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RESUME

La douleur éprouvée lors de trauma cranien est reliée a la sensibilisation du systéme
nerveux central et aux maux de téte chroniques lorsque la douleur n’est pas traitée. Par contre,
chez I’humain, I’utilisation d’analgésiques doit étre faite avec précaution puisqu’ils sont
associés a des déficits moteurs et cognitifs. La présente étude vise a évaluer I’efficacit¢ du
fentanyl pour le traitement de la douleur lors d’une hémorragie intracérébrale et les effets sur
la motricité en utilisant un modele induit d’hémorragie intracérébrale chez le rat.

Pour ce faire, une hémorragie intracérébrale a été induite par injection stéréotaxique de
2 uL de collagénase (0.5 Ul), injectée dans un noyau caudoputamen, chez vingt-et-un rats
Sprague-Dawley males sous anesthésie générale. Le groupe contrdle (n=6) a recu de la saline
sous-cutanée (SC), et les groupe expérimentaux ont recu respectivement des doses de 5 (n=6),
10 (n=6) et 20 (n=3) pg/kg de fentanyl SC, 2h suite a la chirurgie et ensuite 1 fois par jour
pour les 2 jours suivants. Les animaux ont été évalués pendant les 5 jours suivants la chirurgie
a I’aide d’une vidéo (grimace de la douleur), d’un examen neurologique, du test de la poutre et
du rotarod. Le dernier jour, les animaux ont été euthanasiés, les cerveaux ont été prélevés et
¢valués pour déterminer le volume de I’hémorragie, I’astrocytose et le nombre de cellules
nécrotiques.

Comparé aux contrdles, le groupe ayant regu 5 pg/kg de fentanyl a éprouvé un
soulagement significatif de la douleur au jour 2 (p<0,01) tandis que le groupe 10 pg/kg a
éprouvé un soulagement de fagon significative au jour 1 (p<0,01), 2 (p<0,001) et 3 (p<0,01).
Pour le rotarod, le groupe 10 pg/kg a démontré une diminution significative de sa performance

aux jours 5 (p<0,05) et 6 (p<0,02). A I’examen neurologique, le sautillement a montré une



piétre récupération pour les groupes de 5 et 10 pug/kg comparés au contrdle (p<0,01). A
I’examen des cerveaux, aucune différence n’a été observée pour les 3 paramétres entre les
groupes expérimentaux.

En conclusion, le fentanyl a une dose de 10 pg/kg SC est efficace pour diminuer la
douleur suite a une hémorragie intracérébrale; par contre il peut avoir un effet sur la motricité

des animaux.

Mots-clés : analgésie, trauma cranien, céphalalgie, échelle de grimace, histopathologie,

examen neurologique
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ABSTRACT

The pain associated with traumatic brain injury is linked with the central nervous
system sensitization and chronic cephalalgia when pain is not treated. However, analgesics in
human patient must be done with caution since they are associated with cognitive and motor
deficits. The present study aims to assess the efficiency of fentanyl to treat pain and evaluate
motor behaviors on a rat model of intracerebral hemorrhage (IH).

Twenty-one male Sprague-Dawley rats underwent a stereotaxic surgery to produce a
collagenase-induced IH with an injection of 2 pL of colagenase (0.5 UI) in the right
caudoputamen nucleus. The control group (n=6) received saline subcutaneously (SC), and
experimental groups received either 5 (n=6), 10 (n=6), or 20 (n=3) pg/kg of fentanyl SC, 2h
following surgery and on the 2 subsequent days. The rat grimace scale, a neurological
examination, balance beam test and rotarod test were performed for 5 consecutive days
postoperatively to evaluate pain and motor performance. At the end of the experimentation,
the animals were euthanized, the brains were collected and evaluated to determine hematoma
volume, the number of reactive astrocytes and necrotic neurons.

When compared to controls, the grimace scale has showed that 5 pg/kg fentanyl
significantly alleviated pain on day 2 only (p<0.01) and that 10 pg/kg alleviated pain on days
1 (p<0.01), 2 (p<0.001), and 3 (p<0.01). For the rotarod test, only the 10 pg/kg group showed
significant decreases in performance on days 5 (p<0.05) and 6 (p<0.02). The neurologic exam
was not significantly different between groups, but only the hopping test showed a poor
recuperation for the 5 and 10 pg/kg fentanyl group when compared to saline (p<0.01). During

brains exams, no differences were found between groups for the results of the 3 parameters.
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Fentanyl, at a dose of 10 pg/kg SC, has provided a substantial analgesia following a
collagenase-induced intracerebral hemorrhage in rats; however it can alter motor performance

following analgesic treatments.

Key words: analgesia, brain trauma, cephalalgia, grimace scale, histopathology, neurological

€xam

v



TABLE DES MATIERES

3T 1 U i
2 0 1] 0 o Lo ii
Table deS MAtICIES. ... s a R s e psE R s R s e \%
I3 T R LT ) L ix
Liste des sigles & des abréviations ... xi
2] 10T L) 10T L XV
RECENSION DE LITTERATURE.....c.ousimisessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssanes 1
A.  INTRODUCTION ..cosiiiiceisisnsnssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss st sesss s st ssssssessssssssssssssssssssssassssessnes 1

B. HEMORRAGIE CEREBRALE LORS DE TRAUMA CRANIEN .......coouumreesmasmseessssssssssessasssns 3

1. DOMIMAZES PIIMMAITES woucvceeeresreseeeeseesessessessessssssssssessessessessssssssssessessesssssssssssssessessessessssssssssessessenssnssssssesens 5

2. DOMMAZES SECONAAITES . ..cuueereereeeseeeseesseesseesseessesssesssessse s s sess e s ss s s s ss bbb bbbt 5

3. Pression INtraCranieNIE ... e sssssssesssssssassssesssssessssssssssssssssssss et ssssssssesssssssssessssssassssnsens 7

