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Résumé

La douleur neuropathique est difficilement traitable cliniquement et demeure un des
problémes les plus importants concernant le traitement de la douleur. Il reste en effet
beaucoup de points a éclaircir quant 4 I’étiologie et la pathophysiologie de la douleur
neuropathique. Etant donné la variabilité des causes et des mécanismes impliqués dans la
douleur neuropathique, une variété de modéles animaux permet d’étudier certains aspects
spécifiques de ce phénoméne. Afin de soulager la douleur neuropathique le systéme
cannabinoide attire 1'intérét des chercheurs depuis quelques années. Les récepteurs
cannabinoides CB, et CB, entrainent des réponses cellulaires modulant 1’activité neuronale
et immunitaire. Leur activation permet une inhibition du message douloureux car ils sont
exprimés a différents endroits du systéme nociceptif. Cependant, on connaif peu de choses
quant a I’expression des récepteurs cannabinoides en condition de douleur neuropathique,

particuliérement au niveau du systéme nerveux périphérique.

Afin d’augmenter la variété de modeles de douleur neuropathique pour mieux
comprendre la pathophysiologie de la douleur neuropéthjque, nous avons développé un
modele ciblant le nerf saphéne par 1ésion mécanique chez le rat et la souris. Le nerf saphéne
a la propriété d’étre composé de fibres exclusivement sensitives, ce qui permet notamment
d’éviter les problémes moteurs suite a la lésion. Aprés avoir caractérisé ces modeles chez le
rat et la souris, nous avons étudié 1’expression des récepteurs cannabinoides CB; et CB, a

divers endroits de la voie afférente primaire du systéme nociceptif.

Nous avons démontré qu’une 1ésion du nerf saphéne chez le rat et la souris entraine
de I"allodynie et de I’hyperalgésie. Ces symptémes de douleur neuropathique sont sensibles
a des traitements par des composés de différentes classes pharmacologiques utilisés contre
la douleur neuropathique : morphine, gabapentine, amitriptyline ainsi qu’un cannabinoide,
le WIN 55, 212-2. La lésion du nerf saphéne entraine également des réarrangements

moléculaires et électrophysiologiques. Enfin, nous avons montré que ’expression des
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récepteurs cannabinoides était augmentée au niveau des segments la moelle épiniére, des

ganglions rachidiens et du territoire cutané, concernés par le nerf saphéne.

Le modele de douleur neuropathique sur le nerf saphéne permettra de mieux
comprendre la physiopathologie de la douleur neuropathique périphérique notamment &
'aide de la technique électrophysiologique nerf-saphéne peau. L’augmentation de
I’expression des récepteurs cannabinoides en périphérie révéle un potentiel analgésique des
cannabinoides, dépourvu des effets psychotropes délétéres, contre la douleur

neuropathique.

Mots-clés : douleur neuropathique, allodynie, hyperalgésie, modgles animaux, récepteurs
cannabinoides CB; et CB,, récepteurs opioides, électrophysiologie, mécanismes

périphériques.
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Abstract

Neuropathic pain is one of the most inextricable problems encountered in clinics.
Indeed, few facts are known about its etiology and pathophysiology. Since neuropathic pain
has many causes and mechanisms, there is a need for various types of neuropathic pain
models in order to study specific aspects implicated in neuropathic pain. In order to find a
treatment against neuropathic pain, interest has been recently focused on the carmabinoid
system. Indeed, cannabinoid CB; and CB, receptor activation modulates neuronal and
immune activity. These receptors are expressed at different locations of the nociceptive
pathway, and can inhibit noxious information. However, little is known about the
expression of cannabinoid receptors in neuropathic pain conditions, especially in the

peripheral nervous system.

In order to increase the number of neuropathic pain models, we have developed in
rats and mice a new model focussing on the saphenous nerve and consisting of mechanical
injury to the nerve. The saphenous nerve is an exclusively sensory nerve, whose lesion is
not associated with motor impairments. After characterization of the saphenous model of
neuropathic pain in rats and mice, we studied the expression of the cannabinoid CB, and

CB; receptors at different levels of the nociceptive primary afferent pathway.

We showed in rats and mice that a peripheral injury to the saphenous nerve induced
allodynia and hyperalgesia. These symptoms of neuropathic pain were sensitive to standard
pharmacological treatments used against neuropathic pain: morphine, gabapentine,
amitriptyline and the cannabinoid agonist, WIN 55, 212-2. Also, injury to the saphenous
nerve led to molecular and electrophysiological rearrangements. Finally, we showed that
the expression of cannabinoid receptors was increased in the spinal cord, dorsal root

ganglia, and the skin territory of the saphenous nerve.

Neuropathic pain models on the saphenous nerve will help to better understand the

pathophysiology of neuropathic pain induced by a peripheral lesion especially when used in
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combination with the skin-nerve preparation electrophysiological technique. The peripheral
increase in the expression of CB; and CB, receptors highlights the relevance of using
peripheral approaches to treat neuropathic pain with cannabinoids. Indeed, it would

produce analgesia without unwanted central psychoactive effects.

Keywords : neuropathic pain, allodynia, hyperalgesia, animal models, CB, and CB,

cannabinoid receptors, opioid receptors, electrophysiology, peripheral mechanisms.
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Introduction — recensement de la littérature

1. Importance du systéme cannabinoide

1.1. Historique

Le chanvre, ou Cannabis sativa, est utilisé pour ses propriétés récréatives mais
¢galement thérapeutiques depuis plusieurs milliers d’années. I y a environ 5 000 ans, la
premiére trace d’utilisation du cannabis est décrite dans la pharmacopée chinoise Pen
Ts’ao. L’empereur Shen Nung, recommandait le cannabis comme traitement adjuvant dans
différentes affections : paludisme, constipation, douleurs rhumatismales et comme sédatif.
De Chine, 'usage du cannabis s’est répandu vers 1’Inde et les pays voisins. Au début du
XVIIle siécle, le caﬁnabis est utilisé contre les constipations, les différentes maladies
inflammatoires, également comme traitement de la dépression. Au milieu du XIXe siécle,
W. B. O'Shaughnessey, professeur & la faculté de médecine de Calcutta, publia un traité
concernant I'usage médical du cannabis. Aprés des expérimentations animales, il utilisa le
cannabis dans le traitement de la rage, des rhumatismes, de I’épilepsie et du tétanos. Dés
son retour en Europe, il continua la prescription du cannabis. Le médecin personnel de la
reine Victoria d’ Angleterre lui prescrivait du cannabis comme analgésique. Plusieurs effets
thérapeutiques du cannabis ont ainsi été rapportés. C’est au début du XIXe siecle qu’a
commenceé la recherche des composés actifs de la plante. A 1’instar du pavot, durant prés
d’un siécle les recherches s’étaient d’abord concentrées vainement sur les alcaloides ce qui
a retardé I’isolement des composés actifs de la plante. A la fin du XIXe siécle, un composé
de 21 atomes de carbone (CyH;30,) fut isolé, mais sa structure chimique n’était pas
connue. On lui a donné le nom de cannabinol, ce composé a été considéré a tort comme le
principe actif du cannabis. Le cannabidiol, un composé non psychoactif fut découvert dans
les années 1940 mais sa structure stéréochimique ne fut élucidée qu’en 1963 (Mechoulam
et Hanus 2000). Finalement, c’est avec I’isolement en 1964 par Gaoni et Mechoulam du A°-

tétrahydrocannabinol (A9—THC) le premier composé purifié montrant une action
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psychoactive que la pharmacologie des cannabinoides a réellement débuté (Gaoni et

Mechoulam 1964).

1.2. Cannabinoides présents dans la plante

Jusqu’a présent, dans la plante, 66 terpénophénols a 21 atomes de carbone dont la
structure est apparentée au A’-THC ont été identifiés et caractérisés comme cannabinoides :
A®’-THC, A-THC, cannabinol, cannabidiol, cannabigérol, cannabichromene, cannabicyclol,
etc. La proportion de ces composés dans la plante dépend de la variété et des conditions de
culture (humidité, température, nutriments, etc.) ou de stockage ainsi que ’age et la partie

de la plante (fleurs, feuilles, racine, tige, etc.) (Di Marzo et De Petrocellis 2006).

Concernant les alcaloides, dont la recherche fut active durant le XIXe siécle, le
premier alcaloide du cannabis 4 étre identifié a été la cannabisativine en 1975. La trés faible

concentration de ce composé dans la plante n’explique pas les effets du cannabis

(Mechoulam et Hanus 2000).

1.3. Systéme cannabinoide

1.3.1. Récepteurs cannabinoides

Une trentaine d’années aprés la découverte de la principale substance du cannabis,
les cibles biologiques du A’-THC ont été identifiées avec la caractérisation de récepteurs
spécifiques. Il s’agit des récepteurs cannabinoides CB; (Matsuda et al. 1990) et CB,
(Munro et al. 1993). Le premier a été mis en évidence dans le systéme nerveux central au
niveau de zones correspondant aux effets psychotropes des cannabinoides. De ce fait, le
récepteur CB; est exprimé dans le globus pallidus, le putamen caudal latéral et la substance
noire de méme que dans le cervelet, correspondant aux effets moteurs des cannabinoides.
La localisation dans le néocortex et 1’hippocampe se rapproche des effets des cannabinoides

sur les performances cognitives et la mémoire. En revanche, la densité de récepteurs CB,



est tres faible dans le tronc cérébral, expliquant ainsi les faibles effets des cannabinoides,

contrairement au systeme opioide, sur les fonctions cardiovasculaires et respiratoires (Lutz
2002).

Quant au récepteur CB,, il a été isolé & partir d’organes du systéme immunitaire et
est principalement retrouvé dans ceux-ci i la périphérie (amygdales, zone marginale de la
rate et dans les cellules immunitaires : Lymphocytes B et T, monocytes, macrophages)
(Lutz 2002). Le récepteur CB, est globalement considéré absent du systéme nerveux
central, mais il a été récemment mis en évidence sur les neurones du cortex, du cervelet et
du tronc cérébral. Dans ce dernier, le niveau d’expression du récepteur CB; correspond 2
moins de 2% de celui de la rate. Le récepteur CB, participerait ici a ’effet anti-émétique
des cannabinoides (Van Sickle et al. 2005). Une étude récente a révélé la présence du
récepteur CB, par immunohistochimie dans diverses zones du cerveau : dans les cellules de
Purkinje du cervelet, dans les cellules pyramidales de l’hippocampe ainsi que dans le bulbe
olfactif, le cortex cérébral, le striatum, le thalamus, la substance grise périaqueducale, etc
(Gong et al. 2006). En outre, par I’intermédiaire des cellules microgliales, il est possible de

retrouver le récepteur CB; dans le systéme nerveux central (Zhang et al. 2003).

1.3.2. Ligands endogénes

Concomitamment & P’identification des récepteurs, leurs ligands endogenes, ou
endocannabinoides, ont été isolés. L’anandamide, dont le nom provient du terme sanskrit
«ananda » signifiant félicité, a été isolé & partir de cerveaux porcins (Devane e? al. 1992).
Comme son nom chimique I’indique (N-arachidonoyléthanolamide), la structure de
I’anandamide dérive de I’acide arachidonique. D’autres substances endogénes dérivant de
cet acide gras ont également été décrites comme agonistes des récepteurs cannabinoides. Il
s’agit du 2-arachidonoyl-glycérol (ou 2-AG) (Mechoulam et al. 1995; Sugiura et al. 1995)
et du 2-arachidonyl glycéryl éther (Hanus et al. 2001). Depuis, d’autres endocannabinoides

ont été découverts (voir (Di Marzo et De Petrocellis 2005) pour une revue de la littérature),



A

les principaux restant ’anandamide et le 2-AG; ces deux substances pouvent activer les

récepteurs CB, et CB; (McAllister et Glass 2002).

1.3.3. Autres récepteurs cannabinoides ?

Plusieurs arguments tendent a démontrer [’existence d’autres récepteurs
cannabinoides. Tout d’abord il y a le fait que les ligands endogenes peuvent se lier a
d’autres récepteurs. Par exemple, ’anandamide est 4 hautes doses un agoniste du récepteur
vanilloide TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1), anciennement appelé VRI,
sensible & la chaleur, aux protons ainsi qu’a la capsaicine (agent piquant retrouvé dans les
piments forts) (Zygmunt et al. 1999). En outre des cannabinoides provoquent des effets
centraux, théoriquement non induits par le récepteur CBy, chez des animaux dont le géne
encodant le récepteur CB; a été invalidé ou traités par un antagoniste sélectif du récepteur
CB,, supportant ainsi 1’hypothése d’un troisiéme récepteur cannabinoide (CBs 7) (Adams et
al. 1998; Fride et al. 2003; Baskfield et al. 2004).

1.4. Synthése et métabolisme des endocannabinoides

L’anandamide est formé a partir de phospholipides membranaires ou d’acide
arachidonique libre. Une transacylase dépendante de la concentration calcique formera un
intermédiaire (N-arachidonoyl phophatidyléthanolamine) qui sera pris en charge par une

phosphodiestérase pour former I’anandamide (N-arachidonoyléthanolamide).

Dans le systétme nerveux central, les endocannabinoides, et cela a été
principalement démontré avec 1’anandamide, agissent de fagon rétrograde au niveau
synaptique pour inhiber la libération de neurotransmetteurs. Ainsi, suite & une stimulation
de la cellule post-synaptique, I’anandamide est synthétisée sur demande et est libérée dans
I’espace synaptique par diffusion a travers la membrane. Ensuite, 1’anandamide peut agir
sur les récepteurs cannabinoides présents surtout au niveau présynaptique pour réduire la

quantit¢ de neurotransmetteurs libérés. Cette action est diminuée rapidement par la



recapture des endocannabinoides via une protéine non encore identifiée mais sensible & un
bloquant spécifique au niveau post-synaptique. A cet endroit ’anandamide est rapidement
dégradée par la FAAH (Fatty Acid Amido Hydrolase) pour donner de I’acide arachidonique
et de I’éthanolamine (Sugiura et al. 2002; Di Marzo ef al. 2004) (voir Figure 1).

Presynaptic neuron \'{;

2-AG inactivation
Glycerol +

2-AG ----------)an)c

o= Postsynaptic neuron ==

Figure 1: Synthése et métabolisme de I’anandamide et du 2-arachidonyl glycérol (2-AG).

DAGL : diacylglycérol lipase, EC : endocannabinoides, EMT : transporteur membranaire
des endocannabinoides, PLC (ou D) : phospholipase C (ou D), NarPE : N arachidonyl
phosphatidyléthanolamide, FAAH : fatty acid amido hydrolase, MAGL : monoacylglycérol
lipase. Reproduit d’apres (Di Marzo et al. 2004).



1.5. Effets cellulaires de I’activation des récepteurs cannabinoides

1.5.1. Modulation de P’adénylate cyclase

Les récepteurs cannabinoides CB; et CB, font partie de la grande famille des
récepteurs couplés aux protéines G. IIs se couplent a la protéine Gi/o inhibant ainsi
’accumulation d’AMPc (Adénosine Monophosphate cyclique) dans la cellule due a
’adénylate cyclase (Felder et al. 1995; Shoemaker e al. 2005). Cependant, sous certaines
conditions, le récepteur CB, semble susceptible de stimuler P’adénylate cyclase en se
couplant a la protéine Gs (Glass et Felder 1997; Bonhaus et al. 1998). Le résultat de la
diminution d’AMPc est une diminution de ’activité de la protéine kinase A (PKA) pouvant
induire notamment une diminution de production de monoxyde d’azote (Waksman et al.
1999; Kim et al. 2006). Cette diminution de la cascade de signalisation de I’AMPc pourrait

expliquer les effets immunomodulateurs des cannabinoides (Kaminski 1998).

1.5.2. Modulation des canaux ioniques

L’activation des récepteurs CB; sur les terminaisons présynaptiques entraine une
inhibition directe des canaux calciques sensibles au voltage de type L, N et P/Q par la
protéine G (Venance et al. 2004). La conséquence de 1’inhibition du canal de type N est une
diminution de la libération de neurotransmetteurs. Cela a été démontré pour les
terminaisons présynaptiques contenant de 1’acétylcholine, du GABA (acide gamma amino
butyrique), du glutamate et de la noradrénaline (Gifford et Ashby 1996; Shen et al. 1996;
Kathmann ez al. 1999; Katona et al. 1999). Certaines études ont montré une inhibition de la
libération de dopamine par les cannabinoides par exemple sur la rétine (Schlicker et al.
1996) ou le striatum (Cadogan et al. 1997). Cette derniére étude est cependant en
contradiction avec des études plus récentes démontrant que les cannabinoides ne modifient
pas la libération de dopamine directement au niveau synaptique (Szabo et al. 1999; Kofalvi
et al. 2005).



Les courants provenant des canaux sodiques sensibles au voltage peuvent également
Etre réduits par les cannabinoides. Cela a été montré en culture avec du A’-THC (Turkanis
et al. 1991), dans le cerveau avec un agoniste CB; (Liao et al. 2004) et dans les neurones
des ganglions rachidiens avec ’anandamide (Kim et al. 2005). Cependant, dans cette
derniere ¢tude, il semble que I’anandamide agisse directement sur le canal sodique
puisqu’aucun antagoniste des récepteurs CB;, CB, ou TRPV1 n’agit sur la modulation de

I’anandamide.

Concernant les canaux potassiques, I’anandamide via le récepteur CB; est capable
d’augmenter le courant potassique rectifiant activé par les protéines G (GIRK) (McAllister
et al. 1999; Guo et Ikeda 2004). Les courants potassiques de type A semblent étre activés
par les récepteurs cannabinoides (Deadwyler et al. 1995) mais il apparait que cette
activation se fait partiellement par I’intermédiaire de la PKA (Hampson ef al. 1995). Enfin
les canaux potassiques sensibles au calcium a grande conductance sont ouverts par les
cannabinoides, mais il ne semble pas que cette action passe par ’intermédiaire des
récepteurs CB; (O'Sullivan ez al. 2005; Sade et al. 2006). Cependant, une étude a montré
une implication des récepteurs CB; dans ’ouverture de ces canaux potassiques (Stumpff et
al. 2005). Une autre étude sur les voies respiratoires a montré que le récepteur CB, pouvait

en partie expliquer I’ouverture de ces canaux (Yoshihara et al. 2005).

1.5.3. Régulation des voies de destinée cellulaire

Par I’intermédiaire des protéines G, ’activation des récepteurs CB; ou CB; entraine
une augmentation de ’activité de ERK (Extracellular signal Regulated Kinases) qui fait
partie de la grande famille des MAP Kinases (Mitogen-Activated Protein Kinases). Cette
activation de ERK contrdlerait ainsi I’induction de différents facteurs de transcriptions

(McAllister et Glass 2002; Derkinderen et al. 2003).



L’activation du récepteur CB,; peut également aboutir & augmenter 1’activité de c-
Jjun-N-terminal kinase (JNK) (Rueda et al. 2000) ainsi que la voie des p38-MAP Kinases
(Derkinderen et al. 2001). 11 a été récemment démontré que cette voie était impliquée dans
P’apoptose de cellules leucémiques induite par 1’activation du récepteur CB; (Herrera et al.
2005) (voir Figure 2).

Heterotrimeric |
G-proteins Cannabinold receptor agonists

Figure 2 : Représentation schématique des principaux effets cellulaires de 1’activation des

récepteurs CB; et CB,. La protéine Gi/o va activer les canaux potassiques et inhiber les
canaux calciques. La diminution de I’activité de 1’adénylate cyclase (AC) et I’activation de
la voie des MAPK (Mitogen-activated protein kinases) va entrainer une modification de
I’expression génique. Le mécanisme impliqué dépend du type cellulaire. Reproduit d’aprés
(Di Marzo et al. 2004).



1.6. Systéme cannabinoide et douleur

Les cannabinoides, qu’ils soient naturels ou synthétiques, agissent sur la plupart des
systemes biologiques. Ainsi, en plus des effets hallucinogénes connus, les cannabinoides
ont entre autres des actions anxiolytiques, sédatives, anti-émétiques et stimulant sur
’appétit (Ashton 2001). Nous allons nous concentrer sur les effets analgésiques des
cannabinoides essentiellement par action au niveau spinal et périphérique puisque ce sont
les effets les plus pertinents quant & I’application clinique des cannabinoides. En effet, les

actions supra-spinales des cannabinoides entrainent des effets secondaires non rechercheés.

1.6.1. Les voies de Ia douleur

Le systtme nociceptif est la composante neurophysiologique de la douleur qui
permet la perception des stimuli susceptibles de menacer 1’intégrité de Porganisme ainsi
que la transmission du message nociceptif vers le cerveau. C’est & ce niveau que la
composante psychologique intervient pour « former » la douleur au sens propre du terme.
Lors de la perception d’un stimulus délétére par les nocicepteurs (neurones afférents
primaires en T ayant leur corps cellulaire dans les ganglions rachidiens avec des
terminaisons & la périphérie d’une part et au niveau de la moelle épiniére d’autre part),
ceux-ci vont transmettre I’influx nerveux via une premiére synapse a un neurone secondaire
situé dans la corne dorsale ipsilatérale de la moelle épiniére, principalement au niveau des
couches I, I et V. A partir de 13, le message nociceptif peut prendre principalement deux
voies : la voie spinothalamique latérale ou la voie spinoréticulaire (ou spinothalamique
médiane). Ensuite, globalement, les noyaux latéraux du thalamus vont relayer I’information
nociceptive vers les structures sensori-discriminative du cortex sensoriel alors que les
noyaux médians vont faire relais vers les structures motivo-affectives du systéme limbique
(voir Figure 3). Cette version linéaire des voies de la douleur peut étre contrdlée au niveau

spinal par des interneurones et des contrdles inhibiteurs descendants provenant de diverses
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régions systtme nerveux central supérieur (noyau raphé magnus, substance grise

périaqueducale, locus coeruleus) (Marchand 2005) (voir Figure 4 p11).
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Figure 3 : Principales voies ascendantes transmettant 1’information nociceptive de la
moelle épiniére vers les centres supérieurs du systéme nerveux central. Modifié d’aprés
Basbaum et Jessel (2000).
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Figure 4 : Schéma représentant
le systéme nociceptif avec les
voies descendantes inhibitrices.
PAG : substance grise
périaqueducale; NRPG : noyau
paragigantocellulaire; NRM :
noyau raphé magnus; LC :
locus coeruleus; 5-HT :
sérotonine; Enk : enképhaline.
Modifié d’apres (Rang et al.
2003, b).

Parmi les fibres nerveuses afférentes primaires, on en distingue plusieurs types
caractérisés par leurs propriétés électrophysiologiques. Les fibres Aa sont les plus larges et
les plus rapides avec une vitesse de conduction de 60 4 120 m.s™. Elles sont responsables
de la proprioception au niveau des muscles squelettiques. Les fibres A, larges et
myélinisées ont une vitesse de conduction rapide (35-75 m.s'). Ces fibres sont
responsables de la perception non nociceptives comme le toucher léger. Les fibres A3, d’un
diamétre moins important et faiblement myélinisées, elles ont une vitesse de conduction
également moins importante (5-30 m.s™"). Ces fibres sont responsables de la nociception
mécanique et de la perception de la température (Marchand 2005). On distingue deux types
de fibres Ad selon leur seuil d’activation thermique : les fibres de type I qui sont activées a
des températures supérieures a 53°C et les fibres de type II activées a des températures
supérieures a 43°C (Julius et Basbaum 2001). La plupart des fibres de type I sont sensibles
aux stimuli mécaniques alors que la plupart des fibres de type II ne le sont pas (Meyer ef al.

2006). Enfin, il existe les fibres C, qui sont amyéliniques et de plus petit diamétre. Leur
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vitesse de conduction est de 0.5 4 2 m.s™'. Ces fibres sont de nature polymodale puisqu’elles
participent & la nociception qu’elle soit d’origine mécanique thermique ou chimique
(Marchand 2005). Parmi les fibres C, on distingue les fibres peptidergiques, qui
synthétisent des peptides comme la substance P, le CGRP (Calcitonin Gene Related
Peptide) et sont sensibles au NGF (Nerve Growth Factor) par ’intermédiaire d’un
récepteur dénommé TrkA (Tyrosine kinase A). Les fibres C non peptidergiques expriment
I'isolectine B4 (IB4) ainsi que le récepteur P2X3 de I’ATP (Adénosine triphosphate), et
sont sensibles au GDNF (Gial cells Derived Neurotrophic Factor). Chez la souris, la
majorité des fibres peptidergiques (exprimant le CGRP) expriment le récepteur TRPV1
alors qu’il ne s’agit que d’une minorité pour les des fibres non peptidergiques exprimant
I'IB4. Cependant, chez le rat, on retrouve TRPV1 exprimé dans la moitié de chaque
population (peptidergique ou non). On ignore encore si ces différences ‘entres fibres C

correspondent & des nocicepteurs ayant des fonctions distinctes (Meyer et al. 2006).

1.6.2. Localisation du systéme cannabinoide dans le systéme nociceptif

1.6.2.1. Récepteur CB,

Les récepteurs cannabinoides CB; se trouvent dans des régions impliquées dans la
transmission ou la modulation de I'influx nociceptif (voir Figures 3 et 4). Ainsi, le
récepteur CB, est exprimé dans les ganglions rachidiens en partie sur les neurones de petit
diametre (fibres C et A3). En culture, 98% des cellules exprimant le récepteur TRPV1 (dont
expression est élevée dans les nocicepteurs) co-expriment le récepteur CB; (Ahluwalia et
al. 2000). Une autre étude de la méme équipe a montré que, parmi les cellules marquées
pour le récepteur CBs, 32% coexpriment le CGRP et 48% co-expriment IB4 (Ahluwalia ez
al. 2002). Ces pourcentages de colocalisation obtenus en culture sont toutefois nettement
plus €levés que ceux obtenus en utilisant d’autres techniques. En effet, par des techniques
d’hybridation in situ, il a été montré que ’acide ribonucléique messager (ARNm) du

récepteur CB; est seulement présent dans respectivement 13%, 10 % et 0,5% des cellules
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positives pour les ARNm de la substance P, du CGRP et de la somatostatine (Hohmann et
Herkenham 1999, b). Bien que les récepteurs CB, soient exprimés dans un large éventail de
neurones afférents primaires, il a été montré par des études d’immunohistochimie que
’expression du récepteur CB, est plus importante dans les neurones de large diameétre,
myelinisés (Bridges ef al. 2003). Le récepteur CB; est retrouvé dans les fibres nerveuses
ainsi et les racines dorsales (Sanudo-Pena et al. 1999; Stander et al. 2005). Confirmant le
transport du récepteur CB; du ganglion rachidien vers la moelle épiniere, plusieurs études
ont montré que ’expression du récepteur CB; dans la come dorsale de la moelle épiniére
provenait en partie d’une localisation présynaptique des neurones afférents primaires
(Hohmann et al. 1999, a; Morisset et Urban 2001; Salio et al. 2002, b). Il a ¢galement été
démontré qu’une fois synthétisés dans les ganglions rachidiens, les récepteurs CB; sont
transportés a la périphérie (Hohmann et Herkenham 1999, a). Toutefois, cés études sur le
nerf sciatique, mixte (sensitif et moteur), ne permettent pas d’affirmer que les récepteurs
CB; présents dans le nerf proviennent uniquement des corps cellulaires des ganglions
rachidiens puisqu’on retrouve le récepteur CB, dans la corne ventrale de la moelle épiniére

ainsi qu’ la racine ventrale (Sanudo-Pena ef al. 1999).

Dans la moelle épiniére, on retrouve également I’expression du récepteur CB,; au
niveau des couches superficielles des cornes dorsales et du faisceau dorsolatéral. La grande
majorité des récepteurs CB; retrouvés dans la corne dorsale se trouve sur des neurones
intrinséques de la moelle épiniére. En effet, 4 cet endroit, une rhizotomie dorsale entraine
une diminution faible (mais significative) de Pexpression du récepteur CB; (Sanudo-Pena
et al. 1999; Farquhar-Smith et al. 2000). Quant au faisceau dorsolatéral, il serait le support
de voies descendantes. Cependant, une hémisection de la moelle épiniére ne modifie que
trés peu I’expression du récepteur CB, dans le faisceau dorsolatéral. Il est donc fort
probable que I’expression du récepteur CB; soit localisée sur les interneurones situés dans
le faisceau dorsolatéral (Farquhar-Smith et al. 2000). Une autre étude par

immunohistochimie a montré la présence du récepteur CB; au niveau post-synaptique par
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rapport aux neurones afférents primaires mais également sur les astrocytes des couches I et

Il de 1a corne dorsale de la moelle épiniére (Salio et al. 2002, a).

Dans les structures supérieures du systéme nerveux central en relation avec une
modulation du message nociceptif, les récepteurs CB; sont retrouvés dans la substance
grise périaqueducale (Tsou et al. 1998). A cet endroit, ils joueraient notamment un role
dans D’analgésie induite par le stress (Hohmann et al. 2005). Les récepteurs CB;
augmentent également ’activité du locus coeruleus produite par les récepteurs NMDA (N-
méthyl-D-aspartate), le récepteur CB, agirait en levant 1’inhibition présynaptique
GABAergique ou en modulant les voies intra-cellulaires post-synaptiques (Mendiguren et
Pineda 2004). Enfin, il a été montré par des études d’immunohistochimie que le récepteur
CB; se retrouvait dans le thalamus et le cortex (Pettit et al, 1998; Moldrich et Wenger
2000).

Il est & noter que, méme si les niveaux d’expression sont moins importants que pour
le récepteur CB,, on retrouve également le récepteur CB; exprimé dans les cellules
immunitaires (Galiegue er al. 1995; Galiégue e al. 1995). De méme, une étude a montré
par analyse de type Northern que PARNm du récepteur CB; était présent dans les
splénocytes (Schatz et al. 1997). Enfin, PARNm et la protéine du récepteur CB; sont

presents dans les mastocytes et les macrophages (Samson ef al. 2003; Stander et al. 2005).
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Figure 5 : Schéma montrant la localisation des récepteurs CB, en périphérie et dans la
moelle épiniére. (A) Expression du récepteur CB; dans la corne dorsale de la moelle
épiniére observée par immunohistochimie, DLF = Dorsolateral funiculus (Farquhar-Smith
et al. 2000); (B) Expression du récepteur CB; (rouge) dans les ganglions rachidiens,
observée par immunohistochimie (Bridges et al. 2003); (C) Ligature du nerf sciatique
révélant le transport axonal antérograde du récepteur CB; observé par autoradiographie
(Hohmann et Herkenham 1999, a); (D) Expression du récepteur CB,; au niveau des fibres

nerveuses cutanées observée par immunohistochimie (Stander et al. 2005).

