table 4). Moreover, 106 patients shared a same etiology (cancer)
and a same type of surgery (lobectomy). In these patients, the use of (,-agonists
remained associated with a lower probability of observing neuropathic pain vs. no pain
(OR =0.06 [0.01 — 0.47]) (Table 5). A binomial logistic regression in these 106 patients
showed that factors such as age, gender, delay post-surgery and other tested clinical
characteristics did not predict the effect of B,-agonists (Table 6). Last, we also restricted
the analysis to lobectomy/cancer patients who underwent surgery in the 2003-2009
period (i.e. 3.4+/-2 years post-surgery), which corresponded to 73 patients. In these
patients, the use of Pz-agonists remained associated with a lower probability of
observing neuropathic pain vs. no pain (OR = 0.09 [0.01 — 0.74]) (Table 5).

3. Discussion

This analysis of data shows a five-fold lower risk of incidence of post-thoracotomy
neuropathic pain in patients treated with B-agonists.

The patient population in our study is similar to that studied in other epidemiological
studies in terms of typology, prevalence of chronic post-thoracotomy pain and proportion
of neuropathic pain characteristics (Guastella et al., 2011; Kehlet et al., 2006). In the
Department of Thoracic Surgery of Strasbourg, the patients who underwent thoracotomy
are seen again by the surgeon at one month and at 3 months after the surgery, and then
once a year if patients were operated for a cancer, or once a year during a few years if
operated for another reason. This local standardized practice for thoracic surgeons at
HUS allowed us to screen a group of patients operated by the same surgeon, with the
same procedures except for some differences in recent anesthetic protocols such as
epidural anesthesia or preemptive gabapentin. The longer term follow-up for patients

with cancer also account for the strong prevalence of these patients (84%) in this study.
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All included patients who reporting pain at scar level, whatever the intensity of pain,
underwent a physical examination. The combination of the DN4 score and the clinical
examination was only used to distinguish neuropathic from non-neuropathic pain;
however, we didn’t report on the questionnaire the quantification of evoked and/or
spontaneous pain, allodynia and hypoesthesia at scar level. Unfortunately, this
prevented us from investigating the correlation between (,-agonist treatments and the
detailed clinical spectrum of neuropathic pain. Therefore the present study allowed
studying the influence of Bz-agonists on neuropathic pain, but it did not allow the
discrimination of whether the effect of B,-agonists was mainly on the evoked or on the
spontaneous aspects of pain.

The presence of preoperative pain, the intensity of pain during the first few
postoperative days, the gender and the age have all been implicated in the development
of chronic pain (Gottschalk and Ochroch, 2008). In our survey, age or gender did not
significantly affect the incidence of pain. Similarly, a preoperative single oral dose of
gabapentin or an epidural complementary analgesia had no effect on the longer-term
development of neuropathic pain. However, the presence of preoperative pain was a
criterion for non-inclusion in our study, and pain on postoperative days was not recorded
for these patients. Surprisingly, the risk of developing neuropathic pain is lower in
patients with cancer than in patients with a non-malignant pathology. While we have no
biological explanation to this observation, some limitations should here be considered.
First, the patients with a non-malignant pathology represented only 16% (30/189) of the
patients included in the study. Second, a possible recruitment bias may be present in
this subgroup of patients. Indeed, while yearly follow up visits were systematic for
patients who were operated for a cancer, such visits were at the discretion of the
surgeon for patients operated for another reason. This could potentially increase the
prevalence of patients with aftereffects, including pain, in the latter subgroup. The high
proportion of chronic pain in these 30 patients (19/30, i.e. 63%) would be supportive of
such possible bias. The effect of malignancy should thus be considered with caution.
The focus on chronic treatments taken regularly in the pre- and post-thoracotomy
periods was informative. We observed an apparent lack of effect of treatments that

would be expected to have a potential impact on the onset of neuropathic pain
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(anticonvulsants, antidepressants e.g.) but the power of the analysis is limited by the
small number of patients for each of these drugs. In contrast, thoracotomy was
performed in a significant number of patients with impaired respiratory function and
therefore using inhaled chronic treatments by [B»-agonist for some of them. These
patients showed the same risk of developing non-neuropathic chronic pain, while the risk
of developing neuropathic chronic pain was greatly reduced. This effect is thus
dependent on the type of chronic pain, but is statistically independent on the considered
type of Bz-agonists (short- or long-acting) and of the association with inhaled steroids.
The validation of this beneficial effect of B,-agonists on post-thoracotomy neuropathic
pain required considering potential confounders, including for example the type of
surgery (Pluijms et al., 2006), the etiology or the delay post-surgery (Perttunen et al.,
1999). To control for confounders, we thus performed supplemental analyses, by
adjusting the effect of Bz-agonists on each potential confounder with a binomial logistic
regression, by using propensity scores, and by using a strategy of data reduction. In
each case, results are supportive of a significant effect of B,-agonists on the decrease
incidence of neuropathic pain. However, a causative role is hard to determine in a
retrospective study.

The retrospective and the single-center aspects of the study are strong limitations.
Indeed, tobacco-consumption, potentially more frequent medical care associated with
COPD or lung cancer, psychosocial comorbidity and genetic predisposition were not
considered. While the present results suggest an association of ,-agonist treatment
with a lower risk to have post-thoracotomy neuropathic pain, we cannot exclude the
existence of yet unidentified factors that could be actual confounders.

These findings raise the question of the relation between [(,-ARs and pain. The
present works appears to confirm a beneficial impact of B,-agonists on neuropathic pain
and their lack of effect on the incidence of non-neuropathic pain. The pain-type
specificity of B-adrenoceptor manipulation is also supported by other studies showing
that, contrary to present data on neuropathic pain, musculoskeletal pain can be
improved by low-dose of a nonselective 3-antagonist (Light et al., 2009). In our study, a
logistic nominal regression was used to analyze an effect of chronic B-antagonist