2 S \ V= 00040 = Do U (o) U0 9

C. DIFFERENTS MODELES ANIMAUX.....ccccuuuuuseessssssreseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssassessssses 14

1. INJECiON A€ SANG ENEIET coeueuueeeeeeeetseeseesseesreesse bbbt s s s ss s bbb st a s 16

70N 040 Y o Ut o0 ot For=Y oo s o) <5000 17

3. INJECtiON de COIAZENASE ..ottt ettt s bbb s 18

D. TESTS COMPORTEMENTAUX ....ccostsimsmsmsessssssmsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssnsssssssssssssseses 23

1. Tests SeMi-QUANTILALIES ..ocvvuirercererreecre e sss s s s e s ssns s s sassssesens 24

7 U =Y oY PO 25

1 TR WY=Y] e U= U 1o 0 o T 27



D D 10 1 0 10 D1 0 28

1. Douleur du tratuma CIANIEI c. e seereeeseeseesesssesees st ssssse s sssse bbb bbb s s sas s 28

A)  MIGTAINES CRTONIGUES c.ooeeereeeereerireeerissserisssesasesesasssesisssesisssesssssesssssssssasssssssssessssssssssssnssssassassassassesassesssssnsssssns 29

2. Mécanismes de SENSIDIlISAtION c...ieriereeeeereetece st see bbb nebeees 32

a) Neurones trijumeau-vascul@ires de Premier OFAre ... roerisssesisssesasssssisssssesssssssssesssssssens 32

b) Neurones trijumeau-vascul@ires de deUXIEIME OTAIE........ceoreercnmeeriesserissserisssesisssesisssesssssssssssens 34

€] FOCTQUY LOMPS cevvescrvisssiisisssiiriissssessissssessisssssessassssessissssssssassssessis st ssasssss s s ssasssss s ssssssasssssssasssssssansossssans 35

3. EValuation de 1 AOUIEUL coeeessssssseseesseseseseesseeesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssses 35

A)  CTIS QG NAULE fTOQUETICE. c..eeurrevererreeeeriseserisssesasesesasss s ssesisssesassesssssssssasssssssssisssesssssssssssssasssssssssesassessssssnsssssns 36

b) Codification de I'expression faciale CRHeZ 18S FONGOUIS .........couwecreernmeerismserisssesisssesisssssissssssssessassssens 37

F.  TRAITEMENT ....oociiiiiiimimimimensinininisisssssssssssssssssssssss s s s s s s ssssssssasss s ssssas sasssnssnnsnns 39

BB 047723 1 U 10 ) DO OO 40

2. Diminuer la pression intraCrani€nNne ... sssssssssssssssssssssssssssssseses 40

3. CONLIrole de 1a GIYCAIMIE .ottt ss st ses s bbb s 41

4. HYPOTNETTNE .ottt eesett e ss s bbb R bbbt 42

B ANAIZASI ettt bR R AR R R R kR R AR s 42

o I 0 71 10 U L2 S OO OO 43

D) MECANISINES AES OPIOIACS.....covureerereerisserissserisisesisssesisssesisssesasssesssssssssasssssssssissssssssssssnssssasssssssssesassesssssnsssssns 44

Lo B 2170 ) =10 )1 1 L= O S OO 45

e ) I =3 T'e 17 DO OSSO 45

HYPOTHESE ET OBJECTIF DE RECHERCHE ........ccocicmnmmnmmsnsnssmssssssssssssssssssssassssssssssssssnes 47
ARTICLE

Effects of fentanyl on pain and motor behaviors following a collagenase-induced

intracerebral hemorrhage in rats...... s ———————— 48

0 0 L O 49

Vi



03 00 g0 T L0 ot 0 () ¢ 1 50

Materials & MEthOds ... ———————————— 52
ANIIMIALS <.ttt bbbt e a s s bR R AR bR R e 52
Surgical procedures and collagenase INJECTION ......ocuerereereenneinreesseiseee et ssess e ssssenes 52
TTEALIMIEIIES co.cueeereeees e eseesseesseesse bt b et st s s es s s £ R E SRR AR Rttt 53
Behavioral VAlUATIONS ...t ssessessseessssseesse s ses bbb s bbb 54

RGS & PAIN EVAIUATION.cuurersseesssvvsrssvsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssos 54
INQUTOIOGIC EXAIN coverreverrereesevesesesiseeesissesasssesssssesasssssassssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasesesssssesasssssssessesassensssssnssssens 55
BAIANCE BEAIM TESL .ovvuverirssirrisssirsissssscssissssessissssessissssssssassssessisssssssasssssssasssssssasssssssssssssssanssssssissssssssnsssissassasssssnos 57
ROEATOA TTOAAMUIL...oouoervsrrissirrsssscrvissssesrsssstisis s sssessissssssis s essisssssssis st ss s ssssss s ssissss s ssssssasssssssiss 57
Perfusion, Histological Procedures, Immunohistochemistry & Image Analysis......cccoueunece. 58
StATISTICAl ANALYSIS civureureeeeeeeesecseit et b st sees e sesess s bbb s b e bbbt 59

RESUILS .. 59
GTIMACE PAIN SCOTE .eeueeucerencereuessesssessssessssessssessse s sse s st s seas et as e as e as e s e eE s e ee e s e ee st as e s e pen 59
Neurological exam and iNdiVIAUAL LESES ....uueeeuneeereeureeseeseiserse e iese s ssseesse e sssssssseees 60
BalanCe DEAIM LEST ...uruuiereeeeeseeeeetseeseesseesse et b st s sssess s ess s bbb s b e bbb 61
ROLAr0d trEAAMIIL EESE . cuuieuee ettt ettt sees s s b s bbb 61
HiStOPAthOlOZICAL TESULLS ....cuieeueereeesceeseeeeeseesei ettt seess s bbb e b s bbb 62
BOAY WEIZNTS ..ottt sttt es et s s s s s bbb bbbt 62