1.6.2.2. Récepteur CB,

Tel que mentionné précédemment, le récepteur CB; est difficilement détectable
dans le systéme nerveux alors que son expression est enrichie dans les cellules
immunitaires. L’ARNm du récepteur CB, a été observé dans les cellules immunitaires a un
niveau 10 a 100 fois plus élevé que le récepteur CB, selon le type de cellule immunitaire :
lymphocytes B > cellules tueuses (NK) >> monocytes > polymorphonucléaires
neutrophiles > lymphocytes T8 > lymphocyte T4 (Galiégue et al. 1995). Ainsi, la présence
et le role du récepteur CB; s’expliqueraient dans le processus nociceptif par le phénoméne

inflammatoire qui accompagne toute lésion qu’elle soit d’ordre physique, thermique ou
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encore chimique. Cependant, il est également possible d’observer le récepteur CB; dans le
systeme nerveux. En effet, une premiére étude réalisée par FACS (Fluorescence Activated
Cell Sorter) a montré que les cellules des ganglions rachidiens mises en culture expriment
le récepteur CB; (Ross et al. 2001). En outre, une étude récente a non seulement révélé la
présence du récepteur CB, dans les mastocytes, macrophages et kératinocytes de la peau,
mais aussi sur les fibres nerveuses cutanées (Stander e al. 2005). Une autre étude, suite a
une lésion du nerf sciatique, a montré 1’accumulation du récepteur CB; sur la portion
proximale des fibres nerveuses, ce qui laisse supposer un transport axonal du récepteur
CB;. La présence neuronale du récepteur CB, est corroborée par le fait que les neurones des
ganglions rachidiens mis en culture aprés axotomie expriment le récepteur CB,
(Wotherspoon ez al. 2005). Cette méme étude a également montré que le récepteur CB; est
exprimé, suite a une axotomie, dans la corne dorsale de la moelle épinicre. Cette expression
du récepteur CB, proviendrait des fibres afférentes primaires. Le récepteur CB, peut
¢galement Etre retrouvé dans la moelle épiniere sur des cellules microgliales qui sont
activées aprés une lésion nerveuse périphérique (Zhang et al. 2003). En outre, dans un
modele inflammatoire d’encéphalomyélite autoimmune expérimentale, il a été montré par
RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase chain reaction) que les cellules microgliales

ont une synthése d’ARNm du récepteur CB, multipliée par 10 (Maresz et al. 2005).

En résumé, les cannabinoides sont susceptibles de produire une analgésie soit par
une action directe dans le cerveau en stimulant les voies descendantes inhibitrices (par
levée d’inhibition) ou par une action directe dans la moelle épiniére et les fibres nerveuses
périphériques. Différentes études ont montré que les cannabinoides peuvent agir a ces trois
niveaux. En effet, 1’action analgésique des cannabinoides peut s’expliquer, en partie mais
pas complétement, par une activation des voies descendantes inhibitrices (Gutierrez et al.
2003). Les cannabinoides administrés dans les ventricules cérébraux (Martin et al. 1993),
par voie intrathécale (Hohmann ez al. 1999, b; Hama et Urban 2004) ou de fagon topique
(Sawynok 2003; Yesilyurt e al. 2003) produisent un effet analgésique.
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1.6.3. Effets analgésiques des cannabinoides

1.6.3.1. Cannabinoides et douleur aigué

De nombreuses études animales, notamment avec le A°-THC, ont démontré que les

cannabinoides pouvaient étre analgésiques face a la douleur aigué. (voir Tableau I p.18)

Un agoniste spécifique du récepteur CB,, 1’AM1241, a des propriétés
antinociceptives suite 4 une stimulation thermique, que I’agoniste ait été administré
localement ou par voie systémique (Malan ef al. 2001). L’activation du récepteur CB, est
egalement capable d’inhiber les réponses des neurones a large gamme dynamique dans la

moelle épiniére suite 4 des stimulations mécaniques (Elmes et al. 2004).
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Stimulus nociceptif

Réponse

Espéce animale

Voies d’administration

Clamp sur la queue

Morsure du clamp etc. Souris p.o.
Rat s.Cc.
Clamp sur la queue Concentration minimum alvéolaire Rat i.p.
(MAC) de cyclopropane pour
empécher une réponse motrice
Clamp sur la queue Concentration minimum alvéolaire Chien iv.
(MAC) d’halothane pour empécher
une réponse motrice
Thermique sur la queue Retrait de la queue Souris iv,ip.,s.c.,p.o,it.icv
Rat iv, i.p.? it., i.c.v.
Plaque chauffante (patte) Léchage de la patte, saut, fuite Souris iv,ip, s.c., p.o.
Rat iv, i.p, s.c,, i.c.v.
Thermique sur une aire du dos ~ Réflexe de secousse Chien iv.
Pression sur les orteils Réflexe de flexion Clhien iv.
Pression sur la patte arriére Réponses motrices Rat i.p.
E]ectn'que sur le pied Réponses motrices Rat s.C.
Electrigue sur le pied Vocalisation Rat i.p.
Electrique sur le pied Actionnement d’un levier Singe i.p.
Electrique sur le nerf sciatique  Vocalisation ou réponses motrices Lapin Non spécifié
Electrique sur la dent Vocalisation ou réponses motrices Chien iv.

Tableau I : Modéles animaux de douleur aigué pour lesquels le A>-THC présente des effets

analgesiques. (p.o. : per o0s, s.c. : sous-cutanée, i.p. : intra-péritonéale, i.v. : intra-veineuse,

L.c.v. : intra-cérébroventriculaire, i.t. intra-thécale). D’aprés (Pertwee 2001).
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1.6.3.2. Cannabinoides et douleur inflammatoire

Les récepteurs CB; et CB, sont susceptibles de réduire la douleur d’origine
inflammatoire. Une étude récente a démontré que Pactivation des récepteurs CB; ou CB;
par des agonistes spécifiques diminuent 2 Ia fois la réponse nociceptive et 1’cedéme suite a
I'injection de carragénine dans la patte (Conti et al. 2002; Elmes et al. 2005). Egalement,
Iactivation des deux types de récepteurs par un agoniste non sélectif, le WIN 55,212-2,
inhibe I’augmentation de ’expression de c-Fos au niveau des couches superficielles de la
corne dorsale de la moelle épiniére induite par ’injection de carragénine. Cette diminution
de ’expression de c-Fos peut-&tre inhibée par un antagoniste sélectif des récepteurs CB; ou
CB; (Nackley et al. 2003). En outre, lors du test au formol, I’injection locale d’anandamide
agit contre la douleur inflammatoire et son effet antinociceptif peut &tre synergique avec
celui d’anti-inflammatoires non stéroidiens injectés localement (Guindon et al. 2006).
Finalement, dans un modéle de douleur inflammatoire viscérale, des endocannabinoides ont
atténué I’hyperalgésie référée suite  I’inflammation de la vessie causée par I’injection de

turpentine (Farquhar-Smith et Rice 2001).

Les propriétés anti-inflammatoires des cannabinoides, notamment par activation du
récepteur CB,, peuvent prendre part & 1effet analgesique des cannabinoides. Ainsi, toujours
suite & une injection de carragénine dans la patte chez le rat, le cannabidiol a non seulement
diminué le comportement douloureux des animaux mais a également diminué la production
de prostaglandine E2 (PGE2), I’activité de la cyclooxygénase, la production de radicaux
libres dérivés de I’oxygene ainsi que la production de monoxyde d’azote (NO) dans la patte
(Conti et al. 2002; Costa et al. 2004, a). En outre, suite a I’injection intradermique de
capsaicine ou de carragénine, un agoniste spécifique du récepteur CB; a supprimé
I'hyperalgésie reliée a ’inflammation, que ce soit suite a une administration systémique ou
locale (Quartilho et al. 2003; Hohmann et al. 2004). (Voir également (Pertwee 2005) pour

une revue de la littérature).
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1.6.3.3. Cannabinoides et douleur neuropathique

Le phénomene de douleur neuropathique sera évoqué dans les chapitres suivants.
Cependant, nous allons ici mentionner certaines études révélant un effet analgésique des
cannabinoides dans ce type de douleur qui est due & un dysfonctionnement des voies
nerveuses impliquées dans la transmission de I’information nociceptive. En effet, le
cannabinoide synthétique WIN 55, 212-2 s’est révélé efficace pour supprimer les
symptomes de douleur neuropathique dans différents modéles animaux suite a une injection
aigué (Bridges et al. 2001, a; Pascual et al. 2005) ou répétée (Costa et al. 2004, b). D’autres
cannabinoides ont été évalués et ont également supprimé I’hypersensibilité douloureuse
induite par une lésion du nerf sciatique suite & une injection systémique (Fox et al. 2001;

De Vry et al. 2004, a) ou locale au niveau de la patte (Guindon et Beaulieu 2006).

Si dans un certain nombre d’études ces effets semblent mettre en jeu principalement
le récepteur CBy, il semble néanmoins que 1’activation du récepteur CB; puisse également
diminuer les symptomes de douleur neuropathique (Ibrahim ez al. 2003; Sagar et al. 2005;
Valenzano et al. 2005; Whiteside et al. 2005).
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1.7. Cannabinoides : conclusion

Un rdle important du systéme cannabinoide réside dans le potentiel analgésique des
composes qui vont activer ce systéme. En effet, cette fonction est une des plus pertinentes
quant aux applications cliniques des cannabinoides. D’une part les cannabinoides
présentent un profil thérapeutique plus sir que les opioides puisqu’ils ne peuvent pas
produire d’arrét respiratoire, méme en cas de surdosage, étant donné la faible expression
des récepteurs cannabinoides dans le tronc cérébral, contrairement aux récepteurs opioides.
D’autre part, la possibilité de cibler préférentiellement le récepteur CB; majoritairement
situé & la périphérie ou bien encore I’utilisation de médicaments ne franchissant pas la
barriére hémato-encéphalique permettrait d’éviter les effets déléteres connus des
cannabinoides (euphorie ou ivresse cannabique, désorientation spatio-temporelle, troubles
de la mémoire...). Nous avons en effet vu que le systéme cannabinoide se situait a divers
endroits clés de la transmission du message nociceptif, et que ’activation de ce systéme
était efficace dans divers modeles animaux face & différents types de douleur, qu’elle soit
aigué, inflammatoire ou neuropathique. Cette derniére est souvent réfractaire aux
traitements conventionnels et c’est la raison pour laquelle la recherche d’une cible
pharmacologique supplémentaire est souhaitable. Si en condition normale, I’expression des
récepteurs cannabinoides est retrouvée & divers endroits clés du systéme nociceptif, qu’en
est-il lors de la douleur neuropathique ? En effet, 1a chronicité de ce type de douleur est due
a la plasticité du systéme nerveux. Il est de ce fait nécessaire de mieux comprendre

I'implication du systéme cannabinoide dans la douleur neuropathique.
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2. Douleur neuropathique

2.1. Définition

La douleur neuropathique est une douleur chronique due & un dysfonctionnement du
réseau de conduction nerveux impliqué dans la transmission de I’information nociceptive
que ce soit au niveau central ou périphérique. Les causes sont multiples allant d’une 1ésion

traumatique a une infection ou encore 4 un trouble métabolique (voir Tableau II p.22).

Les symptomes cliniques rencontrés peuvent aller de I’hypoesthésie (diminution de
la perception d’un stimulus) i un état d’hyperexcitabilité du systéme nerveux. Dans ce cas,
apparait alors de I’allodynie (douleur produite par un stimulus non douloureux), de
I'hyperalgésie (réponse exagérée & un stimulus douloureux), de I’hyperesthésie
(augmentation de la perception d’un stimulus) ou encore de la dysesthésie (sensation
anormale, déplaisante et non douloureuse). La douleur peut étre soit évoquée (par un

stimulus) soit spontanée de maniére continue ou paroxystique (Boulanger 2005).
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Centrale Périphérique Mixte
(centrale et
Origine Mononeuropathie Polyneuropathie périphérique)
Meétabolique/ Diabéte Diabete
endocrinienne Insuffisance rénale
Nutritionnelle Déficience en vitamine
Infectieuse My¢élopathie du Herpés zoster VIH
VIH
Toxique Alcool
Métaux lourds
Meédicamenteuse Chimiothérapie
Antiviraux
Néoplasique Compression ou Compression ou
envahissement envahissement
tumoral tumoral
Traumatique Traumatisme Section nerveuse Membre
médullaire ou post-chirurgicale fantéme
cranien CPRS
Vasculaire ACV Ischémie périphérique
Vasculites
Compression Compressiondela | Tunnel carpien
moelle épiniére ou
des racines
Autres SEP Névralgie du
Myélopathie post- | trijumeau
radique Guillain-Barré
Plexopathie post-
radique

Tableau II : Exemples de pathologies pouvant causer une douleur neuropathique. (VIH :

virus d’immunodéficience humaine; CRPS : Complex Regional Pain Syndrome; ACV :

accident cérébrovasculaire; SEP : sclérose en plaque) D’aprés (Boulanger 2005).
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2.2. Mécanismes de la douleur neuropathique

La douleur neuropathique n’est pas une entité unique, puisqu’elle peut résulter de
diverses causes (lésions mécaniques, désordre métabolique, infection virale), provoquant
alors un dysfonctionnement du systéme nerveux central ou périphérique impliqué dans la
transmission et le traitement de 1’information nociceptive. Le cas le plus étudié est celui de
douleur neuropathique faisant suite a une lésion nerveuse périphérique. Méme dans ce cas
cependant, il peut se produire des changements tant au niveau central que périphérique qui
vont participer au phénomeéne de douleur neuropathique. Aprés une étude des mécanismes

centraux, nous verrons quels mécanismes surviennent au niveau périphérique.

2.2.1. Mécanismes au niveau central

2.2.1.1. Niveau cérébral

Suite & une lésion nerveuse périphérique, des modifications dans le cerveau peuvent
étre observées dans le cas de douleur neuropathique. Par exemple, dans le cas de douleur du
membre fantdme suite & une amputation, des réorganisations du cortex moteur et sensoriel
sont observées (Karl et al. 2001). Ces réorganisations ne sont pas observées chez des
patients n’ayant pas de douleur malgré un phénoméne de membre fantdme et également
chez les personnes n’ayant pas de membre de fagon congénitale (Flor et al. 1998). Lors
d’une étude de cas, il a été montré par imagerie a résonance magnétique fonctionnelle que
la douleur neuropathique suite a une lésion nerveuse périphérique est en partie due 4 un
arrét de I’inhibition de la nociception provoqué par les changements dans le systéme
nerveux central (Hofbauer et al. 2006). Malgré tout, on connait trés peu I’implication de ces

changements cérébraux dans la douleur neuropathique.
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2.2.1.2. Niveau spinal

2.2.1.2.1. Réorganisation anatomique

Aprés une lésion nerveuse périphérique, il a été proposé qu’une réorganisation
anatomique se mettait en place dans la moelle épiniére pouvant en partie expliquer les
symptomes de la douleur neuropathique tels que ’allodynie et I’hyperalgésie. En effet, dans
des conditions normales, les fibres afférentes nociceptives (fibres C et AJ) font globalement
synapses au niveau des couches superficielles (I et II) de la corne dorsale de la moelle
épiniére alors que les fibres myélinisées de plus gros diamétre (fibres AB du toucher)
forment des synapses au niveau des couches III, IV, V (la couche V regoit également des
afférences Ad) et VI. Or, suite & une 1ésion du nerf sciatique, les terminaisons centrales des
fibres de large diameétre vont innerver la couche I (Woolf et al. 1992; Koerber et al. 1994).
Ainsi, lorsque qu’un stimulus de faible intensité stimule les fibres AP, les neurones de
second ordre de la voie nociceptive sont excités. Ceci a été confirmé par des études
clectrophysiologiques : Aprés une section du nerf sciatique, la majorité des potentiels post-
synaptiques excitateurs enregistrés dans les neurones de la couche I étaient induits par des

stimuli de faible intensité contrairement aux témoins (Kohama et al. 2000).

Cependant, cette théorie ne semble pas confirmée. En effet, il est possible que les
changements considérés comme anatomiques soit plutdt de 1’ordre d’un changement
phénotypique des fibres C. En effet, les premiéres études utilisaient un traceur rétrograde se
liant & un marqueur des cellules de large diamétre, le ganglioside GM1. Aprés une 1ésion
nerveuse, le traceur était trouvé dans les couches superficielles de la corne dorsale de la
moelle épini¢re, suggérant ainsi une innervation des fibres de large diamétre dans les
couches I et II. Or suite 4 une lésion nerveuse, les fibres C subissent un changement
phénotypique pouvant expliquer leur marquage par le traceur. Ainsi, plupart des fibres
marquees seraient des fibres C. Il existe cependant une faible portion de fibres AP pouvant

innerver la couche II de la moelle épiniére, mais il semble que ce mécanisme d’innervation
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soit moins important dans la douleur neuropathique (Hokfelt et al. 2006). En outre, ce
mécanisme ne peut expliquer qu’en partie le phénoméne d’allodynie puisque qu’il ne

survient qu’a partir de deux semaines apreés la lésion.

2.2.1.2.2. Hyperexcitabilité

En réponse a une augmentation des décharges des fibres C apparait un phénomeéne
dénommé « wind-up » principalement dans les neurones nociceptifs non spécifiques de la
moelle épiniére. Ce phénomeéne participe entre autres a 1’hyperexcitabilité de la moelle
épinicre et ferait notamment entrer en jeu les récepteurs NMDA du glutamate (Herrero et
al. 2000). Ces récepteurs canaux sont bloqués en condition normale par un ion magnésium
Mg™. Lorsque la cellule post-synaptique est dépolarisée de fagon soutenue, par exemple
suite 4 la libération de substance P des fibres C venant activer les récepteurs de la
neurokinine 1 (NK1) ou du glutamate sur les récepteurs AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-
méthylisoxazole), I’ion Mg?* ne bloque plus le récepteur NMDA et la cellule devient alors
encore plus sensible & une libération de glutamate dans I’espace synaptique (Rang et al.
2003, a). L’implication du wind-up dans la douleur neuropathique est encore a éclaircir
étant donné qu’il a une durée relativement courte comparée a la sensibilisation due a la
neuropathie. Cependant, plusieurs études ont montré que le blocage des récepteurs NMDA
pouvait améliorer les symptomes de douleur neuropathique dans des études animales (Qian
et al. 1996, Suzuki et al. 2001) ou cliniques (Nikolajsen et al. 1996). Le récepteur NMDA
posséde un site de liaison a la glycine favorisant son activation. Bloquer la liaison de la
glycine semble diminuer 1’allodynie dans les modéles animaux de douleur neuropathique
(Martinez et al. 2002; Christoph et al. 2005) mais une étude clinique récente n’a pu
démontrer la méme efficacité (Wallace et al. 2002). La maniére dont le récepteur NMDA
contribue a la maintenance de la douleur neuropathique n’est que trés peu connue. La
concentration de calcium intracellulaire et 1’activation de la PKC (protéine kinase C)
semblent intervenir dans le processus d’hyperexcitabilité spinale (Bridges et al. 2001, b).

Une étude récente a montré que le géne Homerla (récemment découvert comme ayant un
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réle dans la plasticité synaptique) était exprimé dans la moelle épiniére suite & une
constriction du nerf sciatique. Cette expression était diminuée par un traitement avec le
MK-801, un antagoniste des récepteurs NMDA. Il semble donc que ’hyperexcitabilité
induite par les récepteurs NMDA provoque I’induction du géne Homerla, qui, en facilitant
la plasticité synaptique dans la moelle épiniére, contribuerait aux changements a long terme

impliqués la douleur neuropathique (Miyabe et al. 2006).

Dans le systeme nerveux central, 1’acide y-aminobutyrique (GABA) est un des plus
importants neurotransmetteurs inhibiteurs. Il existe deux types de récepteurs du GABA :
GABA,A et GABAg. Ainsi, ’administration de bicuculline (un antagoniste du récepteur
GABA,) par voie intrathécale induit de I’allodynie de fagon dépendante de la dose (Yaksh
1989). Des animaux neuropathiques traités avec des agonistes des récepteurs GABA, ou
GABAgp montrent moins d’allodynie (Hwang et Yaksh 1997, Rode et al. 2005).
L’expression de ces deux récepteurs est augmentée lors de lésion nerveuse périphérique
(Yang et al. 2004; McCarson et al. 2005) bien que d’autres résultats montrent que
I’expression du récepteur GABAg n’est pas modifiée dans un autre modele de douleur
neuropathique (Engle et al. 2006). Il semble que I’allodynie observée soit due 2 une
diminution de libération de GABA : les niveaux de GABA extracellulaire sont diminués
dans la moelle épiniére lombaire d’animaux neuropathiques (Stiller et al. 1996). Cette
diminution serait due a une diminution de I’expression du transporteur de GABA (GAT-1)
suite a la lésion neuropathique contribuant ainsi a une déplétion de GABA des terminaisons

nerveuses (Miletic et al. 2003).

Plusieurs types de cellules non-neuronales (astrocytes, oligodendrocytes, cellules
microgliales) sont présents dans le systéme nerveux central. Les cellules microgliales
expriment les mémes marqueurs de surface que les macrophages en périphérie et
correspondent a des cellules immunitaires du systéme nerveux. Ces cellules sont activées
suite 4 une lésion du systéme nerveux, une infection ou certains cas de douleur comme la

douleur neuropathique. Des inhibiteurs du métabolisme de la microglie et des astrocytes
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sont capables de bloquer le développement ou de renverser 1’état de douleur neuropathique
(Meller et al. 1994; Milligan et al. 2003). Il semble en fait que la microglie soit responsable
de I'initiation mais non du maintien de la douleur neuropathique puisque la minocycline
(un inhibiteur spécifique de la microglie) empéche le développement de la douleur
neuropathique, mais n’a pas d’effet sur la douleur déja présente (Raghavendra et al. 2003).
L’implication des cellules microgliales dans I’hyperexcitabilité spinale s’explique par le fait
qu’un fois activée ces cellules vont libérer dans 1’espace extracellulaire plusieurs molécules
pro-inflammatoires (TNF-o.: tumor necrosis factor-a, IL-6: interleukine-6, NO :
monoxyde d’azote, ATP : adénosine tri-phosphate, PGs : prostaglandines). Ces molécules
vont alors favoriser la libération de neurotransmetteurs au niveau présynaptique ou vont
augmenter I’excitabilité post-synaptique. Elles vont également induire la prolifération des
cellules microgliales de fagon autocrine. Il a été récemment montré que le récepteur P2X,
était surexprimé sur les cellules microgliales du cété ipsilatéral & une lésion nerveuse
induisant de la douleur neuropathique. L’activation de ces récepteurs 3 ’ATP semble
nécessaire et suffisante pour produire de 1’allodynie mécanique chez les rats (Tsuda et al.
2003). La microglie activée ainsi par I’ATP va libérer du BDNF (Brain derived
neurotrophic factor) qui est responsable de I’inversion de la polarité des courants activés
par le GABA dans la couche I de la corne dorsale de la moelle épiniére. Cette inversion de
gradient anionique serait responsable de I’hyperexcitabilité observée dans les neurones de
la couche I de la corne dorsale de la moelle épiniére (Coull et al. 2005). Voir également

Figure 6 p. 29 et (Marchand et al. 2005) pour une revue de la littérature.



29

Fractalkine .

/mry afferent
neuron . N~ w

Pri
@ A CX,CR1 TLR4™ |

I
_ : FPRL17?
T ATP P2X4, \ Q
° o P2X77
o o Microglia
/ *

cell
[e] CCR2 u'
ccl2™ p38 MAPK, ERK |

o Substance P é NKIR  MHCclassll

D

IL-1B, TNFa, IL-6,
NO, PGs, ATP

g

Figure 6 : Evénements spinaux survenant aprés une lésion nerveuse périphérique. La
terminaison du neurone afférent primaire est entourée de cellules microgliales qui
surveillent et maintiennent 1’environnement dans la moelle épiniére. Suite a4 une lésion
nerveuse périphérique, la microglie sera activée (probablement par les neurotransmetteurs
du neurone afférent primaire) et va libérer plusieurs substances (cytokines, chemokines)
pro-inflammatoires aboutissant a une augmentation de I’activité synaptique. (AMPA : a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid, CX3CRI1: récepteur de Ila
fractaline, EAA : acides aminés excitateurs, ERK : extracellular signal-regulated kinase,
FPLRL1 : formyl peptide receptor-like 1, MHC : complexe majeur d’histocompatibilité,
NKIR : récepteur de la neurokinine 1, NMDA : N-méthyl-D-aspartate, P2X : récepteur a
I’ATP, TLR4 : Toll-like receptor 4). Reproduit d’aprés (Marchand et al. 2005).
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2.2.2. Mécanismes périphériques

Suite a une lésion nerveuse périphérique, pratiquement tous les changements
observés au niveau central, que ce soit dans la moelle épiniére ou le cerveau, sont dus aux
nombreux changements pathophysiologiques apparus dans le systtme nerveux
périphérique. Ces changements comprennent une hyperexcitabilité des neurones afférents
primaires et aussi des décharges spontanées. Divers facteurs entrent en compte dans ces
mécanismes périphériques. La compréhension des mécanismes périphériques est donc

d’une trés grande importance étant donné leur rdle dans 1’étiologie de la maladie.

2.2.2.1. Décharges ectopiques

Contrairement a une situation normale ot il est trés rare de rencontr;er des décharges
spontanées dans les neurones afférents primaires, une l1ésion nerveuse périphérique entraine
une augmentation des décharges spontanées et des décharges évoquées. Ces décharges sont
appelées ectopiques car elles sont produites & un endroit anormal. Elles peuvent provenir du
névrome dii 4 la 1ésion nerveuse ou bien encore de différents endroits le long du neurone
afférent primaire, tels que le ganglion rachidien ou des fibres distales au névrome (Wall et
Gutnick 1974; Wall et Devor 1983; Chen et Devor 1998; Amir et al. 2005). Cette
augmentation d’excitabilité intrinséque aux fibres nerveuses périphériques est notamment
due a une augmentation de 1’expression de canaux sodiques sensibles au voltage (Nay). Il
existe plusieurs types de canaux sodiques (la nomenclature allant de Nayl.l 4 Nayl1.9).
Parmi ceux-ci, deux types semblent impliqués dans le phénoméne d’hyperexcitabilité : le
canal Nay1.3 et le canal Nay1.8. Concernant le premier cité, alors qu’il est trés faiblement
exprimé dans le systéme nerveux périphérique adulte, son expression augmente aprés une
1ésion du nerf sciatique (Waxman et al. 1994; Kim et al. 2001). En outre, ses propriétés
biophysiques correspondent aux décharges rapides spontanées observées dans le cas de
douleur neuropathique. Le canal Nay1.8, voit Iui son expression globale diminuer dans les

ganglions rachidiens mais il s’accumule au site de 1ésion nerveuse périphérique et participe
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ainsi 4 la formation de décharges ectopiques. Ce canal est particuliérement intéressant car il
est exclusivement exprimé dans les neurones ayant des fibres de petit diamétre. Des études
faites avec des souris dont le géne encodant le canal Nay1.8 a été invalidé montrent que ce
canal est nécessaire au développement de décharges ectopiques (Roza et al. 2003). Voir

egalement (Birch ez al. 2004; Devor 2006) pour une revue de la littérature.

Des changements dans 1’expression d’autres canaux loniques peuvent également
expliquer les modifications d’excitabilité des neurones afférents primaires. Ainsi, les
courants du canal calcium sensible au voltage Cay2.2 (type N) est modifié dans les
ganglions rachidiens suite 4 une lésion nerveuse périphérique (Yaksh 2006). Le blocage de

ce canal peut supprimer les symptdmes de douleur neuropathique (Winquist ez al. 2005).

2.2.2.2. Conduction éphaptique

Alors que dans une situation normale, les neurones afférents primaires sont isolés
les uns des autres, lorsque le nerf périphérique est 1ésé, il peut se produire des
communications croisées entre les différents types de fibre du toucher (AB) ou nociceptives
(A8, C). Ces conversations croisées (ou éphaptiques) peuvent survenir au niveau du
névrome (Seltzer et Devor 1979; Amir et Devor 1992). La méme équipe a pu montrer qu’il
y avait une communication croisée entre les neurones afférents primaires dans le ganglion
rachidien. A cet endroit, la nature de la transmission entre les fibres peut étre de nature
chimique (Amir et Devor 1996), électrique (Amir et Devor 2000) ou anatomique avec
'innervation de fibres de petit diamétre formant des anneaux autour des fibres de gros
diametre (McLachlan et Hu 1998). On comprend alors que ce phénomeéne de conduction
ephaptique puisse engendrer de I’allodynie étant donné que la stimulation d’une fibre du

toucher (AB) par un stimulus approprié peut entrainer 1’excitation des fibres nociceptives.
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2.2.2.3. Réle du systéme immunitaire

A Pinstar de I’implication des cellules microgliales dans la moelle épinicre, le
systéme immunitaire est également impliqué dans I’hyperexcitabilité¢ du systéme nerveux
périphérique suite 4 une Iésion nerveuse. Ainsi, comme dans tout tissu endommagé, les
macrophages sont recrutés au niveau du nerf 1ésé. Les macrophages activeraient les cellules
de Schwann par 1’intermédiaire de I’interleukine-1p provoquant des changements dans ces
cellules qui synthétisent alors de nombreuses molécules dont le facteur de croissance
nerveux (NGF) et le TNF-a. Ce demnier peut activer directement les nocicepteurs ou les
sensibiliser indirectement via les prostaglandines. D’autres cellules immunitaires telles que
les mastocytes ou lymphocytes T sont retrouvés au site de lésion ou dans les ganglions
rachidiens, mais leur réle dans la douleur neuropathique n’est pas clairement €lucidé. (Voir

Figure 7 et (Marchand et al. 2005) pour une revue de la littérature).
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2.2.2.4. Repousse axonale

Aprés la Iésion du nerf sciatique, il a été montré que les fibres du nerf saphéne intact
adjacent peuvent innerver les zones atteintes par la dégénération Wallerienne des fibres du
nerf sciatique. Cette innervation collatérale est ensuite remplacée par celle du nerf original
(Devor et al. 1979). Cependant ce phénoméne ne serait pas corrélé avec la sévérité de
’hyperalgésie (Kingery et Vallin 1989). Néanmoins, il semble que le NGF soit déterminant
dans ce phénoméne de repousse axonale collatérale (Ro et al. 1999). On connait peu de
chose sur la sensibilité des terminaisons nerveuses qui ont repoussé, qu’elles viennent de
repousses collatérales ou du nerf 1ésé. Une étude faite chez le chat a montré une
augmentation de la réponse nociceptive suite a une stimulation mécanique des nocicepteurs

ayant repoussé du nerf tibial sectionné (Andrew et Greenspan 1999).