treatment on the presence or the type of pain. The effective was however insufficient (19
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patients under B-antagonist) and the results were non-significant. Based on preclinical
work, we have evidence that B,-ARs are not implicated in neuropathic pain itself, but are
rather key therapeutic mediators. Indeed, symptoms such as mechanical allodynia are
not affected by a B2>-AR antagonist in a lesional (Yalcin et al., 2009) or a diabetic
(Choucair-Jaafar et al., 2014) murine model of neuropathic pain, and neuropathic
allodynia is not affected either in B>-AR-deficient mice (Perttunen et al., 1999; Uzumcugil
et al., 2009; Yalcin et al., 2009). The B.-ARs are, however, necessary to the
antiallodynic action of antidepressant drugs (Bohren et al., 2013; Choucair-Jaafar et al.,
2011; Choucair-Jaafar et al., 2014; Uzumcugil et al., 2009; Yalcin et al., 2009), and B-
agonists alone are sufficient after chronic treatment to provide relief in lesional (Bohren
et al.,, 2013; Choucair-Jaafar et al., 2011; Choucair-Jaafar et al., 2009; Yalcin et al.,
2010) or diabetic (Choucair-Jaafar et al., 2014) murine models of neuropathic pain.
Moreover, preclinical data suggest that the action of Bz-agonists on neuropathic
allodynia involves a B2>-AR-mediated inhibition of the glial production of cytokine (Bohren
et al., 2013). Various data suggest that neuropathic pain has a neuroimmune
component, with a critical involvement of glial and/or immune cells following nerve injury
(Kim and Moalem-Taylor, 2011; Thacker et al., 2007; Vallejo et al., 2010) and with the
production of cytokines participating in the pathophysiology of neuropathic pain (Leung
and Cahill, 2010; Sommer et al., 2001; Wagner and Myers, 1996). An action of chronic
B2-agonists on these mechanisms (Bohren et al., 2013) could explain the lower
incidence of neuropathic pain after thoratocotomy, but exploring this hypothesis will
require further research.

In conclusion, the use of Bz-agonists is associated with a lower incidence of post-
thoracotomy chronic neuropathic pain. Present results are however limited by the
retrospective aspect of the study. Together with preclinical findings and a case report,
these data support the interest of clinically testing B2-agonists as potential treatment for
neuropathic pain. A clinical randomized double-blind placebo-controlled trial was now
initiated in Strasbourg and Besangon (France) to assess the efficacy of terbutaline on
post-thoracotomy neuropathic pain and on diabetic neuropathic pain (NCT01582646

clinicaltrials.gov).

93



Figure 1 Diagram of study recruitment
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Table 1 Peri-operative characteristics of 189 patients without or with chronic pain (neuropathic or non-neuropathic pain)

Painless Neuropathic Non-neuropathic

n=108 n=58 n=23 P
Age? 58.8 (12.3) 54.8 (11.5) 58.8 (12.1) 0.038
Gender (male / female) 81/27 34/24 18/5 0.060
Delay post-surgery in years? 4.6 (3.4) 3.9 (3.2) 4.7 (3.7) 0.429
Gabapentin pre-emptive (32.3%) 34 20 7 0.907
Type of surgery (major/minor)° 15/93 6/17 11/47 0.324
Epidural anaesthesia (66%) 72 36 17 0.588
Cancer (84.1%) 97 41 21 0.003°
Chemotherapy (9.5%) 7 6 5 0.075
Chronic inhaled B2-agonists (28.6%) 40 6 8 0.001°
Chronic steroids (16.4%) 24 5 2 0.044
Chronic benzodiazepines (15.9%) 16 14 0 0.025
Chronic B-blockers (10%) 13 4 2 0.054
Chronic opioids (6.3%) 4 8 0 0.016
Chronic antidepressants (4.8%) 3 6 0 0.048
Chronic anticonvulsants (4.2%) 5 3 0 0.553

Results are expressed as n (or mean + SD for the delay and age in years)

Chi-square test or ANOVA® were used to compare groups Painless/Neuropathic/Non-neuropathic.

® Variables with a significant correlation (p < 0.05) were analysed on a multivariate regression: only cancer and chronic
inhaled B.-agonists were independent predictive factors associated with neuropathic pain incidence.

° Pneumectomy and bilobectomy are considered as extensive surgical procedures (major surgery). Lobectomy,
segmentectomy, wedge resection, biopsy and other procedures are minor surgerical procedures.

Table 2 3,-agonist treatment in patients with or without chronic pain (neuropathic or non-neuropathic) and mean pain intensity

Treatment Painless Neuropathic pain Non-neuropathic pain
No B2-agonist (n=135) 68 (50%) 52 (39%) NSS=4.63%1.2 15 (11%) NSS=4.67+1.1
With B,-agonists (n=54) 40 (74%) 6 (11%) NSS=4.67+1.5 8 (15%) NSS=4.63+1.8
Odd Ratio Painful vs. painless / 0.19 0.91
Intervals of Confidence [0.06 — 0.45] [0.35-2.36]

NSS: mean Numeric Scale Score of pain and standard deviation
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Table 3 Adjustment of the B2-agonists effect on clinical characteristics with a binomial logistic regression

Characteristics Type of pain vs painless 0Odd Ratio Icr:%(:rf\ilggﬁg p
Neuropathic 0.98 [0.96 - 1.01]
Age - 0.061
Non-neuropathic 1 [0.96 - 1.04]
Neuropathic 2.18 [1.07 - 4.44]
Gender - 0.0656
Non-neuropathic 0.84 [0.28 - 2.47]

Delay Neuropathic 0.94 [0.85 - 1.04] 0.417
post-surgery Non-neuropathic 1.04 [0.89- 1.15] '
Gabapentine Neuropathic 0.93 [0.46 - 1.88] 0.977
pre-emptive Non-neuropathic 0.93 [0.35 - 2.52]

Epidural Neuropathic 0.84 [0.42 - 1.67] 0.621

anaesthesia Non-neuropathic 1.42 [0.52 - 3.91] ’

Neuropathic 1.39 [0.58 - 3.36]

Extent of surgery - 0.366
Non-neuropathic 2.18 [0.74 - 6.42]
Neuropathic 1.41 [0.44 - 4.52]

Chemotherapy - 0.118
Non-neuropathic 4.01 [1.14-14.17]

) . Neuropathic 0.90 [0.07 - 0.62]

Chronic steroids - 0.227
Non-neuropathic 0.26 [0.05 - 1.39]

) Neuropathic 0.47 [0.14 - 1.55]

Chronic B-blokers - 0.420
Non-neuropathic 0.69 [0.14 - 3.28]

Chronic opioids NS?

Chronic antidepressants NS?

Chronic anticonvulsants NS*

# Non-Significant: no estimation was available since the logistic regression algorithm did not converge, due to a lack of data in

some variables combinations.