DiSCUSSION ittt RS 63

LIMItations . 66

L0000 1 Lol L1 T3 T4 1, 66
ACKNOWIEAZIMEIITS......oeoeeereeeeereeeeieee et tsseese s ssse s s ee s bbb bR bbb e s 67
A D DT EVIATIOTIS cvreeseeeeeseesseeseesste st sesse et ss s s e s bbbk R AR bbb bR 67
DIESCIOSUIE ..ccereeeeeseeureeaseesseese e eeeseessesssessse s bbbt s es s ER s e SRR R R bbbt 67

vii



22T =) =) 1 o < 67

FLGUT@S wueiuiieiisacnssnssscsssssssssns s s ss s s eSS A £ R AR R AR R AR R R AR EE AR R AR R R AR RE R AR R RRR R R AR R AR RS R RS 72
DISCUSSION GENERALE ...ooooumssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 77
1. Evaluation de 12 AOULEUT .uuuuuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseseee 78

2. NEUTOTOXICITE ...eueeeeeeeeeeeseeseesreesseesseesse s bs et s sssess e ss s ss s bbb s b e bbbt 80

3. Evaluation de 1a MOTIICIEE cooooeeeeeeeessssssseseesesseseseeseeseseeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 81

4. Evaluation des déficits NEUTOIOZIQUES .oouuuuuuummmmmsssssseeeeseeneseeeesseeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseseseeeee 82

LT PT-IR =E3 e (= =1 Yo ) U (T 83

6. HiSTOPATNOIOZIE .cuuieeecee ettt ettt ss s bbb e b e bbb 84

7. Explication possible des déficits moteurs chez le groupe de fentanyl 10 pg/kg............ 84

£ TR o) 16 (- ol0) o oY ) oY) XSO 86

9. Genre & AZES AES ANIIMAUX ...vuuirurieurerureerereeeseessessseessesssesssesssesssebsss st sasssssssasssesssessse s b bssssesssases 87

IO 0 4 174 0 (0] 0D 0= 100 L 88

11. Limitations de I'étude & études complémentaires possibles......overeeresrerncnerseeseesnennns 89

12. VErification de INYPOtESE ...ttt ss s s nssesans 91
CONCLUSION ...citittismsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssassssssssssssssssssssssnssassassassasssssssssnss 93
BIBLIOGRAPHIE GENERALE .....ovvsrcmmsmsmmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssss 95

viii



LISTE DES FIGURES

REVUE DE LITTERATURE

Figure 1. Hémorragie dans un cerveau humain située dans les noyaux gris de la base. ......... 4
Figure 2. Mécanismes de la neuroinflammation...........cccccecuevievinieniinenieneeeeeeeeee 13
Figure 3. Noyaux gris de la base (caudoputamen) dans le cerveau du rat............ccceevuenenne. 19
Figure 4. Appareil SteréotaXiqUe. ......cocuviiiiieriieiieiieeieeeieeieeste et see et e seeeeaeesateebeesnneeseens 20
Figure 5. Rat dans un appareil SteréotaxiqUe. ........ceevueeriieiiierieeiieeie ettt eiee e 20
Figure 6. EXamen neurolOIqUE. ........ccueiiiiiriiiiiiieeie ittt ettt e esereennae s 25
Figure 7. L& 10tar0q. ..oooueiiiiiiiieiiicieceeee ettt 26
Figure 8. Test de 1a POULTE. ...cc.eeiuiiiiiiiiieieeeeeeee et 27
Figure 9. Quatre phases de la Migraine. ..........ccooevvieriiiiiiienieneiieeeeeeee e 33
Figure 10. Sensibilisation centrale et pEriphérique...........cccvervieriierieeiienieeieeeie e 34
Figure 11. Echelle de grimace du Tat. ...........co.co.vuivveveeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese e, 38
ARTICLE

Figure 1. Study protocol timeline. ..........ccceeviiriiiiriiniiieeieeeeeeee e 72
Figure 2. Grimace pain scores for saline and fentanyl treatment groups. ..........cccecceevveennenne 73

X



Figure 3. Neurological Xam SCOTES. .......cceeuiriiriirieniieieeieneee ettt 74

Figure 4. Results for individual neurological tests. ..........cecevieririiniinenieniceeeeeee 75

Figure 5. Rotarod treadmill test. ..........ooiiriiiiiiriiiiiieeecee e 76



LISTE DES SIGLES & DES ABREVIATIONS

ad libitum : A volonté

AINS : Anti-inflammatoires non stéroidiens

ANOVA : Analysis of variance (Analyse de variance)

ATP : Adénosine triphosphate

CGRP : Calcitonin gene-related peptide (Peptide relié au geéne calcitonine)

CI : Confidence interval (Intervale de confiance)

CMH-II : Complexe majeur d’histocompatibilité de classe II

CO;: Dioxyde de carbone

CXCL2 : Chimiokine (motif C-X-C) ligand 2

O : Delta

¢ : Epsilon

GABA : Gamma-aminobutyric acid (Acide y-aminobutyrique)

GFAP : Glial fibrillary acidic protein (Protéine acide fibrillaire gliale)

HMGBI : high mobility group box I (protéine du groupe a haute mobilité, boite 1)
HSP : Heat shock proteins (Protéines de choc thermique)

ICAM & VCAM : Super famille des immunoglobulines

ICHD-1I : International Classification of Headache Disorders, 2" edition (Classification
international des désordres reliés aux maux de téte, 2° édition)