2.2.2.5. Association entre le systéme sympathique et le systéme nerveux sensoriel

Suite 4 une lésion nerveuse périphérique, il existe également un remodelage
anatomique des fibres autonomiques sympathiques. Celles-ci vont innerver les ganglions
rachidiens et former des « paniers » de terminaisons noradrénergiques autour des corps
cellulaires des neurones afférents primaires de gros diameétre (McLachlan e al. 1993). Un
remodelage des fibres sympathiques peut également survenir plus en périphérie (Ruocco et
al. 2000; Grelik et al. 2005). L’association peut étre indirecte via la libération de messagers
des fibres sympathiques tels que la noradrénaline ou I’ATP qui augmenteront 1’excitabilité
des fibres nerveuses périphériques (Moalem et al. 2005). Une association directe est
supportée par les données anatomiques montrant une innervation des ganglions rachidiens
par des fibres sympathiques ainsi que par des données électrophysiologiques (Devor et al.
1994; Michaelis et al. 1996). Cette innervation sympathique est proportionnelle au nombre

de fibres 1ésées, mais n’est pas corrélée avec le niveau d’hyperalgésie rencontré (Kim et al.



34

2001, b). De plus, I’innervation sympathique ne semble pas nécessaire au développement
de la douleur neuropathique (Kim et al. 1999). Toutefois, il semble que ce phénoméne
d’association entre les fibres sympathiques et les fibres nerveuses sensorielles participe au
syndrome de douleur régionale complexe (CRPS) rencontré en clinique (Wasner et al.

2001). Voir également Janig et Baron (Janig et Baron 2003) pour une revue de la littérature.

2.2.2.6. Sensibilisation des nocicepteurs

Les nocicepteurs répondent & une grande variété de stimuli par I’intermédiaire de

plusieurs récepteurs, canaux ou autres molécules de transduction du signal. (voir Figure 8)

-
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Figure 8 : Récepteurs, canaux et mécanismes de transduction des terminaisons des
neurones afférents primaires. Seuls les principaux sont montrés. (ASIC : acid sensitive
ionic channel, ATP : adénosine triphosphate, P2X : récepteur purinergique, TRP: transient
receptor potential, NGF : facteur de croissance neuronal, TrkA Récepteur a activité
tyrosine kinase. Encadrements rouges : médiateurs excitateurs, verts : inhibiteurs). Modifié
d’aprés (Rang et al. 2003, b).
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Les fibres nerveuses afférentes primaires montrent une plus grande sensibilité a
’ATP aprés une lésion nerveuse périphérique, ce phénoméne passerait par ’intermédiaire
des récepteurs P2X (Zhou et al. 2001). Parmi les récepteurs purinergiques, le récepteur
P2X3 (sous forme homomérique ou hétéromérique P2X2/3) est exprimé dans les fibres
afférentes primaires. Un traitement avec un antagoniste peut supprimer les symptomes de la
douleur neuropathique (Jarvis 2003; McGaraughty et al. 2003). L’expression du récepteur
P2X3 est diminuée dans les ganglions rachidiens apres une ligature des nerfs spinaux (Kage
et al. 2002), mais il semblerait que le récepteur canal lui-méme soit plus sensible 4 I’ATP

dans des conditions de douleur neuropathique (Chen ez al. 2005).

Le récepteur TRPV1, sensible a la chaleur nociceptive, est normalement exprimé
par les fibres C. Or dans le cas de lésion nerveuse périphérique ou de neuropathie
diabétique, I’expression du récepteur TRPV1 se voit augmentée notamment dans les fibres
A myélinisées (Hudson et al. 2001; Fukuoka et al. 2002; Rashid et al. 2003, a,b). Ce
phénoméne pourrait expliquer la sensibilisation des récepteurs. Des traitements par des
antagonistes du récepteur TRPV1 suppriment en effet I’allodynie ou I’hyperalgésie dans
des études animales (Walker ef al. 2003; Honore et al. 2005; Culshaw et al. 2006).

Comme nous I’avons vu précédemment, les cellules immunitaires libérent des
médiateurs de 1’inflammation qui peuvent activer les nocicepteurs et les sensibiliser. Les
récepteurs de la bradykinine jouent un role important dans la nociception et dans le
phénomeéne de douleur inflammatoire (Couture ef al, 2001). En plus de ce phénoméne qui
se produit également lors de la douleur inflammatoire, les fibres nerveuses sensorielles vont
surexprimer les récepteurs aux médiateurs de 1’inflammation tels que les récepteurs Bl et
B2 de la bradykinine lors de la douleur neuropathique (Petersen et al. 1998; Levy et
Zochodne 2000). Cependant une étude par imagerie calcique n’a pas révélé d’activation du
récepteur B1 dans les neurones des ganglions rachidiens des animaux neuropathiques
(Brand et al. 2001). En outre, on observe une augmentation des sites de liaison pour des

agonistes du récepteur B2 au niveau des couches superficielles de la moelle épiniére chez
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des animaux ayant une neuropathie diabétique (Campos et al. 2005). Egalement,
Pexpression du récepteur du NGF, TrkA, est augmentée dans les repousses axonales
(Grelik et al. 2005). Ce phénoméne participe 4 la repousse axonale mais pourrait également

favoriser la sensibilisation des récepteurs néoformés.

2.3. Systémes opioides et cannabinoides

La douleur neuropathique résulte d’un déséquilibre entre les mécanismes
pronociceptifs et antinociceptifs. Alors que les effets pronociceptifs viennent d’étre
mentionnés, qu’advient-il de deux des plus importants systémes biologiques de contrdle de

la douleur que sont les systémes opioide et cannabinoide ?

2.3.1. Récepteurs opioides

Jusqu’a présent, quatre types de récepteurs opioides ont été découverts. Il s’agit des
récepteurs p (MOR ou MOP), § (DOR ou DOP), k (KOR ou KOP) et d’un dernier
découvert par homologie de séquence : le récepteur ORL-1 (opioid receptor-like 1) (NOR
ou NOP) (Mollereau et al. 1994).

Parmi les récepteurs opioides classiques (MOR, DOR, KOR), le récepteur MOR a
été le plus étudié étant donné qu’il est le principal médiateur de I’activité des opioides
utilisés couramment (morphine, codéine, méthadone, fentanyl...) (Chauvin et Beaulieu
2005). Diverses études d’immunohistochimie, d’hybridation in situ ou d’autoradiographie
ont revelé que 1’expression du récepteur MOR dans la moelle épiniére était diminuée suite &
une lésion nerveuse périphérique (Besse et al. 1992; Zhang et al. 1998; Kohno e al. 2005).
La diminution de son expression & la surface des cellules peut-étre expliquée par une
augmentation de la phosphorylation (notamment de la Sérine 375) du récepteur, nécessaire
a son internalisation (Narita et al. 2004). Une étude faite par RT-PCR a montré que les
niveaux d’ARNm de MOR étaient diminués dans les ganglions rachidiens et la moelle

épiniére d’animaux neuropathiques expliquant également une diminution de I’expression de
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MOR (Pol et al. 2006). Globalement, les études montrent donc une diminution de
I'expression de MOR, mais il est possible de voir une augmentation au site de la lésion
nerveuse périphérique (Truong ez al. 2003). Concernant les récepteurs DOR et KOR, une
diminution de DOR a été observée dans trois modéles de douleur neuropathique effectués
sur le nerf sciatique (Stone et al. 2004) alors qu’une augmentation de ’ARNm de KOR

dans les ganglions rachidiens est associée a I’allodynie mécanique chez la souris (Sung et
al. 2000).

I est a noter également que la cholécystokinine (CCK) semble jouer un réle dans la
douleur neuropathique en agissant sur le systtme opioide. En effet, la CCK et ses
récepteurs sont considérés comme inhibiteurs du systéme opioide. L’expression de CCK est
augmentée dans les neurones afférents primaires en condition neuropathique. Ce
phénomene semblerait diminuer le contrdle endogéne de la douleur par les opioides puisque
lorsqu’administrée directement, la CCK ne modifie pas les seuils de douleur. Voir

(Dickenson et Suzuki 2005) pour une revue de la littérature.

Concernant le récepteur ORL-1, il n’avait pas de ligand connu jusqu’a la découverte
de la nociceptine (ou Orphanine FQ) (Meunier et al. 1995; Reinscheid et al. 1995). En
effet, les autres opioides n’ont aucune affinité pour ce récepteur. Le récepteur ORL-1
jouerait un faible réle dans le systéme nociceptif en conditions normales (Chauvin et
Beaulieu 2005). En revanche, suite & une lésion nerveuse chez le rat, I’ ARNm de ORL-1 est
augmenté dans la moelle épiniére (Briscini et al. 2002) et dans certaines zones du cerveau
telles que la substance grise périaqueducale et le noyau du raphé magnus (Ma et al. 2005).
Une ¢tude a montré que I'injection d’un agoniste pour le récepteur ORL-1 n’avait pas
d’effet sur la nociception de rats normaux mais avait un effet anti-allodynique sur des rats
neuropathiques (Obara et al. 2005). Cependant, des résultats contraires ont été observés
puisqu’un antagoniste a présenté une activité anti-allodynique et anti-hyperalgésique
(Tamai et al. 2005). Des études plus poussées sont donc 3 effectuer notamment en sachant

que ce récepteur interagirait avec les récepteurs opioides classiques. En effet, un
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antagoniste du récepteur ORL-1 est susceptible d’augmenter 1’effet analgésique de la

morphine contre la douleur neuropathique (Mika et al. 2004).

2.3.2. Récepteurs cannabinoides

Contrairement au systéme opioide, les récepteurs cannabinoides ne sont pas moins
exprimés au cours de la douleur neuropathique. Une rhizotomie ne provoque que peu de
changements dans I’expression du récepteur CB; dans la moelle épiniére (Farquhar-Smith
et al. 2000). Il n’existe en réalité que trés peu d’études ayant évalué I’expression des
récepteurs cannabinoides suite 4 une lésion nerveuse périphérique. Toutes les études

effectuées jusqu’a présent ont révélé une augmentation de I’expression de ces récepteurs.

Concernant le récepteur CB, une des premiéres études & montrer une augmentation
de son expression a été effectuée par Siegling et ses collaborateurs (Siegling et al. 2001).
Ils ont démontré par RT-PCR que 'ARNm du récepteur CB; est augmenté dans le
thalamus suite & une 1ésion de la branche tibiale du nerf sciatique. Au niveau de la moelle
épinicre, suite 4 une lésion du nerf sciatique, il a été montré par immunobuvardage de type
Western et par immunohistochimie que I’expression du récepteur CB, augmente
progressivement suite 4 la lésion nerveuse et en particulier du c6té ipsilatéral 2 la chirurgie
(Lim ef al. 2003). En revanche, on ne connait rien de ’expression du récepteur CB; en
condition neuropathique & la périphérie que ce soit dans le ganglion rachidien ou le

territoire cutané ol se situent les terminaisons nerveuses.

Quant au récepteur CB,, 13 encore on connait trés peu de chose sur son expression
en condition neuropathique. Une étude par hybridation in situ a révélé que ’ARNm du
récepteur CB; était surexprimé au niveau des couches superficielles de la corne dorsale de
la moelle €piniére du coté ipsilatéral suite & une 1ésion du nerf sciatique. Il s’agirait d’une
augmentation dans les cellules microgliales (Zhang et al. 2003). Enfin, une étude récente a
démontré par immunohistochimie que la densité de récepteurs CB, augmente dans les

couches superficielles de la moelle épiniére, dans les neurones des ganglions rachidiens mis
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en culture ainsi que dans les fibres du nerf sciatique préalablement 1ésé (Wotherspoon et al.
2005).

2.4. Traitements pharmacologiques de la douleur neuropathique

Alors que pendant longtemps les opioides ont été considérés comme inefficaces
dans le traitement de la douleur neuropathique, le contraire a été démontré clairement dans
plusieurs études cliniques (Benedetti er al. 1998; Rowbotham et al. 2003). Il semble
néanmoins que les doses nécessaires soient plus élevées pour soulager les patients, ce qui
serait expliqué par les diminutions d’expression ou de fonctionnalité que nous avons
mentionnées précédemment. Malgré cela, le traitement de la douleur neuropathique repose
egalement sur I’utilisation de coanalgésiques, qui sont des molécules faisant partie d’une
autre classe médicamenteuse que les analgésiques bien ' qu’ayant des propriétés
analgésiques. Il peut s’agir des antidépresseurs, des anticonvulsivants, des antiarythmiques,
des sympatholytiques... Les antidépresseurs tels que 1’amitriptyline et les anticonvulsivants
avec la gabapentine font partie avec les opioides de la médication de premiére ligne contre
les douleurs neuropathiques. Malgré les traitements existants, la douleur neuropathique
n’est soignée que partiellement puisque seulement une portion des patients (40 a 50 %) voit
sa douleur soulagée par les traitements actuels d’autant qu’une amélioration de 30 a 40 %
de la douleur est considérée comme une bonne réponse au traitement. Voir (Boulanger

2005) pour une revue détaillée sur la médication utilisée contre la douleur neuropathique.

2.4.1. Amitriptyline

L’amitriptyline fait partie de la famille des antidépresseurs tricycliques capables de
bloquer la recapture des monoamines (sérotonine et noradrénaline), I’amitriptyline agissant
sur les deux transporteurs. Le mécanisme par lequel I’amitriptyline a un effet analgésique

est peu connu. Il est cependant indépendant des effets cliniques primaires, puisque 1’effet
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analgésique survient & des doses du tiers & la moitié inférieure a celles utilisées dans le
traitement des troubles de I’humeur. Le principal effet serait au niveau des voies
descendantes inhibitrices (voir Figure 4) ol les neurotransmetteurs impliqués sont la
noradrénaline et la sérotonine. En effet, I’amitriptyline agit en inhibant la recapture de ces
deux neurotransmetteurs (Pineyro et Azzi 2005). En outre, I’amitriptyline empécherait la
surexpression du récepteur GABAp et maintiendrait ainsi une transmission GABAergique
normale (McCarson et al. 2005). L’amitriptyline peut également bloquer les canaux
sodiques (Kalso 2005), calciques (Hamplova-Peichlova et al. 2002) et jouer le réle
d’antagoniste des récepteurs NMDA (Eisenach et Gebhart 1995). Voir Pineyro et Azzi
(Pineyro et Azzi 2005) pour une revue de la littérature.

2.4.2. Gabapentine

Les anticonvulsivants different entre eux par leur mode d’action contre la douleur
neuropathique. Parmi les principaux sites d’action des anticonvulsivants, la gabapentine a
un effet direct sur les récepteurs du GABA et bloque les canaux calciques (c’est d’ailleurs
par ce mécanisme que la gabapentine s’est révélé étre un anticonvulsivant efficace) (Rang
et al. 2003, c; Boulanger 2005). Cependant, les mécanismes exacts par lesquels la
gabapentine agit sont encore relativement peu connus. Une étude récente a montré que la
gabapentine pouvait diminuer la douleur neuropathique en diminuant la libération de
glutamate au niveau spinal (Coderre et al. 2005). Du fait de son profil thérapeutique
relativement sfir (avec peu d’effets indésirables et peu d’interactions médicamenteuses) la
gabapentine est un des médicaments de premier choix utilisé contre la douleur

neuropathique.

2.4.3. Opioides

Plusieurs €tudes cliniques ont démontré 1’efficacité des opioides dans le traitement
de la douleur neuropathique (Raja et al. 2002; Rowbotham et al. 2003). 1I est conseillé

d’utiliser les opioides contre la douleur neuropathique lorsque les coanalgésiques sont peu
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efficaces ou lorsque le patient présente une intolérance aux coanalgésiques. Si la douleur
neuropathique est particuliérement tenace, 1’administration d’opioides et de coanalgésiques
est recommandeée (Boulanger 2005). Le mécanisme d’action analgésique des opioides passe
principalement par 1’activation des récepteurs opioides MOR, DOR et KOR. Les récepteurs
opioides sont couplés & la protéine Gi/o, ayant pour effet une diminution de I’action de
’adénylate cyclase. Les effets cellulaires de I’activation des récepteurs opioides et
notamment du récepteur MOR sont une inhibition de 1’activité neuronale. En effet, la
protéine G peut agir directement sur les canaux ioniques ou via la phosphorylation des
canaux par PKC et diminuer I’entrée de calcium au niveau présynaptique ce qui réduit la
libération de neurotransmetteurs. Au niveau postsynaptique, I’activité des canaux
potassiques sera augmentée créant ainsi une hyperpolarisation de la cellule. En outre, la
diminution de 1’activité de la protéine kinase A diminue 1’activité des canaux sodiques
sensibles au voltage. Ces effets inhibiteurs réduisent la transmission nociceptive au niveau
spinal et périphérique (Chauvin et Beaulieu 2005). Le récepteur MOR est également
présent au niveau supraspinal dans les zones impliquées dans la modulation de la douleur
(cortex insulaire, hypothalamus, amygdale, substance grise périaqueducale, moelle rostrale
ventromeédiane, et dans le tegmentum du pons dorsolatéral). L’injection d’agonistes du
récepteur MOR & ces divers endroits induit une analgésie. Des neurones de la substance
grise périaqueducale contrdlent les cellules de la moelle rostrale ventromédiane. Cette
demniere posséde deux types de neurones (« on » et « off ») qui ont respectivement un role
facilitateur ou inhibiteur de la transmission du message nociceptif. Les opioides libérés par
les neurones de la substance grise périaqueducale peuvent inhiber directement les cellules
«on » et bloquer I’inhibition GABAergique agissant sur les cellules « off ». On voit ainsi
que c’est également par des mécanismes supraspinaux que les opioides peuvent induire une

analgésie dans la douleur neuropathique. Voir Fields (2004) pour une revue de la littérature.
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2.4.4. Cannabinoides

Nous avons mentionné dans la premiére partie de cette introduction tous les aspects
démontrant le potentiel analgésique des cannabinoides. De nombreuses études animales ont
révelé que les cannabinoides étaient efficaces contre la douleur neuropathique. Une étude
clinique a montré qu’un mélange de A°-THC et de cannabidiol utilisé en spray (Sativex®)
réduisait la douleur neuropathique induite par la sclérose en plaque (Perras 2005). De plus,
les conclusions d’une méta-analyse récente portant sur des études cliniques menées depuis
1997 sont que les cannabinoides produisent objectivement un soulagement de la douleur
neuropathique et qu’ils pourraient représenter un traitement utile dans le cas de douleur
neuropathique résistante aux traitements actuels (Corey 2005). Ainsi, le 19 avril 2005 le
Sativex® a regu une autorisation de mise sur le marché au Canada dans le traitement des

symptomes neuropathiques liés & la sclérose en plaque.

2.5. Mod¢les animaux de douleur neuropathique

Afin de trouver des traitements efficaces, il est nécessaire de mieux connaitre la
physiopathologie de la douleur neuropathique par des études expérimentales permettant de
comprendre plus en détail les mécanismes sous-tendant ce phénomeéne. Pour des raisons
évidentes d’éthique, induire une neuropathie expérimentale chez I’humain n’est pas
acceptable. Ainsi, I’utilisation d’animaux (particuliérement des rongeurs : rat et souris) a
permis d’obtenir de fagon expérimentale et de fagon reproductible un syndrome de douleur
neuropathique. C’est ainsi que les résultats présentés jusqu’d présent lors de cette
introduction proviennent en grande partie d’études effectuées 4 I’aide de modéles animaux
de douleur neuropathique. S’il est évident que les animaux ressentent de la douleur, son
évaluation peut s’avérer compliquée par le fait qu’ils ne peuvent exprimer verbalement ce

qu’ils pergoivent. De ce fait, on observe souvent de maniére indirecte un comportement
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douloureux tel qu’un retrait de la queue ou de la patte suite 4 une stimulation, ce qui est
facilement mesurable en laboratoire. La douleur neuropathique expérimentale nécessite une
lésion nerveuse. Dans le but de combiner une lésion nerveuse périphérique et une mesure
aisée d’un comportement douloureux chez I’animal, les premiers efforts se sont portés sur
le nerf sciatique, un nerf mixte (moteur et sensitif) innervant le membre postérieur et

relativement accessible.

2.5.1. Modé¢les de douleur neuropathique ciblant le nerf sciatique

Une des premiéres expériences a associer une lésion du nerf sciatique au syndrome
de douleur neuropathique telle que la douleur du membre fantdme a été effectuée par Wall
et ses collaborateurs (Wall et al. 1979). Cette étude révélait qu’une axotomie compléte du
nerf sciatique entrainait un phénomeéne d’autotomie (automutilation) au niveau de
’extrémité des membres dont le nerf a été 1ésé. Ce comportement a été relié a de la douleur
neuropathique, mais il est possible que cette automutilation soit reliée 4 un excés de toilette
de I’animal di 4 une perte de sensibilité dans la région concernée par la déafférentation
nerveuse. Pour des raisons éthiques notamment, ce modele est plus rarement utilisé bien

que certains I’utilisent encore (Wolf et al. 2006).

Un peu moins d’une dizaine d’années plus tard, est apparu probablement le modéle
le plus utilisé encore actuellement et qui consiste 4 une constriction chronique du nerf
sciatique par des ligatures laches autour du nerf (CCI pour Chronic constriction injury)
(Bennett et Xie 1988). Ce modele a la propriété de laisser une proportion de fibres
nerveuses « intactes ». Quelques années plus tard, le modéle de ligature partielle du nerf
sciatique a été développé (PSL pour Partial sciatic nerve ligation) (Seltzer et al. 1990). Ces
deux techniques sont toujours assujetties & une variabilité dans la proportion de fibres
lésées. C’est pour cette raison que sont apparus des modéles utilisant des ligatures
compleétes serrées de certaines branches du nerf sciatique en laissant une branche intacte.

Ainsi, la ligature des nerfs spinaux L5 et L6 (SNL pour Spinal nerve ligation) (Kim et
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Chung 1992) et la ligature des nerfs tibial et péronier commun laissant le nerf sural intact
(SNI pour Spared nerve injury) (Decosterd et Woolf 2000) ont été développés (voir Figure
9). Ainsi, ces quatre modeles de 1ésion mécanique sont les principaux utilisés actuellement.
Les animaux présentent tous de 1’allodynie et de I’hyperalgésie ainsi qu’une réduction de
I’appui sur la patte, celle-ci étant recroquevillée, entrainant alors une claudication du

membre touché (Héon 2005).

Il existe d’autres modéles de 1ésion du nerf sciatique (voir Figure 9). Un modéle
équivalent a la constriction chronique du nerf sciatique consiste & placer une gaine de
polyéthylene autour du nerf. Le diamétre interne de la gaine étant calibré, ce modele permet
de réaliser une lésion nerveuse de fagon trés reproductive (Mosconi et Kruger 1996). Selon
le méme principe il est possible de placer un anneau constricteur contenant de 1’améroide
qui gonflera en absorbant I’eau et ainsi exercera une pression sur le nerf (Tzabazis et al.
2004). L’application focale d’un agent chimique démyélinisant peut également induire des
symptomes de douleur neuropathique (Wallace ez al. 2003). Enfin, suite 4 1’administration
systémique d’un agent photosensible (érythrosine B), il est possible & I’aide d’un laser
d’activer cet agent au niveau du nerf sciatique ce qui prévoquera localement une thrombose
(Kupers et al. 1998).
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Figure 9 : Schéma représentant les principaux modéles animaux de douleur neuropathique
sur le nerf sciatique par 1ésion mécanique : CCI (chronic constriction injury), PSL (partial
sciatic nerve ligation), SNL (sciatic nerve ligation), SNI (spared nerve injury). Des
exemples montrant la possibilité de léser le nerf sciatique par des méthodes non

mécaniques sont aussi indiqués. D’aprés (Kupers et al. 1998; Wallace ef al. 2003; Héon

2005).
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2.5.2. Autres modéles de douleur neuropathique périphérique

Afin de mimer I’effet de neuropathie induite par une maladie comme le diabéte, il
est possible de créer des modéles de douleur neuropathique en rendant les animaux
diabétiques par exemple par I’injection de streptozotocine qui va détruire les cellules B du
pancréas (Aley et Levine 2002). Il est également possible de mimer de la douleur
neuropathique induite par le virus de I’herpés en infectant ’animal au niveau du tibia par le
virus de I’herpés HSV-1 (Herpes simplex virus-1) (Takasaki et al. 2000). De la méme
maniére, des injections systémiques de paclitaxel ou de vincristine (agents anticancéreux)
peuvent produire de la douleur neuropathique chez ’animal par un mécanisme qui serait
comparable & celui observé chez les patients avec une neuropathie due a un traitement de
chimiothérapie (Polomano et Bennett 2001; Polomano et al. 2001; Aley et Levine 2002;
Flatters et Bennett 2004). D’autres nerfs que ceux innervant le membre postérieur peuvent
aussi étre visés, tels que différentes branches du nerf trijumeau (Idanpaan-Heikkila et

Guilbaud 1999; Grelik et al. 2005) ou les racines du nerf caudal (Na et al. 1994).

2.5.3. Animaux utilisés

La plupart de ces modeles de douleur neuropathique ont été développés initialement
chez le rat, mais depuis beaucoup ont été directement adaptés chez la souris. Le transfert du
rat a4 la souris peut-étre d’une trés grande utilité étant donné les avancées dans la
compréhension de la douleur neuropathique que peut fournir 1’étude d’animaux
transgéniques. Cependant, une souris n’est pas simplement un rat en modeéle réduit et il peut
y avoir des variation dans les réponses propre & chaque espéce (Bridges et al. 2001, b). Par
exemple, I'injection de morphine cause un effet sédatif et une augmentation du tonus vagal
observés chez le rat mais pas chez la souris (bien que les deux espéces soient sensibles a
Ieffet analgésique de la morphine) (Le Bars et al. 2001, b). Il est ainsi nécessaire de

deéterminer les caractéristiques du modéle murin que 1’on veut développer et ne pas
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considérer qu'une adaptation des techniques chirurgicales suffit lorsqu’on souhaite étudier

la douleur neuropathique chez la souris.

2.5.4. Mesures de la douleur neuropathique chez les animaux

Les premiéres études ont testé la présence de douleur spontanée ou interprétée
comme telle (Wall et al. 1979; Bennett et Xie 1988). Entre 2000 et 2004, la grande majorité
des études utilisant des animaux rendus neuropathiques a utilisé presque uniquement des
mesures d’hypersensibilité en testant 1’apparition d’allodynie et d’hyperalgésie (90% des
¢tudes publiées dans la revue Pain). Ces deux entités peuvent étre quantifiées par des
mesures de seuil ou de réponse évoquée par un stimulus (le plus souvent mécanique ou
thermique). Ces mesures ont I’avantage d’&tre aisées & obtenir, elles peuvent &tre répétées
et quantifiées, et enfin, les patients en clinique présentent le méme type d’hypersensibilité
(Mogil et Crager 2004). Nous allons nous intéresser & des mesures effectuées sur les
membres postérieurs étant donné le nombre important de modéles neuropathiques ciblant le

nerf sciatique.

2.5.4.1. Mesures de I'hypersensibilité mécanique

L’application d’un stimulus mécanique peut étre progressive ou brutale. Un
stimulus progressif aura 1’avantage de déterminer un seuil de perception mécanique. II est
souvent déterminé & I’aide de filaments de von Frey (originellement appelés filaments de
Semmes-Weinstein) qui sont des filaments de diameétre différents permettant d’appliquer
une pression calibrée au point de stimulation. Cette méthode de détermination de seuil
permet de quantifier I’allodynie mécanique par la diminution du seuil de perception
mécanique. Pour déterminer I'’hyperalgésie, il est nécessaire d’appliquer un stimulus
douloureux. Il est possible de déterminer I’hyperalgésie mécanique a 1’aide d’un filament
de von Frey supraliminaire ou encore 4 1’aide d’une pointe émoussée (pin-prick test) (Le

Bars et al. 2001, a).
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2.5.4.2. Mesures de I'hypersensibilité a la chaleur et au froid

La methode de Hargreaves est la principale méthode utilisée pour évaluer
I’hypersensibilité a la chaleur (Hargreaves et al. 1988). Cette méthode consiste a détecter
automatiquement le retrait de la patte de I’animal suite a4 une stimulation thermique
nociceptive, ce qui permet de quantifier un temps de latence. Ainsi, un temps de latence
réduit signifiera que 1’animal présentera de I’hyperalgésie thermique. L’utilisation d’une
stimulation par un laser permet de ne pas avoir un stimulus croissant, le temps de latence
physique étant réduit a sa portion la plus congrue et le temps de latence mesuré restant ainsi

trés proche de la latence de réaction biologique (Le Bars et al. 2001, b).