Table 4 Type of pain and propensity score

Propensity-score adjusted type of pain as a function of 3.-agonist treatment p = 0.02

(propensity score p = 0.158)

189 patients

Neuropathic pain

Non-neuropathic pain

. 1.04 0.12
Propensity score [0.18 - 5.87] [0.01 - 1.29]

Odd Ratio Painful vs painless 0.19 1.66
Intervals of Confidence [0.06 - 0.60] [0.55 - 4.99]

Propensity-score adjusted type of pain as a function of $,-agonist treatment p = 0.02
for patients with cancer (propensity score p = 0.146)

159 cancer patients

Neuropathic pain

Non-neuropathic pain

. 0.34 0.12
Propensity score [0.03 - 3.34] [0.01-1.35]

Odd Ratio Painful vs painless 0.21 1.73
Intervals of Confidence [0.05 - 0.87] [0.53 — 5.69]

96




Table 5 B,-agonist treatments and incidence of chronic post-thoracotomy pain in all patients who underwent a lobectomy for
cancer (n=106) and in patients recently operated only (lobectomy for cancer between 2003 and 2009, n=73)
(Neurop. = neuropathic pain, Non-neurop = non-neuropathic pain)

Lobectomy 106 patients 1995-2010 73 patients 2003-2009
for cancer Painless Neurop. Non-neur. Painless Neurop. Non-neur.
No [B»-agonists 40 23 10 28 15 6
With B.-agonists 29 1 3 29 1 2
0Odd Ratio Painful vs. painless 0.06 0.41 0.09 0.44
IC 0.01-0.47 0.1-1.62 0.01-0.74 0.08-2.4

Table 6 Adjustment of the B,-agonist effect on clinical characteristics with a binomial logistic regression in 106 patients
who underwent lobectomy for cancer

Characteristics Type of pain vs painless 0Odd Ratio Ig‘t)?‘rf\ilggig P
Neuropathic 0.97 [0.92 - 1.02]
Age 0.357
Non-neuropathic 1.00 [0.94 - 1.07]
Neuropathic 1.66 [1.07 - 4.44]
Gender - 0.623
Non-neuropathic 1.47 [0.28 - 2.47]
Delay Neuropathic 1.01 [0.85 - 1.04] 0.982
post-surgery Non-neuropathic 1.00 [0.89 - 1.15]
Gabapentine Neuropathic 1.30 [0.46 - 1.88] 0.877
pre-emptive Non-neuropathic 1.09 [0.35 - 2.52] ’
Epidural Neuropathic 1.56 [0.42 - 1.67] 0.487
anaesthesia Non-neuropathic 2.02 [0.52 - 3.91]
. . Neuropathic 0.99 [0.15 - 6.56]
Chronic steroids 0.444
Non-neuropathic 0.25 [0.02 - 2.61]
) Neuropathic 0.70 [0.13 - 3.88]
Chronic B-blokers 0.816
Non-neuropathic 1.40 [0.26 - 7.63]
Neuropathic 0.54 [0.10 - 2.93]
Chemotherapy - 0.322
Non-neuropathic 2.43 [0.49 - 12.11]
Chronic opioids NS?
Chronic antidepressants NS?
Chronic anticonvulsants NS?

# Non-Significant: no estimation was available since the logistic regression algorithm did not converge, due to a lack of data in
some variables combinations.
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TableS1 ,-agonists and steroids drugs chronically inhaled, and type of chronic pain

n B2-agonist n°1 | Bo-agonist n°2 | Neuropathic pain | Non-neuropathic pain inrf‘as]segcé?;?gids
n=54 n=17 n=6 n=8 neo4

1 Fenoterol no no

3 Formoterol no yes

1 Formoterol no no

2 Formoterol yes no

1 Formoterol no yes Beclomethasone
5 Formoterol no no Budesonide

1 Formoterol yes no Budesonide

1 Formoterol Salbutamol yes no

2 Formoterol Salbutamol no no

1 Formoterol Salbutamol no yes Beclomethasone
3 Formoterol Salbutamol no no Budesonide

1 Formoterol Terbutaline no no

6 Salbutamol no no

1 Salbutamol no yes

1 Salbutamol yes no

3 Salbutamol no no Beclomethasone
1 Salbutamol yes no Beclomethasone
1 Salbutamol no no Fluticasone

1 Salbutamol Fenoterol no yes

1 Salbutamol Fenoterol no no

1 Salbutamol Pirbuterol no no

2 Salmeterol no no

1 Salmeterol no yes

7 Salmeterol no no Fluticasone

1 Salmeterol Fenoterol no no

1 Salmeterol Formoterol no no

1 Salmeterol Salbutamol no no

1 Salmeterol Salbutamol no no Fluticasone

2 Salmeterol Terbutaline no no

“B2-agonists n°1” refers to a daily B,-agonist treatment

98




FigureS1 Questionnaire (based on health records and on anamnesis) and clinical examination

1. PatientID :

a.
b.
c.

date of birth
gender
informed consent

2. Medical history:

a.

b.
c.
d.

diseases
history of neuropathic painful disorder? (if yes, patient excluded)
history of thoracic pain prior to surgery? (if yes, patient excluded)
thoracic surgical history:
i. operative reports
(date and type of surgery and detailed narrative of what the surgeon did)
ii. history of the iliness justifying the thoracic surgery

3. Medications:

a.
b.

current, previous and perioperative-period
B2-agonist treatments:
i. name,
ii. regular or occasional use
iii. since when
iv. use in the perioperative period?

4. Pain at the scar level:

a.
b.
c.

if yes: duration >2 months ?

daily average intensity (numeric scale)

neuropathic pain? Yes/No

combination of DN4 score = 4 and + sensitivity homo- vs contralateral (allodynia/hypoesthesia)
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DISCUSSION GENERALE




Discussion générale

Mestravaux de these ont été réalisés sur2 axes, clinique et préclinique. No tre
étude clinique était inscrite dansla continuité des travaux de 'équipe du DrBamnot,
qui a montré chez 'animal que leffet antirallbdynique des antidé pre sseurs passe
par les récepteurs Bz-adrénergiques. Il a ainsi été observé que les Pz-agonistes,
utilisés en clinique dans le traitement de lasthme, des bronchites chroniques
obstructives et des menaces d’accouchement prmaturé, ont un effet anti-
allodynique identique aux antidépresseurs tricycliques et IRSNA chez la sours
(Choucair-Jaafaret al, 2009; Yalcin et al, 2009b; Yalcin et al, 2009a; Yalcin et al,
2010). Pour étudier I'impact de la prise de Ps-agonistes sur les douleurs
neurmpathiques des patients, yai r€alisé une enquéte épidémiologique aupres de
patients opérés d’une thoracotomie aux Hopitaux Universitaires de Strasbourg,
décrite dans le chapitre précédent. Cette étude rétrospective montre une
diminution significative de 'incidence desdouleurs neuropathiqueschroniques po st-

thoracotomie chezlespatients sous traitement au long ¢ ours par P2-agonistes.

Paralelement, mes études préclinijues m’ont permis de tester différents
traitements sur des modeles murins de douleurs neuropathiques. En collaboration
avec le Dr ChoucairJaafar, Jai testé Fefficacité d’un antidépresseur et d'un Pe-
agoniste surfallodynie mécanique de sours diabétiques pardéficience en leptine.
En utilisant des antagonistes desrécepteurs adrénergiques et opioidergiquesen co-
traitement de la nortriptyline ou de la tertbutaline, Jaimontré que lefficacité de ces
traitements passe par les récepteurs Pz-adrénergiques et nécessite la présence des
récepteurs § des opioides, comme cela avait été observé dans le modele du cuff
(Benbouzid etal, 2008b).

En utilisant le modeéle du cuff, caractérisé chezla souris dansnotre laboratoire
(Benbouzid et al, 2008a), jai testé des molécules de classes phamacologiques
diffé rente s, antié pileptique, antidé presseuret anti-hyperalgésique. En fonction de la
période de traitement, fai montré que les molécules recommandées dans le
traitement des douleurs neuropathiques chez 'homme ont un effet similaire sur
lallodynie chronique des animaux neurmpathiques. Les antidé pre sse urs tric yc lique s

et IRSNA, la gabapentine et la carbamazépine ont un effet « antalgique » chezles
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souris allodyniques quiapparait apres plusieurs jours de traitement et disparait apres
lamét de celui-ci len est de méme lors d’un traitement parun corticostéroide, la
dexaméthasone et un antagoniste NMDA, la kétamine. Comme attendu au regand
de la clinique, un antidépresseur de type IRSS n’a aucun effet sur I'allodynie
observée chez les souris. Si le traitement par les mémes molécules est démamé 1
heure avant la chirurgie de pose du cuff, jai monté que les résultats sont
radicalement diffé rents. Homis la ké tamine, aucune de ces molécules n’a un effet
surlallodynie évaluée les premiers jours la chirurgie, malgré ce traitement précoce.
Parcontre, I'évaluation au long cours des animaux traités parla gabapentine et la
cartbamazépine montre une diminution lente et progressive de lallodynie, a
distance du traitement précoce. A terme, un retour aux valeurs de base des seuils
de sensibilité évalués avec les flaments de von Frey. Ce traitement a donc eu un
effet préventif surla chronicisation de Tallodynie. Un effet similaire, mais se nsible me nt
moins marqué, est observé avec un traitement précoce parla terbutalne. Tous les
antidé presseurs, la kétamine etla dexaméthasone, mstaurésprécocementn’ontpas
empéché la chronicisation de l'allodynie. Ce travail souligne I'intérét de poursuivre
des essais sur un traitement préventif chez 'homme, en particulierdansle cas des
douleurs neumpathiques post-chirurgicales. Ia durde du traitement reste a
déterminer, mais celui-ci devrait démamer avant lintervention et se prolonger

suffissamment pourempécherla mise en place desmécanismesde chronicisation.

A. Limites méthodologiques des travaux précliniques

Un regard crtigue de clinicien sur les modeéles animaux utilisés dans ces
travaux ameéne quelques réflexions. Dansle modeéle du cuff comme dansles autres
modeles de Esion du nerf sciatique, la chirurgie qui induit la lésion nerveuse est
programmée et les caractéristiques des manife stations neuropathiques de 'animal
sont connues et reproductibles. Cela permet d’avoir un controle tres précis sur la
période de traitement, son début et sa dure, par rapport au moment du
mécanisme lésionnel Il est donc possible d’étudier l'effet d’un traitement sur une
symptomatologie instalée. Mais ces modeles se prétent aussi bien a I'étude des

modalités de traitements a visée préventive, en anticipant les manifestations

neumpathiquesparle débutd’un traitement en période pré-ou permpératoire.
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Ce type d’étude est congruent avec I'étude du traitement préventif des
douleurs neuropathiques chroniques post-chirurgicales chez Thomme. Cependant,
toutes les neuropathies douloureuses chez Thomme ne sont pas d’origine
traumatique et certaines neuropathies se mettent en place de facon lente et
progressive. Pourétudierleffet des traitements surles douleurs neuropathiques, il est
donc important de pouvoir disposer de modeles animaux mimant les différentes
conditions étiopathogéniqueschezlhomme. Dansnotre étude de Ieffetde la de la
terbutaline surlallodynie neuropathique, le modele de polyneuropathie diabétique
chez la souris a permis de montrer les méme résultats que nos travaux anté rie urs,
réalisés surun modeéle symptomatique de lésion sciatique unilatérale. Ia ¢ onformité
desrésultatsdanscesdeux différents modeles confime Tefficacité de la terbutaline
sur Fallodynie neuropathique, tant d’origine traumatique que métabolique, et

apparaitcomme un point fort.

1. ILimite des tests nocic e ptifs

Une des limites de mes travaux réside dans le mode d’évaluation de la
neurm pathie. En effet, le critere d’évaluation principalde 'ensemble de mes travaux
précliniques est le seuil de sensibilité mécanique mesuré avec des flaments de von
Frey. Or cette modalité sensitive est également explorée chez FThomme, tant en
pratigue médicale qu'en recherche clinique. Mais il ne sagit 1A que de Tune des
composantes symptomatiques des neuropathies, et Fallodynie mécanique statique
n‘est pas la principale plainte exprimée par les patients. Dans mon expérience
personnelle de médecin de la douleur, c’est la douleur spontanée, continue ou
paroxystique, que les patients neuropathiques décrivent comme la plus génante et
quimotive le recours & une consultation médicale. En effet, tant dansla plainte des
patients que dans les criteres principaux des essais cliniques, c’est I'intensité de Ia
douleur spontanée qui est au premier plan. De plus, il napparait pas chez les
patients intermogés par questionnaire de comélation entre I'intensité des douleurs
évoquées, thermique ou mécanique, et lintensité de la douleur spontanée
(Backonja and Stacey, 2004). Ce décalage entre les plaintes des patients
douloureux et les critéeres d’évaluation pose le probleme de la pertinence clinique

desmodeélesanimaux. Ia majorité desétudes précliniquesrepose surlévaluation de
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la sensibilité mécanique ou themmigque comme crtéere d’efficacité des molécules
testées (Mogi and Crager, 2004). En recherche clinique les seuis de sensibilité,
lorsqu’ils sont mesurés, le sont a Theure actuelle en tant que criteres secondaires
(Attal et al, 2011)et c’est I'intensité de la douleur spontanée qui reste le crtere
d’évaluation principale. Différents tests du comportement de 'animalsont a I'étude,
comme le test de préférence de place, pour tenter d’évaluer indirectement les

douleurs spontanéesde 'animal (King et al, 2009; Percie du Sert and Rice, 2014).

2. Limites du modeéle de douleurneuropathique

Au-dela du mode d’évaluation de la symptomatologie neuropathique,
d’autres décalages peuvent étre constatés entre les modeles animaux et la réalité
clinique. D’une part les patients douloureux neuropathiques se présentent 4 nous
avec des antécédents et une histore douloureuse chronique. Contrairement aux
modeéles animaux, le délaientre la survenue de douleurs neuropathiques et la mise
en rute d’un traitement spécifique peut étre tres long chez Thomme. Ce délai
s'exprime en mois/années contrairrment aux quelques jours chezles animaux. Dans
le modéle du cuff comme dans plusieurs autres modeéles neuropathiques, Ila
symptomatologie est imitée dans le temps et spontanément rsolutive a terme.
Ensuite, la chronicité de ces douleurs neuropathiques a chez les patients un impact
surThumeuret affecte lesrelations du patient avec son entourage (Meyer-Rosberg
et al, 2001). Iesrecommandations de recherche clinique surla douleur chronique
chez Thomme préconisent d’évaluer les effets d’un traitement sur les diffé rentes
composantes de la douleur ainsi que surla qualité de vie etla tolérance des effets
secondaires (Dworkin et al, 2005). Parmicertains de ces facteurs, certains devraient
pouvoir étre évalués en rmutine lors de nos études précliniques. Lanxiété et la
dépression (Yalcin et al, 2011), interaction sociale etle comportement des animaux
(Benbouzid et al, 2008a) ont été caractérisés dans notre modele d’étude. 1l serait
intéressant de pouvoir associer en rutine I'étude préclinique de Teffet d’un
traitement sur les douleurs spontanées et évoquées mais aussi et en paraliele les
effets d’un tel traitement sur les composantes émotionnelles des douleurs

ne uro p athique s ¢ hroniques.
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B. Prévention des douleurs neuropathiques chroniques post-

chirurgicales

Un autre aspect de mon travail de thése est celui de la prévention des
douleurs neurpathiques. Les difficultés rencontrées pour soulagerefficacement les
patients douloureux neuropathiques chroniques font voir la prévention comme un
élément clef, en particulier dans les situations programmée d’iatrogénie (c hirurgie,
chimiothérapie, toxicité médicamenteuse). Cette stratégie thérapeutique met
également en exergue la nécessité d’identifier des facteurs de risques de

développerune douleurneuropathique, afin de pouvoirciblerla prévention.

Tus les patients opérés d’une thoracotomie selon une procédure identique
ne présenteront pas de douleurs neurpathiques. Limiter un traitement
médicamenteux préventif & une population & risque de douleurs chroniques nous
pemet donc d’éviter une iatrogénie supplémentaire. Ies études clniques des
facteurs prédictifs de douleurs neuropathiques chroniques post-c hirurgicales sont
d’un intérét majeur et le contexte de chirurgie programmée se préte a de telles
mvestigations longitudinales, prospectives ou rétrospectives. Ies facteurs associés a
un rsque de douleurs chroniques post-chirurgicales sont nombreux et nous les

c ite ro ns suc ¢ inc te me nt.

1. En période pré-opératoire

Ia durée etI'intensité des douleurs antérieures favorisent la chronicisation des
douleurs post-opératoires, quelle que soit la chirurgie et mdépendamment de la
topographie desdouleurs (Ong et al, 2005; Kehletet al, 2006; Gerbershagenetal,
2009). De méme, le recours aux antalgiques pour des douleurs antérieures est un
facteurprédictif de douleurs chroniques (Katz et al, 2005). Cette consommation est
d’une part une conséquence des douleurs antérieures mais également un facteur
propre de chronicisation lorsqu’il s’agit de morphiniques (Angst and Clark, 2006). 1a
génétique est un élément fondamental dans cette situation puisqu’elle ¢ onditionne
la perception de la douleur(Diatchenko etal, 2013; Bortsov et al, 2014) mais aussila
réponse aux antalgiques (Zubieta et al, 2003; Norbury et al, 2007). Le sexe féminin

semble étre un facteur de risque de développer des douleurs post-opératoires
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(Buchanan et al, 2011) mais Iassociation avec des douleurs neuropathiques
chroniques post-chirurgicales est peu documentée (Borsook et al, 2013). Lage
avancé lors de lintervention est un facteur aggravant comme le démontre
I'incidence des douleurs post-thoracotomies de 'enfant (Krstensen et al, 2010). 1e
statut psychologique et cognitif est également considérée comme prédictif de
douleurs chroniques. Lanxiété, la dépression ou le catastrophisme avant une
opération sontcomélés avec apparition de douleurs ¢ hroniques (Hinric hs-Rockeret
al, 2009). Destroublesdesperformancescognitives, de la mémoire et de I'attention,
sont significativement associés avec la présence de douleurs chroniques post-

chirurgicales (Attalet al, 2014).

2. Aucoursde la période peropératoire

Ie geste chirurgical et 'anesthésie sontles principaux élé ments d éte rminants.
Ie type de chirurgie et le risque de lésion nerveuse associé sont reconnus comme
desfacteurs aggravants (Haroutiunian et al, 2013; Martinez et al, 2013). Parcontre,
les modalités d’anesthésie ont surtout démontré leur impact surles douleurs aigués
post-opératoires et la consommation d’antalgiques (Ong et al, 2005). Ia
répercussion a long terme sur le risque de survenue de douleurs chroniques, en
partic uliers neuropathiques, est peu démontrée. Une étude r€cente d’une analgésie
par voie épidurale instaurée 48 heures avant et poursuivie 48 heures apres une
amputation permet de diminuer I'incidence les douleurs du membre fantéme a 6

mois (Karanikolasetal, 2011).
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3. En période post-opératoire

Ce sontles phénomeénes d’hyperalgésie et I'intensité de la douleuraigué qui
sont associés a une augmentation des douleurs chroniques (Eisenach, 2006;
Salengrosetal, 2010) aussibien que Fusage de morphiniques (van Gulketal, 2012).
Ie caractere neuropathique des douleurs, Ianxiété et les troubles du sommeil en
période post-opératoire sont également reconnus comme des facteurs de risques
de chronicisation des douleurs (Mamie et al, 2004; Katz et al, 2005; Maguire et al,
2006).

Une meileure connaissance des facteurs prédictifs doit permettre wune
identification des patients 4 rnsque de douleurs neuropathiques chroniques post-
chirurgicales. Une adaptation du geste chirurgical et de la prse en charge
analgésique en fonction du risque évalué pour chaque patient est alors possble.
Mais cela poumait également permettre de mieux comprendre et d’anticiper la
survenue de douleurs chroniques dans d’autres pathologies potentiellement
génératrices de douleurs neuropathiques. Pour cela, i faut poursuivre la pratique
d’enquétes, de préférence prospectives, ou d’essais cliniques sur les douleurs
chroniques post-chirurgicales. Lidéal serait des études d’une durée suffisamment
longue,démamanten période préopératoire et se poursuivent au moins 6 moisapres
la chirurgie. A I'instar de Kehlet et Rathmell, il nous apparait évident que le design
idéal d’une étude des douleurs neurmpathiques post-chirurgicales mmtegre des
imformations des périodes pré-, per et post-opératoires et se prolonge par un suivi
d’au moins 6 mois (Kehlet and Rathmel, 2010). En période pré-opératoire, i faut
évaluer les caractéristiques des douleurs préexistantes et leurs conséquences, les
traitements en cours et leur ancienneté d’administration, connaitre le statut
neurphysiologique et psychosocial du patient et rechercher un génotype
«douloureux». Iesdonnéesducompte-rendu opératoire sont a mtégrera I'étude,
avec des informations sur les gestes a rnsque de lésion nerveuse (incision, section,

é tire me nt).

A terme, sur la base des résultats des études ainsi réalisées, une forme de
«dépistage » des patients a rsque de développer une douleur neuropathique
chronique poumait se concevoir dans une consultation pré-anesthésique et si
nécessaire entrainerde fait une prise en charge analgésique personnalisée puisd’un

suivipost-opératoire adapté.
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C. Impactd’un traitement pré ventif parantié pile ptique s surla doule ur

neuropathique : aspects précliniques

Notre travail montre qu'un traitement par gabapentine ou par
carbamazépine admiistré avant la chirurgie du cuff et maintenu pendant une
dizaine de jour n’empéche pas la survenue d’une allodynie mécanique.
Cependant, la poursuite des tests par des flaments de von Frey montre un retour
progressif des seuils de sensibilité aux valeurs deslignes de base. Cet effet préventif
de la chronicisation de Fallodynie par lésion nerveuse suggére une action de la
gabapentine et de la carbamazépine sur les mécanismes qui sous-tendent la
pérennisation des douleurs neuropathiques dans ce modele. Pourtant ces deux
molécules, qui appartiennent 4 la méme classe des antiépileptiques, ont des

mécanisme s d’ac tion diffé re nts.

1. Gabapentine etcanaux calcium

Ia gabapentine, comme la prégabaline, se e aux sous-unités a281 des
canaux calcium voltage-dépendants dont elle va modifier le transport vers les
termimaisons présynaptiques (Hendrich et al, 2008; Baueret al, 2009). En condition
neumpathique, un traitement par gabapentine entraine une diminution de Ia
libération de gluitamate et de substance P parles terminaisons des nocicepteurs
(Thkasusuki and Yaksh, 2011). Ce mécanisme peut expliquer I'impact d’un
traitement pargabapentine surles phénomeénes de sensibilisation. En diminuant les
influx nociceptifs qui amvent dans la come dorsale suite a la sion nerveuse, la
gabapentine diminue la sensibilisation centrale. Ie blocage de cette sensbilisation

estune explication possible a I'effet pré ventif surla c hronicisation de 'allodynie.

2. Carbamazépine etcanaux sodium

Ia carbamazépine a un mécanisme d’action principal différent de 1la

gabapentine. Ia cible principale de la carbamazépine sont les canaux sodium

voltage-dépendants. Un traitement parcarbamazépine diminue la frequence des

déchargesectopiquesen bloquantlescanaux sodium.

107



Maiscette molécule a également d’autresmécanismesd’action observés sur
le systeme nerveuxcentral Ia carbamazépine a un effet d’inhibition de la libération
de gluitamate et un effet bloquant des canaux calcium voltage-dépendants
(Ambrosio et al, 2002). Instauré comme traitement préventif, la carbamazépine a
donc probablementle méme impactsurlesconséquencesd’une lésion nerveuse en
freinant la sensibilisation centrale. Cette hypothése a également motivé les travaux
sur Tutilisation locale préventive de la lidocaine, un autre bloquant des canaux
sodium voltage-dépendants. Certains auteurs ont montré Teffet préventif de la

lidocaine sur’hyperalgésie dansle modele du CCI(Sotgiu et al, 1995).

3. Gabapentine, carbamazépine et activation gliale

Ies cellules gliales et leurs interactions avec les neurones exercent un role
mportant dansle développement etla chronicisation des douleurs neuropathiques
(Jiet al, 2013). Une lésion nerveuse périphérique est associée a une activation des
cellules de Schwann autours du nerf endommagé, une activation des cellules
satellites du ganglon rachidien comespondant et des cellules microghales et
astrocytaires dansla come dorsale (Calvo et al, 2012). Dans les heures qui suive nt
une lésion nerveuse pérphérique, les premieres cellules non-neuronales a étre
activéesdansla come dorsale sontlescellules microghales (Tanga et al, 2004). Ces
cellules immunitaires du systt me nerveux central sont associées a 'appartion des
symptomes neuropathiquescomme Fallodynie ou 'hyperalgésie (Clarket al, 2007).
Iescellules microgliales peuvent ensuite rester activées pendant plusieurs semaines
et des phénomeénes de lbération de substances pro-infammatoires sont observés
autours des terminaisons des afférences nociceptives. Ia lbération de cytokines
comme le TINFq, les InterLeukines-1a et -1B participe au développement de
lallodynie et de I'hyperalgésie (Boddeke, 2001; Deleo and Yezerski, 2001). Ies
astrocytes sont des cellules activées plus tardivement et impliquées dans la
pérennisation des douleurs neuropathiques (Colbum et al, 1999; Mika et al, 2009).
Lactivation des astrocytes apparait 4 jours apres lactivation des cellules
microglaleset persiste jusqu’a 12 semainesapresla lésion nerveuse. Cette activation
estobservée dansla plupart desmodeélesde lésion du nerf sciatique (Liu et al, 2000;

Tuda et al, 2011). Une fois activée, cescellules ibérent & leurtour des substances
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mflammatoires et permmettent le maintien des symptomes neuropathiques (Jiet al,
2013). Ie décours chronologique de ces mécanismes suggere que linitiation de
lallodynie neuropathique parlésion nerveuse implique la participation des cellules
microgliales, alors que la persistance de I'allodynie fait intervenirle s astro ¢ yte s (Mika

etal, 2013).

I est ntéressant de noter que dans la physiopathologie de Tlépilepsie,
lactivation descellules microglaleset des astrocytes té moigne de la production de
cytokines pro-inflammatomes. Or une étude récente montre in vitro un effet
d’inactivation des astrocytes et des cellules micrwoglales par fadministration de
cartbamazépine dans une culture de cellules cérébrales de rats nouveau-nés
(Dambach et al, 2014). 1l est également mtéressant d’observer Fassociation de
leffet anti-allodynique et de rduction de Tactivité microgliale de la come dorsale
lorsd’un traitement pargabapentine dansun modele de rats diabétiques (Wodarski
et al, 2009). Ces travaux sont donc en faveur d’un impact des traite ments

antié pileptiques surlactivité glale dansles douleurs ne uropathiques.

Au niveau pérnphérique, le nerf sciatigue 1ésé puis le ganglion rachidien
comespondant sont envahis dés les premiers jours qui suivent la chirurgie par des
polynucléaires neutrophiles et des macrophages (Km and Moalem-Thylor, 2011). En
réponse a une lésion nerveuse, il est également observé deés les premieres heures
une réaction des cellules satellites du ganglion rachidien, avec un pic dans la
premiere semaine puis une décrmissance progressive en 3 semaines (Liu et al, 2012).
Enfin, descellules dendrtiques et deslymphocytes sont observés dansle nerflésé et
le ganglon rachidien a 7 et 14 jours aprs la chirurgie du nerf sciatique.
Lobservation de ces mécanismes neuro-immunitaires dans les heures et les jours qui
suivent la chirurgie de lésion du nerf sciatique suggere leur implic ation potentielle
dans la prévention de la chronicisation des douleurs neuropathiques par un
traitement précoce et pose la question de Iinteraction des antiépileptiques avec

cesmécanismesneur-inmunitaires précoces.

Dans une étude récente, le traitement des douleurs neuropathiques par une
administration intrathécale de prégabaline, un autre gabapentinoide, a été étudié
dans le modele du SNI chez le rat (Yang et al, 2014). Ce traitement c hronique
démamait le jour de la chirurgie et était maintenu pendant 4 semaines. Iles tests

avec des flamentsde von Frey ne montraient pas d’allodynie durantla période de
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traitement. Parcontre, les animaux traité s pré sentaient une rechute apreslamét du
traitement. Ce traitement n’a pas eu d’effet préventif sur la chronicisation. Ies
auteurs ont également constaté, durant le traitement, la présence de marqueurs
d’une activation des cellules microglales dans la come dorsale. Ils nont pas non
plus observé d’effet de ce traitement surla concentrmation en sous-unités a261 dans
les terminaisons des afférences primaires. Lensemble de ces observations suggeéere
Fabsence d’effet médullaire de la prégabaline. D’autres études vont dans le sens
d’une efficacité mcomplete de I'injection intrathécale de gabapentinoides et la
persistance d’une activation lors d’une lésion nerveuse (Martinez et al, 2012a;
Mormoto et al, 2012). I est probable que ladministration systémique de
gabapentinoides soit plus efficace, en prévention des douleurs neuropathiques, par
Tobtention de concentrations plus élevées au niveau du ganglon rachidien. Cela
nous ameéne a émettre Thypothése d’un ole clef du ganglion rachidien dans les

mécanismesde chronicisation des douleurs neuro pathiques.

D. Travaux en cours et perspectives: Bétapain
étude de I'effet antalgique des Bz-agonistes surles doule urs

neuropathiques post-c hirurgie thoracique

Dans la continuité des travaux précliniques et épidémiologiques, nous avons
cong¢u un projet de recherche clinique. I sagit d’un essai clinique randomisé
contrélé visant a évaluer I'effet antalgique des Pz-agonistes sur les douleurs
neurmpathiques. Ce projet a été soumisetaccepté dansle cadre d’un Pogramme
Hospitalier de Recherche Clnique (PHRC) intermégional en 2010 sous le numér ID
RCB2010-020078-40. Avec pour promoteur les Ho pitaux Universitaires de Strasbourg
(HUS) eten collaboration avec le Centre d’Investigation Clinique (CIC), cette étude

estrépartie sur2 centres hospitaliers universitaire s : Strasbourg et Besangon.

1. Iesobjectifsetcnteres d’é valuation
Lobjectif principal est Fétude de Teffet antalgique de la terbutaline sur des

douleurs neuropathiques post-thoracotomie. Ie crtéere d’évaluation principal est

I'intensité moyenne de la douleurdes demieres 24 heures rapportée parle patient
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sur une FEchelle Numérique en 11 points (EN). Ies objectifs secondaires sont
d’évaluer les effets de la terbutaline sur les diffé rentes composantes des douleurs
neuropathiques. Lévolution de I'intensité moyenne de la douleur ressentie parles
patients au cours de 14 jours de traitement précédant chaque visite médicale est
appréciée par la tenue quotidienne d’un agenda. Lévolution des différents
symptomes douloureux neurpathiques est évaluée par le NPSL Lévaluation
quantitative de I'impact du traitement sur les seuils de sensibilité mécanique est
effectuée par Tutilisation de flaments de von Frey. Lallodynie mécanique
dynamique est évaluée en frottant la zone douloureuse avec une brosse (Somedic
Sales, Horby, Suede). Lévaluation quantitative de 'impact du traiteme nt surle s se uils
de sensibilité thermique est réalis€e grice a lutilisation d’un Roltemp (Senselab,
Roltemp, Somedic Sales, Horby, Suede).

2. Plan expénme ntal

1 sagit d’une étude bicentrique, comparant la terbutaline contre un
placebo, randomisée, en double-aveugle et croisée. les patients inc lus pré se nte nt
des douleurs neumpathiques post-chirurgie thoracique (thoracotomie ou
thoracoscopie) depuis plusde 3 mois. Iescriteres de non-inclusion sont ceux liées

aux précautions d’emploi des Bz-agonistes ou concementle traitement des patie nts.

3. Déroulementpratique de lessai

Apres la visite de sélection, le patient est affecté de facon randomisée a
unordre de séquence thérapeutique : traitement parterbutaline ou parplacebo en
1¢® oy 2rde période. Chaque période de traitement dure 4 semaines, sépare parun
intervalle ibre (wash-out) de 2 semaines. Une visite médicale est prévue en début de
traitement, & mi-course et une en fin de traitement pour chaque période. Une
demiere visite de suivi (follow-up) a lieu 2 semaines apres la fin de la deuxieme et
demiere période de traitement. le médicament expérimental est le Bricanyl® 5 mg
IP administré a raison d’une gélule matin et soirtouslesjours pendant 4 semaines. Le

schéma d’administration est le méme pourle placebo qui revét une apparence

stric tementidentique au médicament te sté.

111



4. Etatd’avancementde lessai

Ie recrutement des patients pour Bétapain se fait lors de la consultation du
Centre d’Evaluation et de Traitement de la Douleur pourdes patients adressés par
les consultations de Chirurgie Thoracique ou de Pneumologie. En maison des
difficultés de recrutement de patients qui pondent aux cntéres d’inclusion,
différentes stratégies ont été adoptées en collaboration avec le CIC. Dans un
premier temps, nous avons sollicités tous les patients opéres aux HUS d’une
thoracotomie au cours des 3 demieres années. Un coumer a été adressé aux
patients pour leur proposer de participer & notre étude, en cas de douleurs au
niveau de la zone thoracique opérée. Puis nous avons procédé a une modification
du protocole expérmental Au regard des résultats de nos travaux précliniques et
dansTobjectif d’augmenterle nombre de patients potentiels & inclure, nous avons
élargi le recrutement aux patients diabétiques avec des douleurs neuropathiques
des membres inféreurs. Ies criteres d’éligibilité et de surveilance ont été modifiés
poursécunserla prise d’un traitement parterbutalne pardes patients diabétiques.
En effet, les propriétés Pz-agonistes de la terbutaline sont susceptibles de modifier a
la hausse les valeurs de glycémie mesurée et d’entrainer une inadaptation du
traitement. Lensemble des modifications a fait Tobjet d’un amendement et
Faccord de TAgence Nationale de Sécurité du Médicament (ANSM) et du Comité
de Protection de Personnes (CPP) ont été obtenus. les premiers patients diabétiques

devraientétre nclusaucoursde 'année 2014.
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Conclusion et perspectives

Ce travailde recherche, réalisé dansle cadre de ma thése, s'inscrit dans une
approche translationnelle. Notre pratique clinique nous a permis de constaterleffet
thérapeutigue des antidépresseurs tricycliques et IRSNA sur les douleurs
neurpathiques. Des études précliniques ont montré, en décomposant le
mécanisme d’action de ces antidépresseurs dans un modéle murn de neuropathie
traumatique, que cet effet thérapeutique passe par les récepteurs Po-
adrénergiques. Nous avons étudié Teffet d’un traitement par un Pz-agoniste, la
terbutaline, dansun modeéle murin de neuropathie métabolique. Nous avons montré
lefficacité de la terbutaline, comme de la nortriptylne, dans le traitement de
Fallodynie mécanique de sours diabétiques. Ce travailconfirme ainsilefficacité de
la terbutaline surfallodynie observée dansdeux diffé rents modeéles de neuropathies.
Nous avons ensuite r€alisé, en clinique, une enquéte rétrospective qui montre une
diminution des douleurs neuropathiques chroniques post-thoracotomie chez les
patients sous traitement au long cours par Pz-agonistes. En parallele, nous avons
étudié 'impactde la période de traitement surlallodynie c hronique dansle modele
murn du cuff. Nous avons ainsi observé un effet préventif sur la chronicisation de
lallodynie par un traitement précoce avec de Ila gabapentine ou de Ila
cartbamazépine, etde la terbutaline dans une moindre mesure. Nos travaux actuels
de recherche clinique mettent en application ces résultats. Un essai clinique
randomisé contrdlé visant a évaluerla terbutaline dans le traitement des douleurs
neurpathiques chroniques post-thoracotomie est en cours aux Hopitaux
Universitaires de Strasbourg. Dans nos perspectives cliniques, nous envisageons
d’étudier leffet préventif des antiépieptiques sur la survenue de douleurs
neur pathiques chroniques post-chirurgicales. Dans un tel essai nous envisagerons
lFadministration peros d’un traitement démamé avant l'intervention et suffissamment
prolongé pour pouvoir bloquer les mécanismes de chrmnicisation des douleurs
neum pathiques. En préclinique, nous completerons nos travaux sur effet préventif
des antiépieptiques par 'étude de lactivité gliale associée aux phénomeénes

allodyniquesdansle modele du cuffchezla souris.
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Traitements précoces et tardifs des douleurs neuropathiques

et B>-agonistes : études thérapeutiques précliniques et cliniques

Résumé

Les douleurs neuropathiques sont secondaires a une maladie ou a une Iésion affectant
le systéme nerveux somatosensoriel et sont mal soulagées par les antalgiques usuels. Dans
notre travail préclinique, nous avons étudié l'effet de différentes molécules, dont des
antidépresseurs et antiépileptiques recommandés dans le traitement des douleurs
neuropathiques. Dans un modéle murin de neuropathie traumatique, nous avons étudié
l'influence de la période de traitement, précoce ou tardif, sur I'allodynie mécanique. Un
traitement précoce par gabapentine ou par carbamazépine permet d’observer un effet
préventif sur la chronicisation de lallodynie. Dans un modéle murin de neuropathie
diabétique, nous avons caractérisé 'action anti-allodynique d’un traitement par nortriptyline
et par terbutaline. En clinique, nous avons réalisé un travail d’enquéte rétrospective sur des
patients opérés par thoracotomie. L’analyse des résultats montre une diminution significative
du risque de présenter des douleurs chroniques avec des caractéristiques neuropathiques
chez les patients traités par ,-agonistes au long cours.

Mots-clés : douleurs neuropathiques, antiépileptiques, B,-agonistes, modéle animal.

Abstract

Neuropathic pain is caused by a lesion or disease of the somatosensory nervous
system and is badly relieved by usual antalgics. In our preclinical work, we studied the effect
of various molecules, in particular antidepressant and anticonvulsant drugs wich are
recommended in the treatment of neuropathic pain. In a murine model of traumatic
neuropathy, we studied the influence of the period of treatment, early or late, on the
mechanical allodynia. An early treatment with gabapentin or carbamazepine leads to a
preventive effect on sustained allodynia. In a murine model of diabetic neuropathy, we
characterized the antiallodynic action of nortriptyline and terbutaline. In our clinical work, we
realized a retrospective survey on patients operated by thoracotomy. The analysis of the
results show a significant decrease of the risk to suffer from chronic pain with neuropathic
characteristics in patients treated with long-term (,-agonists.

Keys words: neuropathic pain, anticonvulsants, 3,-agonists, animal model.