IFN-y : Interféron-y

IH : Intracerebral hemorrhage (Hémorragie intracérébrale)

IL : Interleukine

iNOS : Inducible nitric oxide synthase (Oxyde nitrique synthase inductible)

IM : Intramusculaire

IV : Intraveineux

K : Kappa

MAP-K : Mitogen-activated protein kinase (protéine kinase activée par des agents mitogenes)
MMP : Matrix metalloproteinases (Métalloprotéases matricielles)

p: Mu

X1



NaCl : Chlorure de sodium

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

NDMA : N-methyl-D-aspartate (Acide N-méthyl-D-aspartique)

NF-kB : Nuclear factor-xB (facteur nucléaire-kB)

NO : Oxyde nitreux

PAR-1 : Proteinase activated receptor-1 (recepteur-1 activé par la protéase)
PT : Prothrombin Time (temps de prothrombine)

PTT : Partial Thromboplastin Time (temps de thromboplastine partielle)
PVC : Polyvinyl chloride (Poly(chlorure de vinyle))

RAGE : Receptor for advanced glycation end products (récepteur spécifique des produits
finaux de glycosylation avancée)

RGS : Rat grimace scale (Echelle de grimace des rats)

Récepteurs HI et H2 : Récepteurs histaminiques 1 et 2

ROS : Reactive oxygen species (dérivés réactifs de I’oxygene)

SC : Sous-cutané

Sham : groupe témoin

SNC : Systéme nerveux central

TLR : Toll-like receptor (récepteur type Toll)

TNF-a : Tumor necrosis factor- o (facteur de nécrose tumorale o)

Treg : Lymphocytes T régulateurs

TT : Thrombin Time (temps de thrombine)

* : valeur de p statistiquement significative

Unités :

ug : microgramme

pg/mL : microgramme par millilitre

pg/kg : microgramme par kilogramme

ug/kg/h : microgramme par kilogramme par heure
uL : microlitre

pum : micrometre

g : gramme

h: heure

J: jour

Xii



kHz : kilohertz

mm : millimetre

mL : millilitre

mg/kg : milligramme par kilogramme
mg/mL : milligramme par millilitre

min : minute

n : nombre de sujets dans un groupe

ng : nanogramme

ng/mL : nanogramme par millilitre

nm : nanometre

pH : mesure de I’acidité d’une solution
rpm : rotation par minute

sec: seconde

Ul : Unité Internationale

°: degré

°C : degré Celcius

10X : grossissement microscopique fois 10
20X : grossissement microscopique fois 20

Xiii



Aux rats qui donnent leur vie tous les jours pour améliorer la notre.

35D

A Kiko qui me fait apprécier la médecine vétérinaire tous les jours et pour toujours!

X1V



REMERCIEMENTS

En premier lieu, je voudrais remercier Dr Pascal Vachon pour m’avoir offert cette
opportunité d’en apprendre davantage sur la neurologie et la recherche scientifique. Je le
remercie aussi d’avoir été patient et d’avoir fait les démarches nécessaires pour que ce projet
se realise enfin. Merci pour toutes ces histoires qui piquent ma curiosité et me motivent a en

savoir plus.

Je voudrais aussi remercier Dr Pierre Hélie qui a bien voulu participer a mon projet
comme codirecteur de maitrise et cela durant son année sabbatique. Merci pour vos conseils

d’expert et votre assistance.

Merci a Guy Beauchamp pour sa précieuse analyse statistique de nos données de

recherche.

Merci aussi a Dr Derek Boerboom de m’avoir fait confiance pour manipuler son

extraordinaire microscope digital.

Merci a mon copain, ma famille et mes amis qui m’ont supporté et ont compris mon
indisponibilité durant cette aventure! Et particulierement a Isabelle Bertrand pour avoir bien

voulu prendre de son temps pour relire mon article et corriger ma prose anglophone.

XV



RECENSION DE LITTERATURE

A. INTRODUCTION

Le trauma cranien est une des causes majeures d’invalidité, de mort et de colts
¢conomiques pour la société (1). L’un des concepts primordiaux de la recherche sur le trauma
cranien est que les dysfonctions neurologiques ne se présentent pas au moment de I’impact,
mais progressent dans le temps sur une période de quelques heures a plusieurs jours (1).
Plusieurs phénomenes pathophysiologiques s’en suivent, dont I’hémorragie intracérébrale qui
est 'une des 1ésions les plus communes et les plus dévastatrices découlant du trauma cranien.
De plus, les meilleurs résultats thérapeutiques sont obtenus lorsque les traitements réussissent
a prévenir ou a atténuer ces lésions secondaires qui réduisent la perfusion cérébrale et sont un
facteur pronostique important (1, 2).

D’ailleurs, les médecins et les familles des accidentés font face a une carence de
traitements efficaces et de données de qualité sur le trauma cranien et [’hémorragie
intracranienne qui en résulte (3, 4). Il est donc difficile pour eux de choisir le meilleur plan
d’action pour ces patients. Les lignes directrices actuelles sont plutdt vagues et focalisent
principalement sur la prévention, la gestion aigiie lors de 1’arrivée a I’hopital, les précautions a
prendre et les actions a ne pas prendre pour ne pas empirer le cas. Cependant, peu de
recommandations mentionnent les meilleurs choix de soins intensifs et ceux a donner a long
terme (3, 4).

En fait, il est trés difficile d’avoir des réponses claires et précises concernant les

répercussions et les traitements du trauma cranien puisque c’est n’est pas une maladie bien



définie, mais plutdt une condition multifacettes qui change beaucoup dans le temps. Beaucoup
de recherches ont été effectuées dans ce domaine pour aider a trouver des réponses, cependant
il reste encore beaucoup d’aspects du trauma cranien a ¢lucider.