La mesure de I’hypersensibilité au froid peut se heurter a plusieurs problémes de
définition ou d’interprétation. En effet, parmi les premiéres études a s’intéresser a la
sensibilité au froid, I’allodynie était mesurée a 1’aide d’une plaque froide réglée a 4-5°C
(Bennett et Xie 1988; Seltzer et al. 1990). Or cette température est inférieure au seuil de
nociception par le froid considéré étre de 15°C (McKemy 2005). Dans ce cas, il devait
s’agir d’hyperalgésie au froid et non d’allodynie. Certaines études récentes font la
différence, mais la distinction entre les deux n’est pas encore claire (Obata et al. 2005;
Vissers et al. 2005). En outre, la méthode utilisée consiste 4 placer un animal sur la plaque
froide et de quantifier le nombre de fois que ’animal va lever sa patte ou bien le temps de
latence avant que I’animal réagisse (Jasmin et al. 1998; Allchorne et al. 2005). L’équipe de
Choi et ses collaborateurs a cependant soulevé le probléme que ces évaluations pourraient
également dépendre de douleur spontanée exacerbée par le stress thermique que représente
le fait de placer un animal sur une plaque froide (Choi et al. 1994). Pour passer outre ces
problémes, la méme équipe a décidé d’appliquer de 1’acétone sur la face plantaire de la
patte arriére des animaux. L’acétone en s’évaporant provoque alors une sensation de froid
qui n’est pas douloureuse. Ainsi, chez des animaux témoins, contrairement a des animaux
neuropathiques, il n’a pas été observé de réponse nociceptive suite a4 I’application

d’acetone. En outre, cette méthode consistant & appliquer le stimulus & un endroit localisé
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ne provoquerait pas de stress thermique. Cette méthode développée chez le rat semble ainsi
rendre compte de I’allodynie au froid. La possibilité d’utiliser des animaux transgéniques
combinée avec la découverte récente de récepteurs cellulaires au froid a augmenté la
pertinence de tester I’allodynie au froid avec précision chez la souris (McKemy et al. 2002;
Peier et al. 2002). Ainsi, la mesure de I’allodynie au froid chez la souris a été réalisée i
l'aide de la technique de I’acétone. Mais comme mentionné précédemment, ce qui
fonctionne chez le rat ne fonctionne pas forcément de la méme maniére chez la souris.
Ainsi, bien que I’application d’acétone refléte certainement une hypersensibilité au froid,
chez des animaux neuropathiques par exemple, les animaux témoins (méme naifs),
montrent une réponse nociceptive basale & 1’application d’acétone (Smith et al. 2004, b;
Lee et al. 2005). Nous voyons ainsi que les mesures d’hypersensibilité au froid sont
effectuées principalement par une plaque froide a 4-5°C ou par la techniqﬁe d’application
d’acétone. Si cette derniére refléte mieux I’allodynie au froid chez le rat, il réside cependant

des problemes d’interprétation chez la souris.

En outre, I’application d’acétone ou I’évaluation du comportement sur une plaque
froide ne permet pas & I’animal d’échapper au stimulus désagréable, ce qui peut poser un
probléeme éthique quant au confort de I’animal lors des tests. Une méthode dite de
« preférence de place » permettrait d’évaluer la sensibilité au froid tout en augmentant le
confort de I’animal, puisque cette méthode évalue la propension qu’a ’animal 4 aller dans
un environnement par rapport 4 un autre. Dans le cas de la mesure de sensibilité au froid, il

s’agirait d’un environnement froid par rapport 4 un environnement thermiquement neutre.

2.5.5. Nerf saphéne

Parmi les modéles de douleur neuropathique autres que ceux ciblant le nerf
sciatique, nous n’avons pas encore mentionné le nerf saphéne. En réalité, seulement trés
peu d’études ont associé le nerf saphéne a la douleur neuropathique. Cependant, dans les

études d’autotomie menées par Patrick Wall et ses collaborateurs, le nerf saphéne sectionné
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a augmente I’autotomie induite par une axotomie du nerf sciatique (Wall ez al. 1979). Cette
double axotomie est encore utilisée afin d’évaluer le phénoméne d’autotomie dans la
douleur neuropathique (Banos et al. 1994; Kingery et al. 1999; Wolf et al. 2006). Plusieurs
études ont également montré une implication du nerf saphéne dans les phénoménes de
réinnervation collatérale suite a une lésion du nerf sciatique (Devor et al. 1979). De méme,
le nerf saphéne est impliqué dans I’allodynie et ’hyperalgésie induite par une lésion du nerf
sciatique (Kingery et al. 1993; Tal et Bennett 1994). Une étude électrophysiologique sur
des rats ayant été préalablement traités par la vincristine montre qu’un certain pourcentage
des fibres C du nerf saphéne sont hypersensibles 4 une stimulation thermique ou mécanique
(Tanner et al. 1998). Enfin, quelques études récentes ont montré plus directement le lien
entre une lésion sur le nerf sapheéne et la douleur neuropathique. En effet, le névrome
(masse enchevétrée de prolongements axonaux) produit par 1’axotomie du nerf saphéne
induit de ’activité spontanée dépendante des canaux sodiques Nay1.8 (Roza et al. 2003).
De méme, I’application locale de lysolécithine (un agent démyélinisant) sur le nerf saphéne

entraine de I’allodynie et des décharges spontanées (Wallace et al. 2003).

Un avantage expérimental et éthique est que le nérf saphéne est accessible juste sous
la peau au niveau de la face médiane de la cuisse. Un modele sur le nerf saphéne
n’entrainerait donc pas de lésion musculaire contrairement aux modéles ciblant le nerf
sciatique. En outre, une propriété importante du nerf saphéne est qu’il est exclusivement
sensitif. Au point de vue expérimental, un modéle de douleur neuropathique sur le nerf
saphéne permettrait en ne lésant pas de fibre motrice d’empécher que la patte ne prenne une
position recroquevillée. Ce simple fait permet en outre d’évaluer avec plus de précision
Phypersensibilité mécanique qui dépend grandement du poids que met 1’animal sur chaque
patte (Le Bars et al. 2001, b). En outre, il serait plus évident de mesurer et d’interpréter les
réactions motrices de 1’animal si celui-ci n’a pas de probléme moteur suite 4 une lésion
nerveuse. Par ailleurs, il est 4 noter qu’une rhizotomie ventrale (comportant des fibres
motrices) au niveau L5 entraine de I’hyperalgésie thermique (Obata ez al. 2004; Obata et al.

2006). Ainsi, le fait d’étudier un nerf typiquement sensitif en comparaison avec les autres
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modeles utilisant un nerf mixte (comme le nerf sciatique) ou de rhizotomie ventrale
permettrait de connaitre avec précision le rdle qu’auraient les fibres motrices dans la
douleur neuropathique. Un autre avantage du nerf saphéne est qu’il est utilisé dans une
préparation électrophysiologique ex vivo : la préparation nerf-peau (Reeh 1986). Ce modele
permet d’étudier avec précision les fibres afférentes primaires ainsi que leurs champs de
perception cutanés. Il serait alors possible d’étudier avec précision les champs de

perception d’un nerf rendu neuropathique, ce qui n’a jamais été réalisé j usqu’a présent.

Enfin, comme nous 1’avons mentionné, en clinique la douleur neuropathique n’est
pas une entité unique mais peut étre le résultat de diverses causes. Le développement de
modeles tels que ceux de neuropathie diabétique, de neuropathie induite par des agents de
chimiothérapie, des agents démyélinisant etc., nous montre qu’il existe un besoin dans la
variation des modéles neuropathiques. C’est cette pluralité de modeles qui permettra de

mieux comprendre le syndrome de douleur neuropathique.

3. Hypothéses de recherche

Dans le but de mieux comprendre le phénoméne de la douleur neuropathique, nous
nous proposons de développer un nouveau modele de douleur neuropathique périphérique
par lésion nerveuse mécanique chez le rat et la souris. Pour cela, plusieurs points d’étude

seront a effectuer :

e Afin de déterminer la faisabilité d’un tel modele sur un nerf exclusivement sensitif
nous devons étudier si une Iésion du nerf saphéne entraine I’apparition d’allodynie
(mécanique et au froid) et d’hyperalgésie (mécanique et thermique) au cours du

temps apres la procédure chirurgicale chez le rat et la souris.
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Comme nous I’avons mentionné, on ne dispose pas de technique convenable de
mesure de l’allodynie au froid chez la souris. Afin d’éviter les problémes
d’interprétations inhérents aux techniques actuelles, nous proposons d’étudier le
comportement des souris neuropathiques face au froid dans un paradigme de
préférence de place. Cette technique nécessite un haut niveau d’intégration du
systéme nerveux central étant, plus proche de ’évaluation de la douleur clinique. 11

ne s’agirait alors plus « simplement » de mesure de réflexe nociceptif.

Dans le but de savoir si le modéle de douleur neuropathique sur le nerf saphene peut
se comparer a ce qui est rencontré en clinique et dans les autres modéles animaux,
une validation pharmacologique sera effectuée a 1’aide de différentes classes de
médicaments utilisés contre la douleur neuropathique (morphine, gabapentine,

amitriptyline et cannabinoides).

Afin de vérifier que le modéle de douleur neuropathique du nerf saphéne est
applicable & la technique électrophysiologique nerf saphéne-peau, nous allons
observer les changements électrophysiologiques (modification de ’innervation et

décharges ectopiques éventuelles) que la 1ésion du nerf saphéne engendre.

Enfin, peu d’études ont été effectuées sur Pexpression des récepteurs CB,; et CB,
dans le cas de douleur neuropathique, notamment en périphérie. Etant donné
I'importance du systéme cannabinoide, nous voulons étudier son implication dans
ce modele en évaluant I’expression des récepteurs CB, et CB, au cours du temps a
divers endroits clés de la transmission nociceptive que sont le territoire cutané, le
ganglion rachidien et la moelle épiniére. Une évaluation du systéme opioide sera

egalement effectuée par 1’étude de I’expression du récepteur MOR.
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Abstract

The saphenous partial ligation (SPL) model is a new, easily performed, rodent model of
neuropathic pain that consists of a unilateral partial injury to the saphenous nerve. The
present study describes behavioral, pharmacological and molecular properties of this
model. Starting between three to five days after surgery, depending on the modality tested,
animals developed clear behaviors indicative of neuropathic pain such as cold and
mechanical allodynia, and thermal and mechanical hyperalgesia compared to naive and
sham animals. These pain behaviors were still present at one month. Signs of allodynia also
extended to the sciatic nerve territory. No evidence of autotomy or bodyweight loss was
observed. Cold and mechanical allodynia but not thermal and mechanical hyperalgesia
were reversed by morphine (4 mg/kg i.p.). The cannabinoid receptor agonist WIN 55,212-2
(5 mg/kg i.p.) improved signs of allodynia and hyperalgesia tested except for mechanical
hyperalgesia. Gabapentin (50 mg/kg i.p.) was effective against cold and mechanical
allodynia but not hyperalgesia. Finally, amitriptyline (10 mg/kg i.p.) failed to reverse
allodynia and hyperalgesia and its administration even led to hyperesthesia.
Neurobiological studies looking at the expression of p opioid receptor (MOR), cannabinoid
CB; and CB; receptors showed a significant increase for all three receptors in ipsilateral
paw skin, 1.3-L4 dorsal root ganglia and spinal cord of neuropathic rats compared to naive
and sham animals. These changes in MOR, CB; and CB; receptor expression are
compatible with what is observed in other neuropathic pain models and may explain the
analgesia produced by morphine and WIN 55,212-2 administrations. In conclusion, we
have shown that the SPL is an adequate model that will provide a new tool for clarifying
peripheral mechanisms of neuropathic pain in an exclusive sensory nerve.

Key words: Neuropathic pain, allodynia, animal models, saphenous nerve, mu opioid

receptors, cannabinoid receptors.
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Introduction

Diseases or trauma affecting peripheral nerves often induce the development of
neuropathic pain, which is characterized clinically by hyperalgesia and allodynia. In recent
decades, animal models have been developed in order to have a better understanding of the
pathophysiology of neuropathic pain and to test new drugs. Many models of physical nerve
injury are targeted at the sciatic nerve. They impart a partial injury of the nerve using
different techniques such as chronic constriction injury (CCI, Bennett and Xie, 1988),
partial sciatic nerve ligation (PSL, Seltzer et al., 1990), spinal nerve ligation (SNL, Kim
and Chung, 1992), spared nerve injury (SNI, Decosterd and Woolf, 2000) and tibial nerve
injury (Hofmann et al., 2003). Despite the advances that these models have brought us in
terms of understanding the mechanisms of neuropathic pain, many questions remain
unanswered. |

In order to approach the complex pathophysiology of neuropathic pain from a different
angle, we decided to develop a neuropathic pain model based on the saphenous nerve. One
of the first experiments showing an implication of the saphenous nerve in neuropathic pain
was described by P. Wall et al. (1979). The authors showed that a complete ligation of the
saphenous nerve increased autotomy (a sign of anesthesia dolorosa) induced by ligation of
the sciatic nerve. Later, the participation of the saphenous nerve in mechanical allodynia in
the medial territory of the paw, following a CCI, was demonstrated (Tal and Bennett,
1994). In that case, transection of the saphenous nerve was used as a complementary
explanation for the phenomenon that occurred on the sciatic nerve.

We have also developed a new model of neuropathic pain by partial ligation of the
saphenous nerve for the following reasons: First, this model is less traumatic for the animal
and easier to perform because of the superficial localization of the saphenous nerve on the
anterior part of the thigh. In addition, this model is performed on an exclusively sensory
nerve so that it is possible to discern any effect on motor fibers, as observed with the sciatic

nerve which is a mixed one. Finally, this new model is an ideal one to use in the well-
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known skin-nerve preparation (Reeh, 1986) for gaining a better understanding of the
peripheral mechanisms of neuropathic pain.

We describe the development of the neuropathy after saphenous nerve partial ligation
(SPL). To better characterize this new model, we studied the effects of standard analgesic
drugs used in the treatment of neuropathic pain such as morphine (opioid agonist), WIN 55,
212-2 (cannabinoid agonist, only used in animal studies), and the adjuvant drugs
gabapentin and amitriptyline. In addition to behavioral and pharmacological experiments,
Western blot analysis were performed to evaluate if changes in the expression of the n
opioid receptor (MOR) and of the cannabinoid CB; and CB, receptors occurred at the paw
skin innervated by the saphenous nerve, at the L3-L4 dorsal root ganglia (DRG) and at the

spinal cord.

Experimental procedures

All procedures conformed to the Canadian Council on Animal Care guidelines and we
received authorization from the animal ethics committee of the Université de Montréal. The
animals were housed two per cage with a bedding of wood sawdust (8 - 16 mm) (Pro Chip,
Canada) and maintained on 12 hours dark-light cycle with free access to food (18.0%
protein, 4.5% fat, 5.5% fiber, 7.0% ash, 2.5% added minerals) (Charles River, Canada) and
water. During periods of testing, rats were brought to the testing room one day before
testing and there, they were kept on natural daylight. Thirty six male Wistar rats (175-200
g) were used to assess the development of the neuropathy and were dispatched in either
SPL, sham or naive groups of 12 animals each. Eighty-four rats were used to test standard
pharmacological compounds and 24 were used for Western blot analysis. During sensory
testing, animals were placed in elevated Plexiglas boxes (21 x 17 x 14 cm) with a 0.7 cm
diameter mesh floor, except for thermal hyperalgesia testing where the boxes had a dry
glass floor. In testing boxes, rats were allowed to acclimatize for 15 min or until
exploratory behavior ceased. On a given day, the sequence of behavioral testing for each

animal was: cold allodynia (acetone), mechanical allodynia (von Frey hairs), mechanical
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hyperalgesia (pin prick) and thermal hyperalgesia (plantar test). The rationale was that the
sequence of testing should start with the least stressful tests and finish with the most
disturbing ones, in order to minimize the influence of one test on other ones. Therefore,
mechanical and thermal hyperalgesia testing were performed last. Acetone, von Frey hairs
and pin prick techniques are performed on a mesh floor, so the plantar test was performed
last because it minimized handling, thus stress (one change of environment instead of two).

The time to complete one battery of tests was approximately 45 min.

Surgery

Under gaseous anesthesia with isoflurane (1-2%) in oxygen, a small incision (6-7 mm)
was made on the anterior surface of the right thigh at a distance of one cm medial to the
anterior superior iliac spine, the skin incision being transversal to the saphenous nerve. At
that point, the saphenous vein is easily identified through the skin of a shaved animal,
running parallel and medial to the nerve. The nerve was gently exposed under microscope
magnification (20x). In the operated group, 30-50% of the nerve was trapped in a tight
ligature made with an 8.0 Nylon suture, whereas in the sham-operated group, the nerve was

left intact. For the two groups, the wound was closed with two skin staples.

Sensory testing
Cold allodynia

Cold allodynia was assessed using the acetone drop application technique (Choi et al.,
1994). Briefly, a drop of acetone was gently applied on the medial part of the plantar
surface of the paw from the tip of a one mL syringe without touching the skin. The acetone
quickly spreads over the plantar face and the medial hairy skin innervated by the saphenous
nerve. A response was considered positive if the animal withdrew his paw following
application. The acetone was applied five times with 1-2 min between each test and a

percentage of positive responses was calculated.
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Mechanical allodynia

Mechanical allodynia was tested with von Frey hairs (Senselab aesthesiometer, Somedic,
Sweden). The medial plantar surface of the paw was stimulated with a series of von Frey
filaments of ascending forces (with a range comprised between 0.63 and 235 mN). For each
filament, the stimulus was repeated five times with an interval of 1-2 s between each
stimulation. The threshold was determined as the lower force that evoked a withdrawal

response to one of the five stimuli (Tal and Bennett, 1994).

Mechanical hyperalgesia

Mechanical hyperalgesia was evaluated using a safety pin: the medial plaﬁtar surface of
the hind paw was briefly stimulated at an intensity sufficient to indent but not to penetrate
the skin. The duration of paw withdrawal was recorded: a brief normal response was
considered to be 0.5 s and the maximum time recording was arbitrarily stopped at 10 s.
Each result is expressed as the mean of three measurements. Intervals between tests were of

at least three minutes (Decosterd and Woolf, 2000).

Thermal hyperalgesia

Thermal hyperalgesia was assessed using an infrared noxious heat stimulus (Plantar test,
Ugo Basile, Italy). The center of a focused beam of radiant heat was applied to the medial
plantar surface of the hind paw and the withdrawal latency time recorded. Results of each
test are expressed as the mean of three withdrawal latencies (s). Three minutes was allowed

between each test (Hargreaves et al., 1988).
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Development of the neuropathy

The time-course of expression of the neuropathy was assessed by testing animals three
days prior and every two days after the surgery during two weeks, then every week until
one month postsurgery. Each test was made on both the operated and the contralatera] hind

paws.

Effects of saphenous partial ligation on sciatic nerve territory
After having evaluated baseline sensory threshold of 20 rats on the lateral plantar face of
the paw (sciatic nerve territory), 10 of them had a SPL and 10 remained sham rats. Two

weeks after surgery, mechanical allodynia and hyperalgesia were assessed in each group.

Pharmacological interventions

Sensory thresholds were assessed preoperatively and 14 days postoperatively. The day
after, standard drugs were tested to characterize the model. Animals were randomized into
five groups and received either morphine (4.0 mg/kg i.p.) (Hofmann et al., 2003) in 0.9%
saline solvent, a synthetic cannabinoid CB; and CB, agonist (WIN 55,212-2) (5.0 mg/kg
‘ 1.p.) in 0.9% saline + 40% dimethylsulfoxyde (DMSO) solvent (Bridges et al., 2001),
gabapentin (50 mg/kg i.p.) (Abdi et al., 1998; Hofmann et al., 2003; De Vry et al., 2004)
and amitriptyline (10 mg/kg i.p.) (Iddnp4én-Heikkild and Guilbaud, 1999; Esser and
Sawynok, 1999) both in 0.9% saline. The fifth group only received 0.9% saline + 40%
DMSO solvent as a control. Each drug was administered 45 min before testing in a volume
of 2 mL/kg. The experimenter was blinded to the drug administered. In order to test if
intraperitoneal injection would change pain behavior, 12 of the SPL and six of the naive
rats received an injection of 0.9% saline (2 mL/kg) and were used as control for the
following experiments. Indeed, in order to evaluate if any of the drugs injected had an
effect per se, 24 naive rats were divided into four groups of six animals and received either
morphine, WIN 55,212-2, gabapentin or amitriptyline in the same solvents and at the same

concentrations as SPL animals. Naive animals followed the same testing protocol as SPL



62

rats with first baseline testing, then two weeks later, an assessement following no injection,
vehicle or pharmacological compounds. Therefore, time- and age-matched rats could be

compared to SPL animals.

Drugs
Morphine was provided by the CHUM pharmacy (Montréal, Québec), WIN 55,212-2 was

purchased from Tocris Cookson Inc. (UK), and gabapentin and amitriptyline were supplied
by Sigma-Aldrich (Canada).

Receptor expression
Tissue sampling

Fourteen days after surgery, animals (naive, sham and SPL, n = 6 per group) were
euthanized with inhaled CO; and the ipsilateral foot hairy skins, L3-L4 DRG and total L3-
L4 spinal cords were removed and snap frozen in liquid nitrogen. Furthermore, L.3-L4
spinal cord samples (from SPL animals, n = 6) were divided between ipsi and contralateral
sides (by using the posterior median sulcus of the spinal cord as a guide for sagittal section)

in order to assess if receptor expression would be different between each side.

Preparation of membrane fraction

Tissues of each individual rat were treated separately. Membrane fraction was prepared to
enrich the receptors being studied and facilitate their detection. This was done according to a
modification of the procedure described by Nagahama et al. (2003). Frozen tissue samples
were homogenized in ice-cold 50 mM Tris-HCI buffer pH 7.4 containing 250 mM Sucrose
and 1 mM phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF) with a polytron. The homogenate was
centrifuged at 120 g for 10 min at 4°C. The supernatant was centrifuged at 100,000 g for 60
min at 4°C. The pellet containing the enriched membrane fraction was resuspended in 0.9%

NaCl containing 1% SDS and 1 mM PMSF and stored at ~80°C until analysis.
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Western blot analysis

The protein concentrations in samples were determined using a BCA protein assay kit
(Pierce, Roékford, IL). Bovine serum albumin was used as reference protein. Samples
(spinal cord and skin 50 pg; DRG 25 ug) were electrophoretically separated on 9% SDS-
polyacrylamide gels and transferred onto nitrocellulose membrane. Receptors (CB;, MOR
and CBy) were evaluated using polyclonal goat anti-human CB; (1/ 100), rabbit anti-human
MOR (1/200) from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) and rabbit anti-human CB,
(1/2000) from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI), respectively. Primary antibodies were
incubated with blot overnight at 4°C. Immune complexes were revealed by secondary
antibody (swine anti-goat IgG from Biosourse International and Goat anti-rabbit IgG from
Sigma (Oakville, ON, Canada), coupled to peroxidase and the Luminol derivative of Lumi-
Light plus Western blotting substrate (Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada). Immune
reaction intensity was determined by computer-assisted densitometry on exposed Biomax
MR film.

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), a constitutively expressed
protein, was also measured by Western blot using a polyclonal rabbit anti-human GAPDH
(1/1000) from ABCAM (Cambridge, MA) as a gel loading control.

Results are reported as a ratio of receptor on GAPDH expression. The reported values are
percentages of the mean value obtained for the control samples. Each blot was done in
duplicate.

Specificity of the antibodies was established by immuno-neutralization of the antibody
solution with specific synthetic peptide obtained from the manufacturers of the antibodies.
By using 10 times excess of peptide, it was possible to determine that the major band
observed in the control (non-neutralized) sample disappeared on the test blot. This band
had a molecular weight of 58 kDa for the CB;, 45 kDa for the CB, and 47 kDa for the
MOR. GAPDH was detected at 35 kDa.
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Statistical analysis

Statistical significance was determined for time-course of the neuropathy by one-way
ANOVA with Dunn’s method for multiple comparisons between ipsilateral values for
naive, sham and SPL rats. Confirmation of allodynia and hyperalgesia for SPL rats that
underwent drug treatment was made by ¢-tests. Drug effects were determined by one-way
ANOVA with Dunn’s method for multiple comparisons versus control group. ANOVA on
ranks were performed when non parametric data were evaluated. Effect of SPL on the
sciatic nerve territory was evaluated with #-tests. Western blot results were compared by
one-way ANOVA with Dunnett post hoc tests for multiple comparisons versus naive
animal tissues. Significant difference between ipsi and contralateral values were compared
using z-test (SigmaStat v2.03, Jandel Corporation, USA). P < 0.05 was considered
statistically significant.

Results
Development of the neuropathy
General observations .

After surgery, no sign of autotomy or bodyweight loss was observed. The toes were not
ventroflexed as is often seen with the sciatic nerve models. No motor impairment was
observed following partial ligation of the saphenous nerve.

Sham and naive animals (control groups) behaved in the same way on the ipsi and
contralateral sides; there was no significant difference in each modality tested throughout

the period of testing.

Cold allodynia

From the fifth day postsurgery to the end of the observation period, operated animals
showed a significant increase in sensitivity to acetone application on the ipsilateral SPL
paw, compared to both sham and naive rats (Fig. 1A). On the contralateral side, no

difference was observed between SPL, sham and naive animals.
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Mechanical allodynia

Compared to sham and naive animals, a significant decrease of approximately 70% in the
mechanical threshold on the saphenous territory was observed three days after surgery on
the ipsilateral side of SPL animals and remained so during one month (Fig. 1B). On the
contralateral side of SPL rats, some points around two weeks postsurgery were significantly

different from either the sham or the naive values, but not different from both of them.

Mechanical hyperalgesia

Saphenous partial ligation animals displayed si gnificantly increased response to pin prick
stimulation but not constantly, with significant responses being observed between five and
11 days and at three and four weeks postsurgery. The contralateral side in the three groups

displayed no response throughout the period of testing (Fig. 1C).

Thermal hyperalgesia

After surgery, SPL rats showed significantly decreased withdrawal latency of 4-5 s on the
ipsilateral paw compared to the sham and naive rats from nine days postsurgery until the
end of the experiments. On the contrary, withdrawal latencies were not significantly

different on the contralateral side (Fig. 1D).

Contribution of the sciatic nerve

We tested SPL animals for signs of mechanical allodynia and hyperalgesia in the sciatic
nerve territory of the paw. Two weeks after surgery, SPL animals displayed significant
lower mechanical threshold in the sciatic nerve territory when allodynia was tested. The
ipsilateral paws were more sensitive to mechanical stimulation compared to sham animals.
No significant difference was observed in the response to pin pricks in the sciatic nerve

territory (Fig. 2A-B).
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Pharmacological interventions

Control animals

The study made on naive animals showed that the values of no injection and of 0.9%
saline i.p. injection were the same; therefore, saline injection was taken as the control.
Since no difference was observed between the six naive rats that received no injection and
the six naive rats that received a saline control injection, we decided to pool these rats
which are represented by the “naive” group on the left aspect of the right panel. Thus a
group of 12 time-matched naive animals could be compared with the SPL control group of
rats (Fig. 3).

Morphine, WIN 55,212-2 and gabapentin administration led to the same pattern of
response as in control animals and thus did not induce hypoalgesia. On the contrary,
amitriptyline injection increased sensitivity to acetone and decreased the mechanical
threshold in a significant manner. Finally, amitriptyline had no significant effect on
mechanical and thermal hyperalgesia in naive rats (Fig. 3, left panel).

Fourteen days after surgery, SPL animals clearly displayed signs of allodynia and
hyperalgesia. As no difference was noted between 0.9% saline, 0.9% saline + 40% DMSO

and no injection conditions (data not shown), 0.9% saline was taken as the control group.

Drug testing

Morphine (4 mg/kg, i.p.) significantly reversed cold and mechanical allodynia (Fig 3A and
B). However, the mean withdrawal response after pin prick was not significantly different
from controls (Fig.3C) and thermal hyperalgesia was not reversed by morphine. (Fig 3D).
WIN 55,212-2 (5 mg/kg, i.p.) significantly reduced cold sensitivity (Fig. 3A), mechanical
allodynia (Fig. 3B) as well as thermal hyperalgesia (Fig. 3D) on the ipsilateral side but it
was not significantly effective against mechanical hyperalgesia (Fig. 30).

Gabapentin (50 mg/kg, i.p.) significantly alleviated cold and mechanical allodynia
symptoms (Fig. 3A and B) but did not improve mechanical and thermal hyperalgesia (Fig.
3C and D).
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Amitriptyline (10 mg/kg, i.p.) was unable to reverse cold or mechanical allodynia as well as
mechanical and thermal hyperalgesia (Fig. 3A, B, C and D). Moreover, SPL animals
treated with amitriptyline displayed significant mechanical allodynia on the contralateral
side (Fig. 3B).

Receptor expression
Mu opioid receptor

Mu opioid receptor expression was increased in the ipsilateral skin and DRG, and the L3-
L4 spinal cord of neuropathic (SPL) animals compared to naive and sham rats (Fig. 4A).
The largest increase of MOR was localized in the DRG (52% increase).

Cannabinoid receptors

Western blot analysis revealed that both cannabinoid CB; and CB, receptor expression
was significantly increased in the ipsilateral skin and DRG, and [.3-14 spinal cord of SPL
rats (Fig. 4B and C). For each receptor the largest increase of expression was located at the
spinal cord (78% and 59% for cannabinoid CB; and CB, receptors, respectively). The

expression of cannabinoid receptors did not differ between naive and sham rats.

Hemisectioned spinal cords
The expression of MOR and cannabinoid CB,; and CB, receptors was significantly higher

in the ipsilateral spinal cords than in contralateral ones (Fig 4D).
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Discussion

We have developed and characterized a new animal model of neuropathic pain targeted at
the saphenous nerve. Saphenous nerve partial ligation produces typical symptoms of
neuropathic pain such as allodynia and hyperalgesia. This model is easily and quickly
performed and contrary to most sciatic nerve models, no muscle lesion is produced since
the ligation is performed in the middle anterior part of the thigh, where the saphenous nerve
is located just beneath the skin. Hence, this model corresponds to ethical guidelines from
the International Association for the Study of Pain (IASP), which tend to minimize
suffering of animals (Zimmermann, 1983). In addition, the saphenous nerve offers the
opportunity for studying neuropathic pain on an exclusively sensory nerve. Despite the fact
that this prevents motor impairment, such as ventroflexion of the foot observed with sciatic
nerve models, our model confirms that the development of the neuropathy is possible
without participation of motor fibers, which is consistent with a recent study of induction of
neuropathic pain by demyelination (Wallace et al., 2003). In this study, a focal treatment of
either the sciatic or the saphenous nerve by lysolecithin induced mechanical allodynia and
thermal hyperalgesia. Finally, another advantage of the SPL compared to sciatic nerve
models is that it can easily be used in the skin-nerve preparation (Reeh, 1986) to allow
recordings of action potentials from single fibers of the saphenous nerve (above or below

the injury) after stimulation of the receptor field on the paw skin.

Time-course of neuropathic pain

Like other models, SPL induced signs of hypersensitivity very rapidly (from three to five
days post surgery) and these lasted for at least one month. A characteristic of the SPL
model is that it affected pain behavior in the four modalities tested. Indeed, it displayed
clear signs of cold and mechanical allodynia as well as thermal hyperalgesia, whereas signs
of mechanical hyperalgesia were not present constantly in a significant manner. This is in
accordance with other neuropathic pain models where each modality is not present with the

same magnitude. A comparison of CCL, PSL and SNL showed for example that SNL
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produced stronger mechanical allodynia than CCI (Kim et al., 1997). In the same way,
tibial nerve injury induced mechanical allodynia and thermal hyperalgesia, but the latter
was less robust than the former (Hofmann et al., 2003). The variability of the test may
explain why mechanical hyperalgesia was not detected more often in SPL animals
compared to sham and naive rats. This variability could be due to the test itself since a pin
prick stimulus is very hard to reproduce with the same intensity or to a specific property of
SPL. Indeed, a recent study comparing five different rat models of peripheral nerve injury
on the sciatic nerve showed that the response to pin prick test remained relatively stable
over time (Dowdall et al., 2005). Moreover, the responses obtained were of greater
amplitude than the one we observed with the SPL model. These differences may be due to
the fact that the saphenous nerve is exclusively a sensory one, but this remains speculative.
The use of another method to assess mechanical hyperalgesia such as suprathreshold
mechanical stimulus using von Frey hair (Fu et al., 2004) should be assessed in order to
conclude definitively about SPL and the development of mechanical hyperalgesia.

SPL surgery induced some contralateral effects, especially when mechanical allodynia
was tested, but these were of small magnitude using our method of comparison, which
could not show any difference between SPL and both sham and naive contralateral values.

Extra-territorial pain is observed after SPL. Indeed, after surgery, animals displayed clear
mechanical allodynia on the territory of the sciatic nerve on the ipsilateral side. Similarly,
Tal and Bennett (1994) have shown that CCI induced mechanical allodynia and
hyperalgesia on the territory of the saphenous nerve. Collateral sprouting is one of the
possible explanations of extraterritorial pain behavior, but there is no evidence for
abnormal sensitivity of collateral sprouts. Therefore, a phenomenon of central sensitization
is also possible. Again, it is not clear which mechanism explains extraterritorial pain in our
model, but the use of the skin-nerve preparation with our model could clarify some of these

aspects.
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Pharmacological studies

Pharmacological characterization of the model was done using specific drugs that have
been shown to be active in neuropathic pain. The use of opioids in neuropathic pain is
however controversial. Clinical and animal studies have either shown negative (Iddnpidin-
Heikkild and Guilbaud, 1999; Ohsawa et al., 2000) or positive (Scott et al., 2002;
Rowbotham et al., 2003; Hofmann et al., 2003; Zhao et al., 2004) results. In the SPL model
of neuropathic pain, animals given morphine only responded positively to cold and
mechanical allodynia. Morphine half-life is about 115 min in rats (Iwamoto and Klaassen,
1977). A battery of tests lasted for approximately 45 min, so hyperalgesia testing was
completed 90 min after morphine injection. Hence, a possible decrease in the effects of
morphine at the time of thermal hyperalgesia testing could explain the lack of efficacy of
morphine. Another explanation could be that following i.p. injection, morphine could
undergo significant first-pass metabolism. Therefore, the dose of 4 mg/kg of morphine
could be near the minimum effective dose against thermal hyperalgesia. However, the
results we showed are in accordance with some other studies which showed that morphine
is not always effective against heat pain (Ohsawa et al., 2000, Naef et al., 2003).

The cannabinoid agonist, WIN 55,212-2, suppressed cold and mechanical allodynia as
well as thermal hyperalgesia after SPL. Again as with morphine, mechanical hyperalgesia
did not respond to WIN 55,212-2, but, as already mentioned, there is a large variability
with this test. The results also indicate that WIN 55,212-2 did not induce hypoalgesia nor
produced psychomotor effects since naive rats or even values from the contralateral side
were not different from control animals. The efficacy of a cannabinoid agonist in
neuropathic pain is consistent with the study of Bridges et al. (2001) which showed that
mechanical allodynia and thermal hyperalgesia were reversed by WIN 55,212-2 after SNL.
Cannabinoids have also shown positive results in other neuropathic pain models such as
CCI (Lim et al, 2003; Hama and Urban, 2004) and focal lysolecithin-induced
demyelination (Wallace et al., 2003).
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Gabapentin at a dose of 50 mg/kg i.p. improved symptoms of allodynia but not of
hyperalgesia. Depending on the animal model used, gabapentin has shown different
responses against neuropathic pain. It has been observed in the SNL model that mechanical
allodynia was improved by gabapentin (50 mg/kg i.p.) (Abdi et al., 1998). In SNI, a higher
dose (100 mg/kg i.p.) also alleviated mechanical allodynia but had no effect on cold
allodynia or mechanical hyperalgesia (Erichsen and Blackburn-Munro, 2002). In the
pharmacological characterization of the CCI model, De Vry et al. (2004) recently showed
that gabapentin (50 and 100 mg/kg i.p.) was slightly effective against mechanical allodynia
and that thermal hyperalgesia was partially alleviated with a dose of 50 mg/kg, but not with
injection of 100 mg/kg. Finally, it has been observed in tibial nerve injury that gabapentin
at doses of 50 and 100 mg/kg i.p. failed to improve mechanical allodynia (Hofmann et al.,
2003).

In our model, amitriptyline was totally ineffective against neuropathic pain. Although
regularly used in the clinic, amitriptyline, in animals, has shown different kind of responses
depending on the modality tested and the model of neuropathy used. Amitriptyline is more
often reported to alleviate thermal hyperalgesia: in SNL at a dose of 10 mg/kg i.p. (Esser
and Sawynok, 1999), in CCI at a dose of 30 mg/kg i.p. (Bomholt et al., in press) and 32 or
128 mg/kg p.o (De Vry et al, 2004). Mechanical allodynia is rarely reported to be
alleviated. Idénpédan-Heikkild and Guilbaud (1999) showed that mechanical allodynia
associated with trigeminal neuropathic pain was not alleviated by amitriptyline. In CCI, no
change in mechanical threshold was observed for doses of amitriptyline ranging from 3 to
30 mg/kg i.p. (Bombholt et al., in press) and from 32 to 128 mg/kg p.o. (De Vry et al,,
2004). Hofmann et al. (2003) showed only a very weak attenuation of mechanical allodynia
with a high dose (32 mg/kg i.p) of amitriptyline that certainly has sedative effects whereas a
smaller dose (1.5 mg/kg i.p) increased the threshold of mechanical allodynia (Abdi et al.,
1998). After SNL, no effect of amitriptyline was observed on mechanical allodynia and,
moreover contralateral sides developed mechanical allodynia compared to control animals

(Esser and Sawynok, 1999); these authors defined it as a hyperaesthetic response. We
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observed the same phenomenon in SPL rats. Also, it is noticeable that in our study, even
naive rats displayed more sensitivity to cold and mechanical stimuli, which indicates that
this hyperaesthetic response is specific to amitriptyline alone and not due to the
combination of this drug and surgery.

In summary, we have shown that SPL animals are sensitive to different families of
analgesics. However, not all behavioral symptoms of neuropathic pain are alleviated by
these drugs. In our model, the cannabinoid agonist WIN 55,212-2 appears to be the most
effective since it significantly prevented pain behavior in three of the four modalities tested.
Nevertheless, we have only tested one dose of each drug using an acute administration
paradigm. Therefore, other doses should be tried and it would be of great interest to test

SPL animals after chronic administrations of these analgesics.

MOR and cannabinoid receptors expression

The effects of WIN 55,212-2 and morphine in reducing sensitivity thresholds could be
explained by an increase in CB;, CB; and MOR receptor expression in the periphery, DRG
and ipsilateral lumbar spinal cord. Cannabinoid CB, receptors up regulation was observed
in another study (Lim et al., 2003) using the CCI model. In this particular study, changes in
CB; expression were only observed at the spinal level indicating that the increase would
only be at a postsynaptic level. In the current SPL model, the increase of CB, receptors in
the spinal cord but also in the DRG and the periphery indicates an increase of expression at
the presynaptic level. The fact that the relative increase is more important in the spinal cord
compared to other locations, allows us to suggest that a postsynaptic increase of
cannabinoid receptors can also participate in this increase at the spinal level.

Specific activation of cannabinoid CB; receptors has been able to inhibit neuropathic pain
in animals (Ibrahim et al,, 2003). However, although CB, receptors are not normally
present in the central nervous system, little is known about the expression of CB; receptors

outside-the immune system. We found an increase of CB; receptors in the skin, DRG and
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spinal cord but it is possible that in the latter case, microglial cells were responsible for this
over expression of CB; receptors (Zhang et al., 2003).

The increase of MOR observed in neuropathic pain conditions is consistent with some but
not all the studies already published. Indeed, immunohistochemical studies have shown
different kinds of expression of the MOR in the ipsilateral dorsal hom: an increase after
CCI (Truong et al., 2003), a decrease after PNL (Goff et al., 1998; Zhang et al., 1998) and
little change and no change (Porreca et al., 1998; Wang et al., 2001; Briscini et al., 2002)
after SNL.

Conclusion

The saphenous nerve partial ligation is a new animal model of neuropathic pain which is
easy to perform and which causes less animal discomfort than models using the sciatic
nerve. Neuropathic behavior such as allodynia and hyperalgesia is present from the third to
the fifth days and up to one month following nerve ligation. Overall, neuropathic animals
respond well to standard analgesic drugs except for amitriptyline, at the doses used in this
study. Saphenous partial ligation increases the expression of MOR and cannabinoid CB,
and CB; receptors that are implicated in pain control at different parts along the primary
afferent neuron (periphery, dorsal root ganglion and spinal cord). A major specificity of our
model is that it is performed on an exclusively sensory nerve. Indeed, it is known that
motor fibers can participate in neuropathic pain (Obata et al., 2004). Therefore, our model
will allow the study of neuropathic pain without the participation of motor fibers and will
determine the involvement of sensory fibers in this condition. Furthermore, this model may
mimic a clinical situation encountered after surgery which could lead to sensory nerve
injury. Finally, in combination with the skin-nerve preparation this model will offer a

potent tool for studying peripheral mechanisms of neuropathic pain.
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Legends used with Figures

Fig. 1. Time course of sensitivity to acetone (A), von Frey hairs (B), pin prick (C) and
Plantar test (D) in saphenous partial ligation (SPL) (n=12), sham (n=12) or naive (n=12)
rats. Results are mean £ SEM. * P < 0.05 versus naive; # P < 0.05 versus sham. Full

diamonds: SPL, open squares: sham, open triangles: naive animals.

Fig. 2. Effects of SPL (n=10) and sham operations (n=10) on the territory of the sciatic
nerve for sensitivity to von Frey hairs (A) and pin prick (B). Results are mean * SEM. ¢-

test: T P <0.05 versus sham. (I = ipsilateral side, C = contralateral side)

Fig. 3. Effects of morphine, WIN 55, 212-2, gabapentin and amitriptyline on naive and SPL
neuropathic rats. Left panel (n=6 per group): the effect of vehicle injection was determined
using #-test (1) comparing time-matched no injection with vehicle injection; drug effects on
naive rats were determined by one way ANOVA (*). Right panel (n=12 per group): the
assessment of the neuropathy was determined using z-test (1) comparing time-matched
naive rats (the naive “no injection” group was pooled with naive “vehicle” group injection)
with SPL control rats; drug effects were determined by one way ANOVA (*). Results are
mean + SEM. (f, P < 0.05) (*, P < 0.05 versus control group). (I = ipsilateral side, C =

contralateral side)

Fig. 4. Western blot analysis of p opioid receptor (MOR) (A), CB; (B) and CB; receptors
(C) in ipsilateral skin and L3-L4 dorsal root ganglion (DRG), and spinal cord (SC) rat
tissues. The reported values are percentages of the mean value (n = 6) obtained for the
naive samples (black bars) and expressed for sham (grey bars) and saphenous partial
ligation (SPL) (White bars) animals. * P < 0.05 versus naive group. Western blot analysis of
the same receptors for the ipsi (white bars) and contralateral (black bars) spinal cords of
SPL rats is shown in (D).
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Abstract

Neuropathic pain is one of the most inextricable problems encountered in clinics because
few facts are known about its etiology. Nerve injury often leads to allodynia and
hyperalgesia which are symptoms of neuropathic pain. The aim of this study was to
understand some molecular and electrophysiological mechanisms of neuropathic pain after
chronic constriction of the saphenous nerve (CCS) in mice. After surgery, CCS mice
displayed significant allodynia and hyperalgesia, which were sensitive to acute systemic
injection of morphine (4 mg/kg), gabapentin (50 mg/kg), amitriptyline (10 mg/kg) and to
the cannabinoid agonist WIN 55, 212-2 (5 mg/kg). These behavioral changes were
accompanied after surgery by an increase of c-Fos expression and by an over expression of
i opioid and cannabinoid CB; and CB; receptors in the spinal cord and the dorsal hind paw
skin. In combination with the skin-nerve preparation, this model showed a decrease in
functional receptive fields downstream to the injury and the apparition of A-fiber ectopic
discharges. In conclusion, CCS injury induced behavioral, molecular and
electrophysiological rearrangements that may help to better understand peripheral
mechanisms of neuropathic pain. This model takes advantage of the possible use of
genetically modified mice and of an exclusively sensory nerve for a comprehensive study

of peripheral mechanisms of neuropathic pain in the future.

Key words: Neuropathic pain, murine models, sensory nerve, mu opioid receptors,

cannabinoid receptors, skin-nerve preparation.
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Introduction

Because they can be bred easily, mice are very useful laboratory animals. Twenty years
ago, the possibility of mutating specific genes provided the scientific community with a
potent tool for studying physiological mechanisms in mammals. The study of pain was no
exception and many mutant mice with specific pain phenotypes have been developed. In
combination with other techniques, these animals can clarify specific mechanisms of pain,
in particular neuropathic pain which is a multifactorial phenomenon (Malmberg and Zeitz,
2004).

Although many variants of neuropathic pain models have been developed for the sciatic
nerve, little is known about neuropathic pain models targeting the saphenous nerve, despite
the fact that the saphenous nerve offers potential advantages that would help to better
understand the complex etiology of neuropathic pain. Indeed, the saphenous nerve, as the
sciatic nerve, innervates the hind limb, allowing easy behavioural testing. In addition, this
nerve is exclusively a sensory nerve, revealing a potential interest to study neuropathic pain
without the participation of motor fiber. In addition, the fact that no motor impairment
occurs, since no motor fibres are injured, adds precision about behavioural testing
interpretation. Another advantage of targeting the saphenous nerve is that it is used in the
well-known skin-nerve preparation, an electrophysiological model which comprises the
saphenous nerve and a patch of innervated skin of the hind paw (Reeh, 1986). It allows for
the study of receptive fields and testing of the effects of drugs on peripheral injured fibers,
both of which contribute to the understanding of peripheral mechanisms of neuropathic
pain. Injury to the saphenous nerve has already been recently reported in mice and led to
spontaneous activity after a complete transection of the nerve (Roza et al., 2003) or focal
demyelination by lysolecithin (Wallace et al., 2003). Also, in rats, we have already
developed a new model of neuropathic pain by partial ligation of the saphenous nerve
(Walczak et al., 2005). Nevertheless, interspecies variability could be present and does not

allow us to generalize for mice conclusions obtained with rats (Le Bars et al., 2001).
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In the present study, we wanted to evaluate the effects of another type of injury to the
saphenous nerve in mice: the chronic constriction model, which is one of the most used
surgery targeting the sciatic nerve (Bennett and Xie, 1988). After having developed and
characterized this model of neuropathic pain in mice by chronic constriction of the
saphenous nerve (CCS), some aspects of the etiology of neuropathic pain were evaluated by

looking at time-dependent molecular and electrophysiological rearrangements.

Materials and methods

All procedures conformed to the Canadian Council on Animal Care guidelines and we
received authorization from the Animal Ethics Committee of the Université de Montréal.
The animals were housed four per cage with a bedding of wood sawdust (8 - 16 mm) (Pro
Chip, Canada) and maintained on a 12-h dark-light cycle with free access to food (18.0%
protein, 4.5% fat, 5.5% fiber, 7.0% ash, 2.5% added minerals) (Charles River, Canada) and
water. During periods of testing, mice were brought to the testing room one day before
testing and kept under natural daylight. Thirty-six male C57BL/6 mice (20-25 g at the
beginning of the experiment) were used to assess the development of the neuropathy and
were placed in CCS, sham or naive groups of 12 animals each. Seventy-two mice were
used to test standard pharmacological compounds, 144 were used for Western blot analysis
(sham, naive, CCS at one and seven days post surgery, n=36 per group), 16 for c-fos
immunoreactivity assays (CCS animals at one and seven days post surgery with
corresponding sham mice, n=4 per group) and 24 for electrophysiological recordings

(naive, CCS at one and ten days post surgery, n=8 per group).

Surgery

Under gaseous anesthesia with isoflurane (1-2%) in oxygen, a small incision (5-6 mm)
was made on the anterior surface of the right thigh at a distance of 8-9 mm medial to the
anterior superior iliac spine, the skin incision being transversal to the saphenous nerve. At

that point, the saphenous vein is easily identified through the skin of a shaved animal,
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running parallel and medial to the nerve. The nerve was gently exposed under microscopic
magnification (35x). In the operated group, three loose ligatures, spaced at 1-2 mm, made
with an 8-0 nylon suture (Dermalon, Sherwood Medical, St Louis, USA) around the nerve
circumference were performed, whereas in the sham-operated group, the nerve was left
intact. For both groups, the wound was closed with two 6-0 silk sutures (Ethicon, Johnson
& Johnson, Ontario, Canada).

Sensory testing

During sensory testing, animals were placed in elevated Plexiglas boxes (10.5 x 8.5 x 14
cm) with a 0.7 cm diameter mesh floor, except for thermal hyperalgesia testing where the
boxes had a dry glass floor. In testing boxes, mice were allowed to acclimatize for 20 min
or until exploratory behavior ceased. On a given day, the sequence of behavioral testing for
each animal was: cold allodynia (acetone), mechanical allodynia (von Frey hairs),
mechanical hyperalgesia (supra threshold von Frey hairs) and thermal hyperalgesia (Plantar
test). Animals had five minutes of rest between each different test except for the Plantar test

where they reacclimatized for another 20 min due to the change of floor.

Cold allodynia

Cold allodynia was determined by gently placing 25 uL of acetone with a micropipette on
the plantar surface of the hind paws. The time the animal spent licking or shaking the
stimulated paw was recorded during one minute. Three measurements were done and

averaged for each paw with at least three minutes between each stimulation (Smith et al.,
2004).

Mechanical allodynia
The medial plantar surface of the paw was stimulated with a series of von Frey filaments of

ascending forces (with a range comprised between 0.06 and 2.3 g). For each filament the
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stimulus was repeated five times. The threshold was determined as the lower force that

evoked a withdrawal response to one of the five stimuli (Tal and Bennett, 1994).

Mechanical hyperalgesia
A supra threshold (=2 g) von Frey hair was applied 10 times, every three seconds, to the

plantar surface of the hind paws. The results were expressed as a percentage of foot
withdrawal (Fu et al., 2004).

Thermal hyperalgesia

Thermal hyperalgesia was assessed using an infrared noxious heat stimulus (Plantar test,
Ugo Basile, Italy). The center of a focused beam of radiant heat was applied to the plantar
surface of the hind paw and the withdrawal latency time recorded. Results of each test are
expressed as the mean of three withdrawal latencies (s). The maximum heat stimulus
latency of the device was 32 s. Three minutes were allowed between each test (Hargreaves
et al., 1988).

Development of the neuropathy
Basal sensitivity thresholds were assessed on the ipsi- and contralateral paws one day
before surgery. The day following surgery the animals were tested, then every two days

during one week and finally every week until one month post surgery.

Pharmacological interventions

Seven days after surgery, standard drugs were tested to characterize the CCS model,
Animals were randomized into six groups and received either morphine (4.0 mg/kg)
(Hofmann et al., 2003) in 0.9% NaCl solvent, a synthetic CB; and CB, cannabinoid agonist
(WIN 55,212-2) (5.0 mg/kg) in 0.9% NaCl + 40% dimethylsulfoxyde (DMSO) solvent
(Dogrul et al., 2004), gabapentin (50 mg/kg) (Hofmann et al., 2003; De Vry et al., 2004) or
amitriptyline (10 mg/kg) (Esser and Sawynok, 1999), both in 0.9% NaCl. Two control
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groups received either 0.9% NaCl or 0.9% NaCl+ 40% DMSO solvent. Each drug was
administered intraperitoneally (i.p.) 40 min before testing in a volume of 15 mI/kg. The
experimenter was blinded to the drug administered. In order to evaluate if any of the drugs
injected had an effect per se, 24 naive mice were divided into six groups of four animals
and received either morphine, WIN 55,212-2, gabapentin, amitriptyline or controls in the
same solvents and at the same concentrations as CCS animals. Naive animals followed the
same testing protocol as CCS mice with first baseline testing, then one week later, an
assessment of vehicle or of pharmacological compounds. Therefore, time- and age-matched

mice were compared to CCS animals.

Immunohistochemistry

One and seven days post surgery, mice were deeply anesthetized with sodium pentobarbital
(40 mg/kg, i.p.) followed by a vascular rinse by intracardiac injection of NaCl 0.9% +
1UVmL heparin and fixed by a perfusion of 4% paraformaldehyde in phosphate buffer
(0.1M pH 7.4). Each lumbar (L3-L4) spinal cord was removed and post-fixed in the same
fixative solution for 3 h at 4°C and then transferred to 30% sucrose solution for
cryoprotection overnight at 4°C and finally frozen sectioned at 30 pm every 150 um at -
20°C. Six to eight sections were taken from the lumbar segment (L3-L4) of the spinal cord
of each mouse (CCS and sham at one and seven days post-surgery, n=4 per group). The
labeling was performed using Vectastain ABC kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA). Briefly, sections were incubated in normal goat serum (1.5% in 0.01M phosphate
buffer saline pH 7.4) for 20 min at room temperature (RT), then, incubated one hour at RT
in polyclonal rabbit c-fos antiserum (1:4000, Sigma, St Louis, MI, USA) diluted in 0.01M
phosphate buffer saline pH 7.4. The sections were then incubated in biotinylated goat anti-
rabbit antibody solution (1:200) 30 min at RT, followed by avidin-biotine-peroxydase
complex (1:100) 30 min at RT. The immune reaction was visualized by the catalysis of 3,
3’-diaminobenzidine (DAB) by horseradish peroxydase in the presence of hydrogen

peroxide solution and enhanced with nickel solution (DAB substrate kit for peroxydase,
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Vector laboratories, Burlingame, CA, USA). Specificity of labeling was assessed by not
incubating one slide of each group with the primary antibody.
Fos-like immunoreactivity dots were quantified microscopically (100x magnification) at

the level of the dorsal horn of the spinal cord, ipsi- and contralaterally.

Receptor expression
Tissue sampling

One or seven days after surgery, animals (naive, sham seven days post surgery, CCS one
day and seven days post surgery, n = 36 per group) were euthanized with inhaled CO, and
the ipsi- and contralateral foot skins and L3-L4 spinal cords were removed and snap frozen
in liquid nitrogen. L3-L4 spinal cord samples were divided between ipsi- and contralateral
sides (by using the posterior median sulcus of the spinal cord as a guide for sagittal section)
in order to assess if receptor expression would be different between each side and also to

see any contralateral changes in CCS animals compared to sham or naive mice.

Preparation of membrane fraction.

Tissues from three to six mice were treated as a single subject for Western blot analysis.
Membrane fraction was prepared to enrich receptors and facilitate their detection. This was
done according to a modification of the procedure described by Nagahama et al. (2003).
Frozen samples at the level of L3-L4 of the spinal cord or the shaved skin of the medial
aspect of the operated paw were homogenized in ice-cold 50 mM Tris-HCI buffer pH 7.4
containing 250 mM sucrose and 1 mM phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF) with a
polytron. The homogenate was centrifuged at 120 g for 10 minutes at 4°C. The supernatant
was centrifuged at 100 000 g for 90 min at 4°C. The pellet containing the enriched membrane
fraction was resuspended in 0.9% NaCl containing 1% SDS and 1 mM PMSF and stored at —
80°C until analysis.
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Western blot analysis

The protein concentrations in samples were determined using BCA protein assay kit
(Pierce, Rockford, IL). Bovine serum albumin was used as reference protein. Samples
(spinal cord: 50 pg and skin: 35 pg) were electrophoretically separated on 9% SDS-
polyacrylamide gels and blotted on polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane. Receptor
expression (p opioid receptor, CB; and CB,) was evaluated using polyclonal goat anti-
human CB; (1/100, Wright et al., 2005), rabbit anti-human MOR (1/200, Zhang et al.,
2004) from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) and rabbit anti-human CB,
(1/2000, Wotherspoon et al., 2005) from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI), respectively.
Primary antibodies were incubated with blot overnight at 4°C. Immune complexes for CB,
and MOR were revealed by secondary antibody (swine anti-goat IgG from Biosourse
International and Goat anti-rabbit IgG from Sigma, Oakville, ON, Canada), coupled to
peroxidase and the Luminol derivative of Lumi-Light plus Western blotting substrate
(Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada). For CB,, rabbit anti-goat IgG coupled to alkaline
phosphatases from Sigma was used with the chemiluminescent substrate CDP-Star from
Roche Diagnostics. Immune reaction intensity was .determined by computer-assisted
densitometry on a Fuji LAS-4000 digital camera.

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), a constitutively expressed protein
was also measured by Western blot using a polyclonal rabbit anti-human GAPDH (1/1000)
from ABCAM (Cambridge, MA) as a gel loading control.

Results are reported as a ratio of receptor on GAPDH expression. The reported values are
percentages of the mean value obtained for the control samples. Each blot was done in
duplicate.

Specificity of the antibodies against CB1 and CB2 was established by immuno-
neutralization of the antibody solution with specific synthetic peptide obtained from the
manufacturers of the antibodies. By using 10 times excess of peptide, it was possible to
determine that the major band observed in the control (non-neutralized) sample disappeared

on the test blot. For MOR, the band which had a molecular weight corresponding to the
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literature was measured. The bands had a molecular weight of 47 kDa for the CB; in spinal
cord, 75 kDa CB; in paw skin, 47 and 43 kDa respectively for the CB, in spinal cord and
skin and 56 and 64 kDa for the MOR in spinal cord and skin. GAPDH was detected at 35
kDa. A few other weak bands were also present but not used for the measurement of

respective receptors.

Electrophysiological recordings

Skin-nerve preparation

The mice skin-nerve in vitro preparation dissection was performed as described in rats by
Reeh (1986) and adapted to mice by Koltzenburg et al. (1997). Briefly, the saphenous nerve
was dissected free with the innervated dorsal paw skin. After the dissection the skin was
pinned inside up on an organ bath constantly perfused (15 mL/min) with synthetic
interstitial fluid (SIF) solution which contains in mM: NaCl, 108; KCl, 3.5; MgSO,, 0.69;
NaHCO;, 26.2; NaH,PO,, 1.8; Na gluconate, 9.6; glucose, 5.6, saccharose, 7.6; CaCl,, 1.5.
The SIF solution was gasified with 95% O,, 5% CO, and maintained at a temperature of
32°C. The saphenous nerve was placed in a recording chamber overlaid with paraffin oil,
the epineurium was pulled back and the whole nerve was placed on a silver electrode. A
mapping of the receptive fields was performed by gently stimulating the chorium side of
the skin with a blunt glass rod for naive and operated mice one or ten days before
recordings (n=8 per group). For each group, two mice had their contralateral skin dissected,
either before or after the ipsilateral side dissection. After that, for every dissection,
spontaneous action potentials were recorded during 10 min using CED 1401 interface and
Spike 2 software (CED Software, Cambridge, England) which enabled quantification of

spikes that emerged from the background noise.

Statistical analysis
Occurrence  of allodynia and hyperalgesia, Fos-like immunoreactivity —and

electrophysiological analysis were determined by using one-way ANOVA with Dunn’s
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method for multiple comparisons between naive, sham and operated groups. The ipsi- and
contralateral sides were analyzed separately. Drug effects were determined by using one-
way ANOVA with Dunnett’s post hoc test for comparing different treatments with the CCS
control group at day seven. The effects of WIN 55,212-2 were determined by z-test using
NaCl + 40% DMSO injection group as a control. Western blot results were compared by
one-way ANOVA with Dunnett T3 post hoc tests for multiple comparisons versus tissues
of normal subjects. Significant differences between ipsi- and contralateral values were

compared using ¢-test. P < 0.05 was considered significant.
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Results

Development of neuropathic pain behavior

From day one to day 28 post surgery, the ipsilateral hind paws of CCS animals became
significantly more sensitive to acetone, von Frey hairs, suprathreshold von Frey hair
stimulation and heat stimulation with plantar test compared to sham and naive animals
which were not different (Fig 1, left panel). When the contralateral paw was stimulated, no
difference between CCS, sham and naive animals was found (Fig 1, right panel), with the
exception of one point in the plantar test at day one post surgery when the latency time in

CCS mice was significantly lower compared to the naive animals (Fig 1D, right panel).

Drug testing

Controls

Results from naive mice showed that the injection of the cannabinoid WIN 55,212-2 (5
mg/kg ip. in NaCl + 40% DMSO) significantly reduced the response time after acetone
application (Fig 2A, left panel). Amitriptyline increased sensitivity to mechanical
stimulations on both side with von Frey hairs whether they were suprathreshold or not (Fig
2B and C, left panel). Other drugs did not significantly change sensory thresholds in each
modality compared to naive time- and weight-matched mice (Fig 2, left panel). However, it
was noticeable that the injection of NaCl + 40% DMSO alone induced clear signs of
sedation that have also been observed with injection of WIN 55,212-2 which was also
dissolved in 40% DMSO.

In CCS operated animals, saline injection did not induce any changes in sensitivity to
acetone, von Frey hairs or laser stimulation compared to CCS time- and weight-matched
mice which received no injection. Hence, the latter were used as controls for the evaluation
of various drug treatments. In CCS mice, injection of solutions with 40% DMSO provoked
sedation and this group showed significant increase in sensitivity thresholds after acetone

application, suprathreshold von Frey stimulus and in the Plantar test. For this reason, results
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of the WIN 55,212-2 group were compared with its control group (NaCl + 40% DMSO)
(Fig 2, right panel).

Drug effects on CCS mice

On the ipsilateral side, morphine decreased sensitivity to acetone, increased mechanical
thresholds and decreased the percentage of responses to supra threshold von Frey hairs
significantly compared to the control group. Although the mean withdrawal latency
increased with morphine, it was not significantly different from the CCS control animals.
Contralateral side thresholds were not different from the control group (Fig 2 A-D right
panel).

Gabapentin improved sensitivity thresholds in the four modalities tested on the ipsilateral
side with no obvious difference when compared to contralateral paws (Fig 2 A-D, right
panel).

Amitriptyline significantly reduced sensitivity to acetone on both the ipsi- and the
contralateral sides (Fig 2A, right panel). The withdrawal latency time of the ipsilateral side
increased in the plantar test (Fig 2D, right panel). Amitriptyline did not change mechanical
thresholds or the percentage of positive responses after a supra threshold mechanical
stimulus on the ipsilateral paws of CCS mice. Furthermore, contralateral sides were more
sensitive to mechanical stimulation (Fig 2B and C, right panel).

WIN 55,212-2, compared to its own control, significantly reduced sensitivity thresholds in
the four modalities tested. Naive mice exposed to acetone also displayed a significantly

reduced sensitivity on both the ipsi- and contralateral sides.

c-Fos expression

Control sections of the spinal cord, taken from either one and seven days post surgery in
CCS and sham groups, which were not incubated with the primary antibody, confirmed the
specificity of the labelling. The labelling observed with the sham groups corresponded to

the baseline expression of c-fos. One and seven days post surgery, CCS mice showed an
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increase in the expression of c-fos in the ipsilateral dorsal horn of the spinal cord compared
to time-matched sham mice (Fig. 3). One day after surgery, the contralateral value of CCS
animals was not different from the sham animals, whereas seven days post surgery, CCS

animals showed an increase in the expression of c-fos on the contralateral side.

Receptor expression

In control animals, no difference was observed in the level of expression of CB;, CB, and
MOR receptors between naive and sham animals.

Compared to naive mice, values of the three receptor expressions tested were significantly
increased one and seven days post surgery on the ipsilateral side in both the spinal cord and
the dorsal hind paw skin. Moreover, all ipsilateral values were significantly higher than the
corresponding contralateral ones. Finally, no difference could be observed between one and
seven days post surgery (Fig.4).

On the contralateral side, the level of expression of CB;, was significantly increased
compared to the naive group in the dorsal hind paw skin seven days after surgery (Fig. 4).
In the spinal cord, we observed a significant increase of CB, receptor expression on the

contralateral side after one and seven days post surgery.

Skin-nerve preparation

Mapping of functional receptive fields

The mapping made on naive animals showed a classical innervation of the saphenous
nerve, mostly in the medial part of the paw. The two mice from which both ipsi- and
contralateral dissections were made showed that the preparations from both sides of the
same animal are viable whether they are prepared in first or second position.
One day after surgery, functional innervation of the skin was almost completely lost and
recovered from the stem of the saphenous nerve ten days after. Contralateral sides of
operated mice, at either one or ten days post surgery, were not different from the naive

group (Fig. 5A).
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Spontaneous action potentials

Recording of action potentials from the whole nerve of naive mice showed a baseline value
of about 3 Hz. One day after surgery, operated animals displayed a significant decrease in
spontaneous discharges whereas 10 days after, mice showed a significant increase in

spontaneous activity of the whole nerve compared to naive mice (Fig. 5B).
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Discussion

We have shown that chronic constriction of the saphenous nerve (CCS) in mice induces
rapid and persistent cold and mechanical allodynia, and mechanical and thermal
hyperalgesia. Neuropathic pain induced by CCS is reduced by opioid and cannabinoid
agonists and by gabapentin. Compared to our previous model of partial ligation of the
saphenous nerve in rats, this model displays more clearly mechanical hyperalgesia and is
more sensitive to gabapentin (Walczak et al., 2005). Furthermore, CCS induces rapid
molecular rearrangements in the lumbar L3-L4 spinal cord and in the periphéry. Finally,
CCS induces electrophysiological changes in the receptive fields and in spontaneous
activity of the saphenous nerve. Taken together, these findings help to dissect out the
peripheral mechanisms responsible for the production of neuropathic pain which may lead
to the discovery of new drugs.

In a study describing the time-course of neuropathic pain behavior after application of
lysolecithin in mice, mechanical allodynia and thermal hyperalgesia occurred at seven days
and lasted until 17-day post drug application (Wallace et al., 2003).

Mechanical allodynia and/or thermal hyperalgesia appeared after the chronic constriction
injury on the sciatic nerve applied to C57BL/6 mice (Sommer et al., 1997; George et al.,
2005) or partial sciatic nerve ligation on the sciatic nerve (Narita et al., 2004). This data
corresponds to the rapid onset that we observed in our own model.

In fact, very few studies on neuropathic pain in mice showed the time-course of occurrence
of allodynia and hyperalgesia observed in the present study. Furthermore, one of the
strengths of the present model is that it affected significantly the four modalities tested.
Moreover, since knock-out mice have a genetic background of C57BL/6 mice, our model is

appropriate to the use of genetically modified mice.

Responses to drug treatments
Although some studies reported negative results with morphine (Iddnpiin-Heikkild and

Guilbaud, 1999; Ohsawa et al., 2000), many studies have shown positive results in animal
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models (Hoffmann et al., 2003; De Vry et al., 2004; Hama and Borsook, 2005) or in
clinical studies (Rowbotham et al., 2003; Gilron et al., 2005). In the present study, systemic
acute injection of morphine significantly prevented cold and mechanical allodynia and
mechanical hyperalgesia. Thermal hyperalgesia was not attenuated in a significant manner
which could be explained by the fact that the dose of 4 mg/kg i.p. was near the minimum
effective dose against thermal hyperalgesia especially because the Plantar test was the last
performed. Hence, a significant proportion of morphine could have been metabolized.
However, recent studies in mice showed that partial ligation of the sciatic nerve decreased
the antinociception induced by morphine after thermal stimulation (Narita et al., 2004) and
that nerve injury induced p-opioid receptor mediated inhibition of mechanical allodynia but
not thermal hyperalgesia (Mansikka et al., 2004), which is in accordance with our findings.
Gabapentin is an important adjuvant used in the treatment of neuropathic pain in clinics
(Bennett and Simpson, 2004) and has been shown to alleviate allodynia and hyperalgesia in
neuropathic pain models (Hunter et al., 1997; Chapman et al,, 1998) but with different
results depending on the modality tested (Erichsen and Blackburn-Munro, 2002; Walczak
et al., 2005). Regarding murine models of neuropathic pain, gabapentin alleviates
neuropathic pain symptoms in the sciatic nerve ischemia model (Gustafsson et al., 2003),
tumor-induced injury model (Peters et al., 2005) or in partial nerve injury (Tanabe et al.,
2005). In CCS, gabapentin was also effective and we are the first to show that gabapentin
can alleviate cold and mechanical allodynia as well as mechanical and thermal hyperalgesia
in mice.

Only one study looked at the effect of amitriptyline against mechanical allodynia and
hyperalgesia in a mouse model of acute herpetic pain and it showed, as in the present study,
that it was not efficient against these mechanical stimulations (Takasaki et al., 2000).
Contrary to Takasaki et al. (2000), we showed that amitriptyline induced hypersensitivity to
mechanical stimulation on the contralateral paws of CCS mice as well as both paws in
naive mice. We had already observed this tactile hyperesthesia in neuropathic and even

naive rats (Walczak et al., 2005) which was previously described after acute (Esser and
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Sawynok, 1999) or chronic administration of amitriptyline (Esser et al., 2001). That study
showed that the tactile hyperaesthesia was exacerbated by chronic administration of
caffeine (a non specific adenosine receptor A; A, antagonist) demonstrating that adenosine
receptors regulate tactile hyperaesthesia. However, the mechanisms of the tactile
hyperalgesia induced by amitriptyline remain unclear.

In CCS mice, injection of the cannabinoid agonist WIN 55, 212-2 dissolved in 40% DMSO
was anti-allodynic and anti-hyperalgesic in the four modalities tested, but it is noticeable
that WIN 55, 212-2 with its solvent was clearly hypoalgesic. The first cause of this
hypoalgesia is probably the vehicle (saline + 40% DMSO) because alone, it induced clear
sedative effects. Previous studies looking at the effects of DMSO reported hypolocomotion
(Castro et al., 1995) and increased potency of barbiturates (Stock and Fouts, 1971).
Furthermore, DMSO has analgesic properties: it reduces nerve conduction velocity
(Cavaletti et al., 2000) and is approved for the treatment of intersticial cystitis-related pain
(Sant and LaRock, 1994; Castroman and Ness, 2002). The difference with observations in
rats could be explained by the volume of injection per weight, which is much more
important in mice even using the same proportion of DMSO. A recent study in mice looked
at systemic injection of WIN 55, 212-2 in 50% DMSO which significantly improved all
signs of allodynia and hyperalgesia tested (Dogrul et al., 2004).

Neurobiological rearrangements

The anti-allodynic and anti-hyperalgesic effects of morphine and WIN 55, 212-2 could be
explained by the increase in the expression of the p opioid receptor (MOR) and
cannabinoid CB; and CBj; receptors after CCS injury. Indeed, specific activation of MOR
(Mansikka et al., 2004; Obara et al., 2004), CB; (Fox et al., 2001; Lim et al., 2003) or CB;
receptors (Ibrahim et al., 2005; Valenzano et al., 2005) can alleviate symptoms of
neuropathic pain.

Studies looking at the expression of CB, and CB, after nerve injury showed an increased

expression: CB; after CCI (Lim et al., 2003), with an onset of overexpression four days
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post surgery; CB; after CCI and spinal nerve ligation (Zhang et al, 2003). Expression of
MOR after nerve injury gave various results but is mostly reported to be decreased (Goff et
al., 1998; Rashid et al., 2004). However, either a local increase afier CCI (Truong et al.,
2003) or no change in the spinal cord (Wang et al., 2001; Chen and Pan, 2003) is reported.
Many reasons could provoke this discrepancy in MOR expression in neuropathic pain such
as the strain of mice that is used or the technical approach used to evaluate MOR
expression. The type of neuropathy could also be a reason. In our study the main difference
is that the saphenous nerve is exclusively sensory, then, the observed increase in MOR
expression could be due to this property of the model since we previously observed that
MOR expression was increased in the skin, the dorsal root ganglia and spinal cord of rats
that had a lesion to the saphenous nerve (Walczak et al., 2005). As mentioned earlier, it is
noticeable that the increase in MOR expression is in accordance with the anti allodynic and
hyperalgesic effects of morphine that we and other authors observed.

The expression of c-Fos, which is an immediate early gene, is increased after diverse types
of stimulations and forms with c-Jun, a heterodimer, which then activates gene transcription
(Chapman and Besson, 1997). Nerve injury can induce an increase in c-Fos expression and
has been reported in mice (Li and Clark, 2003; Shimoyama et al., 2005). The induction of
c-Fos expression is indicative of increased neuronal activity in the dorsal horn of the spinal

cord.

Skin-nerve preparation

Recording the whole nerve with the skin-nerve preparation does not allow the recording of
C-fiber action potentials because of their small amplitude, whereas A-fiber spikes remain at
substantial amplitude. Even after nerve injury, Schwann cells, connective tissue and blood
vessels short-circuit the small extracellular currents of umyelinated cells. Hence, all the
recordings that we performed on the whole saphenous nerve were A-fiber action potentials

(P. Reeh, personal communication).
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The three ligations around the saphenous nerve almost prevented the recording of action
potentials evoked by the stimulation of the skin receptive field one day after surgery
whereas the functional innervation territory partially recovered 10 days after. There is,
however, incongruity in the fact that when stimulating the receptive fields in behavioral
tests, operated mice displayed allodynia and hyperalgesia one and ten days after surgery.
Various reasons might explain this: (1) as we only record A-fibers (whole nerve) in the
skin-nerve preparation, it is possible that in behavioral tests, C-fibers are stimulated, being
able to conduct nociceptive information from the cutaneous innervation; (2) after surgery,
destruction of myelin begins after 24 — 48 h which could explain the absence of A-fiber
recording (Koeppen, 2004); (3) extra territorial pain could be another explanation.

In naive mice, the recorded spontaneous activity corresponds to slowly adapting type II
fibers that respond to the tension of the skin pinned on the bath (P. Reeh, personal
communication). Thus, this activity is mediated through AB-fibers and is principally an
artefact of the preparation. The significant decrease in spontaneous activity observed one
day after surgery would be a direct consequence of the lowered receptive field area in the
skin. On the contrary, even after a growth in innervation 10 days after surgery, functional
innervation has not completely recovered but we observed a significant increase in
spontaneous discharges. Since the ligations are downstream from the recording electrode,
these ectopic action potentials can come from the neuroma, thus explaining the behavior

indicative of neuropathic pain that we observed.

In conclusion, chronic constriction of the saphenous nerve in mice is a new, easily
performed, neuropathic pain model made on an exclusively sensory nerve. It displays rapid
signs of allodynia and hyperalgesia, and is sensitive to different classes of drugs that were
effective against neuropathic pain. We also showed that the injury induced rapid molecular
rearrangement in the spinal cord and in the periphery and a biphasic electrophysiological

response in the periphery. This purely sensory nerve model combined with genetically
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modified mice and skin-nerve preparation will help to better understand the

pathophysiology of neuropathic pain in the periphery.
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Legends for Figures

Fig. 1. Time course of sensitivity to acetone (A), von Frey hairs (B), suprathreshold von
Frey hairs (C) and Plantar test (D) in chronic constriction of the saphenous nerve (CCS),
sham or naive mice (n=12 per group). Results are mean + SEM. * P < 0.05 vs. naive; # P <

0.05 versus sham. Solid line: CCS; dashed line: sham; dotted line: naive animals.

Fig. 2. Effects of i.p. morphine (4 mg/kg), gabapentin (50 mg/kg), amitriptyline (10 mg/kg)
in 0.9% saline vehicle and WIN 55, 212-2 (5 mg/kg) in 0.9% saline + 40% DMSO vehicle,
on naive and CCS neuropathic mice seven days after surgery. Drug effects were compared
by one-way ANOVA (*) except for WIN 55,212-2, which was compared to its vehicle
injection group using #-test (1). Results are mean + SEM. (* P < 0.05 vs. naive day seven
group on the left panel and CCS D7 group on the right panel) (1 P < 0.05). (black bars =

ipsilateral side; white bars = contralateral side)

Fig. 3. Fos expression in the lumbar (1.3-L4) spinal cord induced after chronic constriction
of the saphenous nerve and sham mice at one and seven days post surgery. (A) and (B) are
the microphotographs of the ipsilateral dorsal lumbar section of CCS and sham animals,
respectively, one day post surgery illustrating the distribution of c-fos expression (scale bar:
100 pm). The entire lumbar section is added on the right corner of the photographs. (C)
shows the number of Fos-like immunoreactivity (Fos-LI) counted in either the ipsilateral
(black bars) or contralateral (white bars) side of the dorsal horns of the spinal cord. The
control group shows sections that were not incubated with the anti c-fos antibody. Results

are mean + SEM. (* P < 0.05 vs. corresponding sham group).
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Fig. 4. Western blot analysis of u opioid receptor (MOR), CB; and CB, receptors in lumbar
L3-L4 spinal cord and the dorsal hind paw skin of either ipsi- (black bars) or contralateral
(white bars) samples. The reported values are percentages of the mean value n=6
subjects, with one subject corresponding to 3 to 6 mice) obtained for the naive samples and
expressed for sham and chronic constriction of the saphenous nerve (CCS) animals at one
and seven days post surgery. (* one-way ANOVA, P < 0.05 vs. naive group). (f t-test, P <

0.05 for ipsi- vs. contralateral values comparisons).

Fig. 5. (A) Mapping of functional innervation in black of the saphenous nerve using the
skin-nerve preparation in naive and chronic constriction of the saphenous nerve in mice at
one and ten days post surgery (n=8 per group). (B) Frequency of spontaneous action
potentials in naive and CCS mice at day one and day ten for the ipsilateral paw (n=8 per
group). Results are mean + SEM (* one-way ANOVA P < 0.05 vs. naive group).
Contralateral values (n=2) are indicative but no statistical analysis was performed. (C)

Representative example of electrophysiological recording that was obtained.
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Abstract

The recent identification of receptors sensitive to cold stimuli increased the significance
of using mice to study cold allodynia, one of the important features of neuropathic pain.
However, commonly used techniques (simple cold plate and acetone technique) may be
inappropriate to study cold allodynia in mice because of problems of interpretation. We
have developed a new method for assessing aversion to a cold non-noxious stimulus, It
consists of calculating the time that mice spend on a non-noxious cold plate during their
explorative behavior versus a thermoneutral one. We used three different models of
neuropathic pain: chronic constriction injury of the sciatic nerve (CCI), partial sciatic nerve
ligation (PSL) and chronic constriction of the saphenous nerve (CCS) with their respective
sham groups and naive animals to assess the double plate in comparison to the acetone drop
technique. All operated mice displayed cold allodynia with both methods. The response to
acetone and the time spent on the cold plate were correlated (r = -0.93) and we also showed
that the CCI mice were more sensitive to cold. Pharmacological validation of this technique
showed that CCI induced cold allodynia was alleviated by gabapentin. In conclusion, the
double plate technique provides a new, relevant method for assessing cold allodynia in

mice. The advantages and drawbacks with the other techniques are discussed.

Keywords: Cold allodynia; mice; neuropathic pain; double plate; acetone.
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Cold allodynia is one of the main symptoms of neuropathic pain [23]. Animal models have
described cold allodynia using two different techniques: the cold plate [2, 10, 17] and the
acetone drop technique [4, 5]. Mouse models of neuropathic pain are interesting to
understand mechanisms of cold allodynia by giving the possibility of using genetically
modified mice, especially since the recent identification of cold receptors [14, 16].

The assessment of cold allodynia in mice can lead to difficulties of interpretation. Indeed,
paw lifting after acetone application may be due to the combined effects of cold allodynia,
chemical stimuli, and to a certain extent mechanical stimulation [7]. In addition, the
problem with mice is that even control animals always respond positively to acetone [12,
18], whereas rats respond very rarely to acetone under normal conditions [4].

For the cold plate technique, its temperature (5°C) should be considered as noxious cold
since a temperature below 15°C is thought to be painful [13, 19]. Consequently, tests
performed using mice do not really reflect cold allodynia because aversive noxious stimuli
are applied. .

To circumvent these problems, we developed a new technique to evaluate cold allodynia
in three different models of neuropathic pain in mice: Chronic constriction injury (CCI) [2],
partial sciatic nerve ligation (PSL) [17] and chronic constriction of the saphenous nerve [2,
21}. The double plate method consists of measuring the time that mice spend on a cold vs. a
thermoneutral plate during their explorative behavior. The cold plate, regulated at 18°C
would reflect a real allodynic stimulus. In addition, this test allows mice to escape a fierce
or painful stimulus. These results were compared with the acetone drop technique to assess
the reliability of this new method. Different behavioral controls as well as a

pharmacological validation of this model have been performed.

All procedures conformed to the Canadian Council on Animal Care guidelines. Mice
were housed 3-4 per cage and maintained on a 12-h dark-light cycle with free access to
food and water. Male C57BL/6 mice (Charles River, Canada), weighing 20-25 g were
divided into six groups: CCS (1) and its sham (2) group, CCI (3) and PSL (4) with the same
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sham (5) group and a naive (6) group (n=8-12 per group). Mice had double plate and
acetone drop testing 7 to 14 days post-surgery with at least one day between the two. Forty-
eight mice were used with the double plate for pharmacological characterization. Each
animal was exposed once to the acetone and the double plate techniques, both at room
temperature and then for the double plate one at 31°C and the other at 18°C. In addition, 48
mice were used for different behavioral controls (variations of duration of testing period
and temperature, habituation).

For CCI and PSL, surgery was performed under isoflurane in oxygen. Nerve injuries were
made with 8.0 Nylon (Sherwood Medical, St Louis, USA). The left common sciatic nerve
was exposed at middle thigh level. Proximal to the nerve's trifurcation, 5-7 mm of nerve
was freed of adhering tissue and three ligatures were tied loosely around it with about 1 mm
spacing for CCI [2], or 50% of the nerve was tightly entrapped in one ligatufe for PSL[17].
Muscle and skin incisions were closed. The entire surgery was performed without the
ligatures for sham-operated mice.

For CCS surgery, a small incision (5 mm) was made transversal to the saphenous nerve on
the anterior surface of the right thigh, 8 mm medial to the anterior superior iliac spine. In
the injured group, three loose ligatures, spaced at Imm, made around the nerve
circumference were performed, whereas in the sham-operated group, the nerve was left
intact [2, 21].

The acetone drop technique consisted of placing 20 pL of acetone on the plantar surface
of the hind paws. The time the animal spent lifting, licking or shaking the paw was
recorded during one minute. Three measurements were done and averaged for each paw
[18]. |

The double plate experimental device comprised two metal plates (15x12 cm each)
separated by 5 mm of silicone (Sylgard, Dow Corming, USA) to avoid thermal exchange
between the plates. Each plate was connected with tubes to warm or cold baths. A
peristaltic pump (Harvard Apparatus, USA) allowed constant circulation of water. During

cold allodynia testing, one plate was regulated with a warming device (Isotemp, Fischer
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Scientific, USA) at a thermoneutral temperature (31°C+1°C). The cold plate was regulated
at 18°C+1°C with an iced-water bath. During tests, the temperature of each plate was
controlled by a double-probe thermometer (Fisher Scientific, USA). A Plexiglas cage
(19x12x11 cm) was placed on the two plates in order to have an equal surface of each
temperature regulated floor.

In cold allodynia testing, mice were first placed on the neutral plate and recording started
with the beginning of explorative behavior. The exploratory period was used to record the
time the operated paw spent in contact with the cold plate during 10 min. When both plates
were at room temperature, the same procedure was applied with one plate arbitrarily taken
for reference.

To assess if the duration of observation would change the sensitivity of the double plate
test, CCI and naive mice (n=8 per group) were assessed with plates at 31£1°C and 18+1°C
for 5, 10 and 15 minutes. ‘

To ensure that the observed behavior was related to cold, CCI and naive mice (n=8 per
group) were evaluated with different temperatures on one side of the plate (22+1°C,
26+1°C, 31+1°C) while the other remained thermoneutral. These tests were made with the
same animals with at least two days in between. The data obtained with one plate at
18+1°C were added for comparison.

An eventual habituation was evaluated with naive and CCI animals tested first with plates
at 18+1°C and 31+1°C and then the day after with both plates at room temperature
(22£1°C). The rationale being that during the test with both plates at room temperature, if
animals spend less time on the plate that was previously cold, habituation occurred.

Furthermore, eight animals from each group were tested on the double plate (both at room
temperature, 22+1°C) to see if mice had no basal preference for one particular side. The
number of walking-throughs the midline was calculated to see if surgery had any effect on
locomotion. This method has been used on 24 CCI mice to assess the effects of the drugs

tested on explorative behavior.
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Finally, CCI mice (n = 8 per group) were randomly dispatched between three groups
receiving, 45 min before being cold allodynia testing, intraperitoneal (12 mL/kg)
gabapentin (50 mg/kg) [6, 9], amitriptyline (10 mg/kg) [8], both in 0.9% NaCl, or the saline
solvent. The experimenter was blinded to the drug administered.

Statistical significance was determined by one-way ANOVA. with Bonferroni r-test for
post-hoc multiple comparisons. -test were used to compare naive and CCI animals for one
temperature during the assessment of variation of temperature and for drug comparison. P

< 0.05 was considered significant. (SigmaStat, Jandel Corporation, USA).

Naive mice had a basal response of 5.3+0.4 s (mean =+ SEM) after application of acetone
on the hind paw. Sham animals behaved similarly and were not different from naive mice.
However, all operated mice displayed an increased response after acetone‘. application on
the ipsilateral paw. They were significantly different from the naive and their respective
sham-operated groups. Moreover, CCI mice showed a significantly higher response than
PSL and CCS mice which behaved similarly (Fig. 1).

When both plates were at room temperature, all mice spent an equal time on each plate.
Furthermore, the number of crossings through the midline of the cage for sham and
operated mice was not different from naive mice (Fig. 2A). Hence, neither sham surgery
nor nerve lesion had an effect on the explorative behavior, although mice with a sciatic
nerve lesion displayed claudication, contrary to controls and mice operated on the
saphenous nerve.

During cold testing, the temperatures of the plates were: 30.6:0.11°C for the neutral and
17.8+0.07°C for the cold plate. Mice spent less time on the cold plate but, compared to the
naive and sham groups, CCIL, PSL and CCS mice spent significantly even less time.
Additionally, CCI mice spent significantly less time on the cold plate than the PSL group
(Fig. 2B). Animals with injuries to the sciatic nerve had the ipsilateral paw ventroflexed
and bared less weight on it. However, the ipsilateral paw was in contact with the cold plate

when they walked on it. In addition, although there was no ventroflexion of the paw with
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the CCS model, the time spent on the cold plate was significantly reduced as well. Mice
also preferred to return to the neutral plate rather than to stand on the cold one and to lift
the ipsilateral paw, excluding then any problems of interpretation due to motor deficit
induced by surgery on the sciatic nerve.

There was a negative correlation between the time of paw withdrawal after application of
acetone and the time spent on the cold plate ( = -0.93) (Fig. 3).

The variation of duration of testing neither modified the percentage spent by naive and
CCI mice on the cold plate nor the level of significance between the two groups (P < 0.001
for 5, 10 and 15 minutes tested) (data not shown).

The recorded temperatures of the plates were for each series of test (left plate/right plate,
mean + SEM): 30.6+0.11°C/17.8+0.07°C; 30.5+0.13°C/22.0+0.15°C;
30.840.10°C/26.0+0.12°C and 30.6+0.12°C/30.7+0.11°C. Both naive and éCI mice, spent
less and less time on the cold plate when its temperature decreased from 31 to 22 and 18°C,
and CCI mice significantly so compared to naive mice for the last two temperatures. For
naive and CCI mice, the time spent on the plates at 22, 26 and 31+1°C was significantly
higher than that spent at 18+1°C. The coefficients of correlation between the time spent on
the cold plate and the temperature of the plate were » = 0.98 and » = 0.95 for naive and CCI
mice, respectively (Fig. 4).

Finally, CCI and naive mice did not show habituation since when tested with both plates
at room temperature, naive mice spent 49+4% of the time on the plate that was cold the day
before. However, since the mean percentage of time of CCI mice was reduced (41£2%),
although not significantly, we would recommend inverting the cold and neutral plates
between two tests if repeated measures with cold plate are needed (data not shown).

Amitriptyline injection induced sedative effects that significantly reduced the number of
time the animals crossed the midline when both plates were at room temperature (Fig. 5A).
Hence this group had to be excluded from the analysis with the cold plate. On the contrary,
injection of saline or gabapentin did not modify locomotion compared to mice that had no

injections. They spent the same amount of time on each plate when both at room
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temperature contrary to the amitriptyline group: Saline, 49%+2; amitriptyline, 31%11;
gabapentin, 49%+2.
When tested on the cold plate, animals that received gabapentin spent significantly more

time on the cold plate compared to the control group (Fig. 5B).

We have shown that the double plate technique used to assess cold allodynia in
neuropathic mice is adequate and offers advantages over the other techniques.

After surgery, all operated mice displayed clear hypersensitivity to cold with either the
acetone or the double plate technique. The CCI model was the most sensitive model in both
tests, which is consistent with other studies using the acetone technique [7] and the cold
plate [7, 11]. What the single cold plate at 5°C measures, allodynia or hyperalgesia, is still
not clear even in the recent literature [15, 20]. The cold plate was also used to evaluate cold
stressed exacerbated ongoing pain and not cold allodynia because discrepancies were
observed between the results with acetone and the 5°C cold plate [4, 11]. A recent study
calculated the latency of brisk withdrawal of the rat paws placed on a plate set at a
temperature of 5°C or higher [1]. However, a simple cold plate even regulated at a higher
temperature would not prevent the phenomenon of cold stressed exacerbated allodynia. In
addition, the latency of brisk withdrawal of the paw can be altered by drugs that produce
sedative effects or motor impairments hardly detectable on a simple plate. The use of
acetone with mice could also lead to a problem of misinterpretation. Indeed, we observed
that control animals, and even naive mice, always responded positively to acetone by lifting
shaking and licking their paw, as reported in other studies [12, 18]. This response could be
due to a combination of cold allodynia, chemical and/or mechanical stimulations [7]. Since
naive mice should not display cold allodynia, two reasons might explain these positive
basal responses: (1) mice have a natural aversion to acetone due to its chemical properties,
i.e. irritation or odor [3]; (2) the cold stimulus induced by acetone is painful for naive mice.

Despite the fact that acetone certainly reflects cold hypersensitivity in mice, since we
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observed a correlation between acetone and the double plate techniques, the acetone
stimulus seems too strong for mice when studying allodynia.

On the contrary, in the double plate, the cold stimulus is at 18°C, a non-noxious
temperature, really reflecting cold allodynia. In addition, we did not record the number of
paw lifts but rather the time that the animal had its operated paw on the cold plate, which
excluded the possibility of recording ongoing pain. Moreover, cold exacerbated ongoing
pain was not present because mice could easily escape to a thermoneutral place as
confirmed by the fact that the time spent on the cold plate is correlated with its temperature.
Hence, the observed behavior is due to the sensitivity of mice to cold and not to a response
to the stress induced by cold or surgery.

This double plate technique was pharmacologically validated by gabapentm a classical
drug used against neuropathic pain. It alleviated cold allodynia without a complete loss of
cold sensation. In the case of amitriptyline, the dose used induced sedative effects that were
not compatible with testing using the double plate technique. Indeed, recording the number
of time the mouse crossed the midline with both plates at room temperature showed clearly
that the effects of amitriptyline reduced explorative behavior. Therefore, the double plate
technique with this control made in the same environment would help to discriminate
between the real analgesic effects and sedative effects or motor impairments due to drugs.

However, this technique has some limitations. Indeed, although the measurement is
focused on the ipsilateral paw being in contact with the cold plate, we cannot compare the
ipsi- and contralateral sides. The fact that mice applied - sometimes for a relatively long
period- only their forepaws on the cold plate, makes this test probably a measurement of
cold hypersensitivity of the injured limb. However, it is hard to evaluate the real sensitivity
to cold of the forepaw with this method in order to ensure that the observed behavior does
not impart an avoidance of cold from non-injured limbs. In addition, the observed behavior
is integrated at higher levels and it is then impossible to measure reflex responses.

Therefore, this corresponds better to the measurement of pain perception which has

multifactorial components.
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In conclusion, we have developed a new method for assessing cold allodynia in mice
which produced results consistent with the acetone technique. This method has the
advantage of not applying noxious stimuli, thus reflecting frue allodynia and it is devoid of
problems of interpretation that can occur with a simple plate or the use of acetone. The
duration of testing does not seem to influence the observed behavior. Therefore, even 5
minutes testing could be enough at least for assessing CCI induced cold allodynia. In
addition, mice can escape the nociceptive stimulus, corresponding to ethical IASP
guidelines, which tend to minimize suffering of animals [22]. Furthermore, the paradigm of
this technique can be applied with other temperatures to evaluate the implication of

receptors that are sensitive to different levels of temperature.
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Figure legends

Fig. 1. Assessment of cold sensitivity with the acetone drop technique on the ipsilateral
paws of naive, sham, CCI, PSL and CCS neuropathic mice (n=8-12 per group). (*) P < 0.05

versus sham or naive groups; NS: non significant.

Fig. 2. Assessment of cold sensitivity with the double plate technique on naive, sham, CCI,
PSL and CCS mice (n=8-12 per group). (A) Percentage of time spent on one side when
both plates were at room temperature (RT: 22°C). Numbers in the bars are the number of
walking-throughs the midline. (B) Percentage of time spent on the cold plate kept at 18°C.

(*) P <0.05 versus sham or naive groups.

Fig. 3. Response to acetone against time spent on the cold plate in naive, sham CCI/PSL,
sham CCS, CCI, PSL and CCS mice showing the regression line (r = -0.93).

Fig. 4. Assessment of cold sensitivity with the double plate technique on naive (white bars)
and CCI (black bars) mice (n=8 per group) with variation of temperature of the cold plate,
the other plate was constantly at thermoneutral temperature (31£1°C). P<0.05 was

considered significant: (*) versus 18+1°C, (#) versus 31x1°C.

Fig. 5. Pharmacological validation of the double plate technique on CCI mice (n=8 per
group) with amitriptyline (10 mg/kg, i.p.) and gabapentin (50 mg/kg, i.p.) injected 45 min
before testing. (A) Evaluation of drug effects on motricity with both plates at room
temperature. (B) Evaluation of cold allodynia with the plates at 31 and 18+1°C. (*) P <
0.05; (ND) not determined.
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Fin des articles
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Discussion

Nous avons montré qu’une lésion de type mécanique sur le nerf saphéne entraine les
symptomes de douleur neuropathique que sont Iallodynie et ’hyperalgésie chez le rat et la
souris sur une relativement longue période. Globalement, les quatre modalités testées
(allodynie au froid —testée de deux facons différentes— et meécanique et hyperalgésie
mécanique et thermique) sont présentes. L’allodynie et ’hyperalgésie ont été réduites ou
supprimées par 1’administration systémique de composés utilisés contre la douleur
neuropathique de classes pharmacologiques différentes. Il est & noter que la lésion du nerf
saphéne entraine une réorganisation moléculaire des systémes biologiques (opioides et
cannabinoides) contrblant la douleur & différents niveaux du systtme nociceptif
périphérique. Enfin, nous avons montré chez la souris que le modéle de lésion du nerf
saphene est applicable au modéle electrophysiologique nerf saphéne-peau et qu’il engendre
des changements électrophysiologiques en périphérie. Nous allons aborder les divers
aspects de ces résultats, d’une part, en comparant les résultats obtenus chez le rat et la
souris, puis en comparant les résultats obtenus sur le nerf saphene par rapport aux autres
mode¢les notamment ceux ciblant le nerf sciatique. Nous établirons I’implication des
cannabinoides dans ce modéle et, enfin, nous évaluerons les perspectives de recherche

qu’engendrent ces résultats.

4. Etudes comportementales

4.1. Comparaison rats — souris

Premiérement, il est nécessaire de rappeler que les chirurgies que nous avons
pratiquées chez le rat et la souris différent 1égérement par le type de ligature effectuée. En
effet, chez le rat nous avons procédé 4 une ligature partielle serrée du nerf saphene alors
que chez la souris il s’agissait de trois ligatures liches autour du nerf. Nous avons dii
procéder a ce type de Iésion chez la souris & cause du trop petit diametre du nerf saphéne
chez cette espéce qui nous empéchait de passer convenablement le fil de ligature a travers

le nerf. Plusieurs études comparant diverses chirurgies ont montré que des différences
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comportementales pouvaient survenir au sein de la méme espéce. Ces différences
concernaient surtout la durée et la magnitude de ’allodynie et de I'hyperalgésie (Kim et al.
1997; Dowdall et al. 2005). Si ces études ont montré des différences entre les modéles, il
faut noter que ces chirurgies impliquant une ligature étaient réalisées avec des types de fils
différents, or le type de fil utilisé peut influencer la réponse de 1’animal. Par exemple, le
plus souvent, du « catgut » chromique est utilisé pour la chirurgie CCI, or ce type de
matériel de suture résorbable d’origine organique est susceptible d’engendrer de la
neuroinflammation (Robinson et Meert 2005). Afin de ne pas ajouter de biais entre nos
deux modeles, la 1ésion du nerf saphéne a été faite chez le rat et la souris avec le méme type
de fil : du nylon. Nous pouvons alors supposer avoir minimisé les facteurs de variabilité
pouvant survenir entre nos modéles chez le rat et la souris. En outre, le nylon n’est pas

résorbable ce qui aurait peut-&tre pour incidence de léser le nerf sur ume période plus

longue.

Nous avons effectué une Iésion du nerf saphéne chez le rat et la souris. Celle-ci a
entrainé Papparition d’allodynie au froid et mécanique et d’hyperalgésie mécanique et
thermique dans les deux espéces. Globalement, les résultats sont donc similaires. On
observe néanmoins quelques différences dans I’apparition des symptémes de douleur
neuropathique entre le rat et la souris. En effet, alors que chez le rat il est préférable
d’attendre cinq & sept jours pour voir apparaitre les quatre modalités d’allodynie et
d’hyperalgésie, leur apparition est plus rapide chez la souris puisque dés le lendemain de la
chirurgie, les animaux présentent ces symptémes de fagon marquée. En outre, concernant
I’hyperalgésie mécanique, celle-ci semble plus marquée chez la souris, mais il faut rappeler
que la méthode d’évaluation n’est pas tout a fait identique. Alors que la piqfire d’épingle a
eté utilisée chez le rat, nous avons utilisé un filament de Von Frey supraliminaire chez la
souris et compté la fréquence de retrait de la patte. En effet, face a la piqiire d’épingle, les
souris, en raison de leur taille, ne peuvent appliquer suffisamment de poids sur leur patte
pour que la stimulation par une épingle émoussée puisse produire un effet de piqfire. Les

souris réagissaient alors systématiquement par un bref retrait de la patte. Ainsi, la meilleure
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fagon d’évaluer leur réponse était de calculer la fréquence de retrait de la patte qui ne
pouvait se faire correctement qu’a 1’aide d’une pression calibrée représentée par un
filament de Von Frey supraliminaire. Cette technique a également été utilisée chez le rat

pour révéler I’hyperalgésie (Fu et al. 2004).

4.2. Comparaison avec le nerf sciatique

D’un point de vue chirurgical, parmi les quatre modéles les plus répandus (CCI :
Chronic constriction injury, PSL: Partial sciatic nerve ligation, SNL: Spinal nerve
ligation et SNI: Spared nerve injury), notre modele effectué chez le rat correspond au

modele PSL et celui chez la souris au modéle CCI rnais appliqué au nerf saphéne.

Ces quatre modeles présentent des changements de seuils de perception rapidement
apres la chirurgie, souvent dés le test subséquent 2 la chirurgie (d&s une heure dans le cas
du mod¢ele PSL) (Bennett et Xie 1988; Seltzer ef al. 1990; Kim et Chung 1992; Decosterd
et Woolf 2000). En outre, ces symptémes durent plus d’un mois apres la chirurgie. Ainsi,
concernant I’apparition des premiers signes d’allodynie et/ou d’hyperalgésie et la durée de
ces symptdmes, nos résultats sont semblables & ces études. Dans le modele décrit par
Wallace et ses collaborateurs, suite 4 I’application d’un agent démyélinisant, ’allodynie et
I’hyperalgésie thermique ne sont apparues qu’aprés une semaine suivant le traitement par la
lysolécithine, et ce, qu’il s’agisse du nerf sciatique ou du nerf saphéne (Wallace et al.
2003). Dans ce cas, il est probable que cette latence soit due au fait que 1’agent
démyélinisant doive agir un certain laps de temps, contrairement 3 une lésion mécanique,
avant que le nerf soit suffisamment 1ésé pour que les premiers symptdmes apparaissent. De
méme, dans ce modéle, les signes d’allodynie et d’hyperalgésie s’estompent environ 17
jours aprés le traitement ce qui peut s’expliquer par le fait que la myéline a pu se
reconstituer entre temps. Au contraire, dans les modeles par 1ésion mécanique, le matériel

de ligature reste en place provoquant des changements plus durables. Il est cependant
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notable qu’au cours de cette étude, une méme lésion n’avait entrainé que peu de différences

comportementales entre le nerf sciatique ou le nerf saphéne.

Chez le rat, une étude a comparé divers modéles ciblant le nerf sciatique (les
modeles CCI, PSL, SNL et des modéles de transsection) avec les mémes types de tests
comportementaux que notre ¢tude chez le rat, excepté pour le test d’hyperalgésie thermique
réalisé sur une plaque chaude. Cette étude a révélé que toutes ces chirurgies induisaient une
augmentation claire de la sensibilité & la piqfire d’épingle (Dowdall et al. 2005),
contrairement 4 ce que nous avons observé chez le rat suite a la lésion du nerf saphene.

Ainsi, il pourrait s’agir ici d’une propriété spécifique du nerf saphéne.

Chez la souris, plusieurs études ont adapté les modéles développés chez le rat. Le
modele CCT a été testé pour I’hyperalgésie thermique et I’allodynie mécanique (Sommer et
al. 1997). Dans cette étude les modalités ont été testées entre le troisiéme et le huitieme jour
apres la chirurgie. Il semble que I’allodynie et I’hyperalgésie apparaissent également
rapidement (dés le troisiéme jour aprés la chirurgie). Le modéle PSL a été évalué pour
I’allodynie mécanique et au froid ainsi que I’hyperalgésie mécanique et thermique dans
deux études caractérisant la sensibilité de souris dont les genes encodant les récepteur CB;
ou NKI1 ont été invalidés. Dans la premiére étude, les souris témoins présentaient de
Iallodynie au froid et mécanique et de I’hyperalgésie thermique dés le premier jour aprés la
chirurgie et ce au moins pendant 15 jours, moment o I’étude a été arrétée (Castane et al.
2006). Ces résultats correspondent 4 notre étude effectuée chez la souris. Dans la seconde
etude, il n’a été malheureusement effectué que des mesures a un point donné aprés la
chirurgie, mais les animaux présentaient de 1’allodynie et de I’hyperalgésie mécanique ainsi
que de I'allodynie au froid (Martinez-Caro et Laird 2000). Ceci montre que les études
réalisées chez la souris neuropathique sur le nerf sciatique ont été faites sans un
développement caractérisant clairement Papparition et la durée de I’allodynie et de
hyperalgésie. Néanmoins, notre étude montre qu’une 1ésion du nerf saphéne chez la souris

correspond a ce qui est décrit concernant une Iésion du nerf sciatique chez la souris.
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Egalement chez la souris, nous avons pu comparer 1’allodynie au froid suite 3 la
constriction chronique du nerf saphéne avec deux modeles ciblant le nerf sciatique (CCI et
PSL). Nous avons montré par deux types de mesures d’allodynie au froid que, concernant
cette modalité, la constriction du nerf saphéne entraine un niveau d’allodynie au froid
comparable & celui du modele PSL. En revanche, le modéle CCI présente une sensibilité au
froid supérieure aux deux autres modeles. Ces résultats concordent avec des études
precédentes effectuées chez le rat et comparant divers modeles de douleurs neuropathique
(Kim et al. 1997; Dowdall et al. 2005). Dans notre cas, nous avons utilisé le méme matériel
pour les ligatures (du nylon) dans chaque modéle et le modéle CCI est le plus proche du
modele de constriction chronique du nerf saphéne. Ainsi, la différence d’allodynie au froid
observée entre ces deux modeles provient certainement des différences entre le nerf
sciatique et le nerf saphéne. Il pourrait s’agir du fait que le nerf sciatique étant plus gros que
le nerf saphéne, plus de fibres ont été 1ésées. Il se pourrait également que les fibres motrices
du nerf sciatique participent a cette augmentation d’allodynie au froid dans ce type de

lesion par constriction chronique chez la souris.

4.3. Cas de la mesure de I’allodynie au froid chez la souris

Nous avons développé une technique permettant d’évaluer P’allodynie au froid chez
la souris en utilisant un paradigme de préférence de place entre une plaque thermoneutre et
une plaque froide. Les animaux qui présentent de I’allodynie au froid passent moins de
temps que leurs témoins sur la plaque froide. Cette méthode est une bonne alternative aux
autres couramment utilisées. En effet, au cours de nos études portant sur les modales
murins de douleur neuropathique, nous nous sommes apergus que les techniques classiques
de mesures d’allodynie au froid chez la souris pouvaient poser quelques problémes
d’interprétation. Ainsi, une plaque froide simple (généralement a une température de 4-
5°C) doit étre considérée comme un stimulus nociceptif puisque le seuil de nociception au

froid est de 15°C (Tominaga et Caterina 2004; McKemy 2005). En outre, sur une simple
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plaque, la mesure de sensibilité au froid est effectuée par le nombre ou la durée de
secousses de la patte, or ce comportement peut survenir lors de douleur spontanée. Méme
plus, il peut apparaitre sur une simple plaque froide de la douleur spontanée exacerbée par
le stress dfi au froid (Choi er al. 1994; Kim et al. 1997). On se rend ainsi aisément compte
de la complexité d’interprétation avec la plaque froide si on souhaite évaluer précisément
I'allodynie au froid. Concernant 1’application d’acétone, plusieurs études dont la nétre ont
1évélé que les souris témoins, méme naives, répondaient de fagon systématique a une
application d’acétone (Smith et al. 2004, b; Lee et al. 2005). Sachant que la stimulation par
de I’acétone peut représenter un mélange de stimulation chimique (due aux propriétés de
I’acétone), mécanique (due & I’application de la goutte sur la face plantaire) et enfin froide
(par I’évaporation de D’acétone), il est difficile de savoir a quoi réagissent les souris
lorsqu’elles sont stimulées par de ’acétone. Notre étude a révélé que le temps passé sur la
plaque froide était corrélé avec le temps de réponse suite & P’application d’acétone. Ainsi, la
stimulation par 1’acétone refléte certainement une hypersensibilité au froid, mais si c’est
bien le cas chez les souris naives, alors il s’agit d’un stimulus douloureux qui ne peut donc
pas étre considéré comme une mesure d’allodynie. Si les souris naives ne répondent pas au
froid, alors il peut s’agir d’une réponse due aux propriétés chimiques de 1’acétone (irritation
ou odeur ?), ce qui dans ce cas perturbe I’interprétation des résultats chez les souris
neuropathiques. La technique que nous avons développée permet d’observer chez les
animaux un comportement intégré face au froid. Ce type de mesure de comportement
douloureux correspond mieux & ce qui est mesuré chez les patients avec par exemple
’échelle visuelle analogue ou le McGill Pain Questionnaire qui- tiennent compte des
multiples dimensions de la douleur (Jensen er al. 2001). 4 contrario, les tests de
nociception classiques chez les animaux peuvent refléter uniquement des réponses réflexes,
celles-ci étant d’ailleurs modulées par les structures supraspinales. Un test plus intégré de
préférence de place permet donc une meilleure évaluation du potentiel analgésique des
médicaments. Ainsi, dans notre étude chez la souris utilisant ’acétone, nous avons observé

une analgésie contre I’allodynie au froid de I’amitriptyline, mais les souris traitées 3 la
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méme dose et placées sur la plaque froide montraient un comportement exploratoire
anormal certainement dii 4 un effet sédatif de I’amitriptyline. Cela montre que, méme si le
potentiel analgésique de 1’amitriptyline n’est pas remis en cause, son interprétation reste
difficile lorsque les effets sédatifs ou moteurs d’un médicament interviennent sur le
comportement douloureux observé. Dans le cas du test de la double plaque par préférence
de place, nous avons pu exclure 1’amitriptyline étant donné qu’il était visible qu’elle ne

possedait pas uniquement un effet analgésique.

Sachant que de nombreux patients atteints de douleur neuropathique présentent de
Iallodynie et de I'hyperalgésie au froid (Jorum et al. 2003), il est nécessaire de mieux faire
la distinction entre les deux sympt6mes lors des études animales. En outre, la découverte
récente de récepteurs de la famille des TRP (Transient Receptor Potential) participant 4 la
perception du froid (TRPMS pour une température inférieure 3 28°C et TRPA1 pour une
température inférieure a 17°C) (McKemy 2005) augmente la pertinence d’utiliser des souris
puisqu’elles peuvent &tre modifiées génétiquement. Pour toutes ces raisons, la méthode de
la double plaque par préférence de place permet de mieux comprendre les mécanismes de
’allodynie au froid induite par la douleur neuropathique. Elle permet également de trouver

des traitements pharmacologiques mieux appropriés.

5. Etudes pharmacologiques

Nous avons injecté chez le rat et la souris les mémes doses rapportées au poids de
quatre composés de classes pharmacologiques différentes reconnues comme ayant un réle
analgésique dans la douleur neuropathique : morphine, gabapentine, amitriptyline et un
cannabinoide, le WIN 55, 212-2. Nous allons discuter des résultats en considérant d’une
part, la comparaison entre les deux espéces, et d’autre part, la comparaison avec les

modeles ciblant le nerf sciatique.
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5.1. Morphine

5.1.1. Comparaison rat ~ souris

Lors des tests, le comportement des rats et des souris neuropathiques apres
I'injection de morphine a été sensiblement le méme. En effet, la morphine a réduit
significativement [’allodynie au froid et mécanique mais n’a pas amélioré de fagon
statistiquement significative I’hyperalgésie thermique dans les deux especes. Concernant
I’hyperalgésie mécanique, la morphine s’est révélée efficace chez la souris, mais pas chez
le rat de fagon statistiquement significative. Il faut noter cependant que la faible amplitude
d’hyperalgésie mécanique observée chez le rat 4 I’aide de la méthode par piqire d’épingle
et la grande variabilité de ce test n’ont pas favorisé I’observation d’effet antihyperalgésique

de la morphine (et des autres composés testés) pour cette modalité.

5.1.2. Comparaison avec le nerf sciatique

Plusieurs études effectuées suite & une lésion du nerf sciatique ont montré que la
morphine se révélait efficace pour supprimer 1’allodynie et I’hyperalgésie. Dans le modéle
CCI, la morphine administrée de fagon systémique a réduit 1’allodynie mécanique et au
froid et ’hyperalgésie mécanique a des doses allant de 0.625 & 10 mg/kg administrées de
fagon sous-cutanée (s.c.) (Pelissier et al. 2003; Blackburn-Munro et al. 2004; Pedersen et
Blackburn-Munro 2006). Dans le modéle SNL, une dose de 3 mg/kg administrée par voie
intra-veineuse a supprimé 1’allodynie mécanique (Martin ef al. 1998). De méme, I’allodynie
mécanique induite par la ligature du nerf spinal L5 a été quasiment abolie par
I"administration sous-cutanée de 1, 3 et 6 mg/kg de morphine (LaBuda et Little 2005). Dans
le modeéle SNI, une dose de 6 mg/kg (s.c.) a supprimé I’allodynie mécanique, au froid et
Ihyperalgésie mécanique (Erichsen et Blackburn-Munro 2002; Erichsen et al. 2005).
Toujours dans les modéles de lésions de branches du nerf sciatique, la 1ésion du nerf tibial a

induit de I’allodynie mécanique et de I’hyperalgésie thermique (Hofmann et al. 2003). Dans
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cette étude, seule I’allodynie mécanique a été testée pharmacologiquement. Elle a été
supprimée par une administration intra-péritonéale de morphine a4 8 mg/kg. Une étude
comparant divers modéles de douleur neuropathique (CCI, SNI et DNI pour Distal nerve
injury) a montré que la dose efficace 50 (DEso) de la morphine pour supprimer 1’allodynie
au froid et mécanique était globalement pour tous les modeles de 2 mg/kg une heure aprés

une injection sous-cutanée (Hama et Borsook 2005).

Ces résultats correspondent avec ce que nous avons observé au niveau du nerf
saphéne notamment concernant les stimulations mécaniques et au froid. En revanche, on
trouve tres peu d’études montrant une efficacité de la morphine contre ’hyperalgésie
thermique. Dans un modele de névrite du nerf sciatique entrainant de la douleur
neuropathique, la morphine (10 mg/kg) a eu un effet sur I’hyperalgésie thermique (Eliav et
al. 1999). La méme dose élevée a supprimé I’hyperalgésie thermique chez la souris
neuropathique (Rashid ef al. 2004). Dans le modéle SNL, I’administration de morphine,
mais de fagon intrathécale, a eu un effet contre 1’hyperalgésié thermique (Wegert et al.
1997). Enfin, chez la souris, un traitement préventif avec la morphine (3-10 mg/kg, s.c.)
supprime I’hyperalgésie thermique (Rashid et Ueda 200l:5). On voit ainsi que peu d’études
démontrent clairement un effet de la morphine contre I’hyperalgésie thermique induite par
une lésion nerveuse périphérique. Ces résultats concordent avec nos expériences et
¢également avec le fait que le pouvoir analgésique de la morphine est diminué contre
I’hyperalgésie thermique induite par la douleur neuropathique (Ohsawa et al. 2000; De Vry
et al. 2004, b; Rashid et al. 2004).

5.2. Gabapentine

5.2.1. Comparaison rat — souris

Alors que chez le rat, seulement 1’allodynie mécanique et au froid étaient diminuées

par la gabapentine, chez la souris, les quatre modalités testées ont montré un effet anti-
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allodynique et anti-hyperalgésique de la gabapentine. Si I’on exclut de cette comparaison
les résultats obtenus chez le rat avec la pigire d’épingle pour les raisons que nous avons
déja mentionnées, alors la différence entre le rat et la souris provient surtout de
’hyperalgésie thermique. Plusieurs études chez le rat ont montré une certaine diversité dans
Ieffet antihyperalgésique. Alors qu’une dose de 50 mg/kg injectée par voie intrapéritonéale
(i.p.) diminue légérement ’hyperalgésie thermique chez le rat, une dose de 100 mg/kg (i.p.)
ne provoque plus cet effet (De Vry et al. 2004, b). Dans d’autres modalités, 50 et 100
mg/kg i.p. ont le méme effet contre I’allodynie et I’hyperalgésie mécanique (Pedersen et
Blackburmn-Munro 2006) ainsi que des doses de 30, 60 et 120 mg/kg (LaBuda et Little
2005). Malgré tout, il semble qu’une dose de 100 mg/kg soit plus efficace que des doses
plus faibles (Erichsen et Blackburn-Munro 2002; Fox et al. 2003; Back et al. 2004; Hama
et Borsook 2005; Urban et al. 2005). En revanche, une étude effectuée chez la souris a
montré qu'une dose de 50 mg/kg supprimait efficacement 1’allodynie et I’hyperalgésie
notamment thermique (Castane et al. 2006). Ainsi, la différence que nous avons observée
au niveau du nerf saphéne pourrait s’expliquer par le fait que la dose de gabapentine

requise contre ’hyperalgésie thermique est moins importante chez la souris que chez le rat.

5.2.2. Comparaison avec le nerf sciatique

Comme nous I’avons mentionné, chez le rat, la gabapentine est plus ou moins
efficace selon le modéle de douleur neuropathique et la modalité testée. Ainsi, elle peut
supprimer 1’allodynie mécanique mais pas au froid ni I’hyperalgésie mécanique dans le
modele SNI (Erichsen et Blackburn-Munro 2002; Hama et Borsook 2005). Dans le cas du
modele CCI, la gabapentine n’améliore que partiellement 1’allodynie mécanique et
I’hyperalgésie thermique (De Vry et al. 2004, b). Dans le modéle de 1ésion du nerf tibial, la
gabapentine n’a pas d’effet anti-allodynique (Hofmann ez al. 2003). En revanche, dans le
modele SNL, la gabapentine supprime I’allodynie mécanique et I’hyperalgésie thermique
suite & une administration systémique ou par voie intrathécale (Cho et al. 2002; Urban ef al.

2005). Une adaptation du modele SNL par ligature du nerf spinal LS a montré un effet anti-
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allodynique de la gabapentine (LaBuda et Little 2005). Enfin dans le modéle PSL, la
gabapentine supprime I’hyperalgésie mécanique, mais lorsqu’elle est administrée de fagon
répétée (Fox et al. 2003). Chez la souris, quelques études ont montré une efficacité de la
gabapentine contre la douleur neuropathique dans divers modéles tels que le modéle
d’ischémie induite au niveau du nerf sciatique (Gustafsson et al. 2003) et le modeéle PSL
(Tanabe et al. 2005, Castane et al. 2006). Ainsi, notre étude chez le rat a montré que la
gabapentine n’était pas efficace dans toutes les modalités testées, ce qui correspond aux
données de la littérature. Concernant notre étude chez la souris, elle est la premiére a

montrer un effet anti-allodynique et anti-hyperalgésique de la gabapentine dans les quatre

modalités testées.

5.3. Amitriptyline

5.3.1. Comparaison rat — souris

Plusieurs différences ont été observées entre le rat et la souris suite &
I’administration d’amitriptyline 4 10 mg/kg i.p. En effet, alors que chez le rat cette dose n’a
amelioré aucun symptdme de douleur neuropathique, I’amitriptyline injectée chez la souris
a supprimé I’allodynie au froid et I’hyperalgésie thermique. I faut cependant noter que lors
du test de la double plaque, I’amitriptyline avait un effet sédatif suffisant pour réduire
activité exploratoire de la souris. C’est probablement cet effet sédatif qui est la cause
d’une diminution du temps de réponse  1’acétone au niveau de la patte controlatérale de la
souris par rapport & des animaux témoins. Cet effet sédatif semble néanmoins ne pas
perdurer puisque les valeurs controlatérales obtenues lors du test d’hyperalgésie thermique
(effectué en dernier) étaient similaires & celles des témoins. Ainsi, chez la souris, cela
démontre que I’amitriptyline a produit un effet analgésique et pas seulement sédatif, En
outre, une grande différence est que chez les animaux naifs, I’injection d’amitriptyline a
sensibilisé les rats & une stimulation par de 1’acétone alors que cela n’a pas été observé chez

la souris. Aucune étude n’a révélé cette hypersensibilité a I’acétone suite 2 ’injection
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d’amitriptyline. Cependant, il est possible qu’une modification au niveau du systéme
sympathique provoque une hypersensibilité au froid (Lowe et al. 2005). En outre, une étude
récente a démontré que des neurones du systéme sympathique possédent des récepteurs au
froid TRPA1 (Smith et al. 2004, a). Ainsi I'interaction de 1’amitriptyline avec le systeéme
sympathique pourrait modifier la perception du froid bien que cela reste spéculatif. Une
autre explication pourrait &tre que la stimulation par 1’acétone comporte une fraction de
stimulation mécanique. Or, nous avons observé chez le rat et la souris que I’amitriptyline
provoquait une hypersensibilisation au stimulus mécanique. Ce phénoméne d’hyperesthésie
mécanique a déja été observé dans la patte controlatérale d’animaux traités de fagon aigué
ou chronique par de I’amitriptyline (Esser et Sawynok 1999; Esser et al. 2001). Cet effet a
été exacerbé par ’administration de caféine, un antagoniste non spécifique des récepteurs a
1’adénosine, montrant une implication de ce systéme dans ’hyperesthésie (Esser et al.
2001). L’adénosine étant un modulateur des terminaisons noradrénergiques sympathiques,
il est possible que I’hyperesthésie induite par 1’amitriptylihe soit ainsi due a une
modification du systéme sympathique. Des études sont toutefois & effectuer afin d’évaluer

I'implication du systtme nerveux sympathique dans I’hyperesthésie induite par

1’amitriptyline.

5.3.2. Comparaison avec le nerf sciatique

Comme nous 1’avons mentionné, d’autres études ont révélé de I’hyperesthésie suite
a ’injection d’amitriptyline dans le modéle SNL en observant le coté controlatéral a la
chirurgie. Si nous observons ce phénoméne chez les animaux lésés au niveau du nerf
saphéne, ce qui concorde avec les résultats précédents, nous I’observons aussi chez des
animaux naifs. Ainsi, nos études montrent que I’hyperesthésie due & 1’amitriptyline est

proprement due au traitement et non A une combinaison de lésion neuropathique et

d’amitriptyline.
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Concernant I’effet analgésique de I’amitriptyline, nous avons seulement observé un
effet chez la souris contre I’allodynie au froid et I’hyperalgésie thermique. Dans divers
modeles ciblant le nerf sciatique, I’amitriptyline est le plus souvent rapportée comme étant
efficace contre I’hyperalgésie thermique mais & des doses variant selon les études et les
modeles : 10 mg/kg i.p. dans le modéle SNL (Esser et Sawynok 1999), 30 mg/kg i.p.
(Bombholt ez al. 2005) ou 32 et 128 mg/kg p.o. (De Vry et al. 2004, b) dans le modéle CCL
Comme dans notre étude chez le rat, ’allodynie au froid n’a pu é&tre améliorée par
I’amitriptyline (4,7 mg/kg i.v.) dans le modéle SNL (Wang et al. 1999). Enfin, concernant
Iallodynie mécanique, trés peu d’études ont montré un effet anti-allodynique, parfois trés
léger de I’amitriptyline (Abdi et al. 1998; Hofmann et al. 2003). Au contraire, de
nombreuses études ont montré que ’allodynie mécanique n’était pas soulggée méme par
des doses parfois importantes d’amitriptyline (Esser et Sawynok 1999; Wang et al. 1999;
De Vry et al. 2004, b; Bomholt et al. 2005). Chez la souris, une seule étude a évalué les
effets de I’amitriptyline aprés une lésion mécanique du nerf sciatique (axotomie) (Yasuda et
al. 2005). Cette étude a révélé que Dallodynie mécanique était soulagée suite

’administration d’amitriptyline pour des doses allant de 25 4 100 mg/kg p.o.

Généralement, nos résultats obtenus avec le nerf saphéne concordent avec ceux
obtenus avec une lésion du nerf sciatique avec deux différences malgré tout. D’une part,
I'hyperalgésie thermique n’est pas soulagée dans notre modele chez le rat. D’autre part,
chez la souris, I’allodynie mécanique produite par une lésion du nerf sciatique a été
supprimée contrairement a notre modele. Dans ce dernier cas, cependant, le petit nombre
d’étude évaluant le potentiel analgésique de I’amitriptyline chez la souris neuropathique ne
permet pas de conclure avec précision. Notre étude effectuée chez la souris est la premiére
a évaluer le potentiel anti-allodynique et anti-hyperalgésique de I’amitriptyline dans les

quatre modalités.
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5.4. Cannabinoide WIN 55, 212-2

5.4.1. Comparaison rat — souris

Le WIN 55, 212-2 a été le seul composé qui a supprimé 1’allodynie et I’hyperalgésie
dans toutes les modalités testées a la fois chez le rat et la souris (toujours en excluant le test
a la piqire d’épingle qui n’a pas pu montrer d’amélioration statistiquement significative
chez le rat). Cependant, la différence essentielle observée entre les deux especes provient
du solvant du WIN 55,212-2: une solution saline & 0.9% avec 40% de DMSO
(diméthylsulfoxyde). En effet, alors que chez le rat, I’administration du solvant seul n’a pas
modifié les seuils de sensibilité, chez la souris on a observé un effet analgésique et/ou
sédatif. En effet, le DMSO n’est pas dépourvu d’activité biologique ce qui ‘est susceptible
de perturber les tests de nociception. Ainsi, le DMSO peut réduire la vitesse de conduction
nerveuse (Cavaletti et al. 2000). De plus, le DMSO peut produire de ’hypolocomotion
(Castro et al. 1995) et il posséde méme des propriétés analgésiques et anti-inflammatoires
faisant de lui un traitement d’appoint contre la cystite intersticielle (Sant et LaRock 1994;
Castroman et Ness 2002). Si ces effets n’ont pas été remarqués chez le rat par rapport 4 la
souris c’est que peut-étre le volume d’injection était nettement plus petit chez le rat (2
mL/kg, par rapport & 15 mL/kg). Ainsi les effets obtenus chez les souris pourraient
s’expliquer par le fait que, par rapport & leur poids, elles ont regu une quantité plus
importante (7,5 fois plus) de DMSO que les rats. Néanmoins, dans notre étude, les effets
combinés du WIN 55, 212-2 avec son solvant sont plus importants que ceux du solvant
seul. 11 est cependant évident que des études avec d’autres solvants doivent &tre réalisées
afin de mieux évaluer I’action anti-allodynique et anti-hyperalgésique du WIN 55, 212-2
chez la souris. Il existe trés peu d’études évaluant I’activité de ce composé chez des souris
neuropathiques. Au cours d’une étude chez des souris atteintes de neuropathie diabétique,
le WIN 55, 212-2 a été administré & des doses de 1, 5 et 10 mg/kg i.p. et dissous dans 50%

de DMSO. Les auteurs n’ont pas rapporté d’effets sédatifs ou hypolocomoteurs mais le
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volume d’injection n’est pas mentionné (Dogrul ef al. 2004). Des alternatives au DMSO
devraient étre étudiées afin de supprimer ce biais. Il existe en effet plusieurs autres solvants
susceptibles d’étre utilisés pour le WIN 55, 212-2 tels que I’éthanol ou des solvants
lipidiques. Une étude comparant divers solvants a révélé qu’un solvant de type lipidique,
I"émulphor 620 ne modifiait pas le comportement locomoteur des souris contrairement au
DMSO ou a I’éthanol (Castro et al. 1995).

5.4.2. Comparaison avec le nerf sciatique

Comme de nombreux autres cannabinoides, le compos€ WIN 55, 212-2 s’est révélé
efficace dans plusieurs modéles de douleur neuropathique ciblant le nerf sciatique. Ainsi,
dans le modeéle CCI, une injection de WIN 55, 212-2 a supprimé 1’allodynie mécanique et
'hyperalgésie thermique que ce soit par voie intrathécale (Lim et al. 2003) ou
intrapéritonéale (Herzberg et al. 1997). En outre, dans le méme modéle de douleur
neuropathique, une injection répétée a faible dose (0,1 mg/kg/jour s.c.) a supprimé
I'hyperalgésie mécanique et thermique (Costa ez al. 2004, b). Dans le modele SNL, le WIN
55, 212-2 a supprimée I’allodynie au froid a une dose de 2,5 mg/kg i.p., ’hyperalgésie
thermique a une dose de 0,5 mg/kg i.p. et enfin I’allodynie mécanique & une dose de 5
mg/kg i.p. (Bridges et al. 2001, a). Dans le méme modéle une dose plus modeste (0,5
mg/kg ip.) a réduit significativement 1’allodynie mécanique et 2,5 mg/kg ip. 'ont
completement abolie (LaBuda et Little 2005). Ces données correspondent avec celles que
nous avons obtenues puisque le WIN 55, 212-2 s’est révélé efficace dans les quatre

modalités que nous avons testées ainsi que dans les études précédentes.

5.5. Résumé des études pharmacologiques

Concernant la comparaison de nos modéles ciblant le nerf saphéne chez le rat et la
souris, nous avons remarqué des différences suite 2 I'injection de gabapentine et

d’amitriptyline. La gabapentine n’a été efficace chez le rat que contre ’allodynie au froid et
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I’allodynie mécanique alors que chez la souris, toutes les modalités testées se trouvaient
améliorées. Pour I’amitriptyline, alors qu’elle ne s’est révélée efficace dans aucune
modalité chez le rat, elle a amélioré 1’allodynie au froid et I’hyperalgésie thermique chez la
souris. Il est & noter que chez les deux espéces, nous avons montré que ’amitriptyline
induisait de ’hyperesthésie mécanique. Au sujet de la morphine et du cannabinoide WIN
55, 212-2, les deux espéces ont globalement répondu de la méme maniére avec cependant
un probléme concernant le solvant du composé WIN 55, 212-2 chez la souris. Le WIN 55,
212-2 semble avoir donc le meilleur potentiel analgésique contre la douleur neuropathique
chez le rongeur puisqu’il s’est révélé efficace dans quasiment toutes les modalités testées.
Cependant, le WIN 55, 212-2 peut franchir la barriére hémato-encéphalique et par
consequent, étant donné qu’il est administré de fagon systémique, il est possible que des
effets centraux en plus des effets périphériques interviennent dans le comportement

observé.

Nos réesultats obtenus avec une lésion du nerf saphéne correspondent & ce qui a été
décrit dans la littérature sur le nerf sciatique avec toutefois une différence quant a
Iefficacité de I’amitriptyline contre I’hyperalgésie thernﬁque. Enfin, chez la souris, il existe
un certain manque de données concernant les traitements que nous avons effectués

empéchant de comparer avec exactitude les caractérisations pharmacologiques.

6. Implication des systémes opioide et cannabinoide

6.1. Expression des récepteurs

Par immunobuvardage de type Western, nous avons montré qu’une lésion du nerf
sapheéne entrainait une augmentation de 1’expression des récepteurs p opioide (MOR) ou
des récepteurs cannabinoides CB; et CB,. Cette augmentation a été observée a la fois chez
le rat et la souris et & divers endroits le long de la voie nociceptive afférente primaire :

territoire cutané, ganglions rachidiens (effectué seulement chez le rat) et segments de la
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moelle épiniére concernés par le nerf saphéne. Nous avons montré que 1’augmentation de
I’expression des récepteurs dans la moelle épinire se situait principalement du cété
ipsilatéral chez le rat et la souris; nous n’avons pas déterminé les valeurs controlatérales
dans les ganglions rachidiens et le territoire cutané chez le rat. Dans les deux études,
'augmentation de I’expression des récepteurs était présente 4 1, 7 et 14 jours apres la
chirurgie. L’étude effectuée chez la souris a montré le pourcentage d’augmentation
d’expression était équivalent 4 un et sept jours aprés la chirurgie. Les augmentations
d’expression observées chez le rat et la souris sont comparables (entre 40 et 60 %
d’augmentation), excepté pour le récepteur CB; (14 jours apres la chirurgie chez le rat) et
pour le récepteur MOR (un jour aprés la chirurgie au niveau cutané chez la souris) ol les

augmentations sont de I’ordre de 80 %.

L’expression de ces récepteurs n’explique donc pas les phénomenes d’allodynie et
d’hyperalgésie obtenus chez les animaux neuropathiques puisqu’elle est augmentée. Une
diminution ou une expression insuffisante des ligands endogénes pourrait expliquer les
comportements observés. En effet, [’apport exogéne d’agonistes de ces récepteurs permet,
en partie, de réduire ou de supprimer I’allodynie et I’hyperalgésie, comme nous I’ont

montré les études pharmacologiques.

6.2. Récepteur MOR

Nos résultats ont montré une augmentation de I’expression du récepteur MOR suite
a une lésion du nerf saphéne. Ces résultats sont en général contradictoires avec ceux décrits
apreés une lésion du nerf sciatique. En effet, plusieurs études ont démontré une diminution
de ’expression de I’ARNm du récepteur MOR dans les ganglions rachidiens et la moelle
épinicre par RT-PCR chez la souris dans le modéle PSL (Pol et al. 2006) et par RT-PCR et
hybridation in situ chez le rat dans les modeles SNL et SNI (Kohno et al. 2005). Cette
demiére étude a montré par immunohistochimie que D’expression de la protéine était

diminuée également 4 ces endroits. La diminution d’expression du recepteur MOR avait été
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observée auparavant avec la méme technique chez le rat et le singe suite 4 une axotomie
(Zhang et al. 1998). Quant i nos observations, elles ont été effectuées a 1’aide
d’immunobuvardage de type Western. Cette technique a été utilisée chez des rats ayant subi
le modeéle CCI et a montré que ’expression du récepteur MOR augmente 14 jours aprés la
chirurgie dans la portion distale du nerf sciatique (Truong et al. 2003), ce qui correspond a
Ce que nous avons obtenu dans les territoires cutanés. En outre, cette étude a non seulement
démontré par immunohistochimie que I’expression du récepteur MOR était augmentée dans
le site de lésion, mais également que le nombre de neurones exprimant le récepteur MOR
était augmenté dans le ganglion rachidien LS. Il faut noter également que dans d’autres
modeles de douleur neuropathique, 1’expression du récepteur MOR n’a pas été modifiée.
Ceci a été montré dans la moelle épiniére dans un modéle de douleur neuropathique
diabétique chez le rat (Chen et Pan 2003) et dans le modéle SNL chez Ia souris (Wang et al.
2001). II existe donc une certaine variabilité selon les études et les modéles employés.
Ainsi, nos observations peuvent provenir d’une propriété spécifique a la lésion du nerf
saphéne. Il se pourrait également que les différences que nous observons soient d’ordre
technique. Il est en effet rapporté qu’une lésion nerveuse périphérique induit une
augmentation de la phosphorylation du récepteur MOR dans la moelle épiniére de souris
ayant subi le modele SNL (Narita et al. 2004). Cette phosphorylation participerait a
Iinternalisation des récepteurs MOR. Ainsi, il est possible que par immunobuvardage de
type Western, nous détections plus de récepteurs que par des techniques
d’immunohistochimie. Il faut enfin souligner que 1’augmentation d’expression du récepteur
MOR correspond aux effets analgésiques observés avec la morphine dans plusieurs
mode¢les dont les nétres. Des études 4 ’aide de techniques variées nous aideront 3 mieux
caractériser I’expression du récepteur MOR dans la douleur neuropathique induite par une

lésion du nerf saphéne.
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6.3. Récepteurs cannabinoides

Trés peu d’études ont évalué I’expression des récepteurs CB,; et CB, en condition
neuropathique et plus particuliérement en périphérie. En effet, parmi les études existantes,
seules les expressions de I’ARNm du récepteur CB; dans le thalamus (Siegling et al. 2001)
et de la protéine dans la moelle épiniére (Lim et al. 2003) ont été effectuées chez le rat suite
a une lésion du nerf sciatique ou d’une de ses branches. Quant au récepteur CB,, une
augmentation de I’expression de son ARNm avait été observée dans la moelle épiniére dans

les modeles CCI et SNL chez le rat (Zhang et al. 2003).

Nous avons montré chez le rat et la souris, qu’une lésion du nerf saphene induisait
une réorganisation moléculaire quant & 1’expression protéique des récepteurs CB; et CB,
dans le territoire cutané, les ganglions rachidiens (étudiés chez le rat uniquement) ainsi que
dans les segments spinaux d’ou origine le nerf saphéne. Depuis, I’étude de Wotherspoon et
ses collaborateurs a confirmé nos données sur 1’expression du récepteur CB,. Ils ont montré
par immunohistochimie que la protéine du récepteur CB, était surexprimée dans la moelle
épiniere, le ganglion rachidien et les fibres du nerf sci‘atique en condition neuropathique

(modéle SNL) (Wotherspoon et al. 2005).

Nos résultats obtenus dans la moelle épiniére correspondent a ceux décrits dans la
littérature pour les récepteurs CB; et CB, (Lim et al. 2003; Zhang et al. 2003). En effet, en
plus de I’augmentation de I’expression des récepteurs, ces études ont démontré par des
techniques d’immunohistochimie ou d’hybridation in situ que [’augmentation était
principalement observée du cété ipsilatéral & la chirurgie. Nous avons pu vérifier ce
phénomene chez la souris en utilisant I'immunobuvardage de type Western non seulement
dans la moelle épiniére mais également en périphérie. En outre, chez le rat, nous avons pu
montrer que ’augmentation de I’expression du récepteur CB; était due au moins en partie a
une augmentation dans les neurones intrinséques de la moelle épinitre. En effet,

"augmentation d’expression du récepteur est supérieure dans la moelle épiniére par rapport
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aux ganglions rachidiens. Ce résultat concorde avec la localisation du récepteur CB; dans
les neurones post-synaptiques de la moelle épiniére et du faisceau dorso-latéral observée en
condition normale chez le rat (Farquhar-Smith et al. 2000). Néanmoins, une augmentation
de I’expression des récepteurs CB; sur les terminaisons nerveuses des fibres afférentes
primaires n’est pas 4 exclure suite aux résultats obtenus dans les ganglions rachidiens.
Concernant le récepteur CB,, nous avons montré une augmentation d’expression de la
protéine principalement du c6té ipsilatéral de la moelle épiniére ce qui confirme et
compléte les travaux de Zhang et ses collaborateurs. La comparaison des cotés
controlatéraux des souris témoins et neuropathiques nous a montré que I’expression du
récepteur CB; était légérement augmentée également du cété controlatéral. Ce phénomeéne
pourrait étre expliqué par une migration des cellules microgliales. En effet, une fois
activées, les cellules microgliales peuvent produire I’endocannabinoide 2-AG capable
d’activer la prolifération et la migration cellulaire via le récepteur CB, (Walter ez al. 2003;
Carrier et al. 2004). Il est possible que suite & la lésion du nerf saphéne, la
neuroinflammation produite par la 1ésion entraine une activation des cellules microgliales
du coté ipsilatéral qui vont ensuite proliférer et migrer, ce qui expliquerait 1’augmentation

du récepteur CB; que nous avons observée. Cela reste toutefois une hypothése.

Il existe néanmoins une différence entre nos modeles et ce qui a été observé dans les
modéles de douleurs neuropathiques. Dans notre modéle chez la souris, I’augmentation
d’expression des récepteurs CB; et CB, est sensiblement la méme entre un et sept jours
aprés la chirurgie. A I’inverse, Pexpression du récepteur CB; augmente progressivement
entre le premier et le 14°™ jour dans le modéle CCI (Lim et al. 2003). Dans cette derniére
étude, I’expression de I’ ARNm du récepteur CB; est également augmentée progressivement
entre le premier et le septiéme jour aprés la méme chirurgie. Il peut s’agir d’une propriété
spécifique du nerf saphéne ou bien d’une variation entre les deux espéces puisque nous
n’avons effectué des mesures de cinétique d’expression que chez la souris. En outre, il

n’existe aucune donnée de cinétique d’expression sur le nerf sciatique chez la souris.
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En résumé, nos résultats obtenus chez le rat et la souris concernant P’expression des
recepteurs CB, et CB; en condition de douleur neuropathique sont conformes a ce qui avait
eté décrit précédemment dans la littérature. La principale différence réside dans la rapidité
de I’augmentation d’expression, bien que nous ne puissions encore conclure s’il s’agit ou
non d’une différence interspécifique. Nous avons démontré également pour la premiere fois
une augmentation de I’expression des récepteurs cannabinoides en périphérie suite & une
Iésion nerveuse. Cette découverte est importante lorsqu’on sait qu’en clinique un traitement
périphérique par des cannabinoides est souhaitable afin d’éviter les effets psychotropes des
cannabinoides. Ceci est d’autant plus pertinent qu’il a été montré que des cannabinoides
administrés localement dans la patte peuvent diminuer les symptdmes de la douleur
neuropathique (Fox et al. 2001; Guindon et Beaulieu 2006). De plus, I’activation du
récepteur CB; peut supprimer la douleur neuropathique (Malan e? al. 2003). Comme ce
récepteur est principalement exprimé & la périphérie, 1’augmentation de son expression
montre qu’il demeure une cible pharmacologique importante afin de lutter contre la douleur

neuropathique.

7. Réarrangements électrophysiologiques

Nous avons effectué des études électrophysiologiques uniquement chez la souris. A
Iaide de la préparation électrophysiologique nerf saphéne-peau (Reeh 1986), nous avons
enregistré sur le nerf entier d’éventuelles décharges ectopiques. De plus, nous avons réalisé
une cartographie de I’innervation fonctionnelle & différents temps apres la lésion du nerf
saphene afin de vérifier I’applicabilité de notre modele dans des études des champs de
perception cutanés. En effet, la préparation nerf saphéne-peau permet d’étudier les
potentiels d’action d’une fibre nerveuse isolée survenant suite & divers stimuli appliqués sur

les territoires cutanés.
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7.1. Cartographie de I’innervation fonctionnelle

La cartographie effectuée chez les animaux naifs représente 1’innervation du nerf
saphéne sur la face dorsale de la patte arriére des souris. L’innervation fonctionnelle a été
pratiquement supprimée le lendemain de la chirurgie alors qu’elle est réapparue 10 jours
apres la chirurgie. La dégénérescence Wallerienne peut survenir dés 24 i 48 heures apres
une axotomie (Koeppen 2004), et ce phénomeéne pourrait expliquer la quasi-absence
d’innervation fonctionnelle un jour aprés la chirurgie. Les mesures effectuées 10 jours
aprés correspondraient alors A une réinnervation comme cela a été observé sur le nerf
sciatique (Devor et al. 1979). Cependant, nous n’avons effectué que des mesures
clectrophysiologiques. Il n’est pas impossible que 1’innervation soit toujours présente le
lendemain de la chirurgie mais que la ligature du nerf saphéne empéche d’enregistrer les
potentiels d’actions provenant de la stimulation mécanique effectuée sur le territoire cutané.
Néanmoins, la dégénéresence Wallerienne a été observée dans le territoire cutané de fagon
anatomique chez des animaux avec une neuropathie induite par le laser (Chiang et al. 2005)
et dans le modéle CCI (George et al. 2004). Finalement, le fait de pouvoir stimuler le
territoire cutané 10 jours aprés la chirurgie montre que nos modéles de douleur
neuropathique sur le nerf saphéne sont compatibles avec la technique électrophysiologique

nerf saphéne-peau.

7.2. Décharges ectopiques

L’activité spontanée que nous avons mesurée dans les préparations d’animaux naifs
provient de la tension exercée sur la peau lorsqu’elle est fixée dans le bain. En réalité, ces
décharges sont donc évoquées et représentent un artéfact da a la préparation. Ainsi les
résultats obtenus ne sont pas incompatibles avec le fait qu’en conditions normales les
neurones afférents primaires ne présentent pratiquement pas d’activité spontanée. L’activité

que nous avons enregistrée est due aux fibres a adaptation lente de type II, expliquant ainsi
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le fait que cette activité soit mesurée pendant une relativement longue période (PW Reeh,

communication personnelle).

Suite a la chirurgie, nous avons observé une diminution de I’activité enregistrée un
jour apres la chirurgie, alors qu’elle est pratiquement triplée 10 jours aprés la chirurgie. La
diminution d’activité enregistrée un jour aprés la chirurgie peut s’expliquer aisément par le
fait qu’il y a une forte réduction du territoire fonctionnel au niveau cutané. En conséquence,
la tension de la peau dans le bain stimule moins de fibres & adaptation lente de type II
provoquant de ce fait la diminution des décharges observée. En revanche, 10 jours apres la
chirurgie il y a une augmentation du nombre de décharges par rapport au témoin. Or i ce
moment, le territoire cutané n’a pas une innervation fonctionnelle supérieure a celui
d’animaux naifs (I’innervation est méme toujours inférieure, bien qu’elle ait augmenté par
rapport au lendemain de la chirurgie). Ainsi, 10 jours aprés la chirurgie, les décharges
supplémentaires mesurées correspondent a4 des décharges ectopiques. Ces décharges
ectopiques sont évoquées mécaniquement par la tension de la peau. Ce résultat correspond
a ce qui a déja été observé au niveau du nerf saphéne. En effet, suite 4 une axotomie de
différents nerfs chez le rat, il a été montré que trés peu de fibres du nerf saphéne
présentaient de P’activité spontanée alors qu’une grande majorité présentait de ’activité
ectopique évoquée par un stimulus mécanique (Tal et al. 1999). Une autre étude réalisée sur
des névromes de nerf saphéne (sans territoire cutané) a montré que 10 jours aprés
’axotomie, aucune fibre ne présentait de ’activité spontanée alors que 54 % présentait de
’hypersensibilité mécanique (Roza et al. 2003). Néanmoins, il faut noter que dans cette
méme étude, il a été observé que 19 % des fibres présentaient de 1’activité spontanée 22
jours aprés la chirurgie. Il serait donc intéressant d’étudier notre modele sur de plus longues
périodes apres la chirurgie pour voir si [’activité ectopique est augmentée par le fait de
décharges spontanées. Malgré tout, 1’activité ectopique que nous avons mesurée peut
provenir en partie du névréme puisque notre électrode d’enregistrement était placée en
amont de la lésion sur le nerf. Cependant, étant donné que 1’activité mesurée semble

principalement évoquée par la tension de la peau, les décharges ectopiques proviendraient
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plus certainement des changements de propriétés des territoires cutanés ayant été
réinnervés. En effet, les propriétés des potentiels d’action des fibres repoussant aprés une
lésion nerveuse sont différentes de la normale (Mert et al. 2004). 1l serait également
intéressant de voir s’il n’y a pas de modification au niveau du territoire cutané dans la
transduction du signal. Ceci pourrait &tre étudié en combinant nos modeles de douleur

neuropathique avec la préparation électrophysiologique nerf saphéne-peau.

L’activité que nous avons mesurée correspond & une activité des fibres A
(principalement les fibres AP). En effet, en enregistrant le nerf entier, seuls les potentiels
d’action provenant de ces fibres sont enregistrables dans la préparation (PW Reeh,
communication personnelle). Ce résultat est particuliérement intéressant, car méme si les
fibres AB sont normalement impliquées dans la perception du toucher non nociceptif, leur
r6le est important dans 1’hypersensibilité due a 1ésion nerveuse périphérique. Premiérement,
une portion non négligeable de fibres AB correspond & des nocicepteurs (Djouhri et Lawson
2004). Ensuite, il a été montré que les fibres myélinisées montraient de I’activité ectopique
suite 4 une axotomie chez le rat (Tal et al. 1999). Enfin, suite 4 une lésion nerveuse
périphérique, les terminaisons des fibres AB vont innerver les couches superficielles de la
moelle épiniere (Woolf er al. 1992; Lekan et al. 1996) et des conductions éphaptiques
surviennent au niveau du nerf entre différents types de fibres (Seltzer et Devor 1979; Amir
et Devor 1992; Amir et Devor 2000). Ces phénoménes montrent bien I’importance des
fibres AP dans la production de 1’allodynie puisque leur activation entraine alors une
stimulation des voies nociceptives. Ainsi, [’augmentation du nombre de décharges des
fibres A que nous avons enregistrée pourrait en partie expliquer le comportement observé
chez les souris neuropathiques. Il faut toutefois noter que dés le lendemain de la chirurgie,
bien que les animaux présentaient de ’allodynie, le nombre de décharges enregistré était
réduit. Une explication possible serait que les fibres C aient participé a I’hypersensibilité
des animaux rapidement apres la chirurgie, mais que nous ne pouvions les enregistrer sur le
nerf entier. Il a en effet été montré que la réponse des fibres C était modifiée par une

diminution de leurs seuils d’activation mécanique et thermique en condition neuropathique
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(Shim et al. 2005). En outre, nous avons démontré que ’expression du proto-oncogéne c-
Fos était augmentée dans la corne dorsale de la moelle épiniére du coté ipsilatéral. La
mesure de I’expression de c-Fos a cet endroit est une indication de 1’activité neuronale des
fibres afférentes primaires de nature nociceptive (Chapman et Besson 1997). Comme
I’expression de c-Fos était augmentée dés le lendemain de la chirurgie, il est fort probable
qu’il y ait eu une augmentation de [’activité des fibres C. De futures études sur des fibres
isolées 4 I’aide de la préparation nerf saphéne-peau permettront de connaitre mieux
I'implication de chaque type de fibres dans les réarrangements électrophysiologiques qui

surviennent en condition neuropathique.



Conclusion - Perspectives

Nos études ont montré qu’une lésion du nerf saphéne chez le rat ou la souris
engendrait de la douleur neuropathique. Ainsi, les modeles ciblant le nerf saphéne
produisent de 1’allodynie et de I’hyperalgésie qui sont sensibles & des composés de diverses
classes pharmacologiques utilisés cliniquement contre la douleur neuropathique. De plus,
nous avons montré que la 1ésion du nerf saphéne provoquait une réorganisation moléculaire
(expression du proto-oncogéne c-Fos, des récepteurs MOR, CB; et CB;) et
électrophysiologique (décharges ectopiques, modification de 1’innervation fonctionnelle au

niveau du territoire cutané).

Parmi les différents modeles existants, I’apport de ce modéle réside dans le fait
qu’une lésion neuropathique est créée sur un nerf composé purement de fibres sensitives.
En plus des avantages comportementaux qu’apporte le fait de ne pas léser de fibres
motrices, ce modele permet de comparer diverses propriétés observées avec le nerf
sciatique qui contient lui des fibres motrices. Ainsi, des différences d’expressions de
récepteurs, peptides et neurotransmetteurs au niveau spinal et des ganglions rachidiens ne
sont pas a exclure. En outre, la possibilité d’utiliser des animaux transgéniques avec le
mode¢le murin aidera & déterminer I’implication des produits de certains génes dans les
meécanismes de la douleur neuropathique. Enfin, le fait de pouvoir combiner un modéle de
douleur neuropathique sur le nerf saphéne avec la préparation électrophysiologique nerf
saphene-peau permet de mieux comprendre certains mécanismes périphériques de la

douleur neuropathique.

Concernant I’implication du systéme cannabinoide, nous avons pour la premiére
fois démontré une augmentation de ’expression protéique des récepteurs CB; et CB; en
condition neuropathique et ce, a diverses localisations dans le systéme nociceptif afférent
primaire périphérique : territoire cutané et ganglion rachidien. Nous avons également
démontré une augmentation de ces récepteurs du coté ipsilatéral de la moelle épiniére
confirmant ainsi les études précédentes. Les effets analgésiques des cannabinoides étant

démontrés, ces résultats sont en faveur d’une utilisation clinique des cannabinnoides contre
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la douleur neuropathique. En effet, d’une part on observe une augmentation du récepteur
CB; en périphérie, et d’autre part une augmentation du récepteur CB,. Ainsi, ’activation du
récepteur CB; n’entraine pas d’effet psychoactif puisqu’il est faiblement exprimé dans le
systéme nerveux central par rapport au récepteur CB,. De plus, I’augmentation du récepteur
CB: au niveau des territoires cutanés et des ganglions rachidiens montre que ’activation
périphérique de ces récepteurs serait possible par application topique ou en utilisant des
agonistes ne franchissant pas la barriére hématoencéphalique. L’activation périphérique du
récepteur CB; permettrait 1a encore d’éviter les effets psycho actifs non désirés liés a
Putilisation des cannabinoides. La combinaison des modeles de douleur neuropathique
ciblant le nerf saphéne avec la technique électrophysiologique nerf-saphéne peau permettra
de mieux connaitre les mécanismes d’action périphérique des cannabinoides en condition

neuropathique.

Les perspectives de recherche découlant de nos travaux sont d’une part
d’approfondir les connaissances quant 4 I’expression des récepteurs cannabinoides, d’autre
part de mieux comprendre les mécanismes par lesquels le systéme cannabinoide intervient

dans I’analgésie périphérique en condition neuropathique :

* Nous avons déterminé une augmentation de I’expression des récepteurs par
immunobuvardage de type Western. Afin de connaitre la localisation précise des sites
d’augmentation des récepteurs, des techniques d’immunohistochimie ou d’hybridation in
situ permettraient de connaitre les types cellulaires impliqués. Ce type d’étude serait
particuliérement utile dans le territoire cutané puisque les tissus que nous avons prélevés
etaient minoritairement nerveux. En outre, dans les ganglions rachidiens et la moelle
epiniére, cela permettrait de connaitre les types de neurones ou de cellules gliales
impliqués. Des techniques d’histo-autoradiographie a I’aide d’agonistes marqués
permettraient également d’obtenir une localisation plus précise de I’augmentation des

récepteurs ainsi qu’un éventuel changement d’affinité des récepteurs pour leurs ligands.
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¢ A Tlaide de la préparation nerf saphéne-peau nous pourrions étudier précisément
les mécanismes électrophysiologiques survenant aux champs de perception cutanés. Cette
technique permet I’application de stimuli de nature mecanique ou thermique. Il est possible
d’appliquer des stimuli chimiques ou de tester divers traitements pharmacologiques et ce,
sur des fibres isolées. Il sera alors possible de mieux comprendre la réorganisation nerveuse
survenant en peériphérie dans le territoire cutané. La possiblité d’appliquer des
cannabinoides sur les champs de perception cutanés de fibres isolées permettra de mieux
comprendre I’implication du systéme cannabinoide dans ’analgésie périphérique en

condition de douleur neuropathique.
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