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Yasmine BRIK

Conséquences comportementales et émotionnelles a court et
long terme de la séparation maternelle néonatale chez le rat

Résumé

L'adversité précoce, incluant divers stress périnataux et infantiles, peut affecter le développement
cérébral de I'enfant et sa santé a long-terme en raison de son impact durant une période critique de
plasticité cérébrale. Au cours de cette these, I'impact de ce stress précoce a été examiné via un modele de
séparation maternelle néonatale (SMN) chez le rat. Ce travail adopte une approche longitudinale et
centrée sur la douleur en évaluant le neurodéveloppement en début de vie, puis la contagion émotionnelle
ala douleur (un aspect de I'empathie) et le développement de neuropathies a 1'age adulte. Nous avons pu
démontrer que la SMN n'affecte pas les fonctions sensorimotrices essentielles a la survie, mais altere
durablement des fonctions comme la nociception. La contagion émotionnelle a la douleur a été altérée,
avec des comportements prosociaux réduits. Concernant la neuropathie, les rats SMN ont montré une
hypersensibilité retardée et moins marquée que les témoins, résultat inattendu. Notre étude montre que
certaines fonctions résistent au stress néonatal, tandis que la nociception et les comportements sociaux
sont durablement affectés.

Mots clés : stress précoce, neurodéveloppement, nociception, contagion émotionnelle, neuropathie.

Abstract

Adverse childhood experiences, including various perinatal and infantile stresses, can affect a child's brain
development and long-term health through its impact during a critical period of brain plasticity. In this
thesis, the impact of this early stress was examined using a neonatal maternal separation (NMS) model in
rats. This work takes a longitudinal, pain-focused approach, assessing neurodevelopment in early life,
followed by emotional contagion to pain (an aspect of empathy) and the development of neuropathies in
adulthood. We were able to demonstrate that neonatal stress does not affect the motor functions essential
for survival, but durably alters functions such as nociception. Emotional contagion to pain was impaired,
with reduced prosocial behaviors. Regarding neuropathy, NMS rats showed a delayed and a less intense
hypersensitivity compared to controls, revealing unexpected results. Our study demonstrates that some
functions are resistant to neonatal stress, while nociception and social behaviors are durably affected.

Keywords: early-life stress, neurodevelopment, nociception, emotional contagion, neuropathy.







Remerciements

Je tenais par commencer en remerciant les membres du jury d’avoir accepté d’évaluer ce
travail : Pr Shroeder Henri, Pr Moreau Nathan, Pr associée Grova Nathalie et Dr Pereira De
Vasconcelos Anne.

Avant de m’épancher sur les prochaines lignes, il convient de remercier ceux qui ont rendu ce
travail de these possible : Meggane et Pierrick. On n’aurait pu réver mieux comme encadrants
de thése. Alors merci pour votre pédagogie, soutient et bienveillance. Ces derniéres années
au sein de I'équipe ont été enrichissantes aussi scientifiquement qu’humainement. Merci a
tous les membres de notre équipe pour leur aide, soutient et partage. Merci a Clémence (the
G.0.A.T.) pour m’avoir tant appris avec beaucoup de patience et pédagogie. Merci a Yannick
pour son aide au labo et dans la vie quotidienne d’une jeune doctorante parfois maladroite.

Merci a mes amies et collegues Hannah, Edith, Apolline et Lisa peut-étre les plus belles
rencontres pendant cette thése. Merci pour votre amitié, enthousiasme et compagnie du
début a la fin, merci d’avoir partagé mes petites victoires et difficultés tout ce temps. Merci a
tous les amis, collegues, camarades qui ont croisé mon chemin et I’'ont rendu plus riche et plus
joyeux.

Merci aux membres du Chronobiotron pour leur aide et conseils lors de ces nombreuses
expériences, particulierement Sophie et Dom pour leur pédagogie lors de mes débuts. Merci
a Antoine pour avoir partagé avec nous ce fabuleux outil qu’est Hourmouse (méme si c’est
arrivé tard dans ma thése, ca a été une aide des plus précieuses !).

A tout ceux qui m’ont demandé comment fait-on pour survivre pendant une these avec deux
enfants en bas age, je vous livre aujourd’hui mon secret. Il suffit d’avoir une tres grande fratrie
constituée de 5 freres et sceurs, tous situés dans la méme ville que vous, préts a faire du baby-
sitting a n’importe quel moment de I'année gratuitement pendant 3 ans. Alors merci a mes
parents, Messaouda et Ali, a mon mari Laid, et surtout a ma fratrie Nour, Rafa, Ayah, Safa et
Mohammed pour tout leur soutien, je n’y serais jamais arrivée sans votre aide. Vous étes tous
mes héros | Merci a Madeline, 'amie de ma vie (oui oui, ¢a va faire 15 ans bientot, soit la
moitié de ma vie) pour m’avoir permis de prendre du recul quand il le fallait et pour m’avoir
apporté du réconfort et de la joie a tout moment.



Table des matieres

(0] 0 L=T fol [T 0 aT=T o LT PPPPTP PP 2
EE o] (Sl [T o n =T PSPPI 3
[ (o LT 1 P T TSR 5
LiSte deS @br@VIatioNS ...ceii et e e s e e s e e e e naaaee e s 6
Contributions scientifiques durant [a theSe .........coocviiiiieiiie e 7
RESUME 0 thESE .ot e e e s et e e s s e e e s sabae e e s sabaeeesssnaeeean 9
Lo INErOAUCHION ... e st e e s e e s s e e e sannees 14
A Chapitre 1 : Aspects neurodéveloppementauX.......cccoccvveeeerciieeeeiiieeeeeeiee e ssieee e 14
La plasticité du systéeme nerveux et sa vulnérabilité en début de vie ....................... 15

a)  Neurodéveloppement dans la période périnatale .........cccoeeeevreveeiieeiicccnnnnen, 15

b)  Systeme nociceptif du NOUVEAU-NE ..........vveiiiiiiiieeeie e 17

Impact de 'adVersité PréCOCE .....couiiiiii ettt e 20

) I =T o To L T I U IR d =S UPTPRRN 20

b)  Conséquences de I'adversité précoce chez 'Homme .........ccccccvveeeeeciieeecnneen. 22
Modeles d’adVersité PréCOCE ......iivviiiii ittt bae e e eaaees 25
Conséquences de la séparation maternelle néonatale...........cccceecvieeieciieeeccciieeeens 26

a)  Conséquences sur la myélinisation du syst€me Nerveux ........cccccceeeeeeeecnvnenenn. 26

b)  Conséquences cognitives et émotionnelles .........ccccvvveeeiiieeiciiieee e, 27

c) Conséquences sur la sensibilité NOCICEPIVE ...oceeiieeciiiiieeee e, 28

d)  Altérations du systeme NOCICEPTIT .....uvvviiiieeiiiieccee e, 31

Les réflexes comme marqueurs de maturité du systeme nerveux ........occccvvvveeeeennnn. 34

Quand le petit va mal, il VOCAlISE......cceeiieiieiiiieeiee e 35

a)  Vocalisations ChEZ 1€ ratON....uueeiiiiii i 37

b)  Vocalisations chez I'adUlte.........cccurvieieiie i 39

c) Substrat NEUroIOZIQUE .cccee e e e 41

B. Chapitre 2 : L’'empathie a la douleur dans un contexte d’adversité précoce ............ 43
L’'empathie et ses différentes COMPOSANtES .......ccccvvrreeeeiieeieiiiirreeeee e 43

Aires corticales et substrat neurologique assOCIeS .........cccccuviiiiieeeeeicccireee e 47

a)  Aires corticales associées a I'empathie a la douleur .......cccoceevvvveeeeeieeiiccnnnnnen. 47



o) IR 2 (o] 1<l e (=0 Mo Y1V o ol [ V=TSRRI 48

3. Une possible altération de I’empathie a la douleur par I'environnement néonatale 51

4. Apport des modeles de 1aboratoires......ooouvieeiieiiieeiniiieee e 51
a) Modeles de tests de contagion émotionnelle ........cccccveeeeiiiieeiccciiee e, 52
b)  Classification des comportements observables ...........ccocoieiieiiiiiiicciieecceee, 55
c) Modalités sensorielles associées et réseaux NEUIrONAUX........eeeeeeeeerevrerereeeeenns 55
d)  Adversité précoce et contagion émotionnelle.........ccccveeieeiiiieeieciieee e, 56
C. Chapitre 3 : Cas particulier de la douleur neuropathique ........cccocceiiieeeeieniccceeen, 58
N 1= 3 o T o o [ PSPPSR 58
2. L'adversité précoce, facteur de risque dans la douleur chronique..........ccccuvvenneeee. 59
3. Modeles de douleur NeuropPathiqUE ......ccueeviieiiie i 60
4. Conséquences anxio-dépressives dans les modéles de laboratoire........cccceeeeeennnens 62
. Objectifs de lath@Se...........c..ooiiieee e e e 65
IR RESUILALS.........eeiiiiicee e e e e et e e e s saae e e s s aba e e e s s ataeeeenans 68
Article 1 : Conséquences de la séparation maternelle néonatale sur le développement des
fonctions sensorimotrices et la sensibilité a la douleur : Comparaison entre les souches de
rat Sprague DAaWIey €t Wistar........uoii it rae e e 68
Article 2 : Conséquences de la séparation maternelle néonatale sur la contagion de la
douleur chez le rat SPrague DAWIEY ....cc.ueeiiieiiie ettt aaeee s 94
Article 3 : Impact de la séparation maternelle néonatale sur le développement de la
douleur neuropathique induite par la constriction chronique du nerf sciatique chez le rat
o [ OO OO T OO PP RROU PR OPPRPPPONt 113
IV. DISCUSSTON ...cooiiiiiiiiiiiiieiee ettt e e ettt et e e e e ettt e e e e e s e s aabbrbeeeeeeesseaansreaeeas 144
V. REVUE....... e ettt e e e s e s e e e e e s e ren e e e e e e e e e eennee 166
VI. BiblIOGraphi@............oeiiiiiee e 175



Liste des figures

Figure 1 : Schéma résumant les grandes étapes de neurodéveloppement...........cccccuvveeennnen. 16

Figure 2 : Profil d’expression des récepteurs a I'ocytocine dans le cerveau du rongeur a

Lo 111 (=T L= oL T SPSSPN 20
Figure 3 : Surcharge allostatique induite par I'accumulation de stress. ......cccecveveeviiveeeennnen. 22
Figure 4 : Similarités des conséquences de I’adversité précoce entre plusieurs especes ....... 25
Figure 5 : Conséquences sur le systeme nociceptif d’'une SMN.........cccoeviiieiiriiieeeiniiiee e, 31

Figure 6: Résumé des facteurs induisant une variabilité dans les phénotypes des modéles

d’adversité Précoce Chez 1€ MONGEU......cc.uiiie et e e e e et e e e s e e e e earaeeeenes 33
Figure 7 : Exemples de tests évaluant le neurodéveloppement chez le rat........cccccecuvveeennnnen. 35
Figure 8 : Description de I’'anatomie du larynx chez le rat........cccoecveeeecciieec e, 36
Figure 9 : Classification des vocalisations ultrasonores chez le rat adulte...........ccccccuvveennnnee. 41
Figure 10 : Processus cognitifs liés a I'empathie a la douleur. ........ccccoeeeiieeeeciieee e, 46

Figure 11 : Différentes activations dans le cerveau lors de I’expérience de la douleur et de

I'empathie @ 12 dOUIBUL ........eiiee e e e e et e e e e s e e e e e eanees 48
Figure 12 : Résumé du role de I'ocytocine sur le cerveau social........ccevevveeeiviiieeecnciieee e, 50
Figure 13 : Protocole typique de la mise en place d’un test de contagion émotionnelle........ 53
Figure 14 : Différents effets de la contagion émotionnelle chez le rongeur. ........ccccoouunnneeen. 55

Figure 15 : lllustration des différents modéles de neuropathie par compression ou lésion du
oL Aol = o [ TSR 61
Figure 16 : Schéma de I’action du systeme noradrénergique et des antidépresseurs sur la

(o [ TU1 [N g o T=TU ] o] o I- 14 a] o LU =SSR 157
Figure 17 : lllustration conceptuelle de I'impact des traitements précoces et tardifs sur

I FoTe AV oY=l o g T=Tor=Y oY Lo [V =S UUUURRN 158

Figure 18 : Schéma des conséquences de I'adversité précoce, entre résilience et pathologie.



Liste des abréviations

ACTH : hormone adrénocorticotrope

AD : animal démonstrateur

AO : animal observateur

CCI : chronic constriction injury

CTRL : controle

cPFM : cortex préfrontal médian

DOHabD : origine développementale de la santé et des maladies
HHS : axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

IASP : Association Internationale pour I'Etude de la Douleur
LBN : limited bedding and nesting

ME : moelle épiniére

NA : noradrénaline

PAG : substance grise périaqueducale

Px : x®™ jour postnatal

SD : Sprague Dawley

SMN : Séparation maternelle néonatale

WR : Wistar



Contributions scientifiques durant la these

¢ Publications
e Article de revue en francais dans des journaux a comités de lecture

Brik Y. et Melchior M., (2022) La question de I’'empathie a la douleur et de I'impact de
I’environnement néonatal. Douleur et Analgésie, 35,188-195

e Article en préparation

Brik Y., Gazzo G, Poisbeau P., Melchior M., (2024) Consequences of neonatal maternal
separation on the development of sensorimotor functions and pain sensation: A comparison
between Sprague Dawley and Wistar rat.

Brik Y., Poisbeau P., Melchior M., The impact of neonatal maternal separation on contagion
of pain in Sprague Dawley rat

Brik Y., Poisbeau P., Melchior M., Impact of neonatal maternal separation on the
development of neuropathic pain induced by chronic constriction of the sciatic nerve in later
life in rats

®.

% Présentation de posters
Congres Neurofrance 2023, du 24 au 26 mai, Lyon, France :

Brik Y., Gazzo G, Caussaint A, Leliévre V., Poisbeau P., Melchior M., (2023) Consequences of
neonatal maternal separation on the development of sensorimotor functions and pain
sensation: A comparison between Sprague Dawley and Wistar rat

+* Communications orales

Communications au grand public au cours de I’année 2023 : Intervention dans plusieurs
colléges et lycées sur le theme des métiers dans la recherche scientifique « la Recherche est
a vos portes » avec le Jardin des Sciences de I'université de Strasbourg.

NeuroStra Scientific Day 2023, 1¢" Décembre, Strasbourg, France :



Brik Yasmine (Strasbourg, France) Blitz lecture: Consequences of neonatal maternal
separation on the development of sensorimotor function and pain sensation : A comparison

between Wistar and Sprague Dawley rat

19°™e Symposium du Réseau Francais de Recherche sur la Douleur 2024, du 12 au 13 Avril,
Nice, France :
Brik Yasmine (Strasbourg, France) : Impact of neonatal maternal separation stress in

neuropathies induced by chronic constriction of the sciatic nerve

Doctoral School Days ED414 2024, du 25 au 26 Avril, Strasbourg, France :
Brik Yasmine (Strasbourg, France) : Consequences of neonatal maternal separation stress on

a rodent model of neuropathy

Journée des Jeunes Chercheurs et Jeunes Chercheuses 2024, 4 Juillet, Strasbourg, France :
Brik Yasmine et lllouz Hannah (Strasbourg, France) : Conséquences de la séparation

maternelle néonatale sur la douleur et la cognition

/

** Prix et distinctions
2024 : Prix pour la meilleure illustration dans la catégorie scientifique
En collaboration avec Guillaume Reho pour la photo « Maternal Heat », INCImage contest

2024 : Prix pour la meilleure présentation orale dans la catégorie Long Talk Lectures
Doctoral School Days ED414

2024 : Prix pour la meilleure présentation orale dans la catégorie vulgarisation scientifique
En collaboration avec Hannah lllouz, Journée des Jeunes Chercheurs et Jeunes Chercheuses

2021 : Bourse de thése EURIDOL — Université de Strasbourg



Résumé de théese

Introduction :

L’hypothése de l'origine développementale des maladies ou plus simplement l'impact de
'adversité précoce sur la santé de l'individu est une hypothése largement acceptée et de plus
en plus étudiée aujourd’hui. L’adversité précoce est un terme large regroupant plusieurs types
de stress rencontrés dans la période néonatale ou durant I'enfance tels qu’une naissance
prématurée, des complications de santé en début de vie, des abus ou des négligences durant
'enfance, des traumatismes psychologiques ou encore de la maltraitance. Comme ces
derniers ont lieu durant une période de grande plasticité cérébrale et de
neurodéveloppement, ils sont des facteurs augmentant le risques de développer a 'age
adulte des troubles comportementaux et émotionnels comme I'anxiété ou la dépression,
des troubles mentaux tels que la schizophrénie, ou encore des réponses altérées a la douleur
(Felitti et al., 1998; Grunau et al., 2006; Hakamata et al., 2022; Mandelli et al., 2015; Melchior
et al., 2021; K. E. Smith & Pollak, 2020). Etant donné la corrélation entre ces facteurs et le
développement de troubles et maladies chez I'adulte (Hakamata et al., 2022), il convient
d’étudier les mécanismes neurobiologiques a l'origine des déréglements observés afin de
mettre en place de meilleures stratégies thérapeutiques.

En laboratoire, un grand nombre de modéles de rongeurs mimant ce type de stress sont
utilisés afin de mettre en évidence les altérations du fonctionnement du systéme nerveux
(Kuhlman, 2024; Murthy & Gould, 2018). Parmi eux, le modéle de séparation maternelle
néonatale (SMN) chez le rat consiste en la séparation des ratons du nid et de la mére durant
trois heures par jour du deuxiéme jour suivant la naissance au douziéme. Le phénotype du
modele a I'age adulte est caractérisé par un comportement d’anxiété, des troubles cognitifs
ainsi qu’une altération du systéme nociceptif. Précédemment, notre laboratoire a montré une
altération des réponses nociceptives mais aussi des réseaux neuronaux mis en jeu a la fois
dans le controle de la douleur et des réponses émotionnelles, notamment le systeme
ocytocinergique.

En nous centrant sur la douleur, par son role et sa fonction adaptative essentielle dans la survie
d’un individu, nous avons souhaité explorer les conséquences a court et long terme du stress
de SMN en prenant en compte les composantes sensorielles, cognitives et émotionnelles de
la douleur. Ainsi les travaux de ma thése se sont regroupés autour de trois objectifs distincts :

— Caractériser les effets de la SMN sur le neurodéveloppement en se basant sur une
batterie de test évaluant I'acquisition de réflexes sensori-moteur, I'émission de
vocalisation ultrasonore (USV) des ratons en réponse a une séparation de la mére et
les réponses nociceptives a I'aide de test adaptés, et tout cela sur deux souches de
rat.

— Evaluer a I'dge adulte les conséquences de la SMN sur la contagion émotionnelle a
la douleur, qui est la fonction cognitive chez I'animal se rapprochant le plus de
I'empathie a la douleur, et les comportements prosociaux associés.



— Evaluer le développement d'une douleur neuropathique et ses comorbidités
associées chez des rats adultes ayant un passé de SMN.

Résultats :

o Ftude des conséquences de la SMN sur le neurodéveloppement

Au laboratoire, des résultats préliminaires obtenus par le Dr Gazzo Géraldine suggérent un
effet neurodéveloppemental de la SMN chez le rat Wistar (WR). La premiére partie de ma
thése a eu pour objectif de compléter ces résultats tout d’abord par I'étude d’une seconde
souche de rat, Sprague Dawley (SD), également utilisée au laboratoire et pour laquelle les
effets de la SMN peuvent parfois différer. Puis, par la mise en place au laboratoire pour la
premiére fois d’'une approche d’analyse des émissions de vocalisations ultrasonores (USV) en
réponse a la SMN qui permet d’évaluer les états affectifs chez le raton car ces derniers
vocalisent lorsqu’ils se trouvent en situation de détresse (Hofer et al., 2001). La comparaison
de deux souches de rat pour toutes ces évaluations permet d’apporter une information
supplémentaire sur 'importance du patrimoine génétique et épigénétique face au stress et de
faire un paralléle avec les différences interindividuelles observées chez 'lHomme.

Nous avons observé un développement et des performances sur certains tests qui différaient
entre les souches. Les rats WR présentaient une acquisition ou de meilleures performances a
la plupart des tests que les rats SD. A propos de I'émission d’USV, les rats WR vocalisaient
plus que les SD. Les seuils nociceptifs mécaniques des SD étaient plus haut que ceux des
WR, aucune différence n’a été observée concernant les seuils thermiques. La SMN a induit
une acquisition des réflexes plus précoce ou de meilleures performances pour certains tests
uniquement chez les rats SD. Il n’y a pas eu d’effet significatifs de la SMN pour aucuns des
tests chez les WR, excepté faite d’'une tendance au retard pour un test d’évitement de la
falaise. De maniere globale, la SMN n’a pas eu d’'impact majeur sur I'acquisition de réflexe car
I'effet observé sur les rats SD fut transitoire et le déphasage de quelques jours seulement.
Aucune différence induite par le stress concernant I'émission d’'USV n’a été observée. La SMN
a également induit de maniere durable une hypersensibilité nociceptive chez les deux souches
telle que décrite dans les précédents travaux de notre équipe. La conclusion principale
apportée par cette étude est que le stress néonatal n'a pas eu d'effet délétére lors du
neurodéveloppement sur des fonctions majeures et importantes a la survie de I'individu
impliquant la motricité par exemple, mais que certaines fonctions plus fines comme la
nociception sont altérées de maniére pérenne. Ces résultats ont abouti a un article scientifique
prét a étre soumis (ARTICLE 1 de la thése).

e Impact de la SMN sur la contagion émotionnelle a la douleur
De précédentes études effectuées par notre laboratoire ont mis en évidence une atteinte du
systéme ocytocinergique dans les contréles descendants inhibiteurs de la nociception chez le
rat par la SMN (Melchior et al.,, 2018). Ce systéme est impliqué également dans les
comportements liés aux émotions, par exemple la contagion émotionnelle, qui constitue I'une
des composantes de I'empathie observable chez 'lHomme. Au cours de ma thése, nous avons
donc souhaité évaluer pour la premiére fois cet aspect chez le rat ayant subi un stress de SMN
et avons développé en conséquence un protocole d”évaluation de la contagion émotionnelle
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de la douleur. Celui-ci se base sur I‘étude du comportement d’'une dyade d”’animaux (hébergés
ensemble), I'un démonstrateur recevant un stimulus douloureux et le second ne recevant
aucune injection mais pouvant faire preuve de comportements prosociaux de consolation
envers l'autre, voir méme présenter des signes d’hypersensibilité nociceptive, indices d’une
contagion émotionnelle. Dans notre cas, nous avons mesurer les comportements des dyades
lorsque l'animal démonstrateur recgoit une injection sur la patte d’'un agent inflammatoire
(adjuvent complet de Freund) induisant une douleur localisée durant deux semaines, chez des
animaux contréle (CTRL) et des animaux SMN.

Nous ne rapportons pas de diminutions significatives des seuils nociceptifs mécaniques et
thermiques chez les animaux observateurs a la fois dans le groupe CTRL et SMN suivant
l'injection d’agent inflammatoire chez I'animal démonstrateur. L’étude des comportements dits
de réconforts et consolations apportés a I'animal démonstrateur par I'animal observateur
étaient plus important dans le groupe CTRL comparé aux animaux injectés avec de la saline
mais cet effet n’était pas significatif chez les animaux SMN. On en conclut que les
comportements prosociaux sont impactés par le stress néonatal. Ces travaux ont abouti a la
publication d’'une revue sur le sujet de 'empathie chez ’'Homme et 'animal a la revue Douleur
et Analgésie (en annexe) et également a un article scientifique en cours de rédaction
(ARTICLE 2). Les deux manuscrits sont présentés dans la thése.

o Impact de la SMN sur la douleur neuropathique et les comorbidités associées

Les expériences adverses en début de vie sont un facteur de risque dans le développement
de douleur chronique et les comorbidités associées (You et al., 2019). De ce fait, le dernier
objectif était d’évaluer le développement d’'une neuropathie (par constriction chronique du nerf
sciatique, modéle du « cuff ») et les comorbidités associées chez I'adulte dans ce modéle de
SMN. Ces comorbidités sont observées chez la souris mais pas chez le rat. De plus, a notre
connaissance, ce modéle précis de neuropathie n’a jamais été évalué chez des animaux ayant
subi le stress de SMN. L’hypothése de travail était que les rats ayant subi la SMN, aprés
l'induction d’'une douleur neuropathique, présenteraient des symptémes nociceptifs aggraveés
et des comorbidités comportementales et cognitives. Nous avons donc utilisé des approches
comportementales pour évaluer la sensibilité nociceptive des animaux, leur phénotype anxieux
et dépressif, ainsi que leurs interactions sociales et leurs fonctions cognitives.

Dans cette expérience, les animaux ayant subi la SMN présentaient bien a 'dge adulte une
hypersensibilité nociceptive a I'état basal. Cependant, aprés la chirurgie, les animaux SMN
développérent une hypersensibilité mécanique et thermique au froid, mais bien moins
importante comparée au groupe CTRL et avec un délai de 15 jours. Concernant les
comportements d’anxiété, de dépression et de sociabilité, il nous a été difficile de conclure sur
ces effets a cause de comportements inattendus des rats du groupe CTRL. La neuropathie a
induit des altérations dans I'apprentissage chez les rats CTRL et SMN. Néanmoins les tests
de mémoire de travail, sociale et spatiale démontrérent que les animaux SMN avaient une
mémoire de travail et sociale fonctionnelle mais une mémoire spatiale altérée. Les rats SMN
présentent donc de la résilience face a la neuropathie, malgré leur hypersensibilité nociceptive.
Plus particulierement, ces résultats semblent démontrer que les processus menant
normalement a la douleur chronique chez les animaux CTRL sont altérés chez les SMN, mais
que cette altération a conduit a des symptdbmes moins intenses plutdt qu’a une vulnérabilité
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dont nous avions formulé I'hypothése au début de ce travail de recherche. Ces travaux ont
donné lieu a un article en cours de rédaction et présenté dans la thése (ARTICLE 3).

Conclusion :

Notre investigation sur les différentes conséquences de la SMN a travers la vie d’'un individu
nous a permis de mettre en évidence d’importants éléments prouvant la résilience ou plutét la
résistance face a ce type de stress dans ce modéle animal en ce qui concerne des fonctions
importantes a la survie de I'individu (étude sur le neurodéveloppement) mais des déficits dans
les comportements de type sociaux (empathie a la douleur). Concernant la nociception, nous
observons une hypersensibilité persistante a I'dge adulte et une altération du systéme
nociceptif menant a un développement divergent de la neuropathie.

L’étude sur le neurodéveloppement démontre également l'aspect inné de la résistance a
certains types de stress, comme le montre l'effet opposé de la SMN sur les deux souches :
acceélération ou tendance au retard dans l'acquisition des réflexes, révélant I'importance des
antécédents et des prédispositions génétiques. A 'opposé I'hypersensibilité persistante aux
stimuli nociceptifs indique une altération du systéme nociceptif et une perturbation possible de
fonctions plus complexes ou plus fines a I'dge adulte.

L’empathie a la douleur chez plusieurs espéces est une fonction qui reste grandement liée a
la survie du groupe car au cceur des interactions sociales et permet d’étre réceptif aux états
affectifs d’autrui qui renseignent (dans le cas de la douleur) de potentiels dangers présents
dans I'environnement. Nous concluons ici sur une altération de cette fonction par le stress de
SMN.

La derniére partie de notre étude met en évidence un développement inhabituel des
symptdbmes nociceptifs suite a la neuropathie se traduisant par une diminution de son intensité
et délais dans son apparition. Cela démontre une potentielle altération des mécanismes
nociceptifs sous-tendant la chronicisation de la douleur. Afin de trouver de potentielles
explications a ce phénoméne, des analyses PCR sur le tissu nerveux (périphérique et centrale)
pour plusieurs marqueurs inflammatoires sont en cours.
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Introduction

A. Chapitre 1 : Aspects neurodéveloppementaux

Tout comme l'incipit d’un livre, les premiers moments de vie peuvent marquer le ton de
I’histoire de vie d’un individu, le rendant plus vulnérable ou plus résilient. C’'est la que réside
le questionnement entourant le concept de 'origine développementale de la santé et des
maladies (DOHaD) issu des travaux de Barker et son équipe. lls établissent pour la premiere
fois dans les années 80 un lien entre adversité précoce et risques liés a la santé (Barker, 2004;

Charles et al., 2016).

Quelle part doit-on a notre héritage génétique, au bon ou difficile déroulement de la vie in
utero, a I'épigénétique, a I'’environnement de nos premiers moments de vie et finalement au
hasard ? Halfon et Hochstein proposent au début du siecle I'idée de « Lifecourse Health
Development » présentant la vie d’un individu et sa trajectoire de santé comme un continuum
dans lequel tous ces éléments et d’autres d’aspects socio-économiques sont pris en compte
afin de mieux comprendre, expliquer mais aussi prévenir la maladie (Halfon & Hochstein,

2002).

Il est aujourd’hui admis que les expériences adverses de la période périnatale et de I’enfance
peuvent avoir des conséquences a long terme sur les fonctions cérébrales, le comportement
et la santé d’un individu (Felitti et al., 1998; McEwen, 2008). Cette période va donc se définir
dans ce contexte de recherche comme une période de grande plasticité, de vulnérabilité mais

aussi de genése de processus d’adaptation.

C’est ainsi que nous arrivons actuellement a une pratique de la médecine ou la prévention est
un pilier et une politique nécessaire face a la hausse de la fréquence des maladies chroniques
responsables selon I'Organisation Mondiale de la Santé de 70% des décés dans le monde

(Organisation mondiale de la santé, s. d.).
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C’est dans ce contexte général que s’inscrit ce travail de these dans lequel les conséquences a
court et long terme d’un stress précoce ont été étudiées en portant I'accent sur la douleur, par
son role essentiel dans la survie et I'intégrité de I'organisme, et ses différentes composantes :

sensorielle, cognitive et émotionnelle.

1. La plasticité du systéme nerveux et sa vulnérabilité en début de vie

a) Neurodéveloppement dans la période périnatale

Chez I'Homme tout comme chez la plupart des mammiféres, la premiere partie du
neurodéveloppement est organisationnelle avec une mise en place des circuits nerveux et des
réseaux neuronaux au sein des différentes structures cérébrales par des processus de
prolifération, de migration, et de différenciation cellulaire. La deuxieme partie est plus
fonctionnelle avec la mise en place de nouvelles connections (e.g. synaptogenése) et la
contribution de plus en plus importante des cellules gliales (e.g. myélinisation) (Figure 1) (Rice

& Barone, 2000; Semple et al., 2013).

La période postnatale se caractérise également par une grande plasticité pendant laquelle les
processus de synaptogenése se poursuivent et sont trés importants jusque I'age de 2 ans et
ceux de myélinisation jusqu’a I'age adulte (Monk et al., 2001; Sinner et al., 2014; Tau &
Peterson, 2010). La densité des synapses augmente en effet pour atteindre son maximum au
cours de la deuxiéme et troisieme semaine postnatale, en méme temps que |'astrogénese
(Rice & Barone, 2000; Semple et al., 2013; Watson et al., 2006). Plus précisément, dans le
cerveau humain, a I'aide d’observation de coupes de cerveaux au microscope électronique,
deux périodes différentes ont été définies : I'une de production rapide de synapses survenant
jusque l'age de 8 mois et une seconde ultérieure plus longue d'élimination des synapses

s’étendant au-dela de I'age de 3 ans (Huttenlocher et al., 1982)

Chez le rongeur, les études par imagerie par tenseur de diffusion et de coloration de la protéine
basique de la myéline ont démontré que la myélinisation dans les régions motrices et

sensorielles du cerveau ainsi que I'augmentation de la densité axonale et dendritique ont lieu
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vers P10 (ou P = jour post natal) et atteignent leur maximum vers P20 (Bockhorst et al., 2008;
Downes & Mullins, 2014). Chez I’'Homme, l'imagerie par résonance magnétique ciblant des
modifications de la taille et de l'intensité du signal des sous-régions du corps calleux montre
que le taux le plusimportant d'augmentation de la taille de ces régions a lieu pendant I'enfance
(Keshavan et al., 2002). Tout cela confére donc au systeme nerveux immature une plasticité

durant la période néonatale qui se perd a |'age adulte.

Gestational age (weeks)
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Figure 1 : Schéma résumant les grandes étapes de neurodéveloppement

Représentation de la vue d’ensemble des processus de développement pendant la gestation
chez le foetus humain, de la maturation de I'activité cérébrale et de la réponse
comportementale a la stimulation nociceptive (Melchior et al., 2021).
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Un bon développement des fonctions sensorimotrices se caractérise donc par |'apparition
progressive de réflexes spécifiques a des moments critiques dépendant d'un développement
neurologique adéquat, notamment de la migration, de la myélinisation et de la formation des

synapses (Nguyen et al., 2017).

b) Systéme nociceptif du nouveau-né

Plus particulierement, le systeme nociceptif sous-tendant la douleur poursuit lui aussi sa
maturation apres la naissance. La douleur est définie par I'International Association for the
Study of Pain (IASP) comme «une expérience sensorielle et émotionnelle
désagréable associée, ou ressemblant, a celle liée a une |ésion tissulaire réelle ou potentielle »
(Raja et al., 2020). La douleur est le résultat de I'activation de neurones sensoriels et du
transfert de I'information nociceptive depuis la périphérie jusqu’au cortex. Pour présenter
brievement ce systeme, des stimuli de fortes intensités activent les terminaisons axonales
portées par des neurones faiblement myélinisés de type Ab6 ou amyélinisés de type C. Ces
fibres transmettent I'information vers la corne dorsale de la moelle épiniere (ME), ou elle est
modulée par un réseau complexe d’interneurones, avant d’étre transmise aux centres
supraspinaux par des neurones de projections. Différentes voies ascendantes existent, et
prennent en charge différents aspects de la douleur (sensori-discriminatif, émotionnel...). La
voie principale concerne la voie spino-thalamique, qui transfert I'information nociceptive au
thalamus puis au cortex somatosensoriel pour traiter notamment |'aspect sensori-
discriminatif de la douleur. Par ces différentes voies, c’est I'intégration corticale consciente de
I'information nociceptive transmise par les fibres afférentes primaires qui engendrera
I'expérience de la douleur et une réponse comportementale adaptée. De plus, différents
systemes descendants issus des centres supraspinaux et envoyant des projections sur la corne
dorsale de la ME, peuvent moduler I'intensité du message nociceptif. Faire I'expérience de la
douleur est donc possible dés la naissance car le systéeme nociceptif est fonctionnel dés la fin
du 2éme trimestre de grossesse chez le feetus (Figure 1) (Fitzgerald, 2005). L'étude princeps
d’Anand et Hickey démontre enfin dans les années 80 que les nouveau-nés et les prématurés,

des 26-28 semaines de gestation, sont capables de percevoir un stress ou une douleur, et que
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I'excés de stimulations douloureuses peut altérer le bon fonctionnement du systeme
nociceptif (Anand & Hickey, 1987). Ceci a été plusieurs fois confirmé a I'aide des études
d’enregistrement de [|'activité cérébrale, qui démontrent chez les nouveau-nés grands
prématurés des réponses hémodynamiques dans le cortex somatosensoriel a la suite d’une
ponction au talon ou un prélévement sanguin dés la 25°™ semaine (Bartocci et al., 2006; Slater
et al., 2006). Ces réponses maturent et se raffinent avec I’age. Les études EEG démontrent par
exemple que les potentiels évoqués induit par ces ponctions au talon évoquent une activité
non spécifique avant environ 35 semaines, alors qu’une composante nociceptive spécifique

est visible sur le potentiel évoqué a partir de cette date (Fabrizi et al., 2011).

SiI’enfant a la capacité de ressentir la douleur trés tot, les voies nociceptives restent en pleines
maturation durant le 3¢ trimestre de gestation et aprés la naissance. Une réorganisation
importante des afférences A et C sur la corne dorsale de la ME a notamment lieu durant la
période postnatale. Les fibres A présentent a la naissance de maniere diffuse sur les lamina l a
IV vont progressivement se restreindre aux couches plus profondes de la corne dorsale sur les
lamina lll et IV entre le premier jour postnatal (P1) et P21 chez le rongeur (Beggs et al., 2002).
Les fibres C quant a elles, ne sont pas complétement fonctionnelles avant P10-P14 (Fitzgerald,

1988; Jennings & Fitzgerald, 1998).

Concernant les processus inhibiteurs dans la ME médiés par les récepteurs GABA A et glycine,
ils se mettent en place progressivement au cours du 3°™¢ trimestre chez ’Homme et aprés la
naissance chez le rongeur (Fitzgerald, 2005). lls subissent eux aussi des changements critiques
dans la période postnatale affectant la sélectivité des synapses (Baccei & Fitzgerald, 2004;
Keller et al., 2001) et ’homéostasie chlorure (H. Li et al., 2002; Rivera et al., 1999; Stil et al.,
2009). Dans les neurones immatures, le GABA induit une dépolarisation du neurone (action
« excitatrice ») a cause d’une différence de maturité entre les systémes permettant la sortie
du chlore, le co-transporteur potassium-chlore KCC2 et son entrée, le co-transporteur sodium-
potassium-chlore NKCC1 (K. Li & Xu, 2008). L’expression de KCC2 augmente progressivement
pendant la premiere semaine de vie postnatale, alors que I'expression de NKCC1 diminue,

induisant le changement graduel vers une action inhibitrice du GABA (Clayton et al., 1998;
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Kahle & Staley, 2008; Rivera et al., 1999). Chez le nouveau-né, la transmission inhibitrice est

donc immature.

Enfin la maturation des contr6les descendants inhibiteurs survient elle aussi assez tard. Chez
le rongeur, une réorganisation anatomique et fonctionnelle du systéme noradrénergique se
poursuit jusque P7 et jusque P21 pour le systeme sérotoninergique (de Kort et al., 2022;
Rajaofetra et al., 1992). Le systéeme opioidergique mature également tardivement. L’action
analgésiante de la substance grise périaqueducale (PAG) par stimulation électrique n’est ainsi
obtenue qu’a partir de la 3® semaine post natale (vanPraag & Frenk, 1991). Des
démonstrations chez le rat ont permis d’observer que I'activation des récepteurs opioides Mu
dans la PAG induisait bien une inhibition des réponses nociceptives chez I’adulte mais que cela
augmentait la sensibilité aux stimuli mécaniques jusque P21 et jusque P8 apres activation de

ces récepteurs dans la moelle rostrale ventromédiale (Kwok et al., 2014; Schwaller et al., 2016).

Enfin, un dernier systeme descendant est d’un intérét particulier dans le cadre de cette these,
il s’agit de celui de I'ocytocine. L’ocytocine est un petit neuropeptide synthétisé au niveau
central par des neurones magnocellulaires et parvocellulaires de I’hypothalamus, au sein des
noyaux paraventriculaires, supraoptiques, et accessoires. Libérée a la fois dans différentes
structures cérébrales et dans la circulation sanguine, elle possede donc une action centrale et
périphérique et est impliquée dans la régulation de nombreuses fonctions et comportements :
fonctions reproductrices, rénales, cardiovasculaires, comportements sociaux et d’agression,
mémoire et apprentissage, anxiété... Elle posséde également un effet analgésiant,
périphérique et central. En particulier, lors de sa libération spinale par les neurones
parvocellulaires, I'ocytocine recrute des interneurones glutamatergiques qui activent des
interneurones inhibiteurs GABAergiques, réprimant ainsi les afférences nociceptives des fibres
Ab et C (Breton et al., 2008). Or ce systeme ocytocinergique, par son étude chez le rongeur
n’est considéré comme mature qu’a P20 (Choy & Watkins, 1979). L’expression des récepteurs
a I'ocytocine, les OTR, change également lors de deux périodes clés, autour de P19-21, et a la

puberté (Figure 2) (Knobloch & Grinevich, 2014).
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Figure 2 : Profil d’expression des récepteurs a I’ocytocine dans le cerveau du rongeur a
différents ages.

D’apres (Grinevich et al., 2015).

Tous ces mécanismes ont une conséquence comportementale et participent a expliquer
I’hypersensibilité nociceptive observée chez les nouveaux nés, notamment chez les
prématurés, et dans les modeles animaux (Fitzgerald, 2005; Juif et al., 2016; Melchior et al.,
2018). Cette période de maturation et plasticité importante rend donc le systéme nociceptif
du nouveau-né vulnérable a des stress qui pourraient avoir des retentissements sur les voies
ascendantes (codage des informations douloureuses) et les voies descendantes (modulation

des réponses douloureuses).

2. Impact de "adversité précoce

a) Réponse au stress

Le terme « stress » est couramment utilisé pour désigner un stimulus, « le stresseur », qui
perturbe I'homéostasie mais désigne également la réponse physiologique d’un organisme aux

perturbations biologiques et psychiques induites par ce dernier, que celui-ci constitue une
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menace réelle ou percue (Selye, 1998). Le stress est donc une réaction qui permet I’adaptation
(réaction fight or flight) et qui recrute I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) et le
systeme sympathique. Briévement, les neurones du noyau paraventriculaire de
I’hypothalamus vont libérer la vasopressine et la corticolibérine qui stimuleront I’hypophyse
antérieure pour libérer I'hormone adrénocorticotrope (ACTH). L'ACTH induira ensuite la
libération de glucocorticoides (cortisol pour I’'Homme et corticostérone pour le rongeur) par
les glandes surrénaliennes. Ces derniers ont un large éventail d'actions. Comme l'indique leur
nom, les glucocorticoides agissent sur I'utilisation du glucose et plus généralement sur
I'équilibre énergétique. Ils peuvent aussi agir comme facteur de transcription ou via des effets
non-génomiques comme la libération de glutamate ou stimulation de la libération
d’endocannabinoides (Lupien et al., 2009; McEwen & Akil, 2020). Des structures comme
I'hippocampe possédant beaucoup de récepteurs aux glucocorticoides permettent le
rétrocontréle négatif de cette réaction pour un retour a ’lhoméostasie. Mais I’hippocampe est
également sensible et vulnérable face au stress s’il devient chronique (Lupien et al., 2009). Si
I’'hnoméostasie représente la stabilité des parametres physiologiques, I'allostasie par analogie
correspond aux processus physiologiques et comportementaux permettant de maintenir cette
stabilité par le changement (McEwen, 2020). Ces processus comprennent un recrutement du
systeme nerveux autonome, métabolique et immunitaire en interaction avec |'axe HHS
(McEwen, 2006). Dans le cas d’une exposition chronique au stress, la charge allostatique se
trouve donc augmentée rendant le retour a I’homéostasie plus critique (Figure 3). L'usure de
ce systéme produit par une surcharge allostatique ou une exposition a un stress chronique
induit des déréglements de ces méme mécanismes d’adaptation.

Dans le cadre de ce travail sur les conséquences de I’adversité précoce, le stress étudié est un
stress chronique durant la période néonatale pouvant impacter la fonctionnalité du systéme
nerveux et les facultés d’adaptation de I’organisme (Figure 3). Ainsi, durant cette période, une
exposition chronique au stress entraine des dérégulations de ce systéme, se traduisant par une
réactivité accrue au stress a I'age adulte, une réduction du volume de I'hippocampe avec des

conséquences psychologiques et comportementales (Lupien et al., 2009).
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Figure 3 : Surcharge allostatique induite par I’accumulation de stress.
D’apres (Mcewen and Akil, 2020).

b) Conséquences de 'adversité précoce chez I’THomme

L’adversité précoce est un terme générique regroupant plusieurs et différents types de stress
survenant t6t dans la vie d’un individu. Cela peut inclure la naissance prématurée, les abus et
traumatismes physiques ou émotionnels, un foyer dysfonctionnel ou encore des négligences
émotionnelles ou physiques survenant durant I’enfance (MclLaughlin et al., 2019). Il est
aujourd’hui admis que tous ces types de stress entrainent des conséquences déléteres sur le
développement du cerveau jusqu’a lI'dge adulte et alterent les fonctions cognitives,
émotionnelles ainsi que les réponses a la douleur (Anand & Scalzo, 2000; Y. Chen & Baram,
2016; Grunau et al., 2006; Hakamata et al., 2022; McLaughlin et al., 2019; Melchior et al.,
2021).

L’adversité précoce en début de vie peut provoquer des altérations a long terme de la réponse
au stress et des circuits cérébraux impliqués dans I'adaptation au stress, prédisposant ainsi les
individus au développement de psychopathologies (Heim et al., 2010; Juruena et al., 2020).
Par exemple, les traumatismes subis dans |'enfance ont été associés a une dysrégulation de
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I'axe  HHS causée par un déséquilibre entre les récepteurs glucocorticoides et
minéralocorticoides, provoquant ainsi une vulnérabilité accrue aux troubles de I'humeur a
I'age adulte (Baes et al., 2014). L’étude par imagerie par résonnance magnétique a permis de
démontrer que cette population présente également une réduction du volume de I'amygdale,
du cortex préfrontal médian (cPFM), de I'hippocampe ainsi qu’une activation accrue de
I'amygdale en cas de menace (McLaughlin et al., 2019). Les personnes ayant subis une ou
plusieurs formes d’adversité précoce ont plus de risques de développer divers troubles
psychiatriques. Elles sont notamment plus a risques de développer des troubles anxieux,
guatre fois plus susceptibles de développer un trouble dépressif, cing fois plus susceptibles de
développer un état de stress post-traumatique ou encore un trouble obsessionnel-compulsif
(Hughes et al., 2017; Scott et al., 2010). Enfin, le circuit de la récompense étant en relation
avec l'activité de I'axe HHS ces populations semblent étre associées a une probabilité plus
élevée de consommer des substances addictives et de développer des dépendances a |'age

adulte (Lijffijt et al., 2014).

Concernant les effets sur la douleur, I'impact des douleurs néonatales et de la prématurité ,
qui concerne les naissances avant 37 semaines d’aménorrhée, ont été souvent étudiés. La
prématurité est associée a un plus grand risque de présenter des troubles du
neurodéveloppement, notamment des troubles de I'attention (Aylward, 2003), un retard
mental, une diminution des capacités cognitives et des troubles de I'apprentissage (Hack et
al., 2002; Moster et al., 2008). Concernant les effets sur la sensibilité douloureuse, on retrouve
une certaine variabilité des résultats dans la littérature. Gruneau et collaborateurs rapportent
qgue les enfants de 9 a 14 ans nés prématurés ou ayant été hospitalisés a la naissance notent
plus intensément leur douleur suite a un stimuli chaud nociceptif (Grunau et al., 2006;
Hermann et al., 2006). Cette hypersensibilité a également été observée chez des adolescents
agés de 12 a 18 ans (M. D. Williams & Lascelles, 2020). Néanmoins, une hyposensibilité
thermique généralisée a aussi parfois été observée chez des enfants nés prématurés agés

entre 11 et 12 ans et plus tard a I'age adulte (F. R. Walker et al., 2009). Dans cette derniere
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étude, une hypersensibilité a cependant été reportée chez les femmes en réponse a un

stimulus nociceptif prolongé.

Dans la littérature, des méta-analyses ont pu démontrer que des abus dans I’enfance sont
corrélés a des douleurs chroniques a I’age adulte (Davis et al., 2005; Melchior & Poisbeau,
2015). Par exemple, un grand nombre de patients souffrant de migraines ou de syndromes du
colon irritable rapportent des antécédents de maltraitance dans I'enfance (Tietjen et al., 2015,
2016; C. A. Ross, 2005). D’autres études rapportent une plus grande évaluation et
catastrophisation de la douleur chez cette méme population (Yamada et al., 2017; Sansone et

al., 2013).
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3. Modeles d’adversité précoce

Afin de mettre en évidence les mécanismes sous-jacents des conséquences observées de
I'adversité précoce sur les différentes fonctions nerveuses, plusieurs modeles de laboratoires
ont été créés chez la souris et le rat. L'isomorphie, I’homologie et la prédictibilité sont des
criteres importants pour la validité d’'un modéle animal. Ainsi, les modeles d’adversité précoce
chez le rongeur doivent permettre par I'exposition a un ou plusieurs types de stress avant le
sevrage d’induire des conséquences semblables et mener vers les troubles et pathologies

décrits plus tot chez I’'Homme (Figure 4).

Early Life Adversity Adulthood Outcomes
4 e . . . N\
Chronic Abuse (physical/emotional) : ﬁ"gf‘g::zg‘i ;ggz;s;a:::&i’:g; .
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nstable family structure | disorders 5
(o g N\
& ¢ Delayed developmental milestones
2 MatRernaI maltreatrzgrlt/g.le.glect * Increased peer aggression
{ esource unpredictability « Decreased pro-social and novelty-
Peer-rearing | seeking behaviors 3
Diminished maternal care ("« Delayed developmental milestones )
Resource scarcity ¢ Increased peer aggression
— . Unstable/conflictual hierarchies ¢ Increased anxiety and depression-like
> Adolescent isolation \ behaviors Y

Figure 4 : Similarités des conséquences de I’adversité précoce entre plusieurs espéeces
(Parise et al., 2023)

En début de vie, le petit rongeur est entierement dépendant du comportement et des soins
maternels pour sa survie. Plusieurs modeéles de stress précoces visent donc a perturber la
guantité ou la qualité des interactions avec la mére, ce qui provoque un stress perturbant le
développement des petits (Y. Chen & Baram, 2016; Bassey et al., 2023). L'importance des
comportements maternels a également été montrée en étudiant les variations naturelles et
en identifiant deux catégories de mamans rats, les « high grooming » (i.e. apportant beaucoup
de soins comme le toilettage, I'allaitement) et les « low grooming » . Ces variations induisent

chez le petit des comportements différents une fois adulte au niveau des réponses a la douleur
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(C.-D. Walker et al., 2008), a la peur (Menard et al.,, 2004) ou encore au niveau des

comportements sexuels (Cameron et al., 2011).

Les différents modeles existants vont différer sur la nature du stress, sa durée et la période
sur laquelle il est induit, tres souvent avant le sevrage. On retrouve des modeles altérant la
« quantité » des soins maternels tels que la séparation maternelle néonatale (SMN) qui
consiste a séparer quotidiennement (de P2 a P12 ou P21) les petits de la mére durant plusieurs
heures, des modeles de handling avec des séparations courtes de 5 a 15 minutes (Plotsky &
Meaney, 1993) et des modeles de privation maternelle ol les petits sont isolés une fois
pendant 24h, généralement a P9. D’autres modeles comme le « limited bedding and nesting »
(LBN) se focalisent sur la qualité des soins et vont restreindre les ressources pour constituer le
nid ou attribuer des cages aux animaux qui ne permettent pas sa construction de maniére
optimale ce qui va engendrer un stress chronique chez la méere dont les soins seront
fragmentés et de moindre qualité. Notre laboratoire travaille avec un modele de SMN (3
heures par jour de P2 a P12) utilisé dans tous les travaux présentés dans ce manuscrit et dont
nous allons décrire les effets dans la partie suivante. Les modeles de séparation induisent une
privation sensorielle de la mére et du nid et donc inévitablement une privation nutritive et des
changements de températures qui impactent le systéme neuroendocrinien et par conséquent
altéerent le bon développement des fonctions nerveuses et nociceptives (Kuhn & Schanberg,
1998). Ce type de stress induit de I'anxiété chez la meére et altere ses comportements qui sont
souvent décrits comme fragmentés, incohérents mais également augmentés lors de la réunion

avec les petits (Aguggia et al., 2013; Alves et al., 2020; Couto-Pereira et al., 2016).

4. Conséquences de la séparation maternelle néonatale

a) Conséquences sur la myélinisation du systéeme nerveux

Comme décrit plus haut, la SMN a lieu pendant une période critique de développement et de
myélinisation importante. Un étude de (Yang et al., 2017) démontre qu’une SMN chez le rat

de 3h/jour de P2 a P21 induit des altérations conséquentes de la myélinisation du cPFM et un
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déficit en oligodendrocytes matures d a une réduction des histones désacétylases 1 et 2
activant la voie de signalisation Wnt. Un sauvetage phénotypique a pu étre réalisé dans cette
méme étude par l'inhibition de la voie de signalisation Wnt (Yang et al., 2017). Un autre
modele de SMN (3h/jour de P10-P15) chez le rat a permis de décrire une myélinisation précoce
et mal régulée dans le cerveau en lien avec augmentation a P16 de I'expression de certains
facteurs neurotrophiques et des molécules et récepteurs associés a la myéline (BDNF, OMgp
et TrkB,) dans le cervelet qui se résorbait a P30 (Miki et al., 2014). Chez la souris, une SMN
(3h/jour P2-P14) a également induit cette augmentation de I’expression des genes liés a la
myéline dans le cPFM ainsi qu’une différenciation oligodendrocytaire précoce a P15,
conduisant a un appauvrissement du pool des cellules progénitrices oligodendrocytaires a
I’age adulte (Teissier et al., 2020). La SMN altére donc de maniére importante les processus de
myélinisation dans la période néonatale ce qui peut entrainer des déficits fonctionnels et

cognitifs observés chez I’adulte que nous allons décrire.

b) Conséquences cognitives et émotionnelles

Le modele SMN est décrit comme modulant durablement I'expression émotionnelle et la
réponse au stress selon la durée de la séparation (Plotsky & Meaney, 1993). Ainsi le modéle
du handling (séparation courte de 5 a 15min) augmente le comportement maternel, induit
une diminution de I'anxiété et une augmentation du rétrocontrole négatif exercé par les
glucocorticoides sur I'axe HHS (Plotsky & Meaney, 1993). Dans les modéles de séparations
longues, comme le nétre, ce rétrocontrole négatif est diminué conduisant a une activité de
I’axe HHS amplifiée et a des réponses comportementales face au stress augmentées. C'est en
effet I'un des premiers (et des plus observés) effet de la SMN dans la littérature. L'impact sur
I’axe HHS induit un phénotype anxieux a I’dge adulte qui est associé a une augmentation de la
libération de corticostérone suite a un stress aigu (Coutinho et al., 2002; Liu et al., 2000;
O’Malley et al., 2011; Plotsky & Meaney, 1993). Notamment chez le rat, une augmentation de
I’expression de la corticolibérine (corticotropin releasing hormone en anglais) et son récepteur

dans I'amygdale, I’hypothalamus et le locus coeruleus est observée ainsi qu’une diminution
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des récepteurs glucocorticoides et minéralocorticoides dans |’hippocampe altérant le
rétrocontréle négatif en cas de réaction de stress (Ladd et al., 2004; Meaney et al., 1993;

O’Malley et al., 2011; Plotsky & Meaney, 1993).

Dans de multiples tests évaluant I'anxiété et la réponse au stress les animaux ayant subis la
SMN montrent a I'adge adulte une augmentation des comportements d’anxiété décelée par des
tests comportementaux comme le labyrinthe en croix, I'openfield ou le réflexe de sursaut (R.
L. Huot et al., 2002; Kalinichev et al., 2002; Liu et al., 2000; Masrour et al., 2018; Wei et al.,
2010).

Des altérations du systeme sérotoninergique ont été observées dans ce modele dans la
période néonatale avec une atténuation de I’expression du récepteur de la sérotonine 1A dans
I'hippocampe et le cPFM, et du récepteur de la sérotonine 2A uniquement dans le cPFM. A
I’age adulte, les animaux présentent une réduction de I'activité des neurones
sérotoninergiques dans le noyau du raphé et de |'expression des récepteurs 5-HT1A et a
I'opposé une augmentation de I'expression de ces récepteurs dans I'amygdale (Bravo et al.,
2014a; Ohta et al., 2014; Vilela et al., 2021). Ces altérations pourraient expliquer la plus grande
susceptibilité a développer des comportements de types dépressifs évalués par les tests tels
que la préférence au sucrose, le splash test ou encore la nage forcée (Aisa et al., 2007, 2008;

Shu et al., 2015).

Des déficits cognitifs ont été décelés tels qu’une altération de la reconnaissance d’objet ou
d’apprentissage dans le test du labyrinthe de Morris, associés a des changements
morphologiques dans I’hippocampe comme une réduction du nombre de neurones matures
dans la région CA3 de I’hippocampe et de la densité des fibres moussues (Aisa et al., 2007;

Banqueri et al., 2021; R. L. Huot et al., 2002; Reshetnikov et al., 2020; Wang et al., 2011).

c) Conséquences sur la sensibilité nociceptive

Dans le modele SMN, plusieurs études ont permis d’attester d’effets déléteres sur le systéeme

nociceptifs persistants jusque I’age adulte tels que des hyper- et hypo-sensibilités viscérales et
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somatiques, des déficits de controles descendants de la douleur ainsi qu’une
neuroinflammation (Coutinho et al., 2002; Juif et al., 2016; Melchior et al., 2018, 2021;
Schwaller & Fitzgerald, 2014). Une revue de notre équipe écrite par Melchior et collaborateurs
présente un tableau exhaustif recensant les conséquences de la SMN sur le systeme nociceptif
pour différents types de douleur (Melchior et al., 2021). Dans ce manuscrit, nous avons évalué
dans I’Article 1 la réponse a des douleurs somatiques (mécanique et thermique chaud), a une
douleur inflammatoire dans I’Article 2 et la réponse a une douleur neuropathique dans I’Article
3. La douleur neuropathique sera décrite dans le chapitre 3, ici nous nous restreindrons aux

deux autres types de douleur énoncées précédemment.

L'une des premieres observations sur la sensibilité nociceptive des animaux ayant subis la SMN
concerne une hypersensibilité viscérale démontrée par une réponse viscéromotrice exacerbée
a la suite d’une distension colorectale (Coutinho et al., 2002; Moloney et al., 2015). Celle-ci fut
associée a plusieurs altérations comme celle de la morphologie du tube digestif et une hausse
de I'activité des neurones entériques et semble également étre dépendante de I’age comme
le montre une étude de Yi et collaborateurs dans laquelle la proportion de rats éprouvant cette
hypersensibilité viscérale diminue en vieillissant (Coutinho et al.,, 2002; Fuentes &
Christianson, 2018; Moloney et al., 2015; Yi et al., 2017). Ce phénotype fait donc de la SMN un
modeéle de recherche permettant de modéliser le syndrome du célon irritable, cependant
certaines études ont mis en évidence la nécessité d’exposer les animaux a un stress

supplémentaire pour arriver a ce phénotype (Fuentes et al., 2016).

Concernant la sensibilité somatique, notre laboratoire a mis en évidence dés P24 une
hypersensibilité mécanique, testée en pince calibrée, thermique au chaud a I'aide du test de
Hargreaves et tres récemment au froid en test de plaque froide, qui persiste a I’'dge adulte
(Gazzo et al., 2021a; Gieré et al., 2023; Juif et al., 2016; Melchior et al., 2018). Ces observations
ont pu étre confirmées par plusieurs autres études chez la souris et le rat, notamment sur
d’autre zone du corps comme une allodynie mécanique suite a une stimulation orofaciale
(Pierce et al., 2016; Prusator & Greenwood-Van Meerveld, 2016; Takatsuru et al., 2009; Yasuda
et al., 2016). Cependant, ces conclusions ne sont pas systématiques. En effet, dans certaines
études ces différences de sensibilité sont de I'ordre de I’hyposensibilité¢, comme une
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hyposensibilité thermique au chaud décrite par Coutinho et collaborateurs dans un test de tail
flick (Coutinho et al., 2002; Weaver et al., 2007). Enfin dans d’autres études, aucune
modification de la sensibilité mécanique ou thermique nociceptive n’est observée (Genty et

al., 2018a; Kalinichev et al., 2001; Vilela et al., 2017).

Les animaux ayant subis la SMN présentent également une hypersensibilité a la douleur
inflammatoire comme démontré par notre laboratoire suite a des injections de carraghénane
sous cutanées (dans la patte arriére) chez le rat (Melchior et al.,, 2018). La méme
démonstration fut faite avec des injection de formaline ou d’adjuvant complet de Freund (CFA)
suite auxquelles la réponse comportementale des animaux SMN était plus importante que
celle du groupe controle (Uhelski & Fuchs, 2010; Vilela et al., 2017). Encore une fois, le
contraire existe aussi dans la littérature comme I'étude de Genty et collaborateurs qui
démontre une absence de différence de sensibilité nociceptive entre le groupe SMN et
contréle suite a une injection de CFA mais également que la SMN atténuait le développement
de I'hypersensibilité thermique au chaud liée a I'inflammation et favorisait une récupération

plus rapide de la sensibilité mécanique (Genty et al., 2018b).
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d) Altérations du systeme nociceptif

Un nombre considérable d’étude a permis de révéler des altérations du systéme nociceptif en

lien avec les hypersensibilités décrites précédemment (Figure 5). Le travail de notre équipe

décris dans ce modele une augmentation de |’expression du canal sodium voltage dépendant

Nav1.8 impliqués dans I'excitabilité des nocicepteurs des ganglions de la racine dorsale, des

changements dans I'expression des facteurs de croissance (NGF et GDNF) impliqués dans la

maturation des fibres C ainsi qu’une augmentation durable de I'expression de l'importateur de

chlorure NKCC1 entrainant une modification de I'inhibition GABAergique dans la ME (Gazzo et

al., 2021a; Juif et al., 2016). S’ajoute a cela, une diminution de I’expression du canal potassium

voltage dépendant Kv1.2 dans les ganglions de la racine dorsale également observée dans ce

modele (J.-L. Luo et al., 2011).
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Figure 5 : Conséquences sur le systéme nociceptif d’'une SMN

(Melchior et al., 2021)

31



Concernant le niveau supra spinal, des changements importants sont observés, notamment
une altération de I'activité des circuits et structures de « matrice de la douleur » induite par
une augmentation de I’activité du cortex cingulaire antérieur (CCA) (Chung et al., 2007), une
hypertrophie de I'amygdale (Koe et al., 2016), une hausse de l’activité des neurones
glutamatergiques de I'hippocampe (A. Chen et al., 2017) mais également une altération de la

plasticité du cortex préfrontal et somatosensoriel (Chung et al., 2007; Monroy et al., 2010).

Les controles descendants de la douleur sont également impactés par la SMN : un déficit des
systemes permettant I'analgésie induite par le stress comme le systeme ocytocinergique est
observé (Melchior et al., 2018). Les contréles opioidergiques présentent également un déficit
(Kalinichev et al., 2001) associé a une baisse des récepteurs opioidergiques mu, kappa et delta
dans des structures telles que I'amygdale, la médulla rostroventrale et la PAG (Nakamoto et

al., 2020).

Enfin, une hypothése assez récente soutenue par les observations des marqueurs
inflammatoires désigne les animaux ayant subi la SMN comme étant dans un état sub-
inflammatoire permanant induisant les hypersensibilités nociceptives. En effet, nous avons
observé dans la ME de ces animaux, une hausse de l’expression des cytokines pro-
inflammatoires IL-1B, IL-6, TNF-a and Cox-2 avec en paralléle une diminution de la cytokine
anti-inflammatoire IL-10 conduisant a une plus grande libération des prostaglandines 2 dans

la ME (Gazzo et al., 2021a) et dans I'hippocampe (Roque et al., 2016).
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Il faut noter cependant que si beaucoup d’études sur ce modele rapportent des conséquences
similaires avec des degrés de gravité différent, on retrouve dans la littérature beaucoup de
divergences sur les conséquences de la SMN liées principalement au manque d’homogénéité
dans les protocoles de stress mais aussi a des différences d’espéces, de souches ou de période
de tests (Figure 6) (Murthy & Gould, 2018). C’est pourquoi, nous avons testé deux souches
différentes de rat, le Wistar et le Sprague Dawley dans I’Article 1 de ce manuscrit évaluant les

conséquences de la SMN a court terme sur le neurodéveloppement et la nociception.
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Figure 6: Résumé des facteurs induisant une variabilité dans les phénotypes des modéles
d’adversité précoce chez le rongeur.

(Murthy & Gould, 2018). Abréviations : (ELS) stress en début de vie, (MS) séparation maternelle, (LB-
LN) modele restreignant la nidification.
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5. Les réflexes comme marqueurs de maturité du systeme nerveux

Une évaluation de I'ontogenése et de la maturation du systéme nerveux de maniére non
invasive est possible par I'observation de la mise en place des réflexes pour les fonctions
sensori-motrices. Comme énoncé dans le paragraphe 1.a), une atteinte au développement et
a la maturation de la connectivité des fibres sensori-motrices par des perturbations pré- ou
postnatal peut étre observée par un décalage dans la date d’acquisition des réflexes. En effet,
le neurodéveloppement suit un modeéle séquentiel, prévisible et déterminé chez I’humain
comme chez le rongeur (Gerber et al., 2010; Scharf et al., 2016; Heyser, 2003). Pour les
rongeurs des tests ont été mis en place afin mesurer en laboratoire I’effet de perturbations
telles que des manipulations pharmacologiques, environnementales et génétiques (pour les
modeles transgéniques) (Heyser, 2003). A la naissance, le systéme nerveux des rongeurs est a
un stade de développement semblable a celui du foetus humain lors du début du 3éme
trimestre de grossesse (23 a 28 semaines d’aménorrhée) (M. C. White & Wolf, 2004). Si la
vitesse de développement n’est pas comparable, les étapes des processus clés du
développement sont remarquablement conservées entre les deux especes (M. C. White &
Wolf, 2004; Zeiss, 2021). Le raton nait donc capable d'effectuer certains mouvements semblant
aléatoires et désordonnés, les yeux et les canaux auditifs restent fermés jusqu'a environ P15
et la sensibilité tactile n'est pas completement développée (Heyser, 2003; Zeiss, 2021). La
poursuite des processus de développement se fait donc dans la période néonatale dont
plusieurs tests développés en laboratoire permettent une évaluation standardisée (Zeiss,
2021; Heyser, 2003; Feather-Schussler & Ferguson, 2016). Quelques exemples sont présentés
dans la Figure 7 et une description plus détaillée des tests est présente dans I’Article 1. On
retrouve notamment dans cette liste, la géotaxie négative, I'évitement des falaises, les
réactions de sursaut tactiles et acoustiques, les réflexes de redressement en surface ou encore

la force d’agrippement.
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physique d’agrippement falaise négative de surface

Mesure : Mesure de la Mesure de la
* Poids Mesure de I'angle Mesure de la e e
e Quverture des de Ehutg pendant latence d’'évitement lLmIEmEnl vers retournenient &
yeux linclinaison du bord & Bt 180°

¢  Sursaut tactile

Figure 7 : Exemples de tests évaluant le neurodéveloppement chez le rat.

6. Quand le petit va mal, il vocalise

Grace a un large panel de tests et paradigmes issus de la recherche sur les modéles animaux
de laboratoire et leur comportement, il est depuis longtemps possible de mesurer des
comportements trés précis chez le rongeur tels que I'anxiété, la dépression, la motivation ou
encore les comportements prosociaux qui seront plus détaillés dans le deuxieme chapitre.
Selon le comportement étudié, il est possible d’utiliser des tests basés sur des réactions

provoquées ou spontanées de I'animal.

Chez le raton cependant, les tests classiquement utilisés ne sont pas adaptés ou permis a cause
de son immaturité morphologique. Rappelons en effet que les ratons restent aveugles, sourds
et tres peu mobile jusque P15 environ (la séquence temporelle de I'acquisition des réflexes est
étudiée dans I'Article 1). Il y a cependant un indicateur valide de I’état affectif qui peut étre

étudié de maniere non invasive chez le raton tout comme chez I’adulte : les vocalisations.

Le texte qui suit ne traite que de I’émission de vocalisations chez le rat et non des autres
rongeurs, qui partagent la méme faculté mais qui se distinguent de ces derniers par le contexte

d’expression et les caractéristiques des vocalisations (Sirotin et al., 2014).

35



En effet, le rat est capable d’entendre sur des fréquences allant de 250 Hz a 80 kHz a 70 dB
(Kelly & Masterton, 1977) et peut émettre des vocalisations dans un spectre allant 2—4 kHz a
70, éventuellement 100 kHz (Brudzynski & Fletcher, 2010; Nitschke, 1982). Une partie de ce
spectre de vocalisations appartient au spectre audible de I’humain mais la majorité, supérieure
a 20kHz, se situant dans le domaine de l'ultrason et appelée vocalisations ultrasonores, que

nous abregerons par USV pour le terme anglais ultrasonic vocalisations.

Les vocalisations dans le spectre de I'audible et les USV différent dans la fagon dont elles sont
amorcées. Dans 'audible, le rat use de ses cordes vocales pour les émettre en les contractant
alors que les USV sont dues a un phénomeéne de sifflet généré par le passage du flux expiratoire
contraint dans le larynx et modulé par la contraction des muscles I’entourant (Figure 8)
(Roberts, 1975).

La majorité des sons émis dans l'ultrasons sont purs, de fréquence simple mais avec des

variations en amplitude et en fréquence rapides.

Figure 8 : Description de I’anatomie du larynx chez le rat

Voies respiratoires supérieures du rat en coupe sagittale. Abbréviations : (Br) bronches, (BTo) base de la langue,
(Cr) cartilage cricoide du larynx, (Ep) epiglotte, (Eu) ouverture des tubes d’Eustache, (HP) palais, (In) choanes, (Lar)
larynx, (NC) cavité nasale, (NPh) nasopharynx, (Oe) cesophage, (Oph) orthopharynx, (SP) voile du palais, (Tr)
trachée, (VF) cordes vocales

D’aprés (Brudzynski & Fletcher, 2010).
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Ces vocalisations vont étre émises dans des contextes bien particuliers et on distingue trois
types d’USV couramment décrites en fonction de I’dge du rat, de son état affectif et des
conditions environnementales (Portfors, 2007). On observe donc chez le raton un type d’USV
émises autour de 40kHz dites de détresse, chez le jeune adulte et I’adulte deux types, une
premiere catégorie a environ 22kHz associée a des états affectifs négatifs et la seconde 50kHz,

associée a des états affectifs positifs (Allin & Banks, 1972; Noirot, 1968; Portfors, 2007).

a) Vocalisations chez le raton

Chez le raton, on observe un type de vocalisations centrées autour de 40khz généralement
désigné comme vocalisations de détresse pendant les 20 premiers jours de vie jusqu'au
sevrage. Une fois le sevrage passé, ce pattern change vers des vocalisations typiques de

I’adulte de maniéere assez abrupt (Portfors, 2007).

Durant la période néonatale, les ratons démontrent une variété riche d'appels différents
majoritairement dans le spectre ultrasonore mais également dans l'audible, en effet les
premiers jours de vie ceux-ci vocalisent peu et surtout dans l'audible, passé P3, les
vocalisations sont essentiellement dans le registre de I'ultrason (Noirot, 1968). Elles se situent
a une fréquence de 40-50 kHz (pouvant aller de 35 a 60 kHz, selon les études et |I’age des ratons
testés) et sont courtes pouvant aller de 20 ms a 300 ms (Brudzynski et al., 1999). Dans cette
étude que nous venons de citer, Brudzynski et son équipe décrivent que les ratons agés de 10
a 17 jours sont capables de vocaliser en modulant énormément la fréquence des sons, avec

une fréquence minimale aussi basse que 1,9 kHz et une maximale aussi élevée que 125 kHz.

Les vocalisations de détresse surviennent lors de situation de danger ou aversive pour le raton,
telle qu’une séparation du nid ou de la mere, lors d’exposition a des conditions provoquant
une hypothermie, ou encore a des odeurs associées a un choc électrique par conditionnement

(Allin & Banks, 1972; Blumberg & Alberts, 1990; Hofer et al., 2001; Weber et al., 2000)
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La communication des meéres avec leur progéniture est considérée comme la forme
phylogénétique la plus ancienne de communication chez les rats et chez tous les mammiféres
(Newman, 2007). Ces vocalisations provoquent chez les femelles allaitantes des
comportements de recherches du petit pour I’'amener au nid en étant guidée vers lui par les
vocalisations qu’il émet, ou encore pour le déloger lorsqu’elles s'assoient ou marchent sur ce
dernier (Allin & Banks, 1972; N. R. White et al.,, 1992). Elles augmentent également les
comportements de soins comme le toilettage de la zone anogénitale, le retour de la meére vers
le nid ou son arrangement et induisent méme une hausse de I’hormone prolactine chez elle

(Brouette-Lahlou et al., 1992; Hashimoto et al., 2001).

Par toutes ces démonstrations, les USV dites de détresse semblent donc de bons indicateurs
valides d’état d’anxiété chez le raton qui de plus peuvent étre modulées par I’administration
d’agents pharmacologiques (Gardner, 1985) ce qui les rends pertinentes non seulement pour
I’étude des mécanismes neurobiologiques, mais aussi pour la neuropharmacologie et la
psychopharmacologie (Schwarting & Waohr, 2012). Diverses études ont ainsi démontré que I’
administration d’anxiolytique ou d’antidépresseurs avant un test d’isolation de la mere ou du
nid avait pour effet de réduire significativement le nombre et la durée d’USV émises par le
raton testé (Hodgson et al., 2008; Olivier et al., 1998; Winslow & Insel, 1991). A l'inverse,
I'administration d’'un agent anxiogéne tel que le pentylenetetrazol, un antagoniste du
complexe macromoléculaire liant les benzodiazépine du récepteur GABA-A, a des ratons agés
de 10 jours élicite une augmentation de I’émission d’USV alors qu’ils se trouvent dans la cage

d’hébergement (Carden et al., 1993).

On peut également citer d’autres parameétres liés a I’environnement pouvant influencer le
nombre d’'USV émises tels que la présence de la meére (méme dans des conditions
d’hypothermie légére) et un estomac plein qui les diminuent ou a I'inverse une isolation d’un
raton dans une cage sans litiere qui les augmente plus qu’une cage avec litiere (Hofer, 1996;
Oswalt & Meier, 1975). Enfin, un dernier effet contre intuitif sur I’émission d’USV est celui de
la potentialisation maternelle rapporté par Hofer et son équipe en 1998. Dans cette étude,
I’émission d’USV par les ratons suite a deux tests d’isolation successifs était plus importante si

entre les deux isolations le raton était exposé a un bref contact avec la mére alors méme que
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le seul contact avec la mere est plutdét connu comme ayant un effet anxiolytique (Hofer et al.,

1998).

L'étude des USV par I'observation du nombre de vocalisations émises, de leur fréquence et
autres parametres permet un apercu de |'état affectif émotionnel chez le nouveau-né et a été
considérablement intégré dans de nombreux domaines d’étude. Une comparaison des USV
entre la souche de rat Sprague Dawley et Wistar sous |'effet de la séparation maternelle

néonatale est décrite dans I’Article n°1.

On en conclut ici, par I'observation de I'ensemble des études menées chez le nouveau-né, d’un
réle important des vocalisations qui sera principalement associé a la protection de l'intégrité

de l'individu et donc de I'espéce, depuis sa naissance.

b) Vocalisations chez I'adulte

Une fois le sevrage passé, le jeune rat adopte les mémes vocalisations retrouvées chez I'adulte,
certaines dans le registre de I'audible et les autres majoritaires sont des USV. On observe donc
des USV autour de 22kHz en réponse a des situations aversives qui remplaceront les USV de
détresses du raton a 40kHz et celles a 50kHz en réponse des situations d’états affectifs positifs.
Ce changement assez brut dans les caractéristiques des USV, notamment le passage de 40kHz
a 22kHz, s’expliquent chez les spécialistes par les modifications morphologiques chez le raton
au moment du sevrage, a savoir le passage a une alimentation solide et une taille et un poids
plus important, qui influencent et alterent la respiration (Dutschmann et al., 2009) et la

production des sifflements par le larynx (Riede, 2013).

En réponse a des situations aversives ou stressantes le rat adulte émet des vocalisations dont
la fréquence se situe autour de 22kHz (Figure 9). Elles sont observées dans beaucoup
d’interactions sociales comme par exemple lorsqu’un rat est battu lors I'établissement de la
dominance (Takahashi et al., 1983; Thomas et al., 1983). Cependant les USV les plus décrites
de ce type restent les vocalisations d’alarme en réponses a la présence d’un prédateur (ou de

son odeur) qui en plus d’enclencher un comportement de défense, élicite de long appels
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stéréotypées et répétés par un rat lorsqu’il le détecte dans le but de communiquer
I'avertissement a I’ensemble du groupe (Blanchard et al., 1990, 1991; Dielenberg & McGregor,
2001; Litvin et al., 2007). Ce comportement est donc une méthode de défense sociale contre
les prédateurs (Brudzynski, 2021). Les vocalisations de ce type sont également émises en cas
de situation aversive ou surprenantes comme un bruit ou contact tactile soudain, un choc
électrique sur une partie du corps (pied ou queue selon les tests) et méme lors d’un contact
avec un expérimentateur inconnu (Blanchard et al., 1986; Jourdan et al., 1995; Kaltwasser,
1990; Knapp & Pohorecky, 1995). Enfin d’autres conditions tres expérimentales ont provoqué
des USV a 22kHz chez des rats adultes comme un sevrage aprés une exposition (parfois
chronique) a la morphine, a la cocaine ou encore a |'alcool (Kalinichev & Holtzman, 2003;
Mutschler & Miczek, 1998; A. M. Williams et al., 2012). Si les USV sont utilisées comme un
indicateur valide d’anxiété c’est aussi car la quantité d’USV émise est corrélée a l'intensité de
la stimulation aversive comme le démontre Wohr et son équipe dans une étude de

conditionnement de peur (W6hr et al., 2005).

Un autre type d’USV est indicatif d’états affectifs positifs chez le rat. En effet, des USV émises
dans des fréquences environnant les 50kHz ont été identifiées en réponse a des stimuli
gratifiants comme le jeu chez les rats juvéniles (Burgdorf et al., 2008; Knutson et al., 1998),
I’anticipation de prise de nourriture palatable (Buck et al., 2014), d’agents addictifs (Knutson
et al., 1999), ou encore lors de comportements sexuels (Figure 9) (T. K. McIntosh et al., 1978;
T. K. McIntosh & Barfield, 1980). De plus, ces USV sont émises a la suite de stimulations
intracérébrales du systeme de récompense (Burgdorf et al., 2000). Ainsi, les USV de 50kHz sont
acceptées comme mesure reflétant un état émotionnel positif chez le rat (Brudzynski, 2015;

Schwarting, 2023).

Enfin, une précision concernant les vocalisations chez le rat apporté par Brudzynski dans une
récente revue : ces dernieres ne doivent pas étre comparés au langage chez ’'Homme car c’est
une fonction supportée par des mécanismes neuronaux et fonctions cognitives complexes non
présents chez le rongeur (Brudzynski, 2021). Cependant, on peut les comparer aux phonations
humaines dites non verbales tels que les rires, les gémissements, les pleurs ou encore les cris.

N’ayant pas de contenu lexical, ce type de vocalisations inarticulées sont des réflexes évolutifs
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équivalents a d'autres vocalisations de mammiféres générées par des mécanismes limbiques

sous-corticaux (Mainka et al., 2019).

Adult rat ultrasonic vocalizations

22 kHz vocalizations 50 kHz vocalizations
(Aversive vocalizations) (Appetitive vocalizations)
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Figure 9 : Classification des vocalisations ultrasonores chez le rat adulte.
Les sonogrammes exemplaires montrent la structure acoustique des vocalisations ultrasonores.
(Brudzynski, 2013).

c) Substrat neurologique

La production d’USV de 22 kHz est déclenchée par I'activation glutamatergique de fibres
cholinergiques résidant dans le tronc cérébral dans le noyau tegmental latérodorsal. Celles-ci
projettent dans les régions antérieure et pré-optique de I’hypothalamus, ainsi que dans le
septum. La sécrétion d’acétylcholine dans ces régions, que Brudzynski appelle « bande de
vocalization cholinoceptive médiale », est décrite comme a I'origine de I'émission d’USV de
22kHz (Brudzynski, 2013).
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Par ailleurs I’émission d’USV de 50kHz est induite par |'activité de la voie dopaminergique
mésolimbique. Il a par exemple été montré que la stimulation électrique de I'aire tegmentale
ventrale induit la production d’USV de 50kHz chez le rat (Burgdorf et al., 2007). L’activité des
fibres dopaminergique ascendantes résidant dans I’aire tegmentale ventrale et la sécrétion
subséquente de dopamine dans le nucleus accumbens et le septum semblent entrainer

I’émission d’USV de 50kHz et I’état affectif positif qui leur ai associé (Brudzynski, 2013).
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B. Chapitre 2 : L’empathie a la douleur dans un contexte d’adversité

précoce

Le travail de recherche durant la thése concernant I’empathie a la douleur a abouti a un article
en cours de rédaction (cf. ARTICLE 2) ainsi qu’a la revue suivante présentée en annexe :
Brik Y. et Melchior M., (2022) La question de I'’empathie a la douleur et de I'impact de

I’environnement néonatal. Douleur et Analgésie, 35,188-195

1. L’empathie et ses différentes composantes

“ On ne peut comprendre les gens que si on les sent en soi-méme. ” John Steinbeck, A I'est

d'Eden (1952).

Si I’'empathie est un processus social conservé a travers |’évolution et au cceur des interactions
de groupe de beaucoup d’espéces (Preston & de Waal, 2002), le terme lui est assez récent. En
effet, la notion d’empathie est familiere a chacun mais reste souvent confondue avec la
sympathie ou encore la compassion. La distinction entre ces termes a fait I'objet de discussion
aussi bien dans le domaine philosophique que psychologique. Le philosophe allemand Robert
Vischer introduit dans sa thése en 1873 une premiere réflexion significative sur le concept
d’Einfiihlung dans le domaine artistique, qui signifie « se mettre a la place de » et qui sera
repris et intégré plus tard par Theodore Lipps dans le domaine de la psychologie puis traduit
en francgais par le terme « empathie ». Aujourd’hui le concept est étudié dans son aspect
évolutif et motivationnel, dans les comportements prosociaux mais également sur I’origine du
substrat neurobiologique qui le sous-tend et qui semble étre conservé a travers les espéces.

Dans la suite de ce chapitre, nous resterons principalement centrés sur I’'empathie a la douleur.

La définition exacte de I'empathie reste sans consensus particulier et peut étre changeante en
fonction du domaine d’étude (De Vignemont & Singer, 2006). En se restreignant au domaine
des neurosciences, on définit I'empathie comme étant une réponse affective a la perception

directe ou a I'imagination de |'état affectif de I'autre (Singer & Lamm, 2009). Cela sous-entend
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plusieurs étapes qui sont résumées de la maniere suivante lorsqu’on s’intéresse a ses bases

neuronales (De Vignemont & Singer, 2006) :

— Se trouver dans un état affectif particulier

— Cet état est identique a I'état affectif d'une autre personne

— Cet état est suscité par I'observation ou l'imagination de I'état affectif de cette autre
personne

— Comprendre que l'autre personne est la source de son propre état affectif et non soi-
méme

— Agir en fonction de la situation, souvent dans la motivation d’apporter de 'aide

Cette derniere étape de réponse comportementale d’aide peut également étre I'apport de
réconfort, et consolation donc de sympathie qui est plus particulierement utilisé pour parler

de 'Homme, ce qui explique la confusion fréquente entre sympathie et empathie.

On distingue dans le détail de ces étapes une premiere composante importante qui est celle
de la résonance ou contagion émotionnelle qui est la faculté de répliquer de maniére innée
les émotions d’autrui, aussi nommée résonance affective. Cette contagion émotionnelle est
décrite par plusieurs auteurs comme le substrat premier de la réponse empathique (J.
Panksepp & Panksepp, 2013; Preston & de Waal, 2002) qu’on retrouve dans plusieurs espéces
pourvues de fonctions cognitives de différent niveau de complexité, aussi bien chez 'Homme,
les primates non humains que les rongeurs dont on détaillera plus spécifiquement le cas dans
la deuxiéme partie du chapitre.

Cette étape est doncinvolontaire et inconsciente comme le concluent Bernhardt et Singer dans
leur revue en 2012 par l'observation de plusieurs études en imagerie fonctionnelle
démontrant une base commune de réseaux neuronaux s’activant lors de |’expérience
empathique qui sont semblables a ceux s’activant lorsqu’on subit soi-méme le stimulus
douloureux ou qu’on ressent soi-méme I'émotion testée dans |’étude (Benuzzi et al., 2008;
Bernhardt & Singer, 2012; Singer et al., 2004). Dans ces études, les chercheurs ont recours a

différents modeéles de tests pour étudier I'empathie comme des films, photos et images
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d’expression faciale de personne souffrante, de corps en situation douloureuse ou encore de
suggestions qu’un proche est en train de subir une stimulation douloureuse.

On observait alors chez les sujets testés des activations des aires corticales suivantes : cortex
cingulaire antérieur et médian, insula antérieure, gyrus frontal inférieur et le cervelet en
réponses a ces images ou suggestions. L’activation de ces réseaux est donc semblable a celle
d’un sujet expérimentant lui-méme I'émotion ou le stimulus. C'est donc sur la base de ces
démonstrations et observations que la théorie de la représentation partagée lors de
I’'expérience empathique émergea.

Pour I'empathie a la douleur, une étude d’imagerie fonctionnelle par Singer et ses
collaborateurs en 2004 apportent plus de précisions en montrant que l'imagination d’un
proche en souffrance active des aires associées a la composante affective de la douleur et non
pas I'entiereté de la matrice de la douleur c’est-a-dire, I'insula antérieure bilatérale ainsi que

le CCA (Singer et al., 2004).

Vient ensuite la part cognitive associée a I'empathie, qui entend comprendre le contexte et
intellectualiser les émotions de I'autre. Celle-ci est suivie de prés par la déconnexion
émotionnelle qui est la régulation de la réponse empathique par la séparation claire de ses
propres émotions de celle d’autrui. Cette déconnexion est liée aux fonctions exécutives et
contréles « top-down » qui permettent a I'individu, grace a ces expériences passées et son
savoir de se dissocier de I’autre mais aussi de moduler sa réponse empathique (Figure 10)

(Goubert et al., 2005).
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Figure 10 : Processus cognitifs liés a I’empathie a la douleur.

(Goubert et al., 2005).

Enfin I'aspect motivationnel conclut la réponse empathique généralement par un
comportement prosocial d’aide ou de consolation mais dans certains cas cela peut également
se manifester par un évitement de la personne ou de la situation afin de se soustraire du stress

induit par la contagion émotionnelle (Goubert et al., 2005).

Autres conclusions notables de ces études sur I'empathie : le degré de proximité entre les
personnes concernées et le genre modulent également la réponse empathique. L'intensité de
I'activation des aires corticales n’est pas la méme si le sujet de I’étude imagine un partenaire
romantique ou un proche dans une situation douloureuse par rapport a un total étranger

(Singer et al., 2004).
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Enfin, concernant '’empathie a la douleur, notre propre rapport a la douleur peut également
moduler cette réponse empathique et a l'inverse I'empathie ressentie pour autrui peut
moduler notre réponse a la douleur (Godinho et al., 2012; X. Li et al., 2020). En effet, des
individus ayant eux-mémes une grande sensibilité a la douleur attribuent des notes plus
importantes lorsqu’il s’agit d’évaluer la douleur d’autrui ainsi que I'aspect désagréable quiy
est associé (X. Li et al., 2020). Cela est aussi vrai dans le sens inverse comme le démontre une
étude de Godinho et al., dans laquelle la réponse a la douleur évaluée en laboratoire a I'aide
de tests nociceptifs chez des sujet sains est plus importante aprés avoir observé la douleur
d’autrui (Godinho et al., 2012). Ce phénomene a été qualifié d’hyperalgésie compassionnelle.
Pour conclure sur ces spécificités liées a nos expérience, I'expérience méme de la douleur par
le passé n’est pas une condition prérequise a |I'empathie. Une remarquable étude de
I'empathie a la douleur chez des personnes atteintes du rare syndrome d’insensibilité
congénitale a la douleur rapporte la méme activation en imagerie par résonance magnétique
fonctionnelle du CCA médian et de l'insula antérieure lorsqu’elles observaient la douleur
d’autrui que celle observée chez des sujets sains (Danziger et al., 2009). Cela signifie également
gue la résonnance émotionnelle n’est pas une condition sine qua none a I'empathie et souligne
en outre le role important de la prise de perspective émotionnelle et de compréhension des
sentiments dans les interactions sociales chez ’'Homme. L’empathie a la douleur reste donc

possible sans ce principe de contagion émotionnelle.

2. Aires corticales et substrat neurologique associés

a) Aires corticales associées a I'empathie a la douleur

Nous avons donc vu que I'empathie a la douleur peut étre segmentée en plusieurs étapes
recrutant différentes fonctions et aires cérébrales. Concernant I'’empathie a la douleur il s’agit
principalement d’un recrutement des aires communes aux aires activées par I'expérience
douloureuse telles que le cortex insulaire antérieur et le CCA ( Figure 11) (Timmers et al.,

2018; Kogler et al., 2020).
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Pain and empathy for pain (main effects)
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Figure 11 : Différentes activations dans le cerveau lors de I’expérience de la douleur et de I’empathie

a la douleur
Imagerie par résonance magnétique fonctionnelle. Abbréviations, gyrus préfrontal dorso-médian : dmPFG, gyrus frontal
inférieur : IFG, insula : INS, gyrus supramarginal : SMG, gyrus frontal moyen : MFG, lobule rolandique : ROP, thalamus = THAL.

(Kogler et al., 2020)

b) Réle de I'ocytocine

L'ocytocine, présentée précédemment dans cette introduction, est pour rappel connue pour
son réle physiologique dans I'accouchement et la lactation, joue aussi un role dans la
modulation du stress et la régulation de la réponse a la douleur. Chez les mammiféres, elle
intervient également dans les interactions et le renforcement des liens sociaux (Lee et al.,
2009; H. E. Ross & Young, 2009). Enfin chez 'Homme plus spécifiqguement, des études ont
démontré qu’elle augmentait la confiance, la générosité et certains aspects de la cognition
sociale (Bethlehem et al., 2014; Domes et al., 2007; Guastella et al., 2010; Kosfeld et al., 2005).

De maniere empirique, elle a également été démontrée comme étant impliqué dans la
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réponse empathique. La recherche sur I'implication de l'ocytocine dans les processus
empathique rapportent une augmentation de cette derniére mesurée dans le sang lors de son
expérience (Barraza & Zak, 2009). Cette corrélation entre 'augmentation de sa libération et la

réponse empathique était plus importante chez les femmes que les hommes.

Abu Akel et ses collaborateurs menéerent une étude en 2015 d’imagerie fonctionnelle chez des
sujets sains ol I'on demandait au sujet d’imaginer sur une échelle une douleur ressentie soit
par lui-méme, soit par une autre personne a partir de photographies montrant des situations
douloureuses (Abu-Akel et al., 2015). lls démontrérent ainsi que des injections intranasales
d’ocytocine avaient pour effet d’augmenter la réponse empathique a la douleur comparées a
un placebo lorsque le sujet adopté la perspective d’une autre personne et non la sienne. Singer
et ses collaborateurs en 2008 ont voulu tester cette méme hypothese cette fois uniquement
en observant I'activation des aires cérébrales associées a I'empathie (dans cette étude, I'insula
antérieure) chez des sujets sains observant leur partenaire romantique recevant une
stimulation douloureuse sur la main (Singer et al., 2008). lIs en conclurent que I'activation de
ces aires n’étaient pas augmentées par les injections d’ocytocine par comparaison avec le
placebo. La seconde partie de I'étude démontrent que ces activations n’étaient pas non plus
corrélées positivement avec les comportements prosociaux des participants testés via un jeu

de confiance et de coopération économique.

D’autres études comme celle de Bartz et son équipe en 2010 puis 2019 ameneérent plus de
précisions en démontrant que I'ocytocine n"augmentait pas les réponses empathiques chez
tous les sujets sains (hommes et femmes) mais uniquement chez les hommes dotés d’un score
plus haut que la moyenne au questionnaire de quotient du spectre autistique (Bartz et al.,
2010, 2019). Il s’agit d’individu sans troubles cognitifs mais qui éprouvent plus de difficultés
dans les interactions sociales. Ces résultats confirment que I'ocytocine améliore sélectivement
les aptitudes sociales des individus moins compétents sur le plan social, mais a peu d'effet sur

les individus suffisamment compétents.

L'ocytocine semble donc étre un médiateur au moins partiel de la réponse empathique avec

un role assez nuancé par le genre et les compétences sociales d’un individu (Figure 12).
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Ces résultats sont également soutenus par des études menées sur des modeles animaux en
laboratoire montrant que I"‘administration d’ocytocine chez des rats hébergés seuls
augmentait leur comportement prosociaux d’aide et que ces comportements étaient associés
a une activation des neurones ocytocinergiques qui projettent vers le CCA (Yamagishi, Lee, et
al., 2020; Yamagishi, Okada, et al., 2020). La méme conclusion est apportée par une étude chez
le campagnol des prairies qui est une espece de rongeur possédant la particularité assez rare
d’étre monogame (Burkett et al., 2016; Sue Carter et al., 1995). Chez ce dernier, I'injection d’un
antagoniste des récepteurs de I'ocytocine dans le CCA spécifiguement avant un test ou
I'animal est exposé a un partenaire trés stressé supprimait les comportements de consolation

gu’il présente normalement.

On conclut de ces démonstrations empiriques chez I’'Homme et I'animal que le cortex insulaire
antérieur, le CCA ainsi que les récepteurs ocytocinergiques de cette structure sont des

éléments clés et nécessaires au processus empathique.
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Figure 12 : Résumé du réle de I’ocytocine sur le cerveau social.

(Bethlehem et al., 2014)
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3. Une possible altération de I'empathie a la douleur par I'environnement

néonatale

Cette habilité a partager les sentiments d'autrui et a comprendre ses états mentaux est
d’autant plus importante lorsqu’il s’agit de I'empathie a douleur, étant donné son role
fondamental de protection de l'intégrité physique. Cette faculté se développant des les
premieres années de vie d’un individu (Tousignant et al., 2017), il est intéressant de
s'intéresser aux causes et phénomeénes pouvant perturber son développement durant la

période néonatale.

L’empathie se développant en début de vie, il est possible que le stress et I'adversité vécus
pendant cette période vulnérable affectent les capacités d’empathie, idée corroborée dans
guelques études. Par exemple, il a été constaté que les enfants nés prématuré présentent des
difficultés a reconnaitre les émotions faciales a I’age de trois ans (Witt et al., 2014). De plus,
aux ages de deux et sept ans, les enfants nés prématurés et grands prématurés semblent
rencontrer des difficultés d’ordre socio-émotionnelles qui incluent I’empathie évaluée par les
échelles d’Infant-Toddler Social and Emotional Assessment et le Kids Empathy Development
Scale (C. Campbell et al., 2015; Spittle et al., 2009). A I'age adulte, les personnes exposées a
des traumatismes dans |’enfance présentent des scores plus faibles d'empathie affective,

mesurés par le Multifaceted Empathy Test et 'Empathy Quotient (Grimm et al., 2017).

4, Apport des modeles de laboratoires

Comme énoncé plus haut, la base ou la forme primaire de I'empathie est la contagion
émotionnelle. Elle est conservée a travers les especes et favorise la survie du groupe en
facilitant la communication d’informations importantes sur des dangers potentiels et en
provoquant des comportements prosociaux envers les congénéres (J. Panksepp & Panksepp,
2013). En laboratoire, les modeles de rongeurs permettent donc d’apporter des réponses
concernant le substrat neurobiologique sous tendant cette fonction et d’étudier I'impact de

I’adversité précoce sur son développement. Dans la suite de cet énoncé nous nous focaliserons
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sur les différents paradigmes de tests qui ont été développés et qui permettent d’évaluer le

comportement de contagion émotionnelle chez le rongeur.

a) Modeéles de tests de contagion émotionnelle

L'une des premieres observations chez le rat de comportement interprété comme étant de la
« sympathie » a été reporté en 1959 par Church R.M dans un article ou il décrit la réponse
émotionnelle des rats face a un congénere douloureux dans une étude de conditionnement
émotionnelle (Church, 1959). Dans cette étude, un rat était mis dans compartiment adjacent
a celui (tout a fait visible) d’un autre rat subissant un choc électrique. Face a la réaction de
peur et de douleur du second rat, les rats testés montraient des comportements d’anxiété
exacerbés qui se traduisaient par une diminution du nombre d’utilisations d’un levier pour
obtenir de la nourriture alors qu’ils étaient en restriction alimentaire. Cette réaction
observable sur une période de plus de 10 jours, interprétée comme de la sympathie par les
chercheurs, était encore plus intense chez des rats ayant eux-mémes subis ces chocs pendant

la session de test.

Il existe aujourd’hui dans la littérature beaucoup d’autres exemples de contagion émotionnelle
principalement pour des émotions fortes telles que la peur et la douleur qui s’articulent autour
d’'une méme base de test, a laquelle on ajoute des modifications en fonctions de |'objet
d’étude (Figure 13) (Hernandez-Lallement et al., 2022). Cette base est I'interaction d’une
dyade d’animaux dans laquelle un animal est désigné comme |'animal démonstrateur (AD)
chez lequel on va provoquer une émotion forte et le second comme I'observateur (AO) a qui

I’émotion est transmise (Hernandez-Lallement et al., 2022).
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A partir de cela, on peut modifier et faire varier certains paramétres concernant les animaux
étudiés avant le test de contagion qui sont :

- Lesexe

- Lasouche

- Le mode d’hébergement (seul ou en groupe)

- La familiarité des animaux (compagnons de cage ou étrangers)

- Lage
Puis pendant le test :

- L’émotion provoquée chez I’AD (souvent peur ou douleur) et le type de stimulus

- Ladurée de l'interaction : de 30 min jusqu’a plusieurs jours (co-hébergement)

- L'utilisation ou non d’une préexposition au stimulus de test

- La modalité sensorielle par laquelle se fait le transfert (ouie, vue, odorat ou toutes a la

fois)
- Le(s) test(s) rendant compte de la contagion émotionnelle chez I’'AO

Beginning of experiment Until emotional transfer (ET) During & After ET

TR e«
\ 9, \ = Emotion Sensory

transfer Modality
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Figure 13 : Protocole typique de la mise en place d’un test de contagion émotionnelle.
(Hernandez-Lallement et al., 2022).

53



Les études sur la contagion de la douleur usant de ce type de protocole rapportent un effet
remarquable chez I’AO qui est une modification de la sensibilité nociceptive a la suite du test
de contagion. Des études démontrent une augmentation significative de la réponse
nociceptive d’'un AO suite a une interaction avec un AD ayant subis une douleur aigué
inflammatoire induite par du venin d’abeille, du CFA ou encore de formaline (Langford et al.,
2006; C. L. Li et al., 2018; M. L. Smith et al., 2016). En s’intéressant a I'effet d’une exposition
plus longue comme un co-hébergement, d’autres études rapportent que les animaux hébergés
dans les mémes pieces que d’autres subissant un sevrage a l'alcool ou a la morphine

développent une hyperalgésie concordante (M. L. Smith et al., 2016).

De maniere semblable, I’'hébergement d’animaux avec des congéneéres endurant une douleur
chronique suite a une neuropathie induite par une constriction chronique du nerf sciatique
provoquent chez ces derniers de I'anxiété ainsi qu’une hypernociception (Baptista-de-Souza

et al.,, 2015).

Il est a noter, que dans toutes les études précédemment citées, |'effet de contagion de la
douleur n’était possible que sur des animaux familiers entre eux (i.e. héberger dans la méme

cage durant au moins deux semaines).
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b) Classification des comportements observables

Ces modeles de tests ont permis de catégoriser différents types de comportement chez le
rongeur, selon qu’on étudie celui de I’AD ou de I’AO, présentés et catégorisés par Panksepp et
Panksepp dans leur revue de 2013 (J. Panksepp & Panksepp, 2013). On observe premiérement
comme énoncé plus haut la contagion émotionnelle chez I’AO avec une augmentation de la
réponse nociceptive aprés une interaction avec un AD douloureux ou au contraire un
phénoméne nommé analgésie sociale (social analgesia) lorsque la réponse diminue. Aprés
I'interaction, I’AD lui montre une diminution de comportements nociceptifs appelé effet

tampon (social buffering) (Figure 14).

(a) Contagion [[:3] Contagion (c) Social analgesia
¥ v *! 8 :
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o) social buffering (E) Social buffering
H i +H5
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Figure 14 : Différents effets de la contagion émotionnelle chez le rongeur.

D’apres (J. Panksepp & Panksepp, 2013)

c) Modalités sensorielles associées et réseaux neuronaux

Des études menées en optogénétique en laboratoire chez la souris ont également confirmé
gue la contagion de la douleur chez des souris (réle de I’AO), a la suite d’une interaction avec
une souris présentant des comportements nociceptifs induits par une injection de CFA,
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induisait I'activation de neurones du CCA et de plusieurs cibles en aval, notamment le noyau
accumbens. Cette projection directe du CCA vers le noyau accumbens a été mise en évidence
par un tracage viral monosynaptique (virus de la rage modifié). Linhibition bidirectionnelle de
cette projection empécha la contagion de la douleur chez I’AO. Ce méme protocole
d’optogénétique démontra que cette activation et projection du CCA vers le noyau accumbens
est également requise pour le transfert social de I'analgésie (social analgesia) entre deux souris

souffrante, dont une seule avait regu un traitement antalgique (M. L. Smith et al., 2021).

Certaines se sont plus concentrées sur les modalités sensorielles nécessaires a cette contagion.
Il en ressort que I'expérience de la contagion émotionnelle sollicite plusieurs modalités
sensorielles chez le rongeur qui vont toutes communiquer une information au sujet de

I'observateur.

En effet, la démonstration fut faite en soumettant un AO a i) I'odeur d’une litiere d’un AD ayant
subis un stimulus douloureux ou un stress aigue, ii) I’enregistrement d’USVs d’un AD effrayé
ou douloureux, ou une interaction depuis deux compartiments en plastiques accolés
permettant le passage du son mais pas de I'odeur ou la vue et iii) une interaction depuis deux

compartiments en plastiques accolés permettant la vue mais pas I'ouie ou I'odorat.

L'odorat, I'ouie, et la vue seuls peuvent tous communiquer une information concernant |’état
émotionnel de I'animal mais la contagion émotionnelle reste plus importante lorsque les trois
modalités sont réunies et que les animaux ont une interaction sociale dans la méme cage sans

aucunes séparation (Hernandez-Lallement et al., 2022).

d) Adversité précoce et contagion émotionnelle

Il existe dans la littérature quelques exemples de I’évaluation de I’adversité précoce sur ces
fonctions comme celle de Kikusui et collaborateurs démontrant que la contagion a la douleur
n’était pas observée chez des souris ayant subis un sevrage anticipé a P14 lorsqu’elles
interagissaient avec des AD ayant subis une injection intrapéritonéale d’acide acétique a 0.9%

(Kikusui & Mori, 2009). Dans leur test, lorsque deux souris du groupe contréle étaient injectées
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puis mise en présence l'une de l'‘autre, la contagion émotionnelle augmentait leur
comportement nociceptif a toutes les deux, ce qui n’était pas le cas pour les souris sevrées

précocement.

Une étude de Laviola et collaborateurs fit une démonstration similaire sur des souris
engendrées par une mere ayant subi un stress sévere par I'exposition a des niveaux anormaux
de corticostérone (80 pug/mL) dans I’eau des biberons durant la premiére semaine postnatale
(Laviola et al., 2021). Dans cette étude, les souris, dont la mére était stressée, une fois adulte
présentaient également un déficit de contagion émotionnelle dans un test similaire a celui
décrit précédemment ou les souris recevaient une injection sur la patte arriére de formaline

(1%).

Sur la base de ces données cliniques montrant un potentiel impact de |’adversité précoce sur
les processus liés a I'empathie a la douleur et la possibilité de le modéliser chez I’animal, nous
avons souhaité évaluer I'impact de la SMN sur la contagion de la douleur dans I’Article 2 de ce

manuscrit.
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C. Chapitre 3 : Cas particulier de la douleur neuropathique

Dans la derniére partie de cette thése, nous nous sommes intéressés a I'impact chez I'adulte
de I'adversité précoce comme facteur aggravant sur le développement d’un type de douleur

particulier : la douleur neuropathique.

1. Définitions

Nous avions rappelé dans le chapitre 1 la définition de la douleur par I'lASP. Or des distinctions
sont faites entre les types de douleur qui sont catégorisées de la maniere suivante : i) la
douleur nociceptive résulte d’'une activation des nocicepteurs suite a une lésion réelle ou
probable dans les tissus (hors tissus nerveux) ; ii) la douleur nociplastique est engendrée par
une altération de la nociception sans preuve évidente d'une lésion tissulaire réelle ou
menacante et entrainant |'activation des nocicepteurs ou de preuve d'une maladie ou d'une
|ésion du systeme somatosensoriel a I'origine de la douleur ; iii) la douleur neuropathique est
causée par une lésion ou une maladie du systéme nerveux somatosensoriel (central ou
périphérique) (« Terminology | International Association for the Study of Pain », s. d.). Cette
derniere peut provoquer des douleurs spontanées continues ou paroxystiques, des allodynies
et hyperalgésies mécaniques et thermiques et méme des anomalies sensorielles (dysesthésie
ou paresthésie). Quand les douleurs neuropathiques apparaissent a la suite de maladies
pouvant endommager le systeme nerveux (e.g. la sclérose en plaque, le cancer, le diabéte, le
SIDA, I'herpes, les Iésions de la moelle épiniere, des maladies auto-immunes) mais aussi a la
suite de chirurgie (Jaggi et al., 2011) et persistent plus de trois mois, elles appartiennent alors

a la catégorie de douleurs chroniques (Colloca et al., 2017; Jaggi et al., 2011).

La douleur chronique, se traduit par des manifestations douloureuses récurrentes ou
persistantes durant trois mois ou plus et compte des catégories d’étiologie différentes. La
douleur chronique primaire est une maladie a part entiere due a |'atteinte d’une ou plusieurs
régions anatomiques (Treede et al., 2019) et la douleur chronique secondaire se manifeste en

association avec des maladies ou des problémes sous-jacents (e.g. I'arthrose, diabéte,
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lombalgie). Quelles soient d’origine primaire ou secondaire, les douleurs chroniques
neuropathiques sont difficiles a traiter car résistantes aux traitements analgésiques
classiquement utilisés en clinique. De plus elles sont souvent accompagnées de comorbidités
anxio-dépressives telles qu’une susceptibilité plus grande de développer des troubles anxieux,
dépressifs, des troubles du sommeil ou encore un isolement social (Colloca et al., 2017).
L’estimation de la population atteinte de douleur chronique en Europe est d’environ 20% selon
I"IASP et I’étude épidémiologique de Breivik et collaborateurs (Breivik et al., 2006). Concernant
les douleurs chroniques neuropathiques en France, la part de la population atteinte est de
presque 7% (Bouhassira et al., 2008). Parmi les facteurs de risques associés au développement
de douleur chronique, on retrouve I'age, la population agée étant la plus sensible, le sexe avec
une prévalence chez les femmes, la sédentarité, les troubles anxio-dépressifs mais également
d’autres facteurs sociodémographiques ou cliniques (Burke et al., 2017; van Hecke et al.,
2013). L'adversité précoce telle que nous I’avons définie auparavant fait également partie de
ces facteurs de risques (Antoniou et al., 2023; Burke et al., 2017; Davis et al., 2005; Maatta et
al., 2019).

2. L’adversité précoce, facteur de risque dans la douleur chronigue

En effet, comme démontré dans les chapitres précédents, les données cliniques suggerent que
les événements adverse survenus au début de vie sont des facteurs de risque pour le
développement de pathologies neurologiques a I'age adulte, affectant les fonctions cognitives
et émotionnelles et la sensibilité a la douleur (Fitzgerald, 2005; McEwen, 2008; McLaughlin et
al., 2019; Melchior et al., 2021; Moster et al., 2008). C'est également le cas pour la douleur
chronique : de multiples études et méta-analyse ont corrélé I'adversité précoce avec un plus
grand risque de développer une douleur chronique a I’age adulte en comparaison avec la
population générale (Antoniou et al., 2023; Burke et al., 2017; Davis et al., 2005). Par exemple,
un grand nombre de patients souffrant de migraines ou de syndromes du célon irritable
rapportent des antécédents de maltraitance et traumas dans l'enfance (C. A. Ross, 2005;
Tietjen et al., 2016). Une étude de Stickley et collaborateurs a démontré une association

significative entre les abus physiques dans I’enfance et des douleurs chroniques lombaires a
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I'dge adulte, ainsi qu’une association entre un grand nombre d’événements adverses dans
I'enfance et un risque plus élevé de douleur chronique de différents types (arthrose, douleur

musculaire, migraine) a I'dge adulte (Stickley et al., 2015).

3. Modeéles de douleur neuropathique

La douleur neuropathique étant pharmaco-résistante, plusieurs modeéles en laboratoire chez
le rongeur ont été développés. Dans ces modele, la neuropathie est induite par des lésions du
systéme nerveux (e.g. trigéminales ou spinales), des traitements anti-cancéreux connus pour
induire des lésions nerveuses ou encore par des neuropathie suite a un diabéte (modélisable
chez le rongeur) (Jaggi et al., 2011). Parmi toutes ces possibilités, une catégorie de modeles
repose sur des lésions de nerfs en périphéries comme une compression ou lésion du nerf
sciatique et sont présentés dans la Figure 15 (Barrot, 2012; Jaggi et al., 2011). Les revues de
Barrot et collaborateurs et Jaggi et collaborateurs présentent toutes deux un recensement
remarquable des différents modéles existants, leurs variantes ainsi que les avantages et
inconvénients de chacun d’entre eux (Barrot, 2012; Jaggi et al.,, 2011). Pour le présent
manuscrit, nous présenteront uniquement le modéle de douleur neuropathique utilisé dans

la derniére étude qui concerne I’Article 3.

60



Dorsal root ganglion

=— Spinal cord

1
‘\Tight ligatures around

L5 and L6 spinal nerves

Sephaneous nerve - .
Four loose ligatures

around the sciatic nerve

Sciatic nerve 4
transection ~ — N\
3
Ligation of " AN Sural nerve
peroneal nerve Tibial nerve

Tight ligation
——= of half sciatic
nerve

6\

Transection of tibial and
sural nerve

7
Transection of peroneal

and tibial nerve

Figure 15 : lllustration des différents modeéles de neuropathie par compression ou lésion du nerf
sciatique

(1) Ligature des nerfs spinaux, (2) constriction chronique du nerf spinal par ligatures ou pose d’un
manchon de polyéthyléene (cuff), (3) ligature du nerf péroné, (4) axotomie par transsection du nerf
sciatique, (5) ligature partielle du nerf sciatique, (6) transsection des nerfs tibial et sural, (7) |ésion
partielle du nerf sciatique par transsection des nerfs du péroné et du tibia

(Jaggi et al., 2011)

Un premier modeéle de compression du nerf sciatique « chronique constriction injury » (CCl)
développé par Bennett et Xie consiste a effectuer trois a quatre ligatures laches autour du
nerf sciatique (Barrot, 2012; Bennett & Xie, 1988). Les animaux opérés présentent a la suite
de cette opération des allodynies et hyperalgésies thermiques et mécaniques durant au
moins 7 semaines ainsi que des comportements de douleurs tels que des léchages excessifs
de la patte opérée ou un évitement de I'utilisation de la patte pouvant aller jusqu’au
boitement. La variante utilisée dans notre étude est celle de la constriction chronique du nerf
sciatique par la pose d’'un manchon de polyéthyléne appelé « cuff » en anglais développé en
premier par Mosconi et Kruger, puis adapté a la souris dans notre laboratoire (Benbouzid et

al., 2008; Mosconi & Kruger, 1996). A la suite de la chirurgie chez le rat, (décrite dans le
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matériels et méthodes de I’Article 3) et pendant environ 40 jours les animaux développent

une hypersensibilité thermique au froid et mécanique (Aouad et al., 2014).

Tout modele animal possede des limites et les modéles de neuropathie ne permettent pas une
translation avec la douleur chronique neuropathique chez I’lhumain car I'aspect « chronique »
n‘est pas présent chez les rongeurs, rats ou souris. En effet, dans le modéle du cuff,
I’hypersensibilité se résorbe au bout de 40 jours, dans d’autres comme le CCl les symptomes
persistent jusque 6 semaines ou encore 3 mois pour le modele « Spared nerve injury » (Jaggi
et al., 2011). Néanmoins, ils ont permis de mettre en évidence un grand nombre des
mécanismes a I'origine de ces douleurs donnant lieu a toute une littérature sur le sujet, dont
la revue de Campbell et Meyer (J. N. Campbell & Meyer, 2006). Méme si la douleur induite par
la neuropathie n’est pas « chronique » comparativement a ce qui est observé cliniquement
chez ’'Homme, dans la plupart des modéles, des comportements de type anxieux apparaissent
en général 4 semaines apres la chirurgie, et dans certains cas des comportements de type
dépressifs sont observables au bout de 6 a 8 semaines selon les modeles et I'espéce étudiée

(Yalcin et al., 2014).

4. Conséguences anxio-dépressives dans les modeles de laboratoire

Les travaux de notre laboratoire menés chez la souris ont mis en évidence dans ce modele de
cuff un développement de comportements de type anxieux au bout de 4 semaines apres la
chirurgie évalué dans de multiples tests comme le labyrinthe en croix, le test de suspension de
la queue ou encore d’interaction sociale (Benbouzid et al., 2008; Yalcin et al., 2011). Puis au
bout de 6 a 8 semaines, les souris présentaient en plus des comportements de type dépressifs
mis en évidence dans des tests de nage forcée, de « light-dark box » ou encore de « novelty
suppressed feeding ». Méme si plusieurs recherches précliniques ont démontré une
corrélation positive entre la douleur neuropathique et les comportements anxio-dépressifs, ce
constat n’est pas systématique (Fonseca-Rodrigues et al., 2021; Hestehave et al., 2020; Kremer

et al.,, 2021). Des données non publiées de notre laboratoire testant I'effet du cuff sur le
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comportement de type anxieux et dépressif chez le rat Sprague Dawley ne montrent aucun

développement de ces deux comportements dans cette espece a la suite de la chirurgie.

Concernant l'adversité précoce, des études se sont penchées sur son impact sur le
développement des douleurs neuropathiques ainsi que les comportements de type anxio-
dépressif associés. Une étude menée sur un modele de SMN (3h/jour de P1 a P21) chez la
souris montre qu’a la suite d’'une neuropathie induite par CCl, I'allodynie mécanique mesurée
en Von Frey et I'allodynie thermique au froid mesurée avec un test a I'acétone, étaient plus
grave chez les souris du groupe SMN (Mizoguchi et al., 2019). Un autre exemple, toujours chez
la souris montre qu’une SMN (6 h/jour de P15 a P21) suivie d’un isolement social (animaux
logés individuellement jusqu'a la fin de I'étude) augmentent également I’hypersensibilité
mécanique, testée en Von Frey, et thermique au chaud, testée avec le test du Plantar, dans ce
groupe d’animaux (Nishinaka et al., 2015). A notre connaissance, il n’y a pas d’étude évaluant
I'effet de la SMN chez le rat dans le développement de la neuropathie induite par la pose d’un
cuff. Plusieurs études chez le rat montrent que la souche Sprague Dawley ne présente pas de
comorbidité anxio-dépressives ou de troubles cognitifs a la suite ce type de neuropathie
(Iésion du nerf sciatique) (Hestehave et al., 2020; Hubbard et al., 2015; Kontinen et al., 1999;
Okun et al., 2016).

A partir de ces différentes données de la littérature montrant |'adversité précoce chez
I'Homme et les modeles de laboratoires comme un facteur aggravant dans le développement
de douleur chronique et neuropathique, nous avons émis I’hypothése que la SMN induirait
des symptémes sensoriels, émotionnels et cognitifs aggravés dans le modéle du cuff chez le
rat Sprague Dawley. L’évaluation de cette hypothese est I'objet du dernier article de ce travail

de these, I’Article 3.
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Objectifs de la these




.  Objectifs de la thése

Durant ce travail de recherche, notre objectif fut d’évaluer les conséquences
comportementales et émotionnelles a court et long terme du stress de SMN en prenant en
compte la douleur et ses différentes composantes. Ainsi les travaux de ma thése se sont

regroupés autour de trois objectifs distincts :

— Caractériser les effets de la SMN sur le neurodéveloppement en se basant sur une
batterie de test évaluant I'acquisition des réflexes sensori-moteurs, I'émission de
vocalisation ultrasonore (USV) des ratons en réponse a une isolation de la mere et les
réponses nociceptives dans la période néonatale afin de caractériser le
commencement de I’hypersensibilité nociceptive présente dans le modele de SMN a
I’age adulte. Toutes ces évaluations ont été effectuées sur deux souches de rat afin de
vérifier si certaines différences observées dans notre laboratoire et dans la littérature
sont dues a un effet de souche ou a des différences de protocoles de SMN. Les résultats

sont présentés dans |’Article 1 (prét a étre soumis) de ce manuscrit :

Brik Y., Gazzo G, Poisbeau P., Melchior M., (2024) Consequences of neonatal maternal
separation on the development of sensorimotor functions and pain sensation: A comparison
between Sprague Dawley and Wistar rat.

— Evaluer a I’dge adulte les conséquences de la SMN sur la contagion émotionnelle a la
douleur, qui est la fonction cognitive chez I'animal se rapprochant le plus de I'’empathie
a la douleur, et les comportements prosociaux associés. Dans cette évaluation, nous
étudions I'impact de la SMN en testant I'effet d’'une contagion de la douleur entre deux
rats familiers sur leur réponse nociceptive ainsi que les comportements prosociaux dits
de « réconfort ». Ces travaux ont donné lieu a I’Article 2, dans la partie résultat ainsi

gu’une revue sur I’'empathie chez ’'Homme et I'animal présente dans ce manuscrit.

Brik Y., Poisbeau P., Melchior M., The impact of neonatal maternal separation on contagion
of pain in Sprague Dawley rat
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Brik Y. et Melchior M., (2022) La question de I’'empathie a la douleur et de I'impact de
I’environnement néonatal. Douleur et Analgésie, 35,188-195

— Evaluer I'impact de la SMN sur le développement d’une douleur neuropathique et les
comorbidités associées chez des rats adultes. L'adversité précoce étant un facteur de
risque dans le développement de la douleur chronique chez ’'Homme, nous avons
voulu évaluer le développement d’une neuropathie induite par une constriction du
nerf sciatique par la pose d’'un manchon en polyéthyléne, modéle du « cuff ». Notre
hypothése étant que la SMN induirait une aggravation des hypersensibilités induites
par la neuropathie ainsi qu’une apparition de comorbidités telles que des
comportements de type anxio-dépressifs ou des déficits cognitifs qui ne se
développent pas chez le rat avec ce modeéle. Les résultats sont présentés dans I’Article

3 du manuscrit.
Brik Y., Poisbeau P., Melchior M., Impact of neonatal maternal separation on the

development of neuropathic pain induced by chronic constriction of the sciatic nerve in later
life in rats
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Résultats




1.  Résultats

Article 1 : Conséquences de la séparation maternelle néonatale sur le développement
des fonctions sensorimotrices et la sensibilité a la douleur : Comparaison entre les
souches de rat Sprague Dawley et Wistar.

Les premiers travaux de cette these viennent compléter I'étude de la Dr Gazzo Géraldine lors
de son doctorat au sein de notre équipe qui visait a raffiner et compléter la caractérisation
phénotypique précoce du modeéle de séparation maternelle néonatale (SMN) chez le rat.

Le modéele de SMN que nous utilisons au sein du laboratoire a été décrit comme induisant
des troubles comportementaux et cognitifs ainsi que des perturbations du systeme
nociceptif et des réponses a la douleur a I'age adulte. Dans cet article nous avons caractérisé
les conséquences précoces de la SMN sur I'émergence des fonctions sensorimotrices en nous
basant sur les réflexes moteurs et les réponses comportementales. Nous avons ensuite
évalué les conséquences sur le systeme nociceptif en évaluant la sensibilité a la douleur
(mécanique et thermique) au cours de la période néonatale afin de déterminer la date
d’apparition de I’hypersensibilité nociceptive présente chez I'adulte dans ce modéle.

Nous avons ainsi pu mettre en évidence un impact de la SMN différent selon la souche,
induisant une émergence plus précoce de certains réflexes sensori-moteurs chez le rat
Sprague Dawley contre une absence d’effet ou une tendance au retard chez le Wistar.
Concernant les USVS induites par l'isolement, nous avons démontré un nombre USVs plus
important chez le rat Wistar comparés au Sprague Dawley, mais pas d’effet de la SMN sur ce
comportement. A propos du systeme nociceptif, nous avons observé que le rat Wistar avait
une sensibilité mécanique nociceptive plus importante que le Sprague Dawley et que la SMIN
a induit une hypersensibilité mécanique uniguement aprés le sevrage chez les deux souches.

Compte tenu des divergences de résultats dans la littérature concernant I'effet de la SMIN
sur le neurodéveloppement, j’ai complété cette étude en y ajoutant la comparaison avec la
souche de rat Sprague Dawley pour tous les tests effectués. Ayant acquis I’expertise et les
outils nécessaires a I’'analyse des vocalisations USVs chez le rat, j’ai pu ajouter a I’étude une
autre réponse comportementale qui est celle des USVs du raton en réponse a une isolation
du nid. Cet article est prét a étre soumis.
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Highlights:

- The impact of neonatal maternal separation (NMS) differs depending on the strain
- NMS advanced the emergence of certain reflexes in Sprague Dawley pups

- NMS had only a tendency to retarding the emergence of some reflexes in Wistar

- Inanisolation test Wistar pups vocalize more than Sprague Dawley pups

- NMS induced a mechanical hypersensitivity after weaning in both tested strains

Abstract: Clinical data indicate that early life stress can affect the development of the nervous
system, inducing a cascade of neurobiological changes associated with sensory, emotional, and
cognitive deficits in adulthood. Neonatal maternal separation (NMS), (3h/day from P2 to P12)
in rodents has been described as a model of neonatal stress inducing behavioral and cognitive
disorders as well as disturbances of the nociceptive system and pain responses at adulthood.
We sought to characterize the early consequences of NMS on the emergence of sensorimotor
functions and isolation-induced ultrasonic vocalizations during the neonatal period. As motor
reflexes and behavioral responses are good markers of the connectivity and maturation of
fibers, they can be used to study the maturation of the nervous system in a non-invasive way.
We then evaluated the consequences on the nociceptive system by assessing pain sensitivity
at different dates during the neonatal period to determine when nociceptive hypersensitivity
occurs. Considering the divergences of results in the literature, we compared two rat strains:
Sprague Dawley and Wistar. Results showed a different effect of NMS on strains, inducing an
earlier emergence of certain sensory-motor reflexes in Sprague Dawley rats while it had no
effect or a tendency to retarding them in Wistar. Regarding isolation-induced ultrasonic

vocalisations, Wistar pups vocalized more than Sprague Dawley, but the analysis revealed no
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effect of the NMS. Concerning the impacts on the nociceptive system, Wistar pups had a lower
mechanical nociceptive threshold compared to Sprague Dawley, NMS induced mechanical
hypersensitivity only after weaning in both strains.

Introduction

The neonatal development of sensorimotor functions is characterized by the progressive
appearance of specific reflexes at critical time windows. In humans, various
neurodevelopmental disorders or environmental factors such as early life stress (ELS) can

affect the proper emergence of these reflexes, as it happens during a period of maturation.

Indeed, the emergence of sensorimotor reflexes depends on proper neurodevelopment,
including timely migration, myelination and synapse formation (Nguyen et al., 2017), mainly
occurring before birth but also continuing after during the neonatal period. Studies on rodent
demonstrated that although the timing of myelination is regionally dependent, it is underway
in motor and sensory brain regions around P10 and peaks around P20, as shown with diffusion
tensor imaging (Bockhorst et al., 2008) and myelin basic protein staining studies (Downes &
Mullins, 2014). Synapse density also increases and peaks during the second and third postnatal
weeks, conjointly with astrogenesis (Semple et al., 2013). In particular, the nociceptive system
continues its maturation after birth as an important reorganization of A-fibers innervation
happens from superficial layers | and Il to the deeper layers of the dorsal horn, (Beggs et al.,
2002) and C-type fibers are not completely functional before P10 (Fitzgerald, 1988; Jennings
& Fitzgerald, 1998). During this neonatal period, inhibitory processing in the spinal cord
mediated by GABA A and glycine receptors undergoes critical developmental changes affecting
thus synapse selectivity (Baccei & Fitzgerald, 2004; Keller et al.,, 2001) and chloride
homeostasis (Li et al., 2002; Rivera et al., 1999; Stil et al., 2009). Finally, the endogenous
modulatory controls of pain, such as the opioidergic and oxytocinergic systems, also mature
after birth during the first three weeks of life (Beland & Fitzgerald, 2001; Choy & Watkins, 1979;
Schwaller et al., 2016).

At birth, the immaturity of the rat brain is similar to that of a human neonate born extremely

preterm (23-28 weeks gestation) and the maturation of it cerebral cortex is considered to be
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equivalent to that of a full-term newborn at postnatal day 12-13 (Romijn et al., 1991). A rat
model of neonatal maternal separation (NMS), consisting of 3 hours of separation from P2 to
P12, is commonly used to assess the effects of ELS during this period of extreme vulnerability.
The impact of NMS has mostly been studied in the long term (i.e. after weaning or at
adulthood). Data from the literature suggests that it has long terms effects on neurobiological
and behavioral aspects (Aisa et al., 2007; R. L. Huot et al., 2002; Kalinichev et al., 2002). Indeed,
repeated NMS induces social deficits (Kikusui & Mori, 2009), anxiety-like symptoms and an
abnormal response to stress characterized by hyper-reactivity of the hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA) axis (Ladd et al., 2004; Plotsky & Meaney, 1993). Alteration of cognitive functions
were also observed in this model as it induced important learning impairments in the novel
object recognition test and in the Morris water maze in Wistar rats (Aisa et al., 2007). NMS has
also been shown to alter pain sensitivity in the developing brain (Melchior et al., 2021),
inducing nociceptive alterations that persist into adulthood, mainly visceral (Coutinho et al.,
2002) and somatic hyperalgesia associated with reduced inhibitory controls (Juif et al., 2016;
Melchior et al., 2018). However, an immediate response of the pup to maternal separation is
the production of ultrasonic vocalizations (USVs) around 40-kHz to induce maternal retrieval
(Allin & Banks, 1972; Hofer et al., 2001; Noirot, 1968). USVs in rats have an important role in
the communication of emotional states and information as they emit them in particular
conditions. Long USVs around 22-kHz are associated with a negative experience or emotional
state such as an inter-male fighting, an encounter with a predator or a painful stimuli, while
short USVs emitted around 50-kHz may are associated with positive ones like social play or
sexual approach (Blanchard et al., 1990; Borta et al., 2006; Brudzynski, 2021; Knutson et al.,
2002, 2002; White et al., 1990). However, pups before weaning are only able to vocalize around
40-kHz, which is considered to be an indicator of distress as it is induced by stressors such as
maternal separation or hypothermia (Allin & Banks, 1972; Blumberg & Alberts, 1990; Hofer et
al., 2001; Weber et al., 2000). To our knowledge, the effect of NMS on the early development

pattern of this USV response has not been studied yet.

Neuromotor milestones and behavioral responses are good markers of connectivity

maturation and thus can be used to study the nervous system ontogeny and maturation in a
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noninvasive manner (Stelzner, 1971). To assess the neurodevelopmental processes, several
classic protocols have been developed in rodents, mainly using a measure of sensorimotor
reflexes, based on body balance and proprioception, and demonstrate not only cerebellum
and vestibular nuclei connectivity, but also maturation of brainstem and sensorispinal

transmission.

In addition, recent research on ELS, neurodevelopment or ultrasonic vocalization has shown
differences among outbred strains. Studies by Schwarting and collaborators showed that
Wistar pups emit more USVs than Sprague Dawley and Long Evans rats in a pup isolation test
(Schwarting, 2018; Schwarting & Wohr, 2018). Rat strains have also been shown to differ in
terms of anatomy, physiology and behaviors, such as social interaction, anxiety or spatial
learning (Faraday, 2002; Faraday et al., 2005; Manduca et al., 2014; Rex et al., 2004; Swerdlow
et al., 2005). As these behaviors are also the ones affected by NMS, it is then interesting to
determine whether the effects of NMS differ depending on the rat strain studied.

In this study, we sought to evaluate the early (i.e. before weaning) consequences of NMS on
isolation USVs emission on the emergence of sensorimotor functions and on nociceptive

responses in two different rat strains, Wistar and Sprague Dawley (SD).

We hypothesized that an ELS such as NMS could result in developmental delays in the
emergence of sensorimotor functions, as well as precocious alterations in pain sensation,

possibly related to abnormal neurodevelopment and myelination.

Materials & Methods

Animals

Experiments were performed in the Chronobiotron UMS 3415 animal facility, registered
under the agreement E6721838. Adult female Wistar rats were mated with males for one
week for breeding at the Chronobiotron facility (Strasbourg, France) or purchased from
Charles River Laboratories (Saint Germain Nuelles, France). Pregnant dams were then
transferred to the animal facility during the last week of gestation and carefully monitored

for delivery. Pregnant Sprague-Dawley dams were also purchased from Charles River
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Laboratories. Mothers, arrived at E14, were carefully monitored for delivery. The day of birth
was referred to as postnatal day 0 (PO). Mother and pups were housed in a temperature
(22°C) and humidity (50 + 20%) controlled room, under a 12h light-dark cycle (lights on at
7:00 am), with ad libitum access to food and tap water. All procedures were conducted in
accordance with EU regulations and approved by the regional ethical committee regarding

animal experimentation (APAFIS#28035-2020111810199988).

Neonatal maternal separation protocol

Dams and their litters were randomly assigned to the control (CTRL) or NMS group at
parturition. Litters from the NMS group were separated from their home cage, where the dam
remained, for three hours per day from P2 to P12, and placed in a separate room under a heat
lamp to maintain their temperature. Separation took place in the early afternoon, during the
light phase of the 12:12h light/dark cycle. The control litters remained undisturbed during this

time.

Evaluation of sensorimotor development

Testing was performed at 11:00am, prior to separation. Three pups were removed from the
mother at once to perform the tests for a maximum of 10 minutes in order to avoid prolonged
separation from the dam. After the 10-minute session, the pups were returned to the home

cage and a new group of three pups was removed following the same protocol.

Pups were weighted prior to testing. The order of testing was determined in order to alternate
between highly demanding and easier exercises, and was adapted from previous studies
(Busby & Sherwood, 2017; Feather-Schussler & Ferguson, 2016). The order was as follows:
surface righting, orientation on an inclined plane, forelimb grip strength, cliff avoidance and
tactile startle. The isolation-induced USV test was performed on a subset of animals prior to

maternal separation.

Eye opening was scored as follows: 0 for fully closed, 2 for fully opened. Each eye was scored
separately and the scores were added up, with a maximum score of 4 indicating that both eyes

were fully open.
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In the surface rightening test, pups were placed in a supine position with their limbs held
loosely for a few seconds. On release, the time taken to complete a 180° turnover was
measured. Pups were considered to have returned to a prone position when all four paws were
under the body. A maximum of 60 seconds was allowed for the test, and the reflex was
considered acquired if the pups turned over in less than one second. The test was repeated

twice and the results averaged.

For the negative geotaxis, pups were placed face down on an inclined surface. The surface was
at a 20° angle to the horizontal and covered with thin wire mesh. The latency for the pup to
make a 180° turn to face upwards was recorded. The test is repeated twice, and the analysis is
based on the best trial. If the animal falls, the trial is disregarded. The reflex is considered
acquired when the animal turns around in less than 20 seconds. If the pup fell during both
trials, no value was recorded and the trial was considered not acquired. As some studies used

a 45° angle, we also performed the test with this angle in a subset group of pups.

We tested forelimb grip strength by placing the pups on a wire mesh that was held horizontally.
The surface was then slowly rotated until it reached an angle of 180°. The angle at which the
pup fell from the tilted wire mesh was recorded. The test was repeated twice and the results

averaged.

In the cliff avoidance test, the pup was placed on the edge of an elevated surface (30 cm high)
with nose and forepaws at the border of the edge. Latency for the pup to remove itself from
the edge was measured. A maximum of 30 seconds was allowed for the test, and avoidance
considered only when both front paws and head had been moved away from the edge. A score
of 0 was assigned when the animal remained immobile, a score of 1 when it unsuccessfully
attempted to move away from the edge or if the avoidance latency is greater than 10 s and a
score of 2 when he managed to get away in less than 10 seconds. The test is repeated twice,

and the analysis is based on the sum of the two tests scores (maximum possible: score of 4).

To assess tactile startle, a puff of air was applied to the face and hindquarters of the pups by
squeezing a plastic transfer pipette. Startle was considered to be present if the pups showed a

rapid movement in response to the puff of air. Scoring was as follows: 0 no response; 1 startle
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after tactile stimulation on the face or hindquarters; 2 startles to both face and hindquarters

stimuli (maximum score = 2).

USV recordings of the isolation test

To elicit 40 kHz isolation-induced USV pups were individually removed from their home cage
and mother and gently placed in a Plexiglas box (size) for USV recording in a sound-attenuated
room. Recordings were performed for three minutes using Pettersson M500-384 USB
ultrasonic microphone and a computer running Ultravox XT (3.0.80) software (Noldus
Information Technology, Netherlands), which can record the spectrum of ultrasonic sounds up
to a maximum frequency of 160 kHz. Specific research criteria were applied to the spectrogram
to identify the calls to be analysed: frequency range 30-50 kHz, minimum amplitude of 70,
minimum call duration of 50 ms, time interval of 10 ms. 7 pups per group were tested, one at
a time to avoid maternal arousal. After the first isolation test, the pups were identified with a
surgical marker. The room temperature (22 + 2 °C) was kept constant throughout the
experiment and between sessions. To avoid an additive effect of the procedures, USV

recordings were performed in litters different from those used for sensorimotor development.

Pain sensitivity

Pain sensitivity was assessed in the early afternoon, after the sensorimotor test but before

maternal separation. Pups used for USV recording were also tested for pain sensitivity testing.

Hot thermal nociceptive thresholds were measured at P9 and P16 using the tail immersion
test. Animals were loosely restrained in a towel, and the third distal of the tail was immersed
in a water bath set at 42°C, temperatures being adapted from a recent study by Ford (Ford et
al., 2019). The latency to withdraw was recorded, and the cut-off was set at 30 seconds to

avoid any tissue damage. The test was performed twice, and the values were then averaged.

Mechanical nociceptive thresholds were assessed from at P17 and P25 using calibrated forceps
(Bioseb, France), as previously validated in our laboratory (Luis-Delgado et al., 2006). Briefly,
animals were loosely restrained with a towel covering the eyes, and increasing force was

applied to a hind paw with the tips of the forceps. Measurements were performed three time
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for each hind paw and the values of the pressure that elicited withdrawal of the paw were

recorded and averaged.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM). Statistical analysis was
performed using GraphPad Prism 8 software (LaJolla, USA). The normal distribution of the
values was verified using a Shapiro-Wilk or Kolmogorov-Smirnov test. A p value below 0.05
was considered statistically significant. To investigate the effect of the following factors, time,
strain and neonatal treatment, and their interactions we used a three-way repeated measures
analysis of variance (ANOVA) to analyze the results or a three way mixed effect ANOVA when

some time points were missing, followed by a Tukey’s multiple comparisons post hoc test.

Results

We used eye opening as a marker of physical maturation (Figure 1.A). Pups from all the groups
had opened both of their eyes at P15. Statistical analysis showed an effect of time, a closed to
significant effect of strain with Wistar pups showing precocious eye opening scores compared
to SD and no effect of NMS (Three way ANOVA matched by time p<0.0001 for time, p=0.06 for

strain and p=0.23 for neonatal treatment).

The weight of all groups increased continuously throughout the test period (Figure 1.B). The
statistical analysis showed an effect of time, strain and of neonatal treatment (Three-way
mixed effect ANOVA matched by time, p<0.0001 for time and for neonatal treatment,
p=0.0096 for strain). SD pups showed larger weight than Wistar. NMS influenced this evolution
of the weight, as from P5 to P12, NMS SD pups have a significantly higher weight than their
CTRL group and the same is observed for Wistar pups from P8 to P10.

Tactile startle (Figure 1.C) was elicited after face or hindquarter stimuli in most CTRL and NMS
animals starting from P10, as their scores at this time are inferior to 1. Statistical analysis
showed an effect of time and strain but no effect of NMS (Three-way mixed effect ANOVA
matched by time, p<0.0001 for time and strain and p=0.6842 for neonatal treatment). With

time, scores increased in all groups. There was a significant difference in the appearance of the
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tactile startle reflex between CTRL Wistar and CTRL SD at P14, with Wistar pups scoring higher
than SD (1,6 + 0,50 for Wistar and 0,6 + 0,48 for SD).

A few pups were measured for USV emission in response to isolation (Figure 1.D). Statistical
analysis revealed an effect of time and strain, but no effect of NMS as the number of calls
increased with time and Wistar pups vocalized more than SD (Three-way ANOVA matched by
time p=0.048, p=0.0014 and p=0.28 for the cited factors respectively).
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Figure 1: Characterization of physical development, tactile startle and ultrasonic vocalizations in SD and
Wistar pups of CTRL and NMS groups. (A) Eye opening score (CTRL Wistar n=35, NMS Wistar n=19, CTRL
SD n= 17, NMS SD n=17) and (B) Weight measures (CTRL Wistar n=14-26, NMS Wistar n=17-31, CTRL SD
n= 14-23, NMS SD n=13-22). (C) Tactile startle (CTRL Wistar n=11-26, NMS Wistar n=6-25, CTRL SD n=11-
15, NMS SD n=9-14), (D) Ultrasonic vocalizations (CTRL and NMS Wistar n=8; CTRL and NMS SD n= 14).
Statistical test: three way ANOVA and mixed effect ANOVA, time x strain x neonatal treatment, (*) p<0.05
for NMS SD versus CTRL SD comparison and (#) p<0.05 for NMS Wistar versus CTRL Wistar, (**) p<0.01 for
CTRL Wistar versus CTRL SD using Tukey’s multiple comparison post hoc test.
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We then defined the time course of the appearance of several sensorimotor reflexes in both

rat strains, using an adaptation of neonatal tests usually performed in mice (Figure 2).

In the surface righting test (Figure 2.A), the latency to complete a 180° turn decreased
significantly over time in both strains and the statistical analysis revealed an effect of the factor
time, strain and neonatal treatment (Three way mixed effect ANOVA matched by time,
p<0.0001 for time, strain, neonatal treatment, time x strain, strain x neonatal treatment and
time x strain x neonatal treatment, p =0.0002 for time x neonatal treatment). Surface righting
reflex was considered acquired when full turnover was performed in 1 second or less. For CTRL
Wistar pups, the latency to turnover was < 1 s from P5 onwards, and the surface righting reflex
was therefore considered to be acquired at this age. In CTRL SD, the latency to turn is around
1 s only at P11. Wistar strain acquired the reflex earlier than SD. In Wistar rats, NMS pups
show a slightly delayed acquisition of the reflex with 30,43 % and 47,83 % of pups successfully
performing the test at P3 and P4, respectively, compared to 55,56 % and 66,67 % of CTRL at
the same postnatal ages. However, in SD pups, NMS induced on the contrary a precocious
acquisition of the reflex. At P5, the latency of NMS SD pups to perform a turn was of 3,78 s +
0,66 s and was lower than that of CTRLs, which was of 8,04 s + 1,85 s. The reflex was considered

acquired at P9 for NMS SD pups and P11 for CTRL SD.

When placed face down on a 20° inclined plane to assess negative geotaxis (Figure 2.B), almost
all pups felt off at P2 and P3. The task was considered successful if the pups were able to turn
within 20 seconds. At P5, almost all pups were able to perform the test and a latency could be
measured. The three way ANOVA could then only be performed from P3 onwards due to too
much missing data at P2. It showed a significant effect of time and strain (p=0.0089 and 0.0053,
respectively) as latencies to rotate of all pups decreased with time and SD pups were slower

than Wistar.

As some studies use a 45° angle for this test, this was also tested in a small number of animals
(Figure 2.C). The three way ANOVA revealed a significant effect of time (p=0.0014) and an

interaction between strain and neonatal treatment (p=0.03), meaning that the latency of all
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pups decreased with time and that neonatal treatment only impacted SD strain, as NMS SD

pups were slower than CTRL SD at the first time points.

For the forelimb grip strength (Figure 2.D), the angle of fall increased over time for all groups.
The statistical analysis revealed a significant effect of time but no effect of the strain or the

neonatal treatment (Three way mixed effect ANOVA matched by time, p<0.0001 for time).

In the cliff avoidance test (Figure 2.E), scores increased over time and statistical analysis was
started at P5 as most pups demonstrated an incapacity to perform the test at an early age.
Analysis (Three way mixed effect ANOVA matched by time) revealed a significant effect of time
and strain (p<0.0001 for both factors), and of the interaction of time x neonatal treatment and
strain x neonatal treatment (p=0,005 and p=0,004 respectively). CTRL Wistar pups had
significantly higher scores from P5 to P9 compared to CTRL SD pups, thus the reflex was
considered to be acquired at P9 for Wistar pups whereas it was acquired at P11 in SD pups.
NMS had opposite effects on the two strains. It caused a tendency to a delay in the acquisition
of the reflex in Wistars pups whereas it significantly advanced it in SD pups. In fact, the scores

of NMS SD pups exceeded 3.5 at P9, two days earlier than CTRL SD pups.
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Figure 2: Assessment of developmental milestones in SD and Wistar pups of CTRL and NMS groups. (A)
Surface rightening (CTRL Wistar n=13-21, NMS Wistar n=20-28, CTRL SD n= 15-23, NMS SD n=14-22). (B)
Negative geotaxis at a 20°angle angle (CTRL Wistar n=8, NMS Wistar n=8, CTRL SD n= 6, NMS SD n=8) and
(C) at a 45° angle (CTRL Wistar n=7-8, NMS Wistar n=6-8, CTRL SD n=3-8, NMS SD n=6-8). (D) Forelimb grip
strength (CTRL Wistar n=12-18, NMS Wistar n=17-23, CTRL SD n= 6-15, NMS SD n=5-14) and (E) Cliff
avoidance (CTRL Wistar n=12-18, NMS Wistar n=18, CTRL SD n= 15, NMS SD n=14). Statistical test: three-
way mixed effect ANOVA, matched by time, time x strain x neonatal treatment, (*) p<0.05 for comparison
between CTRL and NMS SD pups and (#) p<0.05 for comparison between CTRL Wistar and SD pups using
Tukey’s multiple comparison post hoc test. All values are mean £ SEM. CTRL: control. SD: Sprague Dawley.



Given our previous studies demonstrating an altered pain phenotype in adult rats that had
been exposed to NMS (Juif et al., 2016; Melchior et al., 2018), we next assessed pain

sensitivity to thermal hot and mechanical stimuli in pups (Figure 3).

Thermal hot nociception was tested at P9 and P16 (Figure 3.A). Statistical analysis revealed an
effect of time and strain and a close to significant effect of neonatal treatment (Three way
mixed effect ANOVA matched by time, p=0,02 for time, p=0,04 for strain and p=0,052 for
neonatal treatment). The withdrawal latency from water at 42°C at P9 was 6,18 s + 1,58 s for
CTRL Wistar pups and 5,87 s + 1,22 s for CTRL SD pups. Also, at P9, even though NMS Wistar
pups had the higher withdrawal latency, it was not significantly different compared to CTRL
animals (post hoc Tukey’s test) (CTRL 6,18 s £ 1,58 s vs NMS 12,98 s + 2,21 s in Wistar and CTRL
5,87s+1,22svs NMS 6,73 s £1,59 s in SD pups). At P16, all groups and conditions of animals

showed similar withdrawal latencies.

For mechanical nociception (Figure 3.B), statistical analysis revealed an effect of time, strain
and neonatal treatment (Three way ANOVA matched by time, p<0,0001 for all factors). Until
P17, CTRL and NMS animals from both strains displayed similar PWT when tested with
calibrated forceps. When comparing strains at P25, CTRL SD rats have significantly higher
thresholds than CTRL Wistar (182,9 g+ 5,2 g in SD vs 140,6 g + 5,2 g in Wistar), suggesting a
phenotypic difference after weaning. Regarding the effect of NMS, mechanical nociceptive
thresholds in NMS SD pups are significantly lower than CTRL SD pups (134,9g + 5,27 gin NMS
vs 182,9 g + 5,2 g in CTRL). Similarly, for Wistar rats, NMS pups showed a significantly lower
threshold than CTRL pups (80,9 g + 3,47 gin NMS vs 140,6 g + 5,2 g in CTRL). This suggests the
emergence of a durable hypersensitivity to mechanical stimuli around the third postnatal week

of life.
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Figure 3: Pain sensitivity milestones in SD and Wistar pups of CTRL and NMS groups. (A) Thermal
nociception assessed with the tail immersion test (CTRL Wistar n=8-20, NMS Wistar n=8-20, CTRL SD n=
23, NMS SD n=22), statistical test: three-way mixed effect ANOVA, matched by time, time x strain x
neonatal treatment. (B) Mechanical nociception tested using calibrated forceps (n=8 per group), statistical
test: three-way ANOVA, matched by time, time x strain x neonatal treatment, (***) p<0.01 for intragroup
and intergroup comparison using Tukey’s multiple comparison post hoc test. All values are mean + SEM.
CTRL: control. SD: Sprague Dawley. NMS: neonatal maternal separation. ANOVA: analysis of variance. SEM:
standard error of the mean. All values are mean * SEM. CTRL: control. SD: Sprague Dawley. NMS: neonatal

Discussion

In this study, regarding the strain comparison, we have shown that under our conditions,
Wistar pups had a lower weight gain compared to SD pups, vocalized more than them in the
isolation induced USVs test and were more sensitive when tested for mechanical nociception
at P25. Regarding the neurodevelopment, the results of the two strains differed except for the
forelimb grip strength test. Wistar pups were faster than SD pups in the surface righting and
negative geotaxis tests and had better scores in the tactile startle and cliff avoidance tests,
demonstrating that genetic differences can be observed in the phenotype of the animal, as
early as two days after birth. As for the impact of NMS, it induced a higher weight gain in both
strains and leaded to a tendency for early acquisition of the sensorimotor reflexes in SD rats,
with respect to surface righting and cliff avoidance tests, whereas no effect or a tendency for
delay is observed in Wistar rats. However, no differences were observed in tests assessing
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negative geotaxis and forelimb grip strength, suggesting that separation stress, even if it
moderately changes the appearance of certain physical characteristics or reflexes, does not
alter the development of gross motor functions in the short or long term. NMS also induced a
time- and modality-dependent alteration in nociceptive thresholds, characterized by a
mechanical hypersensitivity at P25 in both strains, as for thermal hot nociception, only a

tendency for hyposensitivity at P9 was observed in Wistar pups.

Most of the studies evaluating the occurrence of sensorimotor reflexes in rodents have been
carried out in mouse models and only limited data are available for the Wistar and SD rat.
However, the developmental milestones assessed here are consistent with those found in the
few studies conducted in rats models (Nguyen et al., 2017; Schroeder et al., 1995). Studies on
USVs in pups have demonstrated the same difference as in here with Wistar rats gaining weight
more slowly than SD but also vocalizing more than them when tested at P11 (Schwarting &
Wohr, 2018). This developmental difference regarding the production of USV can also be tied
to the weight difference, as higher body weights were associated with lower frequencies in

calls, however not in the quantity (Blumberg et al., 2000).

During the neonatal period and until weaning, NMS pups had a significantly higher weight gain
than the CTRL groups. In general, these differences in body weight appear to be transient:
under our conditions and in other studies, they disappear by adulthood (Farkas et al., 2009;
Kalinichev et al., 2002). In the literature, weight gain seems to vary according to the neonatal
stress model and the species studied. Some studies describe a decrease in weight during the
neonatal period (McIntosh et al., 1999) while others show an increase only in females
(Kalinichev et al., 2002) or a trend in males (Farkas et al., 2009). A hormonal imbalance
affecting leptin, ghrelin or growth hormones could explain these temporary differences.
Another hypothesis lies in the in the availability and quality of breast milk, which could be
altered by the separation stress (Vallee et al., 1996). Studies have examined changes in the
behavior of mothers submitted to this type of stress model and shown that they developed
anxiety and that their caregiving was affected differently depending on the protocol of
separation (Alves et al., 2020; Orso et al., 2019). Meta-analysis showed that a majority of
studies report an increase in maternal behaviour in rats, such as licking, time spent in the nest
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and nursing after reunion with the pups, and a minority a decrease or no changes, however,
comparisons were limited because of the unique characteristics of each protocol (Alves et al.,

2020; Orso et al., 2019).

No significant differences were observed regarding eye opening, except for a tendency
towards early opening in SD rats, which could be due to high levels of glucocorticoids in the
separated animals, known to accelerate sensory and physical development, indeed,
glucocorticoids are given to pregnant women at risk of preterm birth to facilitate fetal lung
maturation (Crane et al., 2003). A study of Mesquita and collaborators on NMS impact in the
neonatal period reported a higher basal plasma level of glucocorticoids in the separated
animals at P21 (Mesquita et al., 2007). Other studies report that adult rats submitted to similar
NMS present an increased expression of hypothalamic corticotropin releasing factor mRNA in
the hypothalamic paraventricular nucleus and that in response to acute restrain stress their
plasma level of adrenocorticotropin are higher than CTRL groups (R. Huot, 2004; Liu et al.,

2000).

Regarding the effect of NMS on Wistar rats, sensorimotor developmental delay has been
demonstrated in other models of ELS, including after a single 24 h maternal deprivation at P9
for negative geotaxis, eye opening and emergence of walking and rearing (Ellenbroek et al.,
2009). In another model, after repeated NMS for 6 h per day from P2 to P15 delays were
observed for air righting, surface righting and negative geotaxis, acquisition of postural reflex
and in the wire suspension test (Mesquita et al., 2007). In a similar model of NMS from P2 to
P15, a delay in neurobehavioral development was also observed in Wistar pups following NMS
with significant differences between CTRL and NMS pups in grasping reflex, auditory startle
and hot-plate test (hypersensitivity in NMS pups) (Qin et al., 2011). These changes were also
associated with a down-regulation of reelin, a protein involved in neuronal migration during
embryonic development, which was further regulated by DNA methylation in the
hippocampus of NMS pups (Qin et al.,, 2011). Finally, a study by Farkas and co-workers
evaluating neonatal reflexes in an NMS model similar to the one used here reported no drastic

alteration of developmental milestones between CTRL and NMS Wistar rats when testing
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hindlimb grasp and gait reflexes, foot fault, forelimb grasp, air righting reflex appearance, and

surface righting performance (Farkas et al., 2009).

Given the strong involvement of brainstem and spinal cord functions in the establishment of
sensorimotor reflexes (Altman & Sudarshan, 1975), further studies should be undertaken to
identify the molecular mechanisms underlying this moderate developmental delay or advance,
focusing on these regions. In particular, myelination processes should be assessed, especially
in light of evidence suggesting hypomyelination in other brain regions following NMS (Teissier
et al., 2020). The different conclusions of these studies (hypo- or hypermyelination) could be
due to the different time point of analysis (P15 in mice vs. P21 in rats), to the different
proliferation markers used, but also to the different separation protocols. Another hypothesis

would be that the differences in myelination are region dependent.

The tail immersion test used in this study is considered to elicit a purely spinal reflex response
but the high variability of the data makes it difficult to detect a strong effect of strain. About
mechanical nociception, the phenotype of the two strains differs in terms of nociceptive
sensitivity, as Wistar rats were more sensitive than SD at P25. This type of differences has
already been studied in the literature on how genetic or sex modulate pain sensation
(Vendruscolo et al., 2004). Other studies, mostly on neuropathic pain, also described
differences due to strain on pain sensitivity, drug treatments or stress induced analgesia

(Hestehave et al., 2019a, 2019b, 2020; Lariviere & Mogil, 2010; Yoon et al., 1999).

NMS induced a time-dependent change in nociceptive thresholds, characterized by a
mechanical hypersensitivity, but not thermal, that appeared at P25 in both strains, as
previously reported by our team in adult rats (Juif et al., 2016; Melchior et al., 2018). It must
be borne in mind that the tail immersion test was not designed to be used in neonates and
that it is a measure of immature function at this age, with changes still occurring in the
functional establishment of spinal processing. Indeed, C-type fibers are still maturing to finally
be functional at P10 (Fitzgerald, 1988; Jennings & Fitzgerald, 1998) and A-fibers innervation
relocate from superficial layers | and Il to the deeper layers of the dorsal horn (Beggs et al.,

2002). And so, the tendency of thermal hot hyposensitivity observed in Wistar could be due
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to the hypoexcitability of C-type dorsal root ganglia neurons in NMS animals which persists
until P14 (Juif et al., 2016). During this same period, in addition to the ongoing maturation of
the C-fibers, significant changes also occurs regarding inhibitory processing controlled by
GABA-A and glycine receptors affecting synapse selectivity and chloride homeostasis (Baccei
& Fitzgerald, 2004; Keller et al., 2001; Li et al., 2002; Rivera et al., 1999; Stil et al., 2009). Our
previous study showed in NMS rats a sustained increase in the expression of Nav1.8, a voltage-
gated channel specific to C-type fibers, which could be involved in this mechanical
hypersensitivity present as early as P25. In line with this, changes in the expression of growth
factors (NGF and GDNF) involved in C-type maturation as well as early changes in the
expression of channels that sets the excitability of sensory neuron, have been reported in the
spinal cord and dorsal root ganglia respectively following NMS (Juif et al., 2016). We also
reported a long-lasting upregulation of chloride importer Na-K-Cl cotransporter type 1
resulting in a change of the GABAergic inhibition in the spinal cord that contributed to the
hypersensitive phenotype of NMS animals (Gazzo et al., 2021). Finally, on the subject of
descending control of pain, we also observed at adulthood a deficit in the oxytocinergic stress

induced analgesia (Melchior et al., 2018).

Further analysis of the expression of markers involved in the maturation of the nociceptive
system could provide useful information on the mechanisms underlying the reactivity of the

spinal cord to nociceptive stimuli.

This study allowed a comparison for the neurodevelopment of Wistar and SD rats highlighting
some differences in the acquisition of milestones that are important to consider in behavioral
studies. It also demonstrates the innate aspect of resistance to certain types of stress, as
shown by the opposite effect of NMS on the two strains: accelerating or delaying the
acquisition of reflexes, revealing the importance of genetic background and predisposition.
Differences on sensitivity and response to stress between various inbred and outbred rat
strains were highlighted in multiple studies (Dhabhar et al., 2008; Faraday, 2002; Faraday et
al., 2005; Gémez et al.,, 2008; Sarrieau et al., 1998). For a behavioral example, direct
comparison of coping behaviours toward a social stressor demonstrated that Wistar rats

engaged much more frequently in active coping behaviours than SD rats (i.e. initiations of
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fights and upright defence posture) (Walker et al., 2009). Regarding examples of biochemical
responses to stress at adulthood, SD rats did not present an increase in corticosterone
secretion while an increase in Wistar rats was reported after three weeks of chronic mild stress
(Harris et al., 1997).

Overall, we report no strong modification due to NMS as all pups acquired the reflexes in the
same short period. If gross sensorimotor functions were spared, this slight discrepancy in
acquisition dates and the hypersensitivity to nociceptive stimuli suggests a persistent

disruption of more complex or subtle functions in adulthood.
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Article 2 : Conséquences de la séparation maternelle néonatale sur la contagion de la
douleur chez le rat Sprague Dawley

Notre équipe « Life Adversities and Pain » étant pluridisciplinaire et ayant une approche
transversale dans les sujets de recherches abordés, ces travaux ont été effectués en paralléle
de ceux entamés chez 'Homme afin d’amener de nouvelles propositions et explications a
certaines conséquences de l'adversité précoce. En effet, la Dr Melchior Meggane étudie
I'impact de la prématurité sur I'empathie a la douleur, nous avons donc voulu vérifier si dans
notre modele animal de SMN il existait des altérations de la fonction s’approchant le plus de

I’empathie : la contagion émotionnelle.

Nous avons donc effectué un test de contagion de la douleur dans lequel un animal
observateur (AO) est hébergé ou interagit pendant au moins 30min avec un animal
démonstrateur (AD) familier auquel un stimulus nociceptif a été appliqué et qui présente donc
des comportements de type douloureux. A la suite de I'interaction des deux animaux, les seuils
nociceptifs de I’AO sont mesurés ainsi que le temps qu’il passe a avoir des comportements
prosociaux dits de « réconforts » (allo-toilettages, allo-léchages, mouvement de téte
rythmique vers la patte blessée...) envers I’AD. Deux types de stimuli ont été testés, une
injection de formaline (douleur inflammatoire courte, de I'ordre de I’heure) et I'adjuvant
complet de Freund (CFA) (douleur inflammatoire longue, environ deux semaines). Deux
modalités nociceptives ont été évaluées: mécanique avec le test de la pince calibrée et
thermique au chaud avec le test du Plantar. Dans les exemples de la littérature, a la suite de
I'interaction, I’AO présente une hypersensibilité nociceptive et une augmentation des

comportements de réconforts.

Dans nos conditions, cette hypersensibilité de I’AO n’a pas été retrouvée dans les deux groupes
testés contrble et SMN. Cependant, I’évaluation des comportements prosociaux montrent un
déficit de ces derniers chez les animaux SMN car seuls les animaux du groupe contréle ont

présenté une augmentation de la durée de ces comportements.

Pour cette étude, j’ai effectué la totalité des tests de comportements et évaluation associées

pour les deux modeles de douleur (CFA et formaline).
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Introduction

For humans, nonhuman primates and other social species, empathy is a deeply conserved
neurobehavioral mechanism driving prosocial behaviors, thus improving survival on an
evolutionary view (Decety et al., 2016; J. Panksepp & Panksepp, 2013). De Vignemont and

Singer proposed to define empathy as the ability to share and understand someone else’s
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affective states by witnessing or imagining the other person's affective emotions (De
Vignemont & Singer, 2006). In particular, a specific and common situation when empathic
processes can be triggered is when we encountered someone in pain. As pain plays a role in
protecting the physical integrity of individuals, empathy to pain is therefore important for

social species to recognize a partner’s distress and elicit prosocial and consolation behaviors.

Empathy to pain was proved to be based on neural mechanisms highly conserved across
species and to require cerebral areas commune to the pain matrix such as the anterior insular
and the anterior cingulate cortex (Lamm et al., 2011; Rainville et al., 1997; Singer et al., 2004;
Smith et al., 2021). Among the neurobiological systems involved in emotional and empathic
process, the oxytocinergic system might be important. (Abu-Akel et al., 2015; Barraza & Zak,
2009; Bartz et al., 2010; Burkett et al., 2016). Oxytocin is indeed known to be involved both in
non-social and social behaviors, including stress modulation, pain responses, learning, social
memory and attachment, maternal behavior or even aggression. In the context of empathy, a
study revealed that when participants were shown video clips of emotional scenes, their
empathy scores were associated with elevated blood oxytocin levels (Barraza, 2009).
Moreover, intranasal administration of oxytocin heightens empathic responses in men
(Hurlemann, 2010) and improves emotion recognition, as assessed by the Reading the Mind

in the Eyes Test (Domes, 2007).

In rodents, a primal form of empathy can be assessed and is referred to as emotional contagion
or resonance and defined as a “convergence of inferred affective states between individuals”
(J. B. Panksepp & Lahvis, 2011; J. Panksepp & Panksepp, 2013). An emotional contagion of pain
was demonstrated to induce in both rats and mice a phenomena of social transfer of pain
when an animal (named the observer animal) interacted with a familiar cage mate (not a
stranger animal) submitted to a painful stimulus (named the demonstrator animal) (Langford
et al., 2006; C. L. Li et al., 2018; Lu et al., 2018; Smith et al., 2016, 2021). Indeed, nociceptive
hypersensitivity in the observer animals was showed after several pain models were
performed in the demonstrator animal, including inflammatory pain, neuropathic pain, or
event in the case of morphine and alcohol withdrawal (Langford et al., 2006; C. L. Li et al.,

2018; Lu et al., 2018; Martin et al., 2015) (Smith et al., 2016, 2021).
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In a developmental point of view, empathy processes start developing early in life but continue
to mature during the first years, in parallel with cognitive and emotional processes. It is
therefore possible that early life stress and adversity could impair the proper development of
empathy pathways and responses, as suggested by a few clinical studies, but the specific
mechanisms behind these alterations still require further investigation. For example, very and
extremely premature infants at the ages of two and seven years present socio-emotional
difficulties, including empathy, measured by the Infant-Toddler Social and Emotional
Assessment or the Kids Empathy Development scale, respectively (Campbell et al., 2015;
Spittle et al., 2009). In adulthood, a history of trauma also appears to be associated with lower
scores of affective empathy, as measured by the Multifaceted Empathy Test and the Empathy
Quotient (Grimm et al., 2017).

Neonatal Maternal separation (MS) is a well-known and characterized model of early life
adversity that induces, among other consequences, alterations in nociceptive sensitivity and
social behaviors but also a higher reactivity to stress and altered function of the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis. These changes are associated with a dysfunction of the oxytocinergic
analgesic system, and most of these behaviors can be rescued by the neonatal injection of
oxytocin during the period of separation (Aisa et al., 2007; Gazzo et al., 2021; Melchior et al.,
2018, 2021; Teissier et al., 2020). Some studies using rodents models of early life stress (i.e.
early weaning at P14 or corticosterone in drinking water of lactating female during the first
postnatal week) also demonstrated that social contagion of pain was affected in those animals

(Kikusui & Mori, 2009; Laviola et al., 2021).

In this study, we then investigated the contagion of pain in control rats and in rats submitted
to MS using a short and acute pain model induced by a formalin injection and a longer lasting

inflammatory hypersensitivity following Freund’s complete adjuvant (CFA) injection.
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Materials and methods

Animals

All procedures were approved by the regional ethical committee regarding animal
experimentation and conducted in accordance with EU regulations (APAFIS#36305-
2022032215262844 v3). Experiments were conducted in the animal facility Chronobiotron
UMS 3415 registered under the agreement E6721838. Pregnant Sprague-Dawley dams were
purchased from Charles River Laboratories (Saint Germain Nuelles, France). After their arrival,
the dams at E14 were carefully monitored for delivery. Postnatal day O (PO) refers to the day
of birth. Mother and pups were housed in a temperature (22°C) and humidity (50 £ 20%)
controlled room, under a 12h light-dark cycle (lights on at 7:00 am), with ad libitum access to
food and tap water. Pups were weaned at P21 and housed 4 rats per cage before starting the

experiments. Both males and females were used in this study.

Neonatal maternal separation protocol

Dams and their litter were randomly assigned to the control (CTRL) or maternally separated
(MS) group upon parturition. Litters from the MS group were separated from their home cage
in which the dam remained for three hours per day, from P2 to P12, and placed in a separated
room under a heating lamp to maintain their temperature. Separation was performed in the
beginning of the afternoon, during the light phase of the 12:12h light/dark cycle. Litters from

the control group remained undisturbed during that time.

Social transfer of pain test

At the age of 8 weeks, rats were paired, co-housed for at least 2 weeks, accustomed to handling
and randomly assigned to a role. The MS group was constituted of 13 pairs of animals and the
CTRL group of 18 pairs. One cage mate was given the role of an observer (CO) and the second
a demonstrator (CD) to whom a painful inflammatory stimulus was applied. The stimulus was
a subcutaneous injection of Complete Freund's adjuvant (CFA) (100 pL of 1:1 CFA solution
dissolved in saline obtained from Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany, 25G needle, 0.5mL

syringe) in the right hind paw under isoflurane anesthesia (induction chamber, 3-4%
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isoflurane). Same volume of saline under the same conditions was injected for CTRL groups.
After injection, the CD returned to the home cage. Six hours after the injection, corresponding
at the first effects of the CFA, the dyad interaction was filmed in a transparent cage to which it
was previously accustomed. Their behaviors were evaluated by measuring the time (in
seconds) devoted to allo-licking and allo-grooming from the CO to the CD which proved to be
consolation behaviors based on empathy towards a partner in distress (Burkett et al., 2016; Lu
et al., 2018). Allo-grooming is defined as head contact with the stressed individual's body or
head while allo-licking is defined as head contact with the stressed individual's injured paw,
accompanied by rhythmic head movement (Burkett et al., 2016). Backward-directed grooming

(anogenital region or tail) was excluded from the study.

A second experiment was realized in a CTRL group (n = 6) using formalin as a painful
inflammatory stimulus (100 pL of formalin solution dissolved in saline at 2,5% obtained from
Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany, 25G needle, 0.5mL syringe) injected under the same

conditions as described before.

Nociceptive tests

Mechanical nociception was measured using calibrated forceps (Bioseb, Vitrolles, France). The
habituated animal was loosely restrained in a towel covering the upper body and progressive
pressure was applied on a hind paw with the forceps until a withdrawal reflex was reached

(Luis-Delgado et al., 2006).

Thermal nociception was measured using Plantar test (Ugo Basile, Italy), or Hargreaves
method (Hargreaves et al., 1988). Rats, priorly accustomed to testing, were placed in Plexiglas
boxes (20 cm x 25 cm x 45 cm) for 15 minutes of habituation. Each hind paw was then tested
by applying a radiant heat to the plantar surface of the paw at an intensity of 80% (50-watt
infrared bulb) until paw withdrawal. Withdrawal latency (in seconds) was recorded and

considered the nociceptive threshold.

For both nociceptive modalities, each paw was tested three times and values were averaged.
Baseline responses were recorded the social transfer test. Then, the nociceptive sensitivity of

all animals was evaluated for two weeks after the injection of CFA. For the animals injected
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with formalin, the measures were done 30 min, 1h, 2h and 3h after the injection. The values

of both nociceptive tests were normalized with baselines values equal to 100 %.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 8.0.2 software (GraphPad Software
Inc. California, U.S.A.). Data are expressed as mean * standard error of the mean (SEM).
Parametric analysis was used after verifying the normal distribution of the values for each test
with a Shapiro-Wilk or a Kolmogorov-Smirnov test. Two way mixed effect analysis of variance
(ANOVA) followed by the Sidak's multiple comparisons post hoc test was used to analyze social
transfer of pain across time. Two-way ANOVA was used to compare the time spent in
consolation behaviors between groups followed by the Sidak's multiple comparisons post hoc
test. Student test was used to compare mean values of the CO at baseline and at day 2 after

the injections. P value < 0.05 was considered statistically significant.

Results

The injection of CFA (Figure 1), as expected, induced a mechanical hypersensitivity of the
ipsilateral paw for 14 days in CD animals of both CTRL (Figure 1.A1) and MS groups (Figure
1.B1). After the injection, withdrawals thresholds of CD animals of the CTRL group dropped to
42,8 £ 19,4 % and 30,7 £ 2,9 % in MS animals, their thresholds were significantly lower
compared to their contralateral paw in both groups (Two way mixed effect ANOVA matched
by time, group x time, p<0.001 for all factors in CTRL and MS groups). Regarding CO animals
(Figure 1.A2 for CTRL and 1.B2 for MS), statistical analysis revealed no differences and no effect
of the group when comparing their values with the contralateral paw of CD animals, in both
CTRL and MS groups (Two way mixed effect ANOVA matched by time, group x time, for the
group factor p=0.32 in CTRL group and p=0.08 in MS group).
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Figure 1: Observations of the effects of the injection of CFA in the CD animal on the empathic mechanical
nociceptive response assessed with the calibrated forceps in the CO animal. (A1) Comparison of
mechanical nociception in CTRL group (n=18) and (B1) in MS group (n=13). (A2) Comparison of CO and CD
contralateral paw in CTRL group and (B2) in MS group. Statistical test: Two way mixed effect ANOVA
matched by time followed by Tukey's multiple comparisons post hoc test (**) p<0.001 for comparison with
the CD ipsilateral paw. Data are expressed as means + SEM. Contra: contralateral paw of CD animal. Ipsi:
ipsilateral paw of CD animal (injected paw).
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The lowest response was measured on day 2 after the injection in the CTRL group (663,1 *
28,74 g vs 724,0 + 27,39 g at baseline) (Figure 2A.), which was statistically different from the
baseline (Student test, t=3,429, df=17, p=0.0032). For the MS group (Figure 2B.), the difference
between the day 2 and the baseline was not statistically significant (453,6 £ 17,07 g vs 493,3 £
24,22 g at baseline) (Student test, t=1,605, df=12, p=0.1344). This might suggest a very slight

and short lasting contagion of mechanical pain in the CTRL group, but not in the MS group.
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Figure 2: Comparison of mechanical nociception at baseline and day 2 assessed with the
calibrated forceps in CO animals.

(A) Withdrawal thresholds (in g) of CTRL group (n=18) and (B) MS group (n=13). Statistical
test: Student test, (**) p<0.001. Data are expressed as means + SEM. BL: baseline. Ns: non-
significant

Same evolution of nociceptive sensitivity and absence of effect on the CO was observed
regarding thermal hot nociception (Figure 3). The injection of CFA induced a thermal hot
hypersensitivity in both CTRL (Figure 3.A1) and MS groups (Figure 3.B1), as their response were
significantly lower compared to their contralateral paw in CTRL and in MS group (Two way
mixed effect ANOVA matched by time, group x time, p<0.001 for both factors in CTRL and MS
groups). There was no statistical difference between the values of the CO animals and the
contralateral paw of CD animals in the two groups (Figure 3.A2 for CTRL and 3.B2 for MS) (Two
way mixed effect ANOVA matched by time, group x time, for the group factor p=0.8308 in CTRL
group and p=0.504 in MS group).
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Figure 3: Observations of the effects of the injection of CFA in the CD animal on the empathic thermal
hot nociceptive response assessed with the plantar test in the CO animal.

Comparison of thermal hot nociception for CD (ipsilateral and contralateral paws to CFA injection site) and
CO animals of the (A1) CTRL group (n=18) and (B1) MS group (n=13). (A2) Comparison of CO and CD
contralateral paw in CTRL group and (B2) in MS group. Statistical test: Two way mixed effect ANOVA
matched by time followed by Tukey's multiple comparisons post hoc test, (**), p<0.001 for comparison
with the CD ipsilateral paw. Data are expressed as means + SEM. Contra: contralateral paw of CD animal.
Ipsi: ipsilateral paw of CD animal (injected paw).
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The lowest value was measured on day 2 after the injection (Figure 4) in the CTRL group (12,49
+0,62 svs 13,97 £ 0,95 s at baseline) and in the MS group (10,27 + 0,65 svs 11,78 £ 0,79 s at
baseline) but was not statistically different when compared to the baselines (Student test,

t=1,477, df=17, p=0.158 for CTRL and t=1,489, df=12, p=0.162 for MS).

The continuous interaction with a cage mate in pain did not induce a mechanical or a thermal

hypersensitivity in CO animals, regardless of the neonatal treatment.
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Figure 4: Comparison of thermal hot nociception at baseline and day 2 assessed with the
plantar test in CO animals.

(A) Withdrawal latency (in s) of CTRL group (n=18) and (B) MS group (n=13). Statistical test:
Student test. Data are expressed as means + SEM. BL: baseline. Ns: non-significant

The study of the behavior of the animals (Figure 5) after the injection of CFA demonstrated
that CO animals of CTRL group spent significantly more time on consolation behaviors
compared to the saline condition (Two-way ANOVA group x injection, F (1, 29) = 6,461,
p=0,0166 for the group factor, followed by Sidak's multiple comparisons test, p = 0,0122).

However, no differences were observed when comparing the behaviors of the MS groups.
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Figure 5: Comparison of consolation behaviors

Duration of allo-grooming and allo-licking behaviours (in s) (n=6 for salin condition of both
groups; n=9 for CTRL-CFA and 12 for MS-CFA).

Statistical test: Two-way ANOVA group x injection, F (1, 29) = 6,461, p=0,0166 for the group
factor, followed by Sidak's multiple comparisons test, p = 0,0122.

In the second part of the study, we used formalin to induce an acute and short pain in the paw
of CD animals of a CTRL group (Figure 5). The formalin injection significantly reduced the
withdrawal threshold of the CD animal to 91,06 + 3,76 % for mechanical (Figure 5A.) and 38,54
+ 23,5 % for thermal hot nociception (Figure 5B.) 30 min after the injection (Two way ANOVA
matched by time, group x time, interaction p=0,04 for mechanical nociception and group factor
p=0,005 for thermal hot nociception). Here, we also report no statistical differences between
the values of CO animals and CD animals (contralateral paw) for the mechanical and thermal
hot nociception after they interacted (Two way mixed effect ANOVA matched by time, group

factor p=0,67 for mechanical and p=0,33 for thermal hot nociception).

105



Normalized response (%)

Normalized response (%)

sc T T L] c L] L] L]

BL 30 60 120 180 BL 30 60 120 180
Time (min) Time (min)

-©~ CD controlateral paw =0O= CD ipsilateral paw =@= CO paw

Figure 6: Observations of the effects of the injection of formalin in the CD animal on the empathic
nociceptive response in the CO animal. (A) Comparison of mechanical nociception (calibrated forceps)
and (B) of thermal hot nociception (plantar test) in a CTRL group (n=6). Statistical test: Two way ANOVA
matched by time followed by Tukey's multiple comparisons post hoc test, p=0,04 for mechanical
nociception, p=0,05 for thermal hot nociception for comparison with the CD ipsilateral paw. Data are
expressed as means = SEM. Contra: contralateral paw of CD animal. Ipsi: ipsilateral paw of CD animal
(injected paw).

Discussion

In this study evaluating the contagion of pain we report no significant effect of the interaction
with a cage mate in pain after CFA or formalin injection on nociceptive sensitivity in CO animals
of all groups. In the whole experiment, a single difference was observed between the baseline
values and the values at day 2 of mechanical nociception in the CTRL group housed with a CD
injected with CFA. However, only CTRL CO animals displayed consolation behaviors towards
the CD animal after the injection. When comparing the time spent in consolation behaviors of
MS and CTRL groups, we observed an increase only in the CTRL group. We conclude from this

last experiment that MS altered consolation behaviors in rats.

Our results are in contradiction with the literature, as multiple studies demonstrated the
presence of contagious pain hypersensitivity in mice co-housed with a familiar cage mate
suffering from neuropathic pain, an injection of acetic acid or CFA, but also undergoing opiate
or alcohol withdrawal-induced hypersensitivity (Baptista-de-Souza et al., 2015; Langford et al.,
2006; Smith et al., 2016). A number of studies in rats also observed this phenomenon of pain
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contagion using models of spared-nerve injury induced neuropathic pain, injection of CFA, bee
venom or formalin (C. L. Li et al., 2018; Z. Li et al., 2014; Lu et al., 2018; Luo et al., 2020; Nazeri
etal., 2019). In all these cited studies, the most important effects were observed for acute pain
stimuli that induced displayable and visually identifiable spontaneous pain behaviors, such as
acetic acid, bee venom, or formalin. However, in our experimental conditions, using formalin,
we did not observe a significant modification of pain sensitivity in CO rats whether we tested

mechanical or thermal hot nociception.

The presence of consolation behaviors in CTRL groups indicates the possibility that the
contagion of pain could not be observed because of testing conditions. Although all animals
were habituated to the test of calibrated forceps, the immobilization and restrain of the rat,
that is unnecessary when performing Von frey filaments test, may have provoked a stress-
induced analgesia sufficient enough to dampen the effect of pain contagion (Butler & Finn,
2009; Costa et al., 2005). The test of calibrated forceps is experimenter dependent
(incremental pressure is applied by the experimenter until withdrawal reflex) whereas the Von
Frey filaments test uses multiple fixed pressures (Barrot, 2012; Luis-Delgado et al., 2006; Modi
et al., 2023) however the use of calibrated forceps was validated in multiple pain models and
demonstrated to have a good sensitivity and low data variability (Barrot, 2012; Juif et al., 2016;
Luis-Delgado et al., 2006; Melchior et al., 2018). All nociceptive tests presents inconveniences
and advantages (Barrot, 2012; Modi et al., 2023), but calibrated forceps are sensitive enough
to measure a hypersensitivity and the absence of significant effect using calibrated forceps or
Hargreaves method indicates that the test of social transfer of pain is delicate to perform and
may be sensitive to other factors. A study of Martin and collaborators demonstrated that stress
can directly affect emotional contagion of pain, in both humans and mice (Martin et al., 2015).
In this study, a 30 min restraint stress (inducing stress-induced analgesia) abolished the effect
of pain contagion in mice cage mates. Moreover, a pharmacological blockade (metyrapone
pre-treatment) of glucocorticoid synthesis in humans and mineralocorticoid and
glucocorticoid receptors in mice elicited the expression of emotional contagion of pain in
stranger dyads of both species. Therefore, any supplementary, unexpected or non-identified

stress during the experiments could have influenced the results.
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Another limitation to behavioural studies is inter-individual variability. Rats, like other species,
present genetic and behavioural differences that could influence their responses to pain or
stress (Curé & Rolinat, 1992; Lariviere & Mogil, 2010; Pradhan et al., 1990; Tuttle et al., 2018).
A higher number of animals may be necessary to replicate the results of the studies on
contagion of pain or define a cluster of low and high responder animals. No sex differences
were observed in contagion of pain in mice and rat (Langford et al., 2006; Martin et al., 2015;
Smith et al., 2016), however, our number of animal in this study does not permit an analysis

on the effect of sex to point it as a factor of variability.

As no effect on the nociceptive sensitivity of the CO rats after interaction with the CD was
observed, we cannot conclude on the impact of MS on contagion of pain. However,
consolation behaviours were present only in the CTRL group demonstrating that empathy-
related abilities were affected by MS. MS is considered a model of early life stress mimicking
the effect of abuse in humans (Kuhlman, 2024; Murthy & Gould, 2018) and as matter fact,
impairments of empathy were observed for major issues such as very and extremely preterm
birth and childhood traumas in humans (Campbell et al., 2015; Grimm et al., 2017; Spittle et
al., 2009). In animals models, it was also observed in models of early weaning (P14) and severe
perinatal stress conditions (exposition to abnormal levels of corticosterone during the first

week of lactation) (Kikusui & Mori, 2009; Laviola et al., 2021).

Contrary to literature on the social transfer of pain, we report no modification of nociceptive
sensitivity in CO animals (except for a unique minor difference in the CTRL group on day 2)
under our conditions in both groups, however an impairment of prosocial behaviors by MS
was observed. Our study also highlights the importance of choosing specific nociceptive
testing tools and reducing the effect of inter-individual variability by choosing a larger n, with

several different litters for a better reproducibility of data.
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Article 3 : Impact de la séparation maternelle néonatale sur le développement de la
douleur neuropathique induite par la constriction chronique du nerf sciatique chez le rat
adulte

Dans cette derniéere étude, nous avons évalué I'impact de la SMN a I’age adulte sur un type
de douleur particulier : la douleur neuropathique. En effet, I’adversité précoce chez I’'Homme
est considérée comme un facteur de risque dans le développement de douleur chronique et
des comorbidités associés. Notre laboratoire utilise un modele de neuropathie induite par
une constriction du nerf sciatique par la pose d’un manchon en polyéthyléne appelé « cuff ».
Cette neuropathie induit en plus des hypersensibilités nociceptives, des comorbidités de type
anxio-dépressives chez la souris mais pas chez le rat (résultats du laboratoire non publiés).
L’hypothese testée dans cette derniere étude est la suivante : la SMN serait un facteur
aggravant dans le développement de I’hypersensibilité mécanique et de I'allodynie au froid
induite par la neuropathie et provoquerait potentiellement I’apparition de comorbidités chez
le rat.

Aprés induction de la neuropathie chez les animaux contréles et SMIN, nous avons évalué la
sensibilité mécanique nociceptive avec le test de la pince calibrée et |I’allodynie au froid avec
le test acétone. Pour I'évaluation des autres comportements, nous avons effectué un test de
conditionnement de double-aversion (nouvellement validé et publié par notre équipe), un
test de labyrinthe en croix surélevé, de sociabilité, de préférence a la nouveauté sociale,
plusieurs tests évaluant différents types de mémoire et pour I’évaluation des comportements
de types dépressifs, un test de nage forcée et un « splash test ».

Contrairement a notre hypothese initiale, les animaux SMN présentaient un développement
retardé de la neuropathie avec des symptomes d’hypersensibilité moins intense. Cependant,
a cause d’'un comportement inattendu chez nos animaux controle, nous n’avons pas pu tirer
de conclusions claires sur I'impact de la SMN ou la neuropathie (ou de leur interaction) pour
les autres comportements. Une réévaluation de ces comportements est en cours dans notre
laboratoire.

Pour cette derniere étude, j’ai effectué les chirurgies ainsi que I'intégralité des tests et leur
analyse.
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Introduction

Chronic neuropathic pain has a huge impact on the quality of life of patients, generating, in
addition to the sensory and pain symptoms, several comorbidities including an increase in
anxiety levels, depression symptoms and cognitive impairments (Bushnell et al., 2013; Colloca
et al., 2017). Clinical evidence suggests that prematurity and, more broadly, aversive events in
early life are risk factors for the development of neurological pathologies in adulthood,
affecting cognitive and emotional functions (McEwen, 2008; McLaughlin et al., 2019; Miller et
al.,, 2011; Moster et al., 2008) also pain sensitivity (Fitzgerald, 2005; Melchior et al., 2021).
Several studies and meta-analysis have shown that individuals who have experienced early life
stress (ELS) have an increased risk of developing chronic pain (Antoniou et al., 2023; Burke et
al., 2017; Davis et al., 2005). For example, a great number of patients suffering from migraines
or irritable bowel syndromes report a history of childhood maltreatment (Ross, 2005; Tietjen

et al.,, 2016).

In terms of mechanisms, numerous studies have demonstrated that ELS also has repercussions
on the functions of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis and immune system by inducing a
higher systemic inflammation and a dysregulation of immune cellular functions (Fagundes et

al., 2013; Heim et al., 2010).

Neonatal maternal separation (MS) in rodents is a well characterized model of ELS and consists
of a daily separation of 3h per day from the second postnatal day (P2) to P12, modelling
childhood neglect or early maternal separation that could occur for example following preterm
birth in humans (Kuhlman, 2024). MS induces at adulthood abnormal responses to stress and
hyper-reactivity of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis as well as anxiety-like symptoms
and social deficits (Kikusui et al., 2016; Ladd et al., 2004; Plotsky & Meaney, 1993). It also
impairs pain sensitivity, leading to both visceral (Coutinho et al., 2002) and somatic
hyperalgesia associated with a functional deficit of inhibitory pain control (Juif et al., 2016;
Melchior et al., 2018). Our team also previously described a hypersensitivity to inflammatory

pain induced by carrageenan injections in adult rats submitted to MS (Melchior et al., 2018).
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However, to our knowledge, the impact of MS as an aggravating factor in the case of

neuropathic pain and associated comorbidities in rats has received limited research attention.

This study aims to evaluate the impact of MS on the development of neuropathic pain
symptoms and behavioural comorbidities, using the cuff induced neuropathy model, known
to induce a mechanical hypersensitivity and cold allodynia for at least forty days (Benbouzid
et al., 2008; Mosconi & Kruger, 1996) (Aouad et al., 2014). Studies on mice using this model of
neuropathy demonstrated that, in addition to the nociceptive hypersensitivity, animals
developed anxiety-like behaviours 4 weeks after induction of the neuropathy and depressive-
like behaviours after 6 weeks (Benbouzid et al., 2008; Yalcin et al., 2011). Our hypothesis was
that MS would constitute an aggravating factor, just like in the model of inflammatory pain, in
the development of neuropathic pain in terms of sensory, emotional and cognitive symptoms,
leading thus to anxio-depressive comorbidities and cognitive disorders, usually not detectable
in Sprague Dawley rats subjected to this type of neuropathy (Hestehave et al., 2020; Hubbard
et al., 2015; Kontinen et al., 1999; Okun et al., 2016). This hypothesis stems from a reflexion
borrowed from the double hit theory first described by Knudson but then adapted to a
multitude of research fields. Here, the first "hit" would be MS, setting up a potential ground of
vulnerability, and the second “hit” would be the neuropathy in adulthood, which together

would increase the consequences of the neuropathy.

We therefore characterized the thermal and mechanical nociceptive responses, anxiety and
depressive-like behaviours and cognitive abilities related to sociability and memory of animals
subjected to MS following the establishment of the cuff induced neuropathy. Results, contrary
to our hypothesis, seem to demonstrate that MS, rather than being an aggravating factor in

neuropathies and associated comorbidities, makes Sprague Dawley rats resilient against it.

Materials and methods

Animals and neonatal maternal separation protocol

Pregnant Sprague-Dawley dams were purchased from Charles River Laboratories (Saint

Germain Nuelles, France). After their arrival at E14, the dams were carefully monitored for
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delivery. Postnatal day O (PO) refers to the day of birth. Mother and pups were housed in a
temperature (22°C) and humidity (50 + 20%) controlled room, under a 12h light-dark cycle
(lights on at 7:00 am), with ad libitum access to food and tap water. Dams and their litter were
randomly assigned to the control (CTRL) or maternally separated (MS) group upon parturition.
Litters from the MS group were separated from their home cage in which the dam remained
for three hours per day, from P2 to P12, and placed in a separated room under a heating lamp
to maintain their temperature. Separation was performed in the beginning of the afternoon,
during the light phase of the 12:12h light/dark cycle. Litters from the control group remained
undisturbed during that time. Pups were weaned at P21 and housed 4 rats per cage. Both
males and females were used in this study. Before starting the experiments 7-week-old animals

were habituated to the experimenter and experimental rooms for a week.

All procedures were approved by the regional ethical committee regarding animal
experimentation and conducted in accordance with EU regulations (APAFIS# 42995-
2023041117036342 v4). Experiments were conducted in the animal facility Chronobiotron
UMS 3415 registered under the agreement E6721838.

Induction of neuropathy by chronic compression of the sciatic nerve (Cuff

model)

The cuff model of neuropathic pain is induced by chronic compression of the sciatic nerve

following placement of a polythene cuff around the main branch of the sciatic nerve
(Benbouzid et al., 2008; Mosconi & Kruger, 1996). Briefly, in aseptic conditions, animals were
anesthetized with isolfurane at 4% pushed by compressed air at a flow rate of 700 mL /min
(Ventoflurane®, Vibrac, France). The posterior right leg was shaved and disinfected and an
incision of 1 to 2cm was made on the skin at thigh level. The common trunk of the sciatic nerve
was exposed using two autoclaved toothpicks. A polyethylene cuff (1-mm-long splitted
section; ID = 0.86 mm, OD = 1.27 mm; PE-90, Harvard Apparatus,Les Ulis, France) was
implanted unilaterally around the main branch of the sciatic nerve. The wound was then
sutured with a nylon suture (Ethilon 4-0, Ethicon, USA) and the animal was placed in a recovery

cage under a heating lamp. For the control condition, the sham group underwent the same
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procedure except for the cuff placement. Animals were carefully monitored daily after the
surgery. The number of animals per group was: n=10 cuff and 7 sham for the MS group; n=9

cuff and 8 sham for the CTRL group.

Measure of mechanical nociception and cold allodynia

Nociceptive baselines of all animals were measured during a week before surgery, twice a
week after surgery for three weeks, and then once a week for the last two weeks. Mechanical
nociception was measured using calibrated forceps (Bioseb, Vitrolles, France) (Luis-Delgado et
al., 2006). The priorly accustomed animal was loosely restrained in a towel covering the upper
body and an increasing pressure was applied to the hind paw with the forceps until a
withdrawal reaction was reached. Withdrawal pressure was noted. The procedure was
repeated 3 times per paw and measures were averaged for each paw. The data is presented
as normalized values; the value of 1 was attributed to the baseline of each animal for

mechanical nociception.

The acetone test was used to assess cold allodynia (Yoon et al., 1994). Rats, previously
accustomed to testing, were placed in plexiglas boxes (20 cm x 25 cm x 45 cm) for 15 minutes
of familiarization. A drop of acetone was applied to the arch of each hind paw provoking a cold
sensation when it evaporates. The behavior of the animal in response to it was scored on a
scale from 0 to 5 as follows: 0 = no reaction, 1 = brief withdrawal or sniffing, 2 = jumping or
shaking of stimulated paw, 3 = multiple withdrawals or shaking, 4 = lively withdrawal,
prolonged licking, shaking or jumping, 5 = protection of paw, "guarding" behavior. Both paws
were tested, the drop was applied three times alternating between paws, at 5-minute

intervals, scores were summed for each paw.

Behavioral and cognitive tests

Sensory Affective Double Avoidance Conditioning test

The Sensory Affective Double Avoidance Conditioning (SADAC) test is a newly validated
adaptation of the Thermal Place Preference Test (Ugo Basile, Italy) (Gieré et al., 2022). It

consists of two Plexiglas compartments (height: 25.5cm, diameter: 20 cm), a bright (120 lux to
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create an aversive environment) and a dark one (wrapped in a transparent dark red plastic film
as rats cannot see this color), both resting on temperature-controlled plates that the animal
can freely explore the entire 10 minutes of the test. At the start of the test, the animal was
placed in the dark compartment of the chamber where the surface temperature was 25°C for
a 5 minute habituation period. After 5 minutes, the dynamic ramp was triggered in the dark
compartment at a speed of 7°C/min to reach a nociceptive temperature of 52°C. A cut-off at
30 s during the last minute of the test was set in case the animal remained in the dark
compartment at 52°C. The temperature of the plate of the bright compartment was
maintained at 25°C. The animal had to resolve a conflict between its aversion to the bright
compartment and the motivation to escape the noxious hot stimulation in the dark
compartment. The test was filmed, and the behavior of the animal was manually scored to

assess:

- Time spent in each compartment throughout the test
- Temperature of first nociceptive behavior (observation of jumping and flinching or paw
withdrawal, licking or shaking)

- Temperature of definitive escape from the heated compartment (dark compartment)

The test was repeated once, one hour after the first exposure to assess the learning effect. It

was performed one week after surgery.

The SADAC test permits multiple evaluations within one test. For a better conceptual analysis,
the test was divided into three different periods. Time spent in the dark compartment before
any increase of temperature (5 first minutes of the test), is called baseline period. Next comes
the anticipation period (from minute 5 to 7) when the heating ramp starts and reaches the
nociceptive temperature of 42°C. The last period (until minute 10) is the tolerance period

during which the floor of the dark compartment temperature is above 42°C.

To exploit these results, the area under the curve (AUC) of time spent in the dark compartment

was calculated for both sessions and analyzed with a two-way ANOVA (AUC per session x
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period). Time spent in the dark at baseline gives supplementary information about the anxiety

of the animal and the learning effect when the test is repeated the second time.

Anxiety-like behaviors

Elevated plus maze (EPM) paradigm was used to ass anxiety-like behaviors 4 weeks post-
surgery. This test is based on the preference of the animal for dark enclosed areas over bright
open ones. The animal was placed in the center of an elevated plus maze to explore freely for
5 minutes. The time spent and the number of entries in the open and closed branches was
measured. Greater time spent in the dark and closed branches compared to the bright and

open one indicated a more important state of anxiety.

Evaluation of memory functions

During the 5™ and 6™ week after surgery, working and spatial memory were evaluated using
the novel object recognition test (NORT) and the object location test (OLT) adapted from
Ennaceur & Delacour, 1988. For the habituation phase, animals were to explore an empty
open-field for 10 min/day during 3 days. The next day, for the familiarization phase, two
identical novel objects that the animal could not move or climb were placed into the corners
of the open-field for a 15 minutes exploration phase. For the analysis, only the 5 first minutes
of exploration were used. An hour later, for the test phase, using the same object
configuration, one familiarized object was replaced with a novel object and the animal could
explore for 5 min. In the OLT the same phases were reproduced but during the test one of the

2 objects was relocated in another corner of the open-field.
The analysis was based on the discriminative index calculated as follows:

D1 = “Exploration’s time of object that will move or change” - “Exploration’s time of familiar

object that does not move or change”

120



D2 = D1 / “Total object exploration’s time”. The closer D2 is to 0, the less preference animals
have for an object. If D2 is significantly superior to 0, the preference is for the new or moved

object. A one sample t test was performed to compare the discriminative index to O for each

group.

Assessment of social interaction and social memory

The device used to assess social interactions and memory was a rectangular box divided into

three chambers, with access to each chamber. The test was divided into three phases:

-The tested rat was first placed in the box and allowed to explore the three chambers freely

for 10 minutes (habituation phase).

-After the habituation phase, a young unfamiliar adult rat of the same sex was placed in a wire
cage in the left or right chamber (alternating systematically) and an empty wire cage was
placed in the chamber on the other side. The subject rat was placed in the middle chamber

and allowed to explore the three chambers freely for 10 minutes (sociability test).

- To assess novelty preference: at the end of the sociability test, the subject is gently guided to
the middle chamber, while the empty wire cage was replaced by a new, unfamiliar, young adult
rat of the same sex. The subject rat was again allowed to freely explore the three chambers
for 10 minutes to quantify social preference for a new, unfamiliar rat (social novelty preference

test).

After this test of social novelty, the rats were returned to their original cage.

To assess social memory: an hour later, a familiar rat was placed in the left or right chamber,
and a new, young-adult, same-sex, unfamiliar rat was placed in the cage in the other chamber.
The subject freely explored the three compartments for 10 minutes. The different phases and
all tests (sociability, novelty preference, social memory) were filmed and the time spent

exploring each compartment was measured. The analysis was based on the discriminative
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indexes calculated using the same method as described earlier for NORT test (except that the

novelty introduced was another rat instead of an object).

Depressive-like behaviors

At week 8 post-surgery, depressive-like behaviors were assessed using the splash test and the
forced swim test. In the splash test, grooming score was measured for five minutes after
spraying the back coat of the animal with a 10% sucrose solution. A low grooming time is
indicative of neglect, which may be analogous to the lack of care sometimes observed in
depressive patients (Santarelli et al., 2003; Yalcin et al., 2008). In the forced-swim test, rats
were placed in a Plexiglas cylinder (diameter: 30 cm; wall height: 60 cm), filled with water
(height: 40 cm) at room temperature (22 to 24°C) for six minutes. The animal was considered
immobile when it floated, and its movements were limited to keeping its head above water.
The duration of immobility is an indicator of the intensity of the depressive state and was

measured during the 4 last minutes of the test (Yalcin et al., 2008).

Statistical analysis

Data are expressed as mean * standard error of the mean (SEM) and statistical analysis was
performed using the GraphPad Prism 8.0.2 software (GraphPad Software Inc. California,
U.S.A.). The normal distribution of the values was verified using a Shapiro-Wilk or
Kolmogorov-Smirnov test. A p value below 0.05 was considered statistically significant. The
baseline of mechanical nociception of the MS and CTRL groups were compared using an
unpaired Student’s test. We used a three-way repeated measures analysis of variance (ANOVA)
to analyze results of the calibrated forceps test and acetone test followed by a Tukey's multiple
comparisons post hoc test to investigate the effect of the following factors separately and their
interactions: neonatal treatment; surgery and time. Two-way ANOVA (group x time) followed
by a Tukey's multiple comparisons post hoc test was performed to compare groups scores in
the acetone test and SADAC results. A one-way ANOVA test was used to compare groups for
the following experiments: EPM, Splash test and Forced swim test. One sample t test was

performed to analyze the results (0 as theoretical mean) of sociability, social novelty
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preference, social memory, NORT and OLT tests. Kruskal-Wallis test or one-way ANOVA were

performed to compare the values of the groups for those tests.

Results

MS caused a delayed and less intense development of the neuropathy induced nociceptive
hypersensitivity

Before surgery, MS and CTRL rats presented significantly different withdrawal thresholds
presented in Figure 1A (MS: 475,5 + 10,57 g versus CTRL: 619,8 + 15,05 g; unpaired Student’s
test, t=7,762, p<0,0001) indicating that MS induced a mechanical nociceptive hypersensitivity
at baseline. For the evaluation across time after surgery, the data is presented as normalized

values; the value of 1 was attributed to the baseline of each animal for mechanical nociception.

Evaluation of mechanical nociception across time after surgery showed a significant effect of
time, neonatal treatment and surgery (Figure 1B; three factor ANOVA matched by time
p<0,0001 for time and surgery, p=0,0093 for neonatal treatment followed by a Tukey’s multiple
comparisons test) as well as a significant interaction of time x neonatal treatment, time x
surgery and time x neonatal treatment x surgery (Three factor ANOVA matched by time
p<0,0001 for all of the interactions). The cuff surgery induced a less intense and delayed
appearance of symptoms in the MS group. For the CTRL-CUFF group, a week after surgery
normalized response decreased by half (from 1 at baseline to 0,512 + 0,037 at day 7) and were
significantly different from the CTRL-SHAM group from day 7 to day 21. After day 21, CTRL-
CUFF animals started to slowly recover, their withdrawal values being close to baseline values
(0,941 £ 0,069 on day 28 to 1,312 + 0,058 on day 44). However, in the MS-CUFF group,
withdrawal thresholds decreased very slowly from 1 at baseline to only 0,725 + 0,069 16 days
post-surgery after which values started to increase following the same speed as the CTRL-CUFF

group. MS-CUFF values significantly differed from MS-SHAM group for a week only, from day
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16 to day 19. The values of MS-CUFF group were significantly higher a week after surgery than
CTRL-CUFF group (0,941 £ 0,069 for MS-CUFF versus 0,512 + 0,037 for CTRL-CUFF, Tukey’s
multiple comparisons test, p=0.05). We conclude that MS had a major impact on the
development of the neuropathy induced mechanical hypersensitivity as it was delayed and

less intense compared to the CTRL-CUFF group.

The same evolution of symptoms is seen with the assessment of cold allodynia using the
acetone test as illustrated in Figure 1C. Statistical analysis showed a significant effect of time
and surgery (Three factor ANOVA matched by time p<0,0001 for time and for surgery) however
it showed no effect of neonatal treatment but a significant effect of the interaction of time x
neonatal treatment and time x neonatal treatment x surgery (Three factor ANOVA matched by
time p<0,0001 and p=0,0377 respectfully). Behavioral pain scores of CTRL-CUFF group reached
6,889 + 0,889 a week after surgery, confirming the development of cold allodynia. A two-way
ANOVA analysis (Two-way ANOVA group x time matched by time; p<0,0001 for the factors time
and group) followed by Tukeys’ post hoc test comparing all the groups showed that these
scores were significantly higher than CTRL-SHAM group from day 8 to day 37. Scores slowly
decreased to basal values of 1,333 + 0,471 on day 44, showing a complete remission from cold
allodynia. Conversely, the scores of the MS-CUFF group had a staggered evolution as their
scores reached a peak of 6,3 + 0,932, 20 days after the surgery and significantly differed from
the MS-SHAM group between day 12 and day 44. On day 8, their scores were significantly
lower than CTRL-CUFF group (Tukey’s multiple comparisons test p=0.05). Scores slowly
decreased to 3,8 + 0,416 on day 44 but did not reach basal values, showing thus that the

animals had not fully recovered from cold allodynia.

In conclusion, MS impaired the development of the neuropathy by delaying the evolution of

mechanical and thermal hypersensitivities and lessening their intensities in both modalities.
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Figure 1: Effect of MS on basal nociception and the development of the neuropathy. (A) Mechanical basal
nociception in MS (n=17) and CTRL (n=18) groups before surgery. Statistical test: Student’s test, t=7,762, (****)
p<0,0001. (B) Mechanical nociceptive sensitivity after surgery (CTRL Sham n=8, CTRL Cuff n=10, MS Sham n=7, MS
Cuff n=10) and (C) Cold allodynia scores in both groups and surgery condition (CTRL Sham n=8, CTRL Cuff n=9, MS
Sham n=7, MS Cuff n=10). Statistical test: Three factor ANOVA matched by time, (*) p<0.05 for intragroup
comparison (cuff vs sham in a same group) and (#) p<0.05 for comparison of cuff conditions between MS and CTRL
animals. Data are expressed as means £ SEM.

Neuropathy but not MS impaired learning in the SADAC test

Results of the SADAC test are presented in Figure 2, as follows: (A1-A3) for CTRL-SHAM, (B1-
B3) for CTRL-CUFF, (C1-C3) for MS-SHAM and (D1-D3) for MS-CUFF. The first graphics of each
line represent the comparison between sessions of the % of time spent in the dark across time.
The second histogram represents the comparison between sessions of the AUC of the time
spent in the dark for the baseline period, the anticipation period and the tolerance period.
Finally, the last ones illustrate the comparison between sessions for the temperatures of first
nociceptive behaviors and definitive escape from the dark compartment.

Regarding the % of time spent in the dark across time (Figure 2A1; B1; C1 and D1.) differences
between sessions were only significantly different for the CTRL-SHAM and MS-SHAM groups
(Two-way ANOVA, matched by session, F (9, 70) = 2,780 and p=0.0076 for the interaction for
the CTRL-SHAM and F (1, 60) = 17,27 an p=0.0001 for MS-SHAM for the session factor).
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For the different periods of the test (Figure 2A2; B2; C2 and D2), there were no differences for
all groups in the baseline period. In the anticipation period, there were also no differences
between sessions for all groups. Finally, during the tolerance period, only CTRL-SHAM and MS-
SHAM groups spent significantly less time in the dark compartment (Two-way ANOVA,
matched by period, F=5,5 and p=0,0289 for the CTRL-SHAM and F=11,44 and p=0,0148 for MS-
SHAM for the session factor).

Concordantly, the temperature of escape from the dark compartment lowers almost
significantly for CTRL-SHAM group, decreasing from 46,25 + 1,06 to 40,59 + 1,17 (Two-way
ANOVA, F=10,10; p=0,06) and significantly for MS-SHAM group, with the temperature
decreasing from 44,8 + 1,59 to 36,3 + 2,67 (Two-way ANOVA, F=3,814 and p=0,0152) (Figure
2A3 and C3, respectively).

We conclude from the test that the neuropathy, but not the neonatal stress, impaired the
conditioning learning as only the sham condition spent significantly less time in the dark during

the second session of the baseline period compared to cuff condition of CTRL and MS groups.
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MS after neuropathy prevented anxiety-like behaviors

The EPM test showed that time spent in the open arms significantly differed between groups
(Figure 3A.; one-way ANOVA, F=0, 3,547; p=0, 0257, followed by Tukey’s multiple comparisons
test p=0.05). CTRL groups spent shorter mean time in the open arms compared to MS-CUFF
group (77,44 + 16,76s for CTRL-CUFF and 77,15 + 8,327s for CTRL-SHAM versus 124,5 + 8,005s
for MS-CUFF and 95,00 + 12,68s for MS-SHAM). In our testing conditions, MS-CUFF group
appear to be less anxious than CTRL-CUFF and CTRL-SHAM groups as they spend twice as much

time in the open arms of the EPM.

Observation of social interactions and social memory

For the evaluation of sociability after surgery, we report no impairment after the development
of the neuropathy as all animals from all groups had discriminative indexes statistically
different from 0, meaning, they spent significantly more time with a stranger animal than with
an object during the test (Figure 3B.; one sample t test; t=11,21 and p<0,0001 for MS-CUFF ;
t= 4,755 et p=0,0031 for MS-SHAM ; t=5,660 and p=0,0005 for CTRL-CUFF; t=3,863 and
p=0,0062 for CTRL-SHAM).

Results of the preference for novelty test are presented in Figure 3C. CTRL-SHAM group had a
discriminative index of 0,2062 + 0,0951 (meaning animal had a preference for the new rat) but
statistical analysis revealed that the difference from 0 was not significant (One sample t test;
t=2,167 and p=0,0669). In the CTRL-CUFF group, some rats spent more time with the known
rat than with the new one (index lower than 0), the mean discriminative index being 0,1403 +
0,1409 and not significantly different from 0 after statistical testing (One sample t test;
t=0,9958 and p=0,3485 for CTRL-CUFF). For the MS condition, only MS-SHAM group
demonstrated a clear preference towards novelty with a discriminative index of 0,3597+
0,0854 compared to the index of MS-CUFF of 0,1299 + 0,0631 (One sample t test; t=2,057 and
p=0,0698 for MS-CUFF; t= 4,211 et p=0,005 for MS-SHAM). However, a comparison of all
groups revealed no significant differences between them (One-way ANOVA, F= 0,9984,
p=0,4071).
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Figure 3: Assessments of emotional and cognitive impairments following neuropathy in CTRL and MS groups.
Animals underwent the test of (A) Elevated plus maze (EPM), (B) sociability, (C) preference for social novelty, (D) social memory
(E) novel object recognition (NORT), (F) object location task (OLT), (G) splash test and (H) forced swim test. CTRL Sham n=8,
CTRL Cuff n=10, MS Sham n=7, MS Cuff n=10. Statistical test: One-way ANOVA test was used to compare groups for the EPM,
splash test and forced swim test. One sample t test with O as theoretical mean was performed to analyze the results of
sociability, social novelty preference, social memory, NORT and OLT tests and illustrated as follows: (#) p<0.05, (##) p < 0.01,
(###) p < 0.001 or (####) p < 0.0001. One-way ANOVA was performed to compare the values of the groups for those tests
except for OLT for which Kruskal-Wallis test was used. (*) p<0.05 for intergroup comparison. Data are expressed as means +
SEM.



Regarding social memory illustrated in Figure 3D., CTRL groups of both surgery conditions
preferred spending time with a known rat than with a new one (One sample t test; t=0,1410
and p=0,8913 for CTRL-CUFF ; t=0,9380 and p=0,3795 for CTRL-SHAM). On the contrary, MS
animals of both groups, when presented to a previously encountered rat and a new stranger
rat, spent significantly more time exploring the new rat which interprets as a functional social
memory (One sample t test; t=2,704 and p=0,0242 for MS-CUFF ; t= 3,165 et p=0,0194 for MS-
SHAM).

MS impaired spatial but not working memory

No impairment of working memory tested with NORT was observed as discriminative indexes
for all groups were significantly different from 0 (Figure 3E.; One sample t test; t=6,846 and
p=0,0001 for MS-CUFF ; t= 4,955 et p=0,0043 for MS-SHAM ; t=6,803 and p=0,001 for CTRL-
CUFF ; t=16,65 and p<0,0001 for CTRL-SHAM).

On the other hand, in the evaluation of spatial memory with OLT (Figure 3F.), MS-SHAM group
is the only group presenting a discriminative index not statistically different from 0 (0,03612 +
0,0744; one sample t test; t=1,086, df=4 and p=0.3387) and significantly different from CTRL-
SHAM’s (0,3813 + 0,08544) (Kruskal-Wallis; KW= 8,429; p=0,0379). It can be said that
neuropathy did not majorly alter spatial memory in CTRL-CUFF group as its value was close to
the value of the CTRL-SHAM and the p value of the T test is of 0,0789, close to being significant
(One sample t test; t=2,346 and p=0, 0789). Statistical analysis also showed that MS-CUFF

group succeeded in the test (One sample t test; t=3,274 and p=0,0096).

Depressive-like behaviors were not observed after MS nor neuropathy

No differences between groups were observed regarding the splash test (Figure 3G.; one-way
ANOVA F=2,670; p=0,0654) nor the forced swim test (Figure 3H.; one-way ANOVA, F=0,1678;

p=0,9173), both evaluating depressive-like behaviors.
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Discussion

The aim of this study was to examine the impact of MS on the development of cuff-induced
neuropathy and its associated behavioral comorbidities. Contrary to our working hypothesis
that MS would increase the symptoms of neuropathic pain, we saw that MS animals presented
a markedly delayed and less intense development of mechanical hypersensitivity and cold
allodynia following cuff surgery. However, when symptoms faded after 40 days in CTRL animals,

MS animals did not totally recover from cold allodynia at the end of the experiment.

Our first conclusion is that MS induced a resilience against neuropathic pain and
delayed its development instead of being an aggravating factor. Here, we refer to resilience as
the ability of an individual to respond adaptively to acute stressors in a positive manner.
Opposed to these results, a study on a mice model of MS (3h/day, P1-P21) demonstrated that
MS induced anxiety- and depressive-like behaviors and aggravated symptoms in a chronic
constriction injury (CCl) model of neuropathy (Mizoguchi et al., 2019; Nishinaka et al., 2015).
Another model of MS (6h/day, P15-P21) followed by social isolation also induced an
enhancement of nociceptive hypersensitivity following the establishment of neuropathy in a
spared nerve injury model (Nishinaka et al., 2015). Given the nociceptive hypersensitivity of
the MS group, we expected aggravated nociceptive symptoms after the cuff surgery, as was
seen with our previous work on an inflammatory pain model using carrageenan injections
(Melchior et al., 2018). However, a recent study of Genty et al. showed similar results to ours
using the same rat model of MS and the CCl model to induce neuropathic pain (Genty et al.,
2018). Although basal nociceptive hypersensitivity was not detected in their experimental
conditions in the MS group, they still concluded to a resilience against neuropathic pain at
adulthood as mechanical hypersensitivity following surgery (Von Frey test) and thermal
sensitivity (Cold plate test) were delayed and reduced. This study of a different laboratory using
different tests supports the robustness of our results that suggest to a resilient effect of MS in
the case of neuropathic pain, thereby reopening the debate around ELS as a risk factor

predisposing to chronic pain.
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In terms of mechanisms underlying the resilience against neuropathic pain, Genty et al., in the
earlier mentioned study, correlated the symptoms with a higher mRNA levels of a neuronal
glutamate transporter, EAAT3, in the spinal cord suggesting a reduced spinal transmission of
nociceptive information via an increased glutamate re-uptake in the MS group. They also
observed a decrease in microglia activation in the MS groups compared to CTRL groups and a
reduced expression of interleukins- (IL) 1B and glial fibrillary acidic protein (GFAP) during the
earlier phase of the neuropathy, indicating its possible involvement in the development but
not in the maintenance of the neuropathy (Genty et al., 2018). As our team also described a
sub-inflammatory state in MS animals supported by an increased expression in the spinal cord
at basal state of IL-1P, IL-6, TNF-a and Cox-2 it would be interesting to measure their levels

after the neuropathy induction to compare with CTRL animals (Gazzo et al., 2021).

Another hypothesis lies in MS altering descending systems modulating pain sensitivity. Our
team had previously demonstrated that MS impaired the oxytocinergic analgesic descending
pain control, but many others involved in pain modulation can be considered, such as the
noradrenergic system (Melchior et al., 2018). MS happens during an important anatomical
reorganization of the serotonergic and noradrenergic systems (from P7 to P21 for serotonergic
and from PO to P7 for noradrenergic system) (de Kort et al., 2022; Rajaofetra et al., 1992).
Moreover, MS was demonstrated to reduce the activity of serotonergic neurons in the dorsal
raphe nucleus (DRN) and noradrenergic neurons in the locus coeruleus, provoking an
imbalance resulting in the hypersensitivity to pain of the model (Vilela et al., 2021). Persistent
alterations were also observed regarding mRNA expression in the MS model with an increased
expression of 5-HT1A receptor in the amygdala but a reduced one, as well a reduced
expression of serotonin transporter, in the DRN (Bravo et al., 2014). A previous work of our
team in a mice model of cuff surgery demonstrated using mass spectrometry that serotonin
concentrations in the brainstem of cuff animals drastically decreased 2 weeks after surgery
and up to 8 weeks but were restored with an etifoxine treatment (Kamoun et al., 2021). In
parallel, there are interestingly emerging evidences arguing that noradrenergic neurons of the
locus coeruleus and their terminals in the dorsal reticular nucleus, among other projections,

facilitate pain and participate in the development and maintenance of hyperalgesia as their
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activity is enhanced after nerve injury in the descending pain facilitation pathway (Martins et
al., 2015; Taylor & Westlund, 2017). Based on these evidence demonstrating that
noradrenergic neurons of the locus coeruleus facilitate pain after nerve injury, but these same
neurons activity is diminished by MS, we can hypothesize that MS induced changes in the
inhibition/excitatory balance of descending pain controls, delaying thus the development of

hypersensitivity and decreasing its intensity after nerve injury.

Regarding epigenetic changes, our team have previously described lasting and significant
changes in the expression of epigenetic factors inducing chromatin compaction. For instance,
we identified a durable overexpression of coding RNA for HDAC1, -5, -7, -8, and 11, as well as
of the non-coding micro-RNA (miR) 7a, and an under expression of miR21 and 29 in MS rats
(lNlouz et al., 2023; Melchior et al.,, 2018). MiR-7a, mainly expressed in small neurons,
considered as nociceptive neurons, is a key RNA for nociception since downregulation of miR-
7a is causally involved in the maintenance neuropathic pain via a regulation of neuronal
excitability in rats (Sakai et al., 2013; Sakai & Suzuki, 2015). However, miR-7a is overexpressed
in our model from postnatal day 7 to 45, providing thus a possible resilience against the
neuropathy. Another investigated miR is mir21, which is underexpressed from P7 to P100 in
MS animals, could also have a neuroprotective role, as it has been previously suggested in the

literature (Mao & Ding, 2019).

To further investigate which mechanisms are on display regarding this resilience against
neuropathic pain, our team is currently performing a reverse transcription gPCR analysis on
the brain, spinal cord as well as the sciatic nerve targeting the expression of multiple biological
markers. First, changes in the expression of pro- and anti-inflammatory cytokines such as TNF-
alpha, IL-1 beta, IL-6, and IL-10 need to be assessed as our team have previously demonstrated
changes in their expression following MS (Gazzo et al., 2021). Moreover, the expression of
GFAP and CD11b across conditions will be quantified to investigate the potential participation
of astrocytes and microglia in mediating MS resilience to neuropathic pain. As GABAergic
inhibition is crucial for the regulation of nociceptive information, anxiety or social anxiety, we
also want to investigate the expression of the chloride transporters NKCC1 and KCC2. Finally,

considering the importance of descending noradrenergic controls in modulating pain we aim
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to unveil eventual differences in ADRB2 Adrenoceptor Beta 2 and ADRA2A Adrenoceptor Alpha
2 A gene expression. This analysis will be performed to compare the two very different time
points, day 7-post surgery where symptoms are weak in the MS group and intense in the CTRL

group and day 16 where it peaks for the MS group.

In the second part of the study, the SADAC showed that the MS- and CTRL-SHAM groups
learned to leave the dark compartment earlier during session 2 compared to the MS- and
CTRL-CUFF groups, for which the conditioning learning is absent. We conclude that neuropathy
blunted conditioning learning in both CTRL and MS animals, which our team already described
when validating the SADAC test (Gieré et al., 2022). We saw no differences between MS-SHAM
and CTRL-SHAM group regarding anxiety- and depressive-like behaviors, which is surprising as
MS was first described as a model of anxiety and depression. There was no effect of the
neuropathy alone as SHAM and CUFF conditions in both groups spent similar mean times in
the open arms of the EPM and were not different regarding depressive-like behaviors.
However, a difference was found regarding MS-CUFF group that spent more time in the open
arms compared to CTRL groups, presenting thus a less anxious behavior. This can be
interpreted in two different ways, either our CTRL groups are showing anxiety-like behavior
because of the experiment, or the neuropathy after MS induced a resilience to it. To discuss
these hypotheses, there is need to redo the experiment to confirm or not that CTRL groups

are showing anxiety-like behaviors.

As for the effect of the neuropathy, the Sprague-Dawley strain is known to be quite resistant
to comorbidities associated with neuropathic pain in many models (Hestehave et al., 2020;
Hubbard et al., 2015; Okun et al., 2016) which is consistent with the effect of the neuropathy
alone as SHAM and CUFF condition did not differ in anxiety-like behavior. However, many
divergences or differences for anxiety behaviors can be found in the literature mostly
depending on the neuropathic pain model, the strain and timing of the test (Fonseca-
Rodrigues et al., 2021; Hestehave et al., 2020). Indeed, Hestehave and colleagues’ systematic
review of the cognitive and emotional consequences of chronic constriction injury revealed
variations in the onset of anxiety-like behavior depending on strains and studies (Hestehave et

al., 2020). Sprague-Dawley rats have been reported to exhibit anxiety-like behavior as early as
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one-week post-surgery, while Wistar rats typically showed similar behaviors starting in the
third week post-surgery, as assessed by EPM. In contrast, another study found no evidence of
anxiety-like behaviors in Sprague Dawley rats using the elevate zero-maze (Fonseca-Rodrigues
etal., 2021). These studies, as well as our own, highlight the limitations of using animal models
of neuropathic pain to study the affective and cognitive comorbidities of chronic pain, which

are observed in clinical studies.

No differences on sociability were observed, but for the social novelty preference test, the
CTRL-SHAM group surprisingly did not preferred novelty as opposed to MS-SHAM group. CUFF
condition of both groups also preferred familiarity to novelty. During the social memory test,
CTRL-SHAM animals remained again with the familiar rat instead of the new one, as opposed
to MS-SHAM animals. Regarding CUFF animals, CTRL-CUFFs also stayed with the familiar rat as
opposed to MS-CUFFs. Few studies evaluate social cognitive functions in neuropathic pain
models; however, a study on a rat model of CCl has also revealed an impairment of social
recognition memory (Grégoire et al., 2012). We cannot conclude on this matter as both surgery
conditions had similar results in our CTRL groups. This demonstrates the importance of
“background anxiety” levels of animals that could be due to experimental conditions such as
housing conditions, habituation, or even illumination during tests.(File & Hyde, 1978; Rex et
al., 2004). We can also speculate that emotional contagion is a possible explanation for the
behaviors of CTRL but not MS groups, as animals are housed in groups of four (two SHAMs and
two CUFFs), and it was demonstrated that housing neuropathic animals induced anxiogenic-
like effects in the non-neuropathic cage mates (Baptista-de-Souza et al., 2015). It is therefore
a necessity to redo the tests and increase the number of animals, as interindividual differences

are more important in those tests to conclude on the effect of neuropathy.

Memory function testing revealed that working memory was functional but not spatial
memory in MS-SHAM group. This deficit in spatial memory is very clear in the MS-SHAM group
but absent in the MS-CUFF. Our team is currently working on this subject, as we found that MS
induced lasting impairment of spatial memory linked to neuroinflammation in the
hippocampus (paper in preparation). Based on these results we can speculate that MS after

neuropathy preserved this impairment of spatial memory.
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Taken together, it seems that adaptability remains possible despite the neonatal stress, as
(social novelty preference test aside) no major impact of MS followed by the cuff surgery was
observed across tests, it even seems to the contrary that this group is the least impacted.
Several reviews and meta-analyses on the subject of ELS models demonstrated that they
presented considerable variability in behavioral results and phenotype (Macri et al., 2011;
Murthy & Gould, 2018). They range from vulnerability to resilience, to no effect at all, mostly
depending on the severity of the neonatal stress and its timing, the species, the strain but also
individual variability. Our results suggest a positive adaptation in MS animals against

neuropathic pain.

In conclusion, this study highlighted that neonatal stress has many diverse effects at
adulthood, including vulnerability and deficits for basal nociception and spatial memory, but
also adaptability and resilience in the specific case of neuropathy, on both nociceptive
symptoms and cognitive functions. It also raised many interrogations regarding the
mechanisms involved in this MS-induced resilience for the nociceptive symptoms, and so,

further studies are required to investigate them.
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IV. Discussion

Dans cette thése, les conséquences de |'adversité précoce ont été évaluées par le biais de 3
études utilisant un modeéle de séparation maternelle chez le rongeur. Ce modeéle, s’il possede
plusieurs avantages certains notamment au niveau du paralléle neurodéveloppemental avec
I'Homme, a aussi, comme ont pu le montrer certains résultats de cette thése, des limites quant
a la transposition des conséquences des adversités précoces observées. Les résultats obtenus
avec ce modele apportent tout de méme des réponses concernant les effets d’un stress
précoce sur le systéme nerveux a court et long terme dans des conditions contrélées, et sur
les mécanismes potentiels qui sous-tendent ces modifications. Méme si notre évaluation s'est
restreinte a l'observation du comportement des animaux, elle apporte des pistes pour
expliquer le passage de la vulnérabilité a la pathologie chez I'Homme et confirme I'impact

important des stress ayant lieu lors d’'une période de forte plasticité cérébrale.

Rappelons d’abord I'objectif de cette thése qui était d’évaluer a la fois a court et long terme
les conséquences comportementales et émotionnelles de la SMN, en nous centrant sur la

douleur étant donné son role prépondérant dans la survie de l'individu.

La premiere étude concernant le neurodéveloppement a permis de mettre en évidence un
effet de la SMN dépendant de la souche sur I'apparition et la vitesse d’acquisition des réflexes,
avec une acquisition précoce des réflexes de retournement de surface et d’évitement de la
falaise chez le rat Sprague Dawley (SD) mais pas d’effet ou une tendance au retard chez le rat
Wistar. Néanmoins, ces différences induites par la SMN restent transitoires car tous les
animaux finissent par acquérir leurs réflexes sans déficit a long terme et avec un écart court (1
ou 2 jours au maximum). Les deux souches différaient sur le développement et les
performances pour certains tests. En effet le rat Wistar montrait une acquisition plus précoce
pour le test de sursaut tactile, le retournement de surface, la géotaxie négative et I’évitement
de la falaise. Nous n’avons pas observé d’effet de la SMN sur les USVs mais une différence de
souche car les Wistar vocalisaient plus que les SD. Concernant la nociception, la souche Wistar
présentait une plus grande sensibilité a la nociception mécanique que les SD, mais pas
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thermique au chaud. Nous avons pu confirmer I'induction d’une hypersensibilité mécanique
par la SMN qui débute a P25 chez les deux souches, mais aucunes différences n’ont été

observées pour la sensibilité thermique a P9 et P16.

A I'age adulte nous avons confirmé la persistance de cette hypersensibilité nociceptive chez le
rat SD avec lequel les deux autres expérimentations ont été menées. Notre étude évaluant la
contagion de la douleur ne démontre pas de modifications des seuils nociceptifs mécaniques
ou thermiques au chaud suite a I'interaction d’un rat observateur avec un démonstrateur ayant
recu une injection de CFA (évaluation sur deux semaines) ou de formaline (évaluation sur 3
heures) dans le groupe des animaux contréle (CTRL) ou SMN. Cependant, I’évaluation des
comportements dits de réconfort (allo-toilettages, allo-léchages, mouvement de téte
rythmique vers la patte blessée...) de I’AO vers I’AD montre un déficit des comportements
prosociaux chez les animaux SMN car une augmentation de ces derniers n’était observable

gue chez les animaux du groupe CTRL.

Enfin la derniere partie sur le développement de la neuropathie induite par le cuff montre un
développement retardé et moins intense des symptomes d’hypersensibilité nociceptive a la
suite de la neuropathie chez les rats SMN, contrairement a notre hypotheése initiale. Le résultat
principal de cette étude montre ainsi que la SMN a induit de la résilience face a la neuropathie
et aux comorbidités associées au lieu d’étre un facteur aggravant. Cependant le
comportement inattendu des animaux du groupe CTRL lors des tests de comportements ne
nous permet pas de tirer plus de conclusions quant a I’effet de la neuropathie, de la SMN ou
de l'interaction des deux pour certains tests. En effet, I’évaluation des comportements de type
anxio-dépressifs ainsi que des fonctions cognitives (sociabilité, mémoire, apprentissage) a tout
de méme montré une altération de la mémoire spatiale chez les animaux SMN, qui était

absente chez ceux ayant subi la neuropathie.
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1. Evaluation des conséquences de la SMN a court terme sur le neurodéveloppement et

la_ nociception

Le modeéle de SMN que nous utilisons au laboratoire est présenté dans la littérature comme
s'apparentant a des maltraitances chez ’'Homme (Murthy & Gould, 2018; J. D. White &
Kaffman, 2019). La fonction premiére du stress est de permettre a I'organisme de s'adapter a
des changements environnementaux qui perturbent son homéostasie. Ici le stress a lieu
durant une période de plasticité cérébrale importante dans un organisme encore en
développement et qui plus est, dont le systéeme de I’axe HHS est immature et ses réponses
diminuées en comparaison avec celle de I’adulte de P2 a P21 (Sapolsky & Meaney, 1986). La
caractérisation que nous avons faite a permis de démontrer des effets du stress néonatal des
les premiers instants de vie. Par la démonstration des décalages dans I'acquisition des réflexes,
nous confirmons une altération visible en comportement probablement due a une altération
de la maturation des fibres sensorimotrices. La littérature rapporte des changements
concernant la myélinisation dans le modele SMN. Comme les fonctions du tronc cérébral et de
la moelle épiniére jouent un réle important dans I'établissement des réflexes sensorimoteurs
(Altman & Sudarshan, 1975), il serait intéressant de déterminer les mécanismes moléculaires
qui expliquent cette tendance au retard ou cette avance modérée du développement, en se
focalisant sur ces régions. Plus précisément, il convient d'évaluer les processus liés aux cellules
gliales en particulier en tenant compte des données suggérant une diminution de la
myélinisation dans d'autres régions du cerveau a cause de la grande plasticité du systeme
nerveux dans cette période. Une étude avec un modele SMN (3h/jour de P2 a P21) chez le rat
a permis I'observation chez ces animaux d’un déficit en oligodendrocytes matures dd a une
réduction des histones désacétylases 1 et 2 activant la voie de signalisation Wnt, ainsi que des
altérations importantes de la myélinisation du cPFM. En inhibant la voie Wnt, les
expérimentateurs ont pu induire un rétablissement du phénotype pour les comportements de
type anxieux, la mémoire de travail et la sociabilité (Yang et al., 2017). Une myélinisation
précoce et mal régulée dans le cerveau en lien avec une hausse a P16 des molécules et
récepteurs associés a la myéline (BDNF, OMgp et TrkB,) et de I’expression de certains facteurs

neurotrophiques dans le cervelet a également été démontré dans autre modele de SMN
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(3h/jour de P10-P15) chez le rat (Miki et al., 2014). Ces différences d’expression se résorbaient
a P30. Dans une autre espeéce, la souris une SMN similaire a notre modele (3h/jour P2-P14) a
également provoquée une différenciation oligodendrocytaire précoce a P15 et une
augmentation de I'expression des geénes liés a la myéline dans le cPFM ce qui a induit a une
diminution du pool des cellules progénitrices oligodendrocytaires a I’age adulte (Teissier et al.,
2020). Les conclusions divergentes de ces recherches (hypo ou hypermyélinisation) pourraient
étre attribuées a la différence de I'époque de I'analyse (P15 chez les souris contre P21 chez les
rats), aux différents indicateurs de prolifération utilisés, ainsi qu'aux modeles de séparation

différents.

Les modifications potentielles du comportement maternel dans ce modeéle jouent également
un réle majeur dans le phénotype a I'dge adulte. En effet, il existe des différences de
comportements maternels chez les rongeurs avec des méres plus ou moins maternante (high
and low grooming mothers) ce qui influence le phénotype anxieux a I’age adulte, avec les rats
issus de mére peu maternantes montrant des comportements de type anxieux plus important
gue ceux issus des meres trées maternantes (Champagne et al., 2007; Champagne & Meaney,
2007). Il a déja été proposé que la SMN induirait une augmentation du comportement
maternel a la fin de la séparation qui pourrait « gommer » le phénotype qui serait une des
explications aux divergences trouvées dans la littérature concernant les conséquences du
modele (Murthy & Gould, 2018). Une étude s’intéressant aux effets d’'une SMN (3h/jour de
PO-P13) et de handling (séparation courte de 15min de P0O-P13) dans 8 souches de souris
différentes démontra que le comportement maternel était augmenté dans le groupe SMN et
gu’a I'age adulte il n’y avait pas d’altérations dans tous les groupes testés des comportements
de type anxio-dépressif testé dans le labyrinthe en croix surélevé, I’openfield et le test de nage
forcée (Millstein & Holmes, 2007). Afin de vérifier cette variable, la mesure du comportement
maternel est actuellement en cours sur les nouvelles portées générées au laboratoire. Pour ce
faire, la latence a refaire le nid, regrouper les petits et les durées de |échage et de soins aux
petits sont mesurées dans les deux groupes (avant et apres réunion des ratons et de la mere

pour le groupe SMN et aux mémes heures pour le groupe CTRL).
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Une perspective qui pourrait étoffer notre présente étude serait un dosage soit de la libération
dans le plasma des corticoides, a I'aide de la chromatographie en phase liquide couplée a la
spectrométrie de masse (HLPC-MS) ou de I'expression des récepteurs aux glucocorticoides et
minéralocorticoides chez les ratons SD et Wistar, par western blot ou par PCR quantitative
apreés transcription inverse (RT-qPCR). En effet les glucocorticoides sont connus pour accélérer
le développement et sont administrés aux femmes enceintes présentant un risque de
naissance prématurée afin de faciliter la maturation des poumons du foetus (Crane et al.,
2003). Des différences entre souches ont pu étre observées concernant I’axe HHS par exemple
entre le rat Lewis et le Wistar avec une diminution de la réactivité neuroendocrinienne au
stress chez le rats Lewis (QOitzl et al., 1995). Cette manipulation permettrait de déterminer si
les différences dans le développement proviennent des différences intrinseques a la souche
ou de la variabilité inter-portée liée au comportement maternel. A noter que ces variabilités
intra- et inter-portée et de souche, rappellent les différences importantes interindividuelles

chez I’'Homme qui nécessitent d’augmenter grandement I'effectif des études.

Concernant la nociception, des travaux de notre équipe ont permis de mettre en évidence
plusieurs altérations du systéme nociceptif a I’age adulte, nous confirmons avec nos résultats
gue cette hypersensibilité s’installe a P25 pour la modalité mécanique. Cependant, elle n’est
pas encore visible avant P25, en tout cas avec les outils de mesure que nous avons utilisés,
initialement développés chez I'adulte et adaptés pour une utilisation chez le raton. Avant cette
date, comme évoqué dans le Chapitre 1 de l'introduction, a lieu une période importante de
réorganisation des fibres de type A et C, les fibres C n’étant fonctionnelle qu’a partir de P10,
ainsi que des controles descendants inhibiteurs. Une étude précédente a en effet montré qu’a
P14 I'enregistrement des neurones nociceptifs spinaux montre que la neurotransmission liée
aux fibres C est déja observable chez des animaux CTRL, mais pas chez des animaux SMN,
suggérant une hypoexcitabilité des fibres C a cet age. Le wind-up, une forme de plasticité liée
spécifiguement a I'activité des fibres C, est également observable uniquement a partir de P24
chez les animaux SMN (Juif et al. 2016). Ce retard de maturation semble néanmoins avoir des

effets durables sur la fonctionnalité des fibres C et la sensibilité nociceptive associée.
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Chez les SMN, les études précédentes ont effectivement relié ces hypersensibilités a plusieurs
mécanismes, par exemple des altérations dans I'expression des facteurs de croissance (NGF et
GDNF) impliqués dans la maturation des fibres C, a une hausse de I’expression du canal
sodium voltage dépendant Nav1.8 impliqués dans I'excitabilité des nocicepteurs des ganglions
rachidiens, ainsi qu’une hausse durable de I'expression de l'importateur de chlorure NKCC1
entrainant une baisse de I'inhibition GABAergique dans la ME (Gazzo et al., 2021; Juif et al.,
2016). Une autre étude rapporta qu’une SMN de 3h/jour de P2 a P14 induisait une diminution
de I'expression du canal potassium voltage dépendant Kv1.2 des neurones des ganglions
rachidiens innervant le colon ce qui a pour effet d’augmenter leur excitabilité, expliquant
I’hypersensibilité viscérale du modeéle (J.-L. Luo et al., 2011). En parallele, une altération du
systeme ocytocinergique par la SMN a été observée dans nos précédentes études dans le cas
d’un recrutement du contréles descendants ocytocinergique permettant une analgésie induite
par le stress (Melchior et al., 2018). Dans cette étude, les rats SMN, aprés un stress induit par
de la nage forcée, ne présentaient pas d’augmentation de leurs seuils nociceptifs mécaniques
contrairement aux rats du groupe CTRL. Toujours a propos des contrbles de la douleur, une
SMN (3h/jour de P2 a P14) chez le rat induisait une baisse de sensibilité a I'effet analgésiant
de la morphine démontrant une altération des contréles opioidergiques (Kalinichev et al.,
2001). Ce résultat est soutenu par la démonstration chez la souris d’une baisse des récepteurs
opioidergiques mu, kappa et delta dans des structures telles que I'amygdale, la médulla
rostroventrale et la PAG a la suite d’'une SMN de 6h/jour de P15 a P21 et d’une isolation sociale
de 6h/jour (Nakamoto et al., 2020). Notre laboratoire propose I’hypothése que la SMN induit
un dysfonctionnement de la signalisation de I'ocytocine (qui régit dans la période néonatale
I'expression des canaux KCC2 en l'augmentant) ce qui entraine le déséquilibre dans
I’'homéostasie du chlorure des neurones GABAergique ainsi que le déficit du controle

descendant de la douleur participant ainsi a I’hypersensibilité nociceptive (Gazzo et al., 2021).

En plus des effets de la SMN, nous avons observé une différence de seuils nociceptifs
mécanique entre les deux souches, quileur sont donc intrinséques et qui rappelle encore une
fois la variabilité génétique au sein d'une méme souche et ou d'une méme espéce et de plus

confirme I'impact robuste de la SMN sur la nociception. Une étude de la littérature comparant
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les deux souches n’avait pas montré de différence au niveau de la sensibilité basale au chaud
(test du tail flick), mais des différences au niveau de la sensibilité a la morphine et du
développement de la tolérance, suggérant tout de méme |’existence de différences au niveau

du systeme nociceptif (Mas et al., 2000).

2. Evaluation a I’dge adulte de I'impact de la SMN sur la contagion de la douleur

Poursuivant I'évaluation des conséquences de la SMN au long de la vie, nous nous sommes
intéressés a son impact sur une fonction au coeur des relations sociales d’un groupe:
I’empathie (Decety et al., 2016). Chez le rat, la fonction se rapprochant le plus de celle de
I'empathie chez 'Homme est la contagion émotionnelle (Panksepp & Panksepp, 2013). Nous
avons donc évalué I'impact de la SMN sur cette fonction en étudiant le phénomeéne de
contagion de la douleur. Les études de la littérature montrent que la contagion de la douleur
induit une hypersensibilité nociceptive d’origine centrale chez I’AO car elle peut se mesurer
pour différentes modalités nociceptives (Langford et al., 2006). Dans nos conditions
expérimentales nous n'avons pas pu décelé de modifications des seuils nociceptifs thermiques
ou mécaniques avec les tests de pince calibrée et test de Plantar dans le groupe CTRL ou SMN.
Cet effet est pourtant bien documenté et caractérisé chez la souris dans le cadre d’une
interaction avec un AD souffrant de douleurs neuropathiques, d'une injection d'acide acétique
ou de CFA, mais aussi d'une hypersensibilité induite par le sevrage d'opiacés ou d'alcool
(Baptista-de-Souza et al., 2015; Langford et al., 2006; Smith et al., 2016). De méme, chez le rat
ce phénomene a été observé en utilisant des modéles de douleur neuropathique comme le
« spared nerve injury », l'injection de CFA, de venin d'abeille ou de formaline (C. L. Li et al.,
2018; Z. Liet al., 2014; Lu et al., 2018; W.-J. Luo et al., 2020; Nazeri et al., 2019). On peut alors
se demander si cette absence d’effet est due aux tests et modéles nociceptifs employés pour
la mesure de I’hypersensibilité ou a la nature du stimuli peut étre pas assez fort pour induire
la contagion qui est un comportement tres sensible au stress (Martin et al., 2015). Si le test du

Plantar montre beaucoup de variabilité, ce n’est pas le cas de celui de la pince calibrée qui a
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été démontré comme ayant une bonne sensibilité et une faible variabilité des données (Barrot,
2012; Juif et al., 2016; Luis-Delgado et al., 2006; Melchior et al., 2018). L'absence d’effet
observée chez I'individu démonstrateur ne semble donc pas due aux tests de mesure utilisés.
Dans la littérature, les modeles de douleurs choisis sont le plus souvent ceux qui induisent une
expression claire et facilement visible des comportements douloureux. Cependant, c’est
normalement le cas de la formaline, qui induit spontanément un comportement de protection
de la patte injectée, voir méme un léchage ou secouement de la patte. (Nazeri et al., 2019;
Smith et al., 2016). Nous n’avons malheureusement pas mesuré ces comportements chez les
animaux injectés dans notre étude, ce qui aurait constitué un contrélé important pour vérifier
gu’ils exprimaient bien ces comportements, en plus des hypersensibilités mécanique et
thermique, quant a elles bien visibles. Cette absence de contagion a I’animal observateur peut
tout simplement étre une absence d’effet chez nos rats sur la nociception, une hypersensibilité
durant plusieurs jours est un effet tres important et les rats sont des animaux sociaux qui ici se

sont peut-étre adaptés a la situation.

Nous tirons tout de méme une observation importante de cette étude qui est le déficit de
comportement de réconfort chez les rats SMN, qui pourrait suggérer une altération des
processus empathiques, ou au moins prosociaux, dans ce groupe. La contagion a la douleur a
été rapportée dans d’autres modeles différents d’adversité précoce. Par exemple, une étude
de Kikusui et collaborateurs a mis en évidence une contagion de la douleur visible par le biais
d’'une augmentation de I'expression de comportement douloureux, mais observable
uniquement lorsque deux animaux familiers recevaient au méme moment une injection
intrapéritonéale d'acide acétique a 0,9% (Kikusui et al., 2016). Dans leur étude, ils montrent
gue cette contagion est absente chez des souris ayant été sevrée précocement a P14. Une
autre étude, toujours chez la souris mais avec un modeéle de stress ou les méres sont exposées
a des doses importantes de corticostérone (80 pg/mL) via leur eau, démontre aussi un déficit
de contagion en réponse a une injection de formaline dans la patte (Laviola et al., 2021). Ces
différentes approches suggérent bien un effet délétére sur la contagion de la douleur par
I’adversité précoce. En lien avec notre observation du déficit du comportement de réconfort

chez les SMN, d’autre modeles d’adversité précoce ont également mis en évidence des
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changements dans les comportements sociaux tels que le jeu social et les interactions sociales,
mesurées avec le test des 3 chambres a la suite a une d’une privation maternelle de 24h a P3
chez des rat mais également dans un modeéle de SMN de 4h/jour de P1a P21 (Kentrop et al.,
2018; Mejia-Chavez et al., 2021). Les données de la littérature proposent que ces déficits
soient liés a une altération du systeme ocytocinergique impliqué dans de nombreux processus
sociaux (Veenema, 2012). Une revue de Veenema propose ainsi, a la lumiére de plusieurs
études évaluant I'impact de I’adversité précoce, que le déficit dans les comportements sociaux
tels que la mémoire sociale, le jeu social ou I'augmentation de I'agressivité est lié a des
altérations régions-spécifiques, principalement dans le noya paraventriculaire, le noyau
supraoptique et le septum latéral, de I'expression de I'ocytocine et de la vasopressine ainsi que
de la liaison a leur récepteurs, ce qui a effectivement été observé dans un modele de SMN
(3j/jour de P1 a P14) chez le rat dans une étude de son équipe (Lukas et al., 2010; Veenema,

2012).

Une perspective intéressante serait de réaliser des doubles marquages
immunohistochimiques pour c-Fos (marqueur de |'activité neuronale) et pour les récepteurs
ocytocinergiques dans les régions du cerveau impliquées dans la contagion émotionnelle, afin
de déterminer si un changement de I’activité neuronale et/ou un déficit de I’expression des
récepteurs ocytocinergiques serait a I’origine du déficit comportemental observé chez les rats
SMN. Les régions principalement impliquées sont le CCA et ses projections vers le noyau
accumbens (démonstration dans I'étude utilisant I'optogénétique de Smith et collaborateurs
mentionnée dans le Chapitre 2 de l'introduction) ainsi que l'insula (Smith et al., 2021;
Yamagishi et al., 2020). Dans une étude récente de Yamagishi et collaborateurs, une
augmentation de l'expression de c-Fos dans les neurones contenant des récepteurs
d'ocytocine dans le CCA et l'amygdale a été observée lorsque les rats avaient un
comportement d'aide envers un congénere familier, de plus dans cette méme étude une
inhibition de l'ocytocine dans le CCA a retardé |'apprentissage de ce comportement prosocial

(Yamagishi et al., 2020).

La contagion de la douleur induisant une hypersensibilité chez I’animal observateur n’est pas

la seule preuve d’empathie chez le rat. Nous avons fait le choix de ce genre de protocole car
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ils sont relativement simples a mettre en place, et font un paralléle intéressant avec les
protocoles d’empathie utilisés chez ’homme, qui consistent souvent a mettre les participants
dans des situations ou ils observent d’autres personnes en situations de la douleur (en direct,
ou par le biais d’'images ou de vidéos). Une autre possibilité aurait été d’utiliser un protocole
de co-douleur, ou les deux individus sont soumis au modele de douleur comme dans le
protocole de Kikusui , et qui devrait induire une augmentation des symptomes chez les deux
individus (Kikusui et al., 2016). Néanmoins, une autre proposition serait d’évaluer I'effet de la
SMN sur d’autres comportements plus complexes et actifs comme les comportements d’aides
et prosociaux motivés par I'’empathie chez le rat. Il existe en effet des tests qui permettent de
démontrer les comportements prosociaux des rats envers un congénere en détresse (Ben-Ami
Bartal et al., 2011). Par exemple, dans le test décrit par Ben-Ami Bartal, Decety et Mason en
2011, un rat est placé dans une aréne avec un compagnon familier qui est emprisonné dans
un dispositif de retenue. Aprés plusieurs séances, le rat libre apprend a ouvrir
intentionnellement et rapidement le dispositif de retenue pour libérer son compagnon. Les
rats dans cette expérience n’ouvraient pas les contenants vides ou avec des objets. Ce test qui
recrute des fonctions cognitives plus complexes (apprentissage, motivation et contagion
émotionnelle) serait intéressant a effectuer pour évaluer I'ampleur des déficits induit par la

SMN.

En outre, il serait également intéressant, si les déficits de comportements d’aide se confirment,
de vérifier si un sauvetage pharmacologique avec des injection d’ocytocine intrapéritonéale
durant la SMN permettrait de sauver le phénotype de ces animaux, comme montré
auparavant dans notre équipe pour d’autres comportements (Melchior et al., 2018). Un autre
type de sauvetage avec I'administration intra-cérébro-ventriculaire de dose physiologique
d’ocytocine ou via des injections intranasales avant le test serait également envisageable. Cela
confirmerait I'implication du déficit ocytocinergique dans les modifications comportementales
induites par la SMN. Le dosage de l'ocytocine et de corticoides plasmatique a l'aide par
exemple de la spectrométrie de masse a la suite d’un tel test pourrait également permettre de
vérifier si les rats SMN libérent moins d’ocytocine pendant I'expérience de contagion

émotionnelle ou s’ils présenteraient une réaction de stress exacerbée empéchant les
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comportements prosociaux envers le congénére. En effet, dans un modele de LBN chez le rat
(restriction des ressources nécessaires au nid), le stress néonatal a été associé a une a
modification de la trajectoire de développement des cellules exprimant le récepteur
ocytocinergique dont I'expression était augmentée a P15 dans le noyau paraventriculaire,
I’"hippocampe et 'amygdale centrale mais réduites uniquement chez les males et augmentés
chez les femelles a I’age adulte dans I'amygdale centrale (Lapp et al., 2020). Chez I’humain,
une diminution des concentrations de I’ocytocine dans le liquide cérébrospinal obtenu par une
ponction lombaire a été observée chez des personnes reportant des maltraitances et

traumatismes dans I'enfance (Heim et al., 2009).

3. Impact de la SMN sur le développement d’'une neuropathie

Dans la derniére étude, nous nous sommes également intéressés au cas particulier de la
douleur neuropathique. Comme nous l'avions introduit dans le chapitre 3, les douleurs
chroniques sont associées a des comorbidités importantes et l'adversité précoce chez
['Homme a été démontré comme étant un facteur de risque au développement des douleurs
chroniques. Notre étude, contrairement a notre hypotheése initiale, a démontré que la SMN
n'était pas un facteur aggravant du développement de la neuropathie mais au contraire qu’elle
induisait un retard dans I'apparition des symptomes d'hypersensibilité qui sont en plus moins
intenses dans le temps. Les conclusions a partir de I'évaluation des comportements et des
fonctions cognitives a été difficile a cause d'un comportement inattendu chez nos rats du
groupe CTRL. L’évaluation de ces tests fait actuellement I'objet d’une seconde expérience dans
notre laboratoire afin d’augmenter I'effectif du groupe CTRL et de conclure sur I'effet de la

neuropathie ou de la SMN.

Les données sur I'anxiété et les fonctions cognitives mises a part, un résultat surprenant de
cette expérience reste le décalage temporel et la diminution de I'impact de la neuropathie
chez les SMIN. Les données de la littérature, notamment chez la souris, montrent au contraire
le plus souvent une aggravation des symptémes de la neuropathie chez les animaux ayant

subis un stress néonatal (Mizoguchi et al., 2019; Nishinaka et al., 2015). Une neuropathie
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induite par CCl dans un modéle de SMN chez la souris (3h/jour de P1 a P21) a pour
conséquence une aggravation de l'allodynie mécanique mesurée en Von Frey et de
I’"hypersensibilité thermique au froid mesuré avec un test a I’acétone (Mizoguchi et al., 2019).
Une autre étude avec une SMN (6 h/jour de P15 a P21) suivie d’un isolement social (animaux
logés individuellement jusqu'a la fin de I'étude) montrait une aggravation de I’hypersensibilité
mécanique, testée en Von Frey, et thermique au chaud, testée avec le test du Plantar
(Nishinaka et al., 2015). Cependant, une autre étude de Genty et collaborateurs est en accord
avec nos résultats et a observé ce méme retard et diminution de 'intensité des symptomes
sur un modele de neuropathie induite par CCl chez des rats soumis a une SMN de 3h/jour de
P2 a P12 (Genty et al., 2018). Dans cette étude, I’hypersensibilité mécanique nociceptive a
I’état basal n’était pas observée chez les SMIN, cependant aprés induction de la neuropathie,
les rats du groupe SMN présentaient des seuils nociceptifs mécaniques (testés en Von Frey)
plus haut que les animaux du groupe CTRL jusque 21 jours aprés la chirurgie. La méme
observation a été faite lors du test de plaque froide évaluant I’allodynie au froid. Les auteurs
ont mis en lien ces données avec une augmentation de |’expression du gene du transporteur
EAAT3 du glutamate dans la moelle épiniére, qui pourrait induire plus de recapture de
glutamate et diminuer la transmission spinale des informations nociceptives. De plus, au début
du développement de la neuropathie une diminution de I'activation de la microglie, associée
a une expression réduite des interleukines (IL) 1B et de la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP)
a été mise en évidence, indiquant son implication possible dans le développement mais pas
dans le maintien de la neuropathie (Genty et al., 2018). Comme notre équipe a également
décrit un état sub-inflammatoire chez les animaux SMN soutenu par une expression accrue
dans la moelle épiniére a |'état basal de I'lL-1B, IL-6, TNF-a et Cox-2 (Gazzo et al., 2021), il serait
intéressant de mesurer leurs niveaux apres l'induction de la neuropathie pour les comparer
avec les animaux du groupe CTRL au 7®™® ainsi qu’au 16°™¢ jour post-chirurgie; qui
correspondent aux moment ou la différence est le plus marquée et au moment ou les

différences s’effacent entre les rats SMN et les CTRL, respectivement.

Dans ses études passées, notre équipe s’est également intéressée aux modifications

épigénétiques induites par la SMN qui se sont révélées étre durables et significatives dans
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I'expression des facteurs induisant la compaction de la chromatine. Nous avons par exemple
identifié une surexpression durable des ARN codants pour HDAC1, -5, -7, -8, et 11, ainsi que
du micro-ARN non codant (miR) 7a, et une sous-expression des miR21 et 29 chez les rats SMN
(Nlouz et al.,, 2023; Melchior et al., 2018). MiR-7a est un ARN clé pour la nociception
(principalement exprimé dans les petits neurones, considérés comme des neurones
nociceptifs) et la diminution de son expression est causalement impliquée dans le maintien de
la douleur neuropathique via une régulation de I'excitabilité neuronale chez les rats (Sakai et
al., 2013; Sakai & Suzuki, 2015). Cependant, miR-7a est surexprimé dans notre modele du
7éme au 45eme jour postnatal, fournissant ainsi une possible résilience contre la neuropathie.
Une autre modification intéressante est celle de mir21, qui est sous-exprimé de P7 a P100 chez
les animaux SMN ce qui pourrait également augmenter la neuroprotection comme cela a déja
été suggéré dans la littérature traitant des mécanismes de la maladie de Parkinson (Mao &
Ding, 2019). Dans cette étude, la sous régulation de mir21 a protégé les cellules de la
cytotoxicité induite par le 1-methyl-4-phenylpyridinium (agent utilisé pour modéliser les effets
de la maladie de Parkinson chez la souris) en inhibant l'induction de |'apoptose, en réduisant
la réponse inflammatoire et en supprimant la production d’espéces réactives de |'oxygéne

(produits du stress oxydatif dans les cellules).

Enfin, un autre mécanisme que je souhaiterais proposer pour expliquer ce pattern de réponse
nociceptive a la suite de la pose du cuff chez les SMN concerne les controles descendants
noradrénergiques, connus pour leur réle dans la neuropathie. Ces contrdles jouent un réle
essentiel dans la régulation de la douleur, en particulier dans des contextes de stress.
L'intégration de l'information nociceptive dans les structures supra-spinales active des
structures du tronc cérébral (en particulier la PAG et locus coeruleus), y compris des fibres
descendantes noradrénergiques projetant vers la corne dorsale de la ME . La fixation de la
noradrénaline (NA) a ses récepteurs module I'activité des afférences primaires ainsi que des
interneurones inhibiteurs, diminuant ainsi la transmission de l’'information nociceptive

résultant en une analgésie (Figure 16) (Fauss et al., 2022; Kremer et al., 2016).
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Figure 16 : Schéma de I'action du systéme noradrénergique et des antidépresseurs sur la
douleur neuropathique.

D’aprées (Kremer et al., 2016)

Cependant, dans la période néonatale pendant laquelle le stress de SMN est appliqué, il se
produit une réorganisation anatomique et fonctionnelle des systemes noradrénergique de PO
a P7 (Rajaofetra et al., 1992). Une SMN (3h/jour de P2 a P15) a été démontrée comme
réduisant I'activité des neurones noradrénergiques dans le locus coeruleus (marquage c-Fos),
participant potentiellement a un déséquilibre a l'origine de I'hypersensibilité a la douleur dans
le modele (Vilela et al., 2021). De plus, un prétraitement aigu avec un inhibiteur de la recapture

de la NA, la desipramine, a permis un sauvetage de I’hypersensibilité dans un test nociceptif

de formaline.
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L'étude du développement de la neuropathie avec le modele cuff dans notre laboratoire a
permis de proposer I’hypothése selon laquelle I'allodynie induite par la neuropathie est le
résultat de deux mécanismes distincts (Figure 17) (Salvat et al., 2018). La premiére phase
d’allodynie précoce serait due aux phénomenes transitoires suite a la lésion chirurgicale et a
I'inflammation aigué du nerf sciatique. La seconde résulterait de processus de sensibilisation
sous-tendant la chronicisation de la douleur avec une progression graduelle dans les jours qui
suivent la chirurgie. Ainsi, les anticonvulsivants et les antidépresseurs (dont les inhibiteurs de
la recapture de la NA) peuvent bloquer |'apparition de ces mécanismes de chronicisation

pendant leur développement sans bloquer I'allodynie précoce.

2 2
= =
2 2
Observed allodynia Early allodynia Late allodynia
Surgery Time Surgery Time
(C) treatment (d) treatment

PWT (g)

Time Surgery Time

Surgery
Figure 17 : lllustration conceptuelle de l'impact des traitements précoces et tardifs sur

I'allodynie mécanique.

L'allodynie mesurée a la suite d'une compression du nerf sciatique (a) peut étre le résultat de deux
mécanismes distincts (b). Les traitements précoces empéchant la chronicisation de I'allodynie en
bloquant l'induction d'une allodynie tardive durablement dans le temps sans affecter I'allodynie
précoce (c). Les traitements classiques a un stade plus chronique de la douleur neuropathique
soulageraient temporairement I'allodynie tardive (d). Abbréviataion PWT : seuil de retrait de la patte.

(Salvat et al., 2018).

C’est pourquoi, aujourd’hui les traitements de premiére ligne pour soulager la douleur
neuropathique sont des antidépresseurs (dont les inhibiteurs de la recapture de la NA) (Attal

et al., 2010). 30% des patients atteints de douleurs neuropathiques en Europe regoivent des
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antidépresseurs, et plus d'un tiers d'entre eux pour une durée supérieure a trois ans

(McDermott et al., 2006).

Les études chez I'animal dans un modeéle de « spared nerve injury » montrent que les neurones
noradrénergiques du locus coeruleus et leurs terminaisons dans le noyau réticulaire dorsal,
entre autres projections, facilitent la douleur et participent au développement et au maintien
de I'hyperalgésie, car leur activité est renforcée apres une lésion nerveuse dans la voie

descendante de facilitation de la douleur (Martins et al., 2015; Taylor & Westlund, 2017).

Or comme expliqué précédemment, ces mémes neurones NA ont une activité diminuée chez
les animaux du groupe SMN. Cela pourrait expliquer pourquoi dans nos résultats au tests
nociceptifs, I’'hypersensibilité des rats SMN est beaucoup moins importante comparativement
au groupe CTRL lors de cette premiére phase d’allodynie précoce, alors que la seconde semble
présente. L’hypothése que nous élaborons est la suivante : la SMN induirait une réduction de
I'activité des projections noradrénergique entrainant ainsi une altération des voies
descendantes inhibitrices et un déséquilibre des voies descendantes facilitatrices. A I'état
basal, cela participerait a I'hypersensibilité nociceptive du modele, mais en cas de douleur
neuropathique, cela réduirait et retarderait le développement de I’allodynie. Si cet effet est
confirmé, il ferait partie d’'un ensemble de modifications induites par la SMN résultant en ce
retard dans I'apparition des symptomes et la diminution de leur intensité, observé par notre

étude en plus d’une étude précédente (Genty et al., 2018).

Pour confirmer ou infirmer cette éventualité, I’équipe pourra par la suite s’intéresser au locus
coeruleus afin d’évaluer I'activation des neurones noradrénergiques grace a un double
marquage de ceux-ci en c-Fos chez les animaux SMN ou CTRL, cuff ou sham (pseudo-opérés),
ou encore par I'enregistrement électrophysiologique des neurones noradrénergiques. D’autre
part, une quantification des récepteurs al et a2 dans la corne dorsale de la ME et dans les
ganglions rachidiens de ces rats permettrait de statuer sur la dérégulation potentielle du
systeme noradrénergique de ces animaux. Enfin, pour confirmer que le retard d’installation et
I'amoindrissement des symptomes de la neuropathie chez les SMN provient de ce
déséquilibre, deux groupes expérimentaux pourraient étre traités au moment de la chirurgie

avec un agoniste ou un antagoniste des récepteurs a noradrénergiques respectivement. Cette
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injection intrathécale permettrait de comparer le développement de la neuropathie avec celui

des animaux CTRL cuff.

Pour lier les différentes conséquences affectives et comportementales retrouvées dans cette
these, une autre proposition d’expérience consisterait a utiliser le modéle de douleur
neuropathique induite par le cuff pour évaluer la contagion de la douleur car I’expression des
comportements nociceptifs (grimace, levée de patte, boitement) est trés importante la
premiere semaine apres la chirurgie. En effet, les études montrent que plus I’AD montre un
comportement nociceptif exacerbé, plus I'effet de la contagion est grand comme avec des
injections de venin d’abeille, qui induisait une hypersensibilité chez I’AO plus forte que la
condition « injections de CFA » dans I’étude de Li et collaborateurs (C. L. Li et al., 2018). En plus
de I’hypersensibilité, les comportements d’anxiété et les taux de corticostérone et d’ocytocine
plasmatique pourrait étre mesuré chez I’AO a l'aide de la spectrométrie de masse (HLPC-MS),

complétant ainsi un peu plus la caractérisation du modéle.

4. A propos du modele de SMN

Aprés avoir utilisé le modele de séparation maternelle durant 3 ans, j'aimerais discuter plus en
détails des avantages et limites de ce modéle, notamment en le mettant en paralléle avec les
données concernant I'adversité précoce chez ’'Homme. Notre équipe de recherche est en effet
une équipe pluridisciplinaire dont les études transversales s'effectuent a la fois chez I'Homme
et dans les modeles de laboratoire. Nos premieres utilisations du modeéele de SMN le
présentaient en tant que modele de recherches sur les conséquences de la prématurité car le
stade neurodéveloppemental a la naissance du raton est semblable a celui d'un nouveau-né
prématuré né au bout de 28 semaines d'aménorrhée (M. C. White & Wolf, 2004). La SMN dans
la période néonatale était présentée comme mimant le stress lié a la séparation parentale
précoce (nouveau-né en couveuse) et les stress environnementaux liés a la prise en charge en
hopital (soins invasifs voir douloureux, stimuli anormaux comparativement a I’environnement
in utero pour le nourrisson tels que la lumiere ou le bruit) (Melchior et al., 2021). Cependant,

méme si la SMN induisait des altérations comportementales et émotionnelles, elles étaient
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loin de refléter la lourde réalité cliniqgue quant aux difficultés et problemes de santé d’un
enfant né prématuré (Melchior et al., 2021; Moster et al., 2008), la nature du rat fait qu’il nait
a ce stade de développement, ce n’est pas une anomalie pour cette espéce comme ca I'est
pour la n6tre. Finalement, les discussions scientifiques a propos du modeéle le rapprochent plus
comme mimant des abus ou de la négligence (Murthy & Gould, 2018; J. D. White & Kaffman,
2019), c’est pourquoi nous l'avons introduit dans le présent manuscrit comme modele
d’adversité précoce et non de prématurité chez 'Homme. La encore, les études divergent
guant aux conséquences de ce modele qui n’induit pas systématiquement des comportements
d’anxiété. En effet, comme introduit dans le Chapitre 1, I'espéce (rat ou souris), la souche
(variabilité et prédisposition génétique) et surtout la durée des SMN (nombres d’heures par
jour et nombre de jours) sont tous des facteurs induisant de la variabilité dans le phénotype
de I'animal a I’dge adulte. Dans nos conditions expérimentales, on observe des déficits
cognitifs comme le manque de comportement de réconfort dans le test de contagion de la
douleur ou de mémoire spatiale dans |'évaluation de la neuropathie, mais pas de
comportement de type anxieux dans le test du SADAC et du labyrinthe en croix, ni de déficit
dans le test d’interaction, de préférence et de mémoire sociale. Mais surtout, le modeéle
montre de la « résilience » face au développement de la neuropathie, ce qui est I'opposé des
études cliniques chez ’'THomme montrant I’adversité précoce comme facteur de risque pour le
développement de douleur chronique. La question qui se pose est, ne faut-il pas alors utiliser
un stress d’une durée plus longue de séparation (comme les modeéles allant jusqu’a P21), un
stress différent comme dans le modéle du LBN (restriction des ressources nécessaires au nid,
peut s’apparenter a de la négligence car I’environnement est pauvre en ressource primaire en
plus de provoquer un stress chez la mere dont les comportements sont fragmentés, erratiques)
ou ajouter un second stress plus tard dans I’adolescence ou a I'dge adulte (modele de double
hit) pour que le phénotype anxieux soit toujours retrouvé ? Pour la validité translationnelle de
ces modeles, il serait bon de catégoriser les différents modeles de stress néonatal a la lumiere
des études existantes afin de les répartir par gravité et type de stress comme c’est le cas chez
I'hnumain (foyer dysfonctionnel, abus physiques, sexuels ou émotionnels, négligence,
traumas...) (Gallo et al., 2018). A ce sujet, une remarquable revue de White et Kaffman datant

de 2019 ségrégue les différents modeles de stress existants selon qu’ils soient basés sur un
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mangue (le modele LBN par le manque de ressource) ou un surplus de stimulations perturbant
I'environnement néonatal (la SMN car les animaux sont manipulés puis disposé hors du nid)
(J. D. White & Kaffman, 2019). Malgré cela, le modele a tout de méme permis de mettre en
évidence de nombreux mécanismes liés au stress néonatal comme |'impact sur la
myélinisation du systeme nerveux, I'axe HHS et le systeme nociceptif. Le débat scientifique
pour décider si la SMN induit principalement de la résilience ou de la vulnérabilité a long

terme, reste ouvert, dans nos conditions, nous observons un mélange des deux.

162



5. L’hypersensibilité a la douleur est-elle un avantage évolutif dans un environnement

stressant ?

Si I'on élargit encore plus la réflexion autour de ces travaux en prenant en compte les moyens
dont dispose le vivant pour s’adapter, on pourrait apporter un nouvel éclairage sur le
phénotype que I'on observe a la suite de la SMN dans cette étude. Nederhof et Schmidt
proposent une hypothése de « match and mismatch » concernant I'effet du stress dans
I’environnement néonatal et a I'age adulte. De multiples expositions a un environnement
aversif dans la période néonatale induiraient des mécanismes adaptatifs qui favoriseraient la
survie lorsque I'environnement adulte est en adéquation avec ce dernier (match), mais

seraient délétéres dans le cas contraire (mismatch) (Nederhof & Schmidt, 2012).

Or notre modele montre a la fois de la résilience et de la vulnérabilité selon le contexte dans
lequel il se situe. Dans une période néonatale stressante, une acquisition plus précoce des
réflexes est un avantage pour la survie du raton. L’hypersensibilité nociceptive qui est un
fardeau dans un contexte sécure, est également un avantage si l'individu est dans un
environnement adverse. Cela lui permet de se soustraire plus rapidement a un stimulus
menacant son intégrité physique. Le déficit de comportement pro-sociaux, a I'échelle du
groupe, pour un environnement sécure ou aversif, reste a notre avis un désavantage certain.
Enfin, pour le développement de la neuropathie, les altérations diverses de la SMN au niveau
épigénétique, fonctionnel et comportemental sur I'organisme ont induit une « résilience »
face a son développement, et donc du point de vue de cette hypothése, c’est également un

avantage.

Collins et collaborateurs dans une revue récente, proposent une idée similaire basée sur une
balance entre résilience et pathologie (Figure 18) (Collins et al., 2023) car les personnes ayant
subi de I'adversité précoce ne développent pas toutes des pathologies a I’'age adulte et
présentent parfois méme la capacité a s'adapter et a persévérer en dépit d'une adversité
permanente. L'étude questionne donc les mécanismes qui font pencher la balance vers la
pathologie ou la résilience en plus des différences qui nous sont intrinséques comme notre
patrimoine génétique. Entrent donc en compte, les facteurs environnementaux qui peuvent

moduler les conséquences de |I'adversité précoce de la méme maniére que les modérateurs
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moléculaires tels que les polymorphismes nucléotidiques et les marqueurs épigénétiques.
C'est également ce qui pourrait expliquer le comportement parfois trés variable des groupes
d’animaux testés d’une étude a une autre, d’une souche a une autre, d’une portée a une autre,

d’un animal a un autre...

Cela laisse donc l'opportunité en recherche d'évaluer spécifiquement les individus d'un
groupe qui présentent de la résilience ou d'augmenter les effectifs des études afin d'établir

des liens de causalité entre des facteurs de risque et une pathologie donnée.

Early Life Stress

RESILIENCY PATHOLOGY

matter
Epigenetic
programming

Neuro-protection
again neuropsychiatric
& neurodegenerative
disease

Figure 18 : Schéma des conséquences de I’adversité précoce, entre résilience et pathologie.
Les phénotypes pathologiques ou résilients sont induits au cours du développement par le stress
provoquant des multiples changements qui prédisposent un individu a une vulnérabilité ou a de la
résilience a I'age adulte face aux pathologies. Le penchement de la balance vers la pathologie ou la
résilience peut étre influencé par des modérateurs environnementaux, tels que I’adversité précoce,

ainsi que des modérateurs internes, tels que les polymorphismes génétiques. (Collins et al., 2023).
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6. Conclusion générale

Lors de cette these, I’analyse des diverses conséquences de la SMN nous a permis de mettre
en évidence des altérations comportementales et émotionnelles en début de vie et a I'age
adulte. Si les fonctions essentielles pour la survie de l'individu (fonctions sensori-motrices
évaluées dans la période néonatale) ne semblent pas étre impactées de manieres déléteres,
d’autres fonctions plus fines comme celles régissant la nociception et les comportements
prosociaux (empathie a la douleur) sont impactées sur le long-terme. Cependant, dans des
conditions particulieres comme le développement d’une neuropathie a I’'dge adulte, ces
altérations conférent a ce phénotype un développement retardé et moins intenses des

symptomes.

Au regard de l'importance de ce sujet dans le domaine de la santé publique, il est fondamental
d'approfondir l'analyse des mécanismes moléculaires et cellulaires sous-jacents. Cette
démarche est d'un intérét majeur pour le suivi des enfants, qu’ils soient nés prématurés ou
non, qu'ils aient subi des perturbations périnatales ou des évenements adverses en début de

vie.
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V. Revue

L'annexe contient la revue traitant de I’empathie chez I'humain et de la contagion
émotionnelle chez I'animal :

Brik Y. et Melchior M., (2022) La question de I'empathie a la douleur et de I'impact de

I’environnement néonatal. Douleur et Analgésie, 35,188-195
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Résumé L’empathie, notamment ’empathie a la douleur,
constitue une importante question de recherche. Elle joue
en effet un role fondamental dans les processus sociaux chez
de nombreuses espéces animales et chez I’homme. Cette
revue regroupe dans un premier temps les données cliniques
et animales connues sur I’empathie a la douleur et les
réseaux neuronaux qui la sous-tendent. Ensuite, elle s’inté-
resse aux données qui démontrent un impact de I’environne-
ment précoce sur le développement des processus d’empa-
thie a la douleur. Plusieurs publications suggerent en effet
que dans les cas de prématurité ou de trauma dans I’enfance,
les capacités d’empathie a la douleur sont impactées.

Mots clés Empathie - Douleur - Stress précoce - Séparation
maternelle

Abstract Empathy, in particular empathy to pain, is an impor-
tant research question. It indeed plays a key role in social
processes in many animal species and in human. This review
summarizes the clinical and animal data on empathy to pain
and its neuronal network. Then, it discusses the data showing
an impact of early life environment on the development of
empathy to pain processes. Several publications indeed sug-
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gest that in the case of preterm birth or trauma during early
childhood, empathy to pain abilities can be impacted.

Keywords Empathy - Pain - Early life stress - Maternal
separation

Introduction

La thématique de 1’empathie constitue une importante
question de recherche, qui s’est développée de plus en plus
au cours des dernieres années. En particulier, les questions
de I’empathie a la douleur et des réseaux neuronaux qui la
sous-tendent ont fait 1’objet de nombreuses publications
scientifiques.

D’un point de vue évolutif, I’empathie est au cceur des
processus sociaux chez de nombreuses especes animales, y
compris I’homme. Plusieurs espéces présentent en effet des
comportements de contagion émotionnelle et/ou de consola-
tion, qui se rapprochent de 1’empathie [1]. Cette habilité
confere un potentiel de survie important pour les membres
d’un groupe. Elle permet d’étre réceptif aux états émotion-
nels d’autrui, un aspect essentiel des relations sociales et de
la coopération entre les individus. La question de I’empathie
a la douleur de I’autre est d’autant plus cruciale, car la dou-
leur joue un role fondamental de protection, elle avertit d’un
danger réel ou potentiel qui peut menacer 1’intégrité phy-
sique de I’individu. Estimer I’inconfort et la douleur des
autres donne ainsi des indications clés sur I’existence de
potentiels dangers et favorise également 1’apparition de com-
portements prosociaux d’aide, de réconfort ou de soin. Cette
capacité d’empathie a la douleur est donc au cceur des pro-
cessus sociaux, que cela soit dans les relations avec nos pro-
ches, de parfaits inconnus, ou bien siir dans le milieu médical
ou elle rythme la rencontre entre le soignant et ses patients.

Il est donc important de s’intéresser aux situations qui
engendrent des dysfonctions de ces processus d’empathie.
Une altération de ’empathie, y compris de I’empathie a la
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douleur, est suggérée chez des patients souffrant de douleur
chronique, par exemple dans le cas de douleurs musculosque-
lettiques [2], fibromyalgie [3], mais aussi dans des cas de
pathologies de type autisme [4] ou schizophrénie. Dans notre
laboratoire, nous nous intéressons particuliérement aux événe-
ments traumatiques, qui engendrent un stress et/ou une dou-
leur, autour de la période périnatale et tentons de comprendre,
via des études chez ’homme et I'utilisation de modéles ani-
maux, si ces événements peuvent altérer les réponses a la dou-
leur et la capacité d’empathie a la douleur au cours de la vie.

Empathie et empathie a la douleur, que
connait-on sur le sujet ?

Un premier terme précurseur de ce concept moderne qu’est
devenu I’empathie nous vient de Robert Vischer en Alle-
magne, qui a introduit le concept d’Einfiihlung dans le
contexte des arts. Theodore Lipps a ensuite intégré ce
concept dans le domaine de la psychologie au début du
xx° siécle. Mais qu’est donc que cette « empathie » ? Une
définition simple dirait qu’il s’agit de la capacité a se mettre
a la place d’autrui pour comprendre ses émotions et senti-
ments. Sil’on va plus loin, I’empathie est un processus com-
plexe qui inclut la capacité a se représenter 1’¢tat émotionnel
d’autrui et d’induire des réponses affectives chez un obser-
vateur, ce qui correspond a la composante émotionnelle de
I’empathie, mais aussi la capacité d’adopter la perspective de
I’autre, de comprendre les raisons qui ’ont amené a ressentir
cette émotion et a mettre en place des stratégies pour réguler
sa propre émotion face a celle d’autrui [1,5,6]. Dans ce cas,
on parle plutét de la composante cognitive de I’empathie.
Certains auteurs suggerent de ce fait I’existence d’un sys-
téme d’empathie a trois facteurs : la contagion émotionnelle
(i.e. capacité de répliquer automatiquement les émotions
d’autrui, aussi nommée résonance émotionnelle ou réso-
nance affective), ’empathie cognitive (i.e. comprendre et
intellectualiser les émotions de I’autre) et la déconnexion
émotionnelle (i.e. la régulation de la réponse empathique
par une déconnexion par rapport aux émotions d’autrui, liée
aux fonctions exécutives et controles top-down). L’empathie
s’associe également a une motivation altruiste, a une volonté
d’aider I’autre et de participer a son bien-étre. L’empathie se
fonde sur plusieurs indices émotionnels, a la fois posturaux,
langagiers, ou I’expression faciale.

Chez I’homme, elle est couramment étudiée via des para-
digmes utilisant des images ou films animés représentants
des personnes dans des situations de douleur ou via des para-
digmes ou le sujet d’étude observe une personne qui recoit
des stimulations douloureuses. Les films/photos utilisés sont
une source de variabilité dans les différentes études, notam-
ment au niveau de la présence ou non du visage (et donc la
possibilité d’utiliser des indices d’expression faciale), du

genre et de Iorigine des individus, du degré de familiarité,
ou encore de I’attractivité de la personne représentée ou ’uti-
lisation de cartoons plutot que des images réelles.

Les études d’imagerie ont permis d’identifier les réseaux
neuronaux mis en cause dans ces processus [6]. Dans le cas
de ’empathie a la douleur, une théorie de la « représentation
partagée » suggere que ’empathie a la douleur des autres
repose sur les mémes substrats neuronaux et psychologiques
que ceux qui sont impliqués lorsque I’on ressent soi-méme
de la douleur. Des études ont en effet montré que 1’expé-
rience empathique (observations d’expressions faciales de
douleur, de corps en situation de douleur ou encore lorsque
le sujet recoit I’information que son partenaire subit une sti-
mulation douloureuse) active certaines zones cérébrales qui
sont également activées lors d’une stimulation douloureuse,
notamment le cortex cingulaire antérieur dorsal et médial et
I’insula antérieure, mais aussi le cervelet ou encore le gyrus
frontal inférieur [6,7]. De maniére intéressante, il semblerait
que les capacités d’empathie a la douleur soient liées a notre
propre sensibilité a 1a douleur. Une population avec une forte
sensibilité a la douleur évalue ainsi de manicre plus intense
la douleur ressentie par autrui et la désagréabilité face a la
douleur des autres [8]. A Iinverse, il a été montré qu’obser-
ver la douleur d’autrui change notre propre réponse a la dou-
leur en réponse a des stimulations nociceptives, un phéno-
mene décrit sous le terme d’hyperalgésie compassionnelle
[9]. Néanmoins, I’étude de Danziger et al., en 2009, sur
des sujets atteints d’une insensibilité congénitale a la douleur
démontre qu’il n’est pas nécessaire d’étre capable de ressen-
tir soi-méme de la douleur pour faire preuve d’empathie vis-
a-vis de la douleur d’autrui, ce qui montre que ce principe de
résonance et de représentation partagée n’est pas un prére-
quis a I’empathie [10].

Développement de I’empathie

D’un point de vue développemental, les réponses émotion-
nelles et d’empathie se mettent progressivement en place au
cours des premicres années [11]. Les réponses affectives
apparaissent tot, avec des processus de mimétisme (mimicry)
et de résonance bien décrits, alors que la composante cogni-
tive, notamment les capacités de prise de perspective, de
distinction du soi et des autres ou encore la régulation des
émotions, met plus de temps & se mettre en place, en lien
avec la maturation des processus top-down de régulation
associés aux fonctions exécutives.

Dé¢s la premicre année, les enfants font ainsi preuve de
contagion émotionnelle et présentent des comportements de
détresse a I’écoute de leurs propres pleurs ou de ceux d’un
autre nouveau-né [12]. A I’age de dix semaines, ils semblent
reconnaitre et étre capables, dans une certaine mesure, de
copier les expressions faciales de leur mére [13]. Trés tot,
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les enfants sont également capables de présenter des compor-
tements prosociaux en réponse a la détresse d’une autre per-
sonne. C’est par exemple le cas dans des expériences ou, face
a la détresse d’un adulte qui brise sa cuillere alors qu’il tente
de déguster son dessert, I’enfant entre 15 et 24 mois met en
place des comportements de soutien, lui préte sa cuillére par
exemple [14]. Cette capacité semble se développer paralléle-
ment a celle de se reconnaitre dans un miroir, et donc a la
capacité¢ de faire une réelle distinction entre soi et autrui,
menant a des réponses émotionnelles plus fines et structurées.
Des enfants du méme 4ge, entre 18 et 25 mois, sont capables
de mettre en place un comportement prosocial envers un
adulte qui se fait voler ou détruire ses biens [15]. Cela est
observé méme lorsque I’adulte ne montre aucun signe émo-
tionnel, ce qui suggere que 1’enfant présente une capacité de
prise de perspective.

Concernant la douleur, la capacit¢ a discriminer les
expressions faciales de douleur a ét¢ mise en évidence des
trois ans et s’améliore et se raffine avec 1’age jusqu’a environ
11-12 ans [16]. IIs sont également capables trés tot, vers 6—
7 ans, d’évaluer l’intensité de situations douloureuses qui
leur sont présentées a I’oral, a ’aide d’une échelle de visages
a 3 ou 6 niveaux [17]. Il semblerait que la capacité de scorer
la douleur dans des situations impliquant des membres du
corps (i.e. qui recrute plutdt des processus de partage émo-
tionnel) se développe plus tot que la capacité a scorer la
douleur sur des visages (ce qui recrute plutot des capacités
cognitives plus élaborées) [16].

Au niveau de P’activité cérébrale, une étude en IRM fonc-
tionnelle a étudi¢ 1’évolution de I’empathie selon 1’age et
montre que le scoring subjectif de stimuli visuels montrant
des personnes accidentellement ou volontairement blessées
diminue avec 1’age des participants. Une plus forte activation
de I’amygdale, I’insula et le cortex préfrontal ventromédian
est également observée chez les plus jeunes lorsqu’on leur
présente des courts films animés représentant des personnes
en situation de douleur [18]. Lorsque les situations présentent
une personne ressentant une douleur infligée de maniére
intentionnelle par une autre personne, des zones impliquées
dans les représentations sociales et le comportement moral
sont également activées (jonction temporopariétale, paracin-
gulaire, cortex frontal orbitomédial, amygdale) [19]. Une
étude en MEG a mis en évidence que, lors d’une tache d’em-
pathie a la douleur, des oscillations alpha sont observées au
niveau du cortex somatosensoriel chez ’enfant, alors que
chez I’adulte des oscillations gamma et béta sont observées
au niveau du cortex viscéromoteur, suggérant une maturation
des processus d’empathie, d’abord rudimentaires et centrés
sur le soi puis plus complexes et centrés sur autrui [20]. Au
niveau EEG, des potentiels évoqués par des tiches d’empa-
thie a la douleur (comme la présentation d’images) peuvent
étre mesurés et se constituent d’un composant précoce et d’un
composant plus tardif. Le composant précoce qui refléte un
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traitement automatique semble plus précoce chez les adoles-
cents que chez I’adulte et diminue en amplitude avec I’age,
alors que le composant tardif, qui refléte 1’évaluation cogni-
tive, augmente en amplitude avec I’age [21].

Quand I’environnement précoce module
I’empathie

Si ’empathie se développe graduellement pendant 1’enfance,
il est tentant de supposer que des événements ayant lieu tot
dans la période néonatale ou plus tard courant I’enfance pour-
raient avoir un impact sur sa mise en place. De méme, elle
dépend de fonctions exécutives, notamment liées au cortex
préfrontal, qui sont connues pour étre impactées, par exemple,
suite a la grande prématurité [22]. En effet, quelques études
suggérent que les traumas précoces peuvent impacter le déve-
loppement socioémotionnel des enfants. Par exemple, les
enfants grands prématurés présentent une plus grande réacti-
vité a la colére a 12 mois par rapport a des enfants du méme
age, mais nés a terme, et une plus grande réactivité motrice
face a un événement de joie [23]. Ils peuvent également pré-
senter une difficulté a reconnaitre des émotions faciales a
I’dge de 42 mois [24], et, a I’4ge de deux et sept ans, les
grands et extrémes prématurés présenteraient des difficultés
socioémotionnelles, notamment d’empathie, mesurées par
les échelles Infant-Toddler Social and Emotional Assessment
ou la Kids Empathy Development Scale, respectivement
[25,26]. A I’age adulte, I’histoire de trauma semble liée a
une baisse des scores d’empathie affective mesurée par le
Multifaceted Empathy Test et I’Empathy Quotient [27]. Au
niveau cérébral, le stress précoce n’a pas d’effet global sur
les réponses dans une tiche d’empathie, mais le niveau d’ac-
tivation des structures liées a 1’empathie semble corrélé a la
synchronisation du lien mére—enfant, dans le cas dun trauma
li¢ a la guerre dés I’enfance, chez des enfants vivants dans des
villages proches de la borne de Gaza [28]. Cette corrélation a
aussi été démontrée dans le cas de la prématurité chez des
sujets nés en moyenne a ~32 semaines de gestation [29].
Concernant la douleur, quelques indices de la littérature
suggerent que la relation des anciens prématurés a la douleur
est impactée, comme dans 1’étude de Grunau et al. qui ont
demandé a des enfants de huit a dix ans de scorer la douleur
présente sur des images représentant des situations doulou-
reuses dans des situations médicales (subir une piqlire par
exemple), de récréation (par exemple tomber a skateboard),
de la vie de tous les jours (se bloquer le doigt dans une porte
par exemple) ou de douleur psychosociale (étre exclu d’un
jeu par exemple) [30]. Dans un contexte de récréation, les
enfants avec un petit poids de naissance (< 1 000 g) et nés
entre 23 et 31 semaines de gestation scorent la douleur plus
intensément que les enfants témoins. Les résultats pour les
autres situations, s’ils n’étaient pas significatifs, montraient
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cependant une tendance a évaluer la douleur comme plus
intense par les enfants avec petit poids de naissance. Ces
enfants scorent aussi la douleur médicale plus intensément
que les autres types de douleur, alors qu’il n’y a pas de dif-
férences chez les témoins. Plus récemment, une étude sug-
gére que le trauma précoce semble corrélé a I’activité céré-
brale mesurée en EEG lors d’une tache d’empathie a la
douleur chez des patients atteints d’un trouble de la person-
nalité (Borderline Personality Disorder) [31].

Que cela soit dans la régulation des réponses a la douleur,
la régulation du stress ou la modulation des comportements
sociaux, une molécule semble jouer un role clé : I’ocytocine.
Ce neuropeptide est trés important autour de la naissance,
permettant 1’accouchement et la lactation, mais est égale-
ment impliqué dans la mise en place de I’attachement. Au
cours de la vie, I’ocytocine joue également un réle important
dans les processus sociaux, dans lesquels la reconnaissance
des émotions d’autrui est essentielle. Or, plusieurs études
suggerent que le comportement maternel et les processus
d’attachement qui en découlent sont importants dans la mise
en place des comportements d’empathie. Une méta-analyse
récente suggere que I’attachement sécure favorise effective-
ment les capacités empathiques chez I’enfant et ’adolescent
[32]. Par ailleurs, des études récentes chez 1’animal montrent
un dysfonctionnement du systéme ocytocinergique suite a
une séparation maternelle néonatale entre le 2° et le 12° jour
postnatal, impactant a long terme les réponses a la douleur, le
stress et les comportements sociaux. Ce modele animal vise
a mimer ce qui peut se passer dans les cas de naissance pré-
maturée, lorsque I’enfant est privé des interactions parentales
précoces. Cependant, des injections d’ocytocine durant la
période de séparation se sont montrées efficaces pour restau-
rer ces comportements [33,34]. Le role de 1’ocytocine dans
I’empathie est parfois controversé, mais différents indices
suggerent qu’elle jouerait un réle, au moins partiel, dans la
régulation des réponses d’empathie. Une étude a en effet
montré que lorsque des participants regardent des scenes
émotionnelles, leurs scores empathiques sont associés a des
taux élevés d’ocytocine sanguine [35]. L’application intrana-
sale d’ocytocine semble également augmenter la réponse
empathique chez les hommes [36] ou encore augmenter les
capacités de reconnaissance des émotions dans le Reading
the Mind in the Eye Test (RMET) test [37]. Les variations
génétiques du récepteur a 1’ocytocine (OTR) influencent
également les comportements d’empathie [38]. Il existe en
effet un variant rs53576, présentant un polymorphisme au
niveau l’intron 3. Les individus avec deux copies de 1’al-
lele A (AG/AA) présentent une empathie plus faible que
les individus homozygotes pour I’alléle G (GG). Nous pour-
rions donc raisonnablement émettre I’hypothese que le défi-
cit d’ocytocine li¢ a une séparation maternelle précoce
puisse induire également un déficit d’empathie et d’empathie
a la douleur.

Ce que les modéles animaux nous apprennent
sur I’empathie a la douleur et I’'impact
de ’environnement précoce

Empathie a la douleur chez ’animal

Chez I’animal, Panksepp et Panksepp proposent la notion
d’empathie primaire qui renvoie a la contagion ou a la réso-
nance des états émotionnels. Cette définition s’abroge des
fonctions cognitives complexes qui sont recrutées chez
I’'Homme et se fonde sur I’expression de ces états émotion-
nels partagés [39]. Ainsi, sur la base d’indices démontrant
I’existence de la contagion émotionnelle chez le rongeur
pour des émotions fortes telles que la peur ou la douleur,
des études ont été¢ menées chez ces derniers afin de mettre
en évidence les mécanismes et circuits neuronaux a ’origine
de I’empathie primaire, un mécanisme neurocomportemen-
tale conservé a travers les espéces.

La majeure partie des études menées sur I’empathie pri-
maire ou la contagion émotionnelle porte sur la peur ou sur
la douleur [40]. Dans le cadre de cette revue, notre intérét
porte plus particuliérement sur la contagion émotionnelle a
la douleur chez le rongeur. Dés 1959, une étude portant sur le
conditionnement émotionnel li¢ a la peur et la douleur chez
le rat rapporte que ces derniers, a 1’état basal, réagissent a la
douleur de leurs congénéres subissant un choc électrique, par
un comportement d’anxiété exacerbé [41]. Les groupes
d’animaux ayant subi eux-mémes ces chocs présentaient un
comportement d’anxiété encore plus important, et cela sur
une dizaine de jours. Ces réactions furent interprétées
comme un cas de « sympathie » envers le congénére.

Depuis, afin d’évaluer cette contagion émotionnelle, dif-
férents tests furent élaborés a partir d’'un modéle général
comprenant un animal « démonstrateur » recevant un stimu-
lus nociceptif (celui qui éprouve 1’émotion et qui la trans-
met) et un second animal « observateur » (celui a qui I’émo-
tion est transmise). Lors du test, ’observateur est exposé a
un démonstrateur (i.e. installé dans une méme cage) juste
aprés D’application du stimulus douloureux a I’animal
démonstrateur pour une durée variable (interaction mini-
mum de 30 minutes jusqu’a I’hébergement dans une cage
commune pour plusieurs jours). Durant cette période, I’inter-
action des animaux est observée afin d’étudier et de mesurer
leurs comportements dits de « consolation » fondés sur I’em-
pathie envers un partenaire en détresse : 1’alloléchage et I’al-
lotoilettage [42]. A la fin de Iinteraction, afin de tester la
potentielle contagion émotionnelle, les seuils nociceptifs de
différentes modalités (thermique ou mécanique) des ani-
maux ainsi que leurs comportements d’anxiété sont évalués
[40]. Les protocoles utilisés dans la littérature vont différer
autour de variables telles que la durée du test, la nature du
stimulus utilisé, les modalités nociceptives étudiées, la
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familiarité des animaux (congéneres ou étrangers, souches,
sexes), I’hébergement des animaux ou encore la réalisation
ou non d’une préexposition de 1’animal observateur au sti-
mulus douloureux [40]. Ce type de protocole évalue la
contagion ou le transfert social de la douleur, mais peut étre
adapté pour évaluer l’effet tampon (social buffering) et
I’analgésie sociale (social analgesia) [39].

Les études montrent une modulation de la sensibilité dou-
loureuse apres une interaction avec un congénére éprouvant
de la douleur [43,44]. En effet, si des animaux sont congé-
néres (familiers, car hébergés ensembles), I’observation d’un
compagnon soumis a une douleur inflammatoire altére de
maniére significative la sensibilité a la douleur de 1’animal
observateur, et cela méme pour une modalité entiérement
différente, suggérant que les mécanismes nociceptifs en
général sont sensibilisés [43,42]. De maniére semblable,
une autre étude démontre que des animaux hébergés et testés
dans la méme piece que d’autres soumis a une douleur
inflammatoire, & un sevrage de la morphine ou de ’alcool
développent une hyperalgésie concordante [44]. Le terme de
social priming est également utilisé pour décrire 1’augmen-
tation de la sensibilité a la douleur chez un individu aprés
qu’il a été en interaction avec un démonstrateur familier
[42,45].

Le phénomeéne fut également étudié dans des modeles de
douleur neuropathique par constriction du nerf sciatique ou
des résultats similaires sont obtenus lors de I’évaluation de la
sensibilité nociceptive apres une longue période de cohéber-
gement (14 jours). Les animaux hébergés dans la méme cage
que les animaux neuropathiques présentent une hypersensi-
bilité ainsi qu’un comportement d’anxiété plus important
[42,46], suggérant un effet sur les réponses sensorielles noci-
ceptives, mais aussi affectives [46].

Toujours dans le cas d’un test de contagion a la douleur,
mais en s’intéressant cette fois a I’effet sur ’animal
démonstrateur, on observe une réduction de sa réactivité a
un stimulus douloureux si un congénére (non douloureux)
est présent. Ce phénomeéne est appelé social buffering ou
effet tampon [47,48]. Autre fait intéressant observé, si les
deux congéneéres hébergés ensemble recoivent tous les deux
le stimulus douloureux, leur comportement douloureux est
plus important que si seulement 1’'un d’entre eux regoit le
stimulus douloureux [43]. Enfin, I’analgésie sociale a éga-
lement été testée dans cette méme configuration : les deux
animaux regoivent le stimulus nociceptif, et si I'un d’entre
eux regoit un analgésiant, on observe alors une diminution
de la douleur chez I’autre animal [49]. A noter que, dans
la majorité des études, ces phénomenes sont absents
lorsque les individus testés ne sont pas familiers. Le com-
portement douloureux d’un individu est donc influencé de
maniére bidirectionnelle par I’état dans lequel se trouve son
congénere.
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Plusieurs études ont tenté d’identifier les modalités sen-
sorielles mises en jeu dans la contagion émotionnelle chez le
rongeur, en utilisant des dispositifs de test permettant a 1’ani-
mal « observateur » de constater 1’état comportemental de
I’animal « démonstrateur » via un seul sens ou avec le sens
étudié supprimé. Ainsi, Mogil et al. démontrent qu’en blo-
quant la vue, les co-occurrences de I’expression des compor-
tements liés a la douleur ainsi que I’hyperalgésie étaient
absentes, voire complétement annulées [43]. De méme, les
signaux olfactifs présents dans 1’environnement suffisent a
induire une hyperalgésie chez les animaux hébergés et testés
dans la méme piece que ceux recevant un stimulus nocif
[44]. Enfin, concernant 1’ouie, une étude sur le sujet démon-
tre que les vocalisations seules d’un individu soumis a un
stimulus douloureux sont insuffisantes pour induire une
contagion émotionnelle [50].

Vient enfin la question du cheminement de I’information
et des structures cérébrales impliquées dans ce phénoméne
d’empathie primaire. Une étude récente de Smith et al. per-
met d’apporter plus de lumiéres sur ce sujet grace a un pro-
tocole impliquant 1’utilisation de 1’optogénétique lors des
tests de transfert social de la douleur, de transfert de 1’anal-
gésie et de transfert de la peur afin de mettre en évidence les
circuits neuronaux activés [49]. Les résultats suggerent que
le transfert social de la douleur et de 1’analgésie impliquent
tous deux des projections des neurones du cortex cingulaire
antérieur (également activé lors d’une expérience doulou-
reuse) vers avec le noyau accumbens. Pour le transfert social
de la peur, ce sont des projections depuis le cortex cingulaire
antérieur vers I’amygdale basolatérale qui sont impliquées.
La comparaison des résultats avec ceux obtenus chez
I’homme est intéressante, car on retrouve une implication
du cortex cingulaire antérieur dans la contagion émotion-
nelle de la douleur.

Stress précoce et contagion émotionnelle

Les études chez ’homme suggérent que 1’environnement
précoce, la prématurité ou I’attachement peuvent avoir des
effets sur la mise en place des comportements d’empathie.
Or, nous ignorons encore quels sont les facteurs clés et les
mécanismes sous-jacents. Dans ce cadre, les modéles ani-
maux peuvent aider a identifier ces mécanismes et a propo-
ser des stratégies pour contrecarrer 1’effet de 1’environne-
ment précoce sur le développement de ces comportements.
Plusieurs modéles animaux, notamment chez le rongeur,
existent pour modéliser I’impact des stress précoces, par
exemple des modeles de douleurs répétées dans la période
néonatale, de séparation maternelle répétée, de sevrage pré-
coce, ou encore de /imited bedding ou seul le minimum de
matériel pour faire le nid est fourni aux meéres [51]. Ces
modeles ont pour la plupart un impact sur le stress maternel
et induisent une baisse du comportement maternel.
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Une récente étude de Kalamari et al. a comparé ’impact
d’un stress de privation maternelle néonatale (24 heures au
troisiéme jour postnatal) a celui d’un enrichissement durant
la période juvénile (3 partir du 26° jour postnatal) sur les
comportements sociaux chez le rat, notamment la motivation
a libérer un congénére d’un cylindre [52]. Les rats sont en
effet entrainés a ouvrir la porte du cylindre en appuyant sur
un levier. Pour mesurer la libération a libérer leur congénere,
le nombre de pressions sur le levier requis avant I’ouverture
de la porte augmente progressivement au cours des sessions.
Les résultats montrent une tendance a la baisse de motivation
a libérer leur congénére pour les rats ayant subi le stress de
privation maternelle mais que, de maniére assez surprenante,
celle-ci était significativement plus basse chez les animaux
du groupe enrichissement. Dans un test similaire d’empa-
thie, visant a mesurer la motivation a libérer un congéneére
enfermé dans un compartiment piscine, il a été suggéré que
la quantité de comportement maternel module le comporte-
ment empathique. Les animaux ayant regu un important taux
de comportement maternel libérent en effet davantage leurs
congéneres au cours des sessions [53]. Le phénomeéne de
social buffering semble également impacté chez des rats
femelles soumises & un protocole de limited bedding, dans
le contexte d’une exposition a un stress modéré (environne-
ment nouveau) [54].

Concernant la contagion de la douleur, il a ét¢é montré
qu’un sevrage précoce a un impact sur ces comportements
a I’age adulte [55]. Chez des souris témoins recevant une
injection intrapéritonéale d’acide acétique, on observe que
les comportements de douleur sont diminués lorsqu’ils sont
mis en cohabitation avec un congénére sain non injecté
(social buffering), mais augmentés lorsque les deux animaux
recoivent 1’injection. Au contraire, cela n’est pas observé
dans le groupe ayant eu un sevrage précoce. Plus récem-
ment, Laviola et al. rapportent dans une étude récente que
les descendants de méres ayant un fort taux de corticostérone
et un comportement maternel faible présentent a I’age adulte
moins de contagion émotionnelle de la douleur, suggérant un
role important du comportement maternel [56]. Dans une
seconde étude, ils démontrent un impact délétére des stress
chroniques pré- et néonataux, modélisés par une exposition a
la corticostérone dans I’eau de boisson durant la gestation ou
la lactation, sur la contagion a la douleur dans un modele
murin [57]. En effet, I’équipe a observé qu’a I’age adulte,
les animaux présentaient une diminution de leur capacité
d’empathie lorsque leur congéneére recoit une injection intra-
plantaire de formaline ainsi que des réponses exacerbées
face a un stress aigu. Ces changements sont associés a des
modifications des niveaux d’expression centraux des récep-
teurs aux corticoides, mais aussi des récepteurs ocytociner-
giques et opioidergiques. Dans cette étude, un traitement
intranasal a ’ocytocine a €té capable de restaurer un com-
portement normal de contagion émotionnelle.

Conclusion

A notre connaissance, il existe encore peu d’études dans
la littérature s’intéressant spécifiquement a la question de
I’impact du stress précoce sur les comportements d’empathie
a la douleur. C’est pourquoi notre laboratoire s’y intéresse a
la fois chez ’Homme et chez 1’animal en 1’étudiant a 1’aide
d’un modéle de stress de séparation maternelle néonatale.

Les principales études publiées dans la littérature sugge-
rent néanmoins que le stress ayant lieu précocement peut
impacter le comportement social, la motivation a libérer un
congéneére d’un environnement stressant, ou encore le fonc-
tionnement du systéme ocytocinergique qui est impliqué
dans les processus d’empathie et dans la régulation des
réponses a la douleur. Différents indices permettent donc
de suggérer un éventuel impact du stress précoce, comme
la séparation maternelle ou la prématurité, sur les comporte-
ments d’empathie a la douleur.
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