D’abord, I’hémorragie cérébrale lors du trauma cranien sera discutée pour saisir son
importance autant en médecine humaine qu’en médecine vétérinaire. Pour bien la comprendre,
les mécanismes pathophysiologiques primaires et secondaires, ainsi que I’impact de
I’augmentation de la pression intracranienne lors d’hémorragie intracérébrale et la
neuroinflammation qui prend place aprés un certain temps, seront abordés. Dans un second
temps, les trois principaux modéles animaux, utilisés en recherche pour élucider le trauma
cranien et ses conséquences, seront expliqués. Ensuite, il sera question des différents tests
comportementaux utilisés en recherche pour évaluer la fonction neurologique et motrice des

rongeurs.

La douleur est I’un des aspects les plus négligés et les plus méconnus de I’hémorragie
cérébrale (1). La prochaine section essayera d’éclaircir le cas des céphalées lors du trauma
cranien, ainsi que les mécanismes de sensibilisation qui y sont associés. De plus, différents
moyens d’évaluer la douleur chez les animaux, en I’occurrence chez les rats, seront présentés.
Finalement, les protocoles de traitements actuels du trauma cranien seront abordés, et les

analgésiques, plus particuliérement les opioides, seront revus plus en détail.

Ceci dans le but de monter un projet de recherche visant a évaluer la douleur du trauma
cranien chez le rat et son degré de soulagement avec I'utilisation d’analgésie, ainsi que les
effets secondaires possibles de cette médication sur un cerveau présentant une hémorragie
intracérébrale. Notre hypotheése propose que l’analgésie serait bénéfique pour les patients

souffrant d’hémorragie intracérébrale sans causer de changements significatifs au niveau



cellulaire ou aux fonctions motrices. Notre objectif est de récolter des données plus précises
sur le traitement des patients de trauma cranien, en utilisant différentes doses d’un analgésique
et en faisant passer une série de tests neurologiques et moteurs a nos rats ayant subi une
hémorragie intracérébrale, pour ensuite évaluer leurs cerveaux au niveau histopathologique,

puis en analysant tous ces résultats.

B. HEMORRAGIE CEREBRALE LORS DE TRAUMA CRANIEN

Le trauma cranien est un probléme important de santé publique qui compte pour 1,4
million de visites a I’urgence par année aux Etats-Unis (5). Le trauma cranien est défini
comme un dommage cranien causé par I’impact a la té€te d’une force externe qui dépasse la
capacit¢ du crane a protéger le cerveau et qui est souvent accompagné de Iésions
intracérébrales. Cette force violente peut prendre plusieurs formes que ce soit un choc, un
coup, un projectile ou bien une explosion (6). Chez les patients vétérinaires, le trauma cérébral
peut survenir lors de plusieurs types d’incidents incluant les collisions avec des véhicules
motorisés, des chutes, des blessures d’écrasement, des missiles, des attaques par d’autres
animaux et aussi par des gestes humains, qu’ils soient volontaires ou fait par inadvertance (7-
10). Selon la sévérit¢ de I’impact, il peut provoquer des hémorragies, menant a des
dysfonctions motrices, sensorielles ou cognitives, ou méme la mort. L’¢étendue de ces
dommages peut étre temporaire, pour quelques jours, ou encore pour le reste de la vie du
patient (11, 12). Traditionnellement, le trauma cranien était considéré comme une condition
aigiie, mais il est maintenant reconnu que des symptomes chroniques sont associés a des
lésions neurodégénératives. Ces manifestations progressives se présentent par des déficits

moteurs et cognitifs, ainsi que par du stress, de I’anxiété et une altération du comportement



émotionnel (13). Le symptome physique le plus commun du trauma cranien est le mal de téte,
présent chez 25% a 90% des patients souffrant de trauma cérébral modéré (14). Une autre
manifestation courante du trauma cranien est un large infarctus hémisphérique, aussi appelé
infarctus cérébral malin, qui est associ¢ avec les hémorragies cérébrales, une pathologie
dévastatrice qui améne des déficits majeurs ainsi qu’un taux de mortalité élevé (15). Les
traumas cérébraux séveres sont d’ailleurs généralement associés avec une haute mortalité chez
les patients humains et animaux. Cependant, les chats et les chiens ont une habilité
remarquable a compenser pour les pertes de tissus cérébraux, comparativement aux humains
qui souffrent en plus de perte de leur qualité de vie (7, 16). Dans tous les cas, les cliniciens et
les membres de la famille des victimes font souvent face a une pénurie de données cliniques
pour traiter des lésions complexes situées dans un des tissus les plus délicats de 1’organisme

(3, 4).

Figure 1. Hémorragie dans un cerveau humain située dans les noyaux gris de la base.
Un effet de masse déplagant la ligne centrale, accompagné d’cedeme cérébral
controlatéral secondaire. Il est possible d’observer les dommages extensifs causés par

[’hématome (Source : © Université de I’Utah, 2016) (17).



1. Dommages primaires

Les dommages mécaniques infligés directement par I’impact initial sont définis comme
Iésions cérébrales primaires (8, 18). Ces 1ésions d’origine mécanique sont faites au tissu
cérébral par un trauma direct et par les forces appliquées sur le cerveau au moment de
I’impact. Cet événement produit différentes forces sur le cerveau, dont I’accélération, la
décélération et la force rotatoire. Le cerveau n’a pas la capacité de résister a ces forces a cause
de sa composition et de 1’absence de support interne (19-21). Ces Iésions directes au cerveau
peuvent étre des contusions, des hématomes, des lacérations, des dommages axonaux diffus,
des bris vasculaires menant a des hémorragies et de I’cedéme cérébral vasogénique (7, 20). Les
lacérations sont la 1ésion la plus sévere. Les hémorragies survenant aprés un trauma cranien
peuvent étre localisées de fagcon extra-axiale ou intra-axiale. L’endroit le plus commun ou se
retrouvent les hémorragies cérébrales traumatiques est a ’intérieur du parenchyme cérébral

(intra-axial ex. les noyaux gris de base) ou encore dans 1’espace sous-arachnoidien (19, 20).

2. Dommages secondaires

Les lésions cérébrales secondaires apparaissent dans les minutes suivant le trauma,
jusqu’a quelques jours suivant celui-ci. Elles sont le résultat de phénoménes systémiques
extracraniaux et de changements intracraniaux (8, 18). Aprés I’impact, une cascade
d’événements biomoléculaires s’enclenche causant des dommages cérébraux progressifs et
continus. La présence d’un hématome et d’cedéme cérébral causé par les 1ésions primaires
déforment le parenchyme du cerveau et diminuent le flot sanguin cérébral (19, 20). De plus, de
multiples réactions cellulaires commencent lors de I’impact initial. Ces lésions cérébrales

secondaires ont un effet significatif sur le pronostic final et peuvent mener a la nécrose et



I’apoptose des neurones et des cellules de la glie. Les principaux médiateurs des Iésions
secondaires impliquent la formation de radicaux libres, la libération d’acides aminés

excitateurs, comme le glutamate, ainsi que 1’oxyde nitreux (NO) (19) (10, 18, 20).

Lors de trauma cranien il y a une relache massive de neurotransmetteurs activateurs
augmentant drastiquement les activités métaboliques et la consommation d’adénosine
triphosphate (ATP). Le manque d’énergie cellulaire qui s’ensuit entraine un déséquilibre des
ions et un influx incontrdlé de calcium et de sodium dans les neurones. S’ensuit un cedéme
cytotoxique ainsi qu’une dépolarisation des cellules qui meéne a une relache encore plus
importante de neurotransmetteurs, comme le glutamate dans 1’espace synaptique. Le glutamate
surstimule les récepteurs NMDA des cellules nerveuses avoisinantes gardant ces récepteurs
activés et entrainant une seconde accumulation de calcium dans les cellules qui active dans
celle-ci des réactions enzymatiques, causant encore plus de dommages intracellulaires et meéne

finalement a 1’apoptose (7, 8, 18, 20, 22).

La relache de cytokines inflammatoires entraine l’infiltration et I’accumulation de
cellules inflammatoires. Ces médiateurs de 1’inflammation activent I’acide arachidonique et la
cascade de coagulation, ils perturbent la perméabilité de la barricre hémato-encéphalique et
entrainent la production d’oxyde nitreux. Ce dernier pourrait entrainer une vasodilatation
excessive, empéchant ainsi la régulation de la pression. De plus, il contribue aux dommages

faits par le glutamate et les dérivés réactifs de I’oxygene (10, 18, 20).

L’acidose tissulaire locale ainsi que I’hypoperfusion du parenchyme cérébral font
partie des facteurs qui stimulent la production de dérivés réactifs de ’oxygeéne (ROS) et de

radicaux libres. Ces molécules s’attaquent principalement aux membranes cellulaires qui



contiennent un haut niveau de gras polyinsaturés et de cholestérol, et puisque le cerveau est un
tissu riche en lipides, il est particuliérement sensible aux dommages oxydatifs (20, 23). De
plus, lors d’hémorragie, le sang devient une source de fer supplémentaire pour la production
de radicaux hydroxyles. Le consensus actuel indique que les dommages oxydatifs joueraient
un réle majeur dans les lésions cérébrales secondaires (7, 18, 20, 23, 24). Ce processus
découle d’un cycle vicieux autoreproducteur qui mene a 1’ischémie, aux infarctus, a I’cedéme

cérébral qui cause ultérieurement 1’augmentation de la pression intracranienne (19, 20).

3. Pression intracrdanienne

La boite cranienne est une structure rigide qui limite le volume qui peut se retrouver
dans la cavité craniale. Cet espace est principalement occupé par trois composantes : le
parenchyme du cerveau, les méninges et vaisseaux, ainsi que le liquide céphalorachidien (7, 8,
19, 20, 25). Un changement dans I’une de ces composantes peut entrainer 1’augmentation de la
pression intracranienne, qui est une séquelle commune et potentiellement mortelle du trauma
cérébral (7, 18, 19, 24). Aprés un trauma cranien, le volume du contenu intracérébral peut
augmenter di a ’hémorragie, I’cedéme ou encore 1’accumulation de liquide céphalorachidien.
Le mécanisme de compliance du cerveau est la capacité de ce dernier a s’ajuster a une
¢lévation de la pression intracranienne en diminuant le volume du fluide cérébrospinal et
I’apport sanguin. Pendant cette période de compensation, les signes cliniques et vitaux du
patient apparaitront relativement normaux (7, 8, 19, 20, 25). Aprées le trauma, le flot sanguin
cérébral est souvent significativement diminué¢ a la suite de 1’augmentation de la pression
intracranienne. Les facteurs qui influencent particulierement cette diminution du flot sanguin

cérébral regroupent I’cedéme, I’hématome, la compression des vaisseaux sanguins par un effet



de masse et les vasospasmes. De plus, un accident séveére causant un trauma cranien peut
généralement provoquer de I’hypotension et un choc systémique. La présence d hypotension
va par conséquent réduire encore plus le flot sanguin cérébral (7, 8, 19, 20, 25). Cette
réduction causée par une pression intracranienne élevée peut a son tour mener a I’ischémie.
Pour prévenir ce phénomene, lorsque le flot cérébral diminue, des séries de réponses
physiologiques se mettent en place. La réduction du flot sanguin aux centres vasomoteurs du
tronc cérébral entraine une diminution de 1’élimination du dioxyde de carbone.
L’accumulation des concentrations de dioxyde de carbone, hypercapnie, stimule le systéme
nerveux sympathique a augmenter la pression artérielle moyenne (20). Cette série
d’éveénements meénera a une hypertension systémique, dans 1’espoir de maintenir le flot
sanguin au cerveau (7, 8, 19, 20, 25). Cependant, une fois que les barorécepteurs de 1’aorte et
des sinus de la carotide détectent I’hypertension systémique, ils envoient un signal aux centres
vagaux du tronc cérébral pour rétablir I’homéostasie; une bradycardie réflexe en résultera,
c’est le réflexe de Cushing. L hypertension systémique accompagnée de bradycardie sont donc
des signes associés a 1’augmentation de la pression intracranienne chez les patients souffrant
de trauma cranien (7, 8, 19, 20, 25). Subséquemment, une augmentation de la pression
intracranienne suivie d’une baisse de la pression de perfusion cérébrale provoque la relache de
catécholamines dans le sang. Le déferlement de ces neurotransmetteurs peut causer un
syndrome cerveau-cceur, qui déclenchera des arythmies et de 1’ischémie du myocarde (19, 20,
26). De plus, une fois les mécanismes de compliance épuisés, de petites augmentations du
volume se manifesteront par des élévations drastiques de la pression intracranienne, qui se
traduiront par un déclin rapide du statut neurologique du patient. La capacité a compenser les

changements de volume est plus efficace s’ils se font de facon lente et graduelle. Cependant, si



la pression intracranienne continue d’augmenter, le risque d’une hernie du cerveau devient
considérable (19). Ainsi, la pression intracranienne est définitivement un facteur pronostic
important, cependant d’autres processus se mettent aussi en branle, qui une fois hors de
controle peuvent contribuer a la sévérité¢ des dommages cérébraux; c’est le cas entre autres de

la neuroinflammation.

4. Neuroinflammation

Lors de trauma cranien, les patients humains et animaux présentent un patron
caractéristique d’une réponse neuroinflammatoire (27-29). Au moment de I’impact initial, les
Iésions cérébrales primaires entrainent une perte de neurones par nécrose. Ensuite, une cascade
de 1ésions secondaires déclenchera de ’excitotoxicité, du stress oxydatif, des dysfonctions
mitochondriales, de la perturbation de la barriére hémato-encéphalique et de 1’inflammation
(30). 11 s’en suit une réponse inflammatoire endogéne qui est lancée pour défendre le site de
Iésion contre des agents pathogénes possibles et pour réparer les cellules endommagées. Le
complément est ensuite activé pour assurer ces fonctions et recruter les cellules inflammatoires
dans le compartiment intrathécal (31). L’activation du complément est aussi accompagnée en
premier lieu de Dinfiltration des neutrophiles puis plus tard par des monocytes et des
lymphocytes a travers la barriére hémato-encéphalique (32). Ces cellules monocytaires
sécretent des prostaglandines, des radicaux libres, des cytokines pro-inflammatoires et d’autres
médiateurs de I’inflammation qui régulent I’expression des chimiokines et des molécules
d’adhésion cellulaire (32, 33). Ce processus a pour résultat la mobilisation de cellules

immunitaires et microgliales dans le parenchyme cérébral (32).



Durant la période aigiie du trauma cranien, les mécanismes de neuroinflammation
recrutent les cellules immunitaires et activent les astrocytes qui libéreront des cytokines et des
chimiokines, ayant pour effet de protéger le site lésionnel (22), mais ces médiateurs de
I’inflammation peuvent également interférer avec la capacité du cerveau a se réparer (34).
Dans la phase chronique de la neuroinflammation, 1’activation excessive des médiateurs
inflammatoires contribue a créer un microenvironnement inflammatoire dans le cerveau qui
participe exacerber la mort cellulaire lors de trauma cérébral (22). En I’occurrence, les cellules
microgliales locales et périphériques, ces derni¢res étant en fait des macrophages systémiques,
coordonnent une réponse visant a protéger le cerveau, en séparant les tissus lésionnels des
tissus sains pour limiter I’étendue des dommages (35). Cependant, 1’activation des cellules
microgliales, étant excessive lors de trauma cérébral, elle sera suivie d’une relache massive de
cytokines pro-inflammatoires, comme le facteur de nécrose tumorale-o (TNF-a),
I’interleukine-1B (IL-1B), I'interleukine-6 (IL-6), I’interleukine-12 (IL-12) et ’interféron-y
(IFN-y), ceux-ci participent a aggraver la 1ésion (12, 31). De plus, une activation soutenue des
microgliocytes produit des molécules neurotoxiques et encore plus de radicaux libres, ce qui
meéne a d’autres mécanismes secondaires de morts cellulaires (12, 36).

La microglie est la premiére catégorie de cellules inflammatoires a s’activer lors
d’hémorragie intracérébrale, puisqu’elle est résidente du systeme nerveux central. Plusieurs
molécules peuvent activer la microglie en quelques minutes apreés le dommage tissulaire,
incluant I’ATP, les neurotransmetteurs, 1’acide nucléaire, les protéines de choc thermique
(HSP) et le high mobility group box 1 (HMGB1). Ce sont tous des composants relachés dans
I’espace extracellulaire lors de la mort des neurones (37). Ces molécules activent différents

récepteurs de la microglie, comme les récepteurs de type Toll 4 (TLR4) et aussi les récepteurs
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spécifiques des produits finaux de glycosylation avancée (RAGE) (38). Les TLR4 sont
exprimés dans les cellules microgliales et sont activés rapidement aprés une hémorragie
intracérébrale déclenchant 1’activation subséquente des génes pro-inflammatoires a travers le
signal du facteur nucléaire-kB (NF-«kB) (39, 40). Les composants du sang, tels que la fibrine,
la thrombine et 1I’héme, qui se retrouvent dans le parenchyme aprés une hémorragie
intracérébrale peuvent aussi déclencher le processus inflammatoire via la voie TLR/NF-xB
(40, 41). La thrombine peut aussi activer la microglie a travers le récepteur-1 activé par la
protéase (PAR-1) et aussi par la voie de signalisation de la protéine kinase activée par des
agents mitogenes (MAP-K) (42, 43). Une fois activée, la microglie produit des cytokines pro-
inflammatoires destructrices comme le TNF-a, IL-1 ou IL-6 et des enzymes pro-oxydantes
comme I’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) (44, 45).

Non seulement ’hémorragie elle-méme amene des cellules inflammatoires sanguines,
mais le processus de neuroinflammation initié par le trauma cranien augmente I’expression des
molécules d’adhésion des leucocytes et de leurs ligands sur les cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins. Ces molécules d’adhésion sont classées en trois types : les sélectines, les
intégines et la super famille des immunoglobulines (46, 47). Les leucocytes qui infiltrent ainsi
le parenchyme cérébral produisent des cytokines pro-inflammatoires et des métalloprotéases
matricielles (MMP) qui vont affecter encore plus la perméabilité de la barriere hémato-
encéphalique (48-50). En fait, toutes substances qui influencent la réaction
neuroinflammatoire vont a leur tour influencer 1’intégralité de la barriére hémato-encéphalique
et réciproquement. De plus, la microglie crée une communication croisée entre les cellules-T
et la microglie grace a la présentation d’antigene via I’expression du CMH-II (51). En plus de

la population de cellules-T, il y a aussi infiltration dans le cerveau des lymphocytes Tyd pro-
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inflammatoires et des lymphocytes T régulateurs immunosuppressifs (Treg) (52). Ces
dernieres pourraient jouer un role neuroprotecteur (53). La microglie contribue davantage a la
neuroinflammation précoce en recrutant et en activant les leucocytes venant du sang déferlant
dans le cerveau di a I’hémorragie intracérébrale (51).

Mis a part les cytokines neurotoxiques, la microglie et les macrophages sécrétent des
chimiokines comme les CXCL2 qui ont un pouvoir chimiotactique sur les neutrophiles qui
exacerbent la réaction inflammatoire (54). Les neutrophiles utilisent des phagosomes
contenant des composants digestifs et oxydatifs. Durant la phagocytose, ils produisent des
fuites oxydatives qui stimule la relaiche de ROS & partir de nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate (NADPH) oxydase et myéloperoxydase (55). Bien que ces processus soient
nécessaires pour une défense antimicrobienne, de hauts niveaux de ROS provoqués par
I’activation de la microglie et I’infiltration de neutrophile contribuent a une destruction
majeure des tissus cérébraux et a un pronostic sombre aprés une hémorragie intracérébrale (56,
57). Les neutrophiles vont entrer en apoptose environ 2 jours apres avoir infiltré I’hématome
(58). Les molécules qui sont relachées suite a leur dégradation vont stimuler 1’activation de la
microglie et des macrophages encore plus et ainsi aggraver la neuroinflammation (59, 60).

Les astrocytes jouent aussi un role dans les processus de récupération lors de trauma
cranien. En fait, ils régulent les facteurs neurotrophiques qui supportent et guident les axones
dans leur rétablissement, ils favorisent la prolifération cellulaire, et promeuvent la survie a
long terme des neurones en inhibant la mort cellulaire programmée (35, 61). Mais, lorsque les
astrocytes deviennent hyperactifs, leur présence devient néfaste pour le cerveau. Bien qu’ils

préservent les tissus cérébraux encore sains de 1I’environnement neurotoxique du site l1ésionnel,
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ils interférent et préviennent aussi la régénération et la réparation des tissus endommaggés,

menant ainsi a des dommages cérébraux plus circonscrits, mais plus séveéres (35).
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Figure 2. Meécanismes de la neuroinflammation.
[1] Lors de dommage tissulaire les neurones nécrotiques vont reldcher plusieurs
molécules comme [’ATP, les neurotransmetteurs, les HSP, les HMGBI et [’acide

nucléaire qui vont activer la microglie par [’entremise des récepteurs TLR4 et RAGE.
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[2] Lors d’hémorragie, les composants du sang tels que la fibrine, [’heme et la
thrombine vont aussi activer la microglie via TLR4, mais aussi via PAR-1 a [’aide de la
thrombine. [3] Les TLR4 vont activer les genes pro-inflammatoires par le signal NF-kB.
Tandis que les PAR-1 vont utiliser la voie de signalisation MAP-K. [4] La microglie va
alors produire et relacher du TNF-o, IL-1p, IL-6, IL-12, IFN-y, iNOS et ROS qui vont
aggraver la lésion en détruisant plus de neurones et en affectant la perméabilité de la
barriere hemato-encéphalique. [5] Les monocytes qui infiltrent le parenchyme cérébral
vont se transformer en macrophages dans [’environnement inflammatoire. [6] La
microglie et les macrophages sécrétent des chimiokines comme les CXCL2 qui ont un
pouvoir chimiotactique sur les neutrophiles. [7] 1l y a infiltration de leucocytes venant
du sang de I’hémorragie intracérébrale, notamment les neutrophiles, les lymphocytes
Tyo et les Treg. [8] La neuroinflammation augmente [’expression des facteurs
d’adhésion endothéliale : les sélectines, les intégrines et les ICAM & VCAM, permettant
I’invasion du parenchyme cérébrale par plus de leucocytes. [9] La microglie crée une
communication croisée entre les cellules-T et elle-méme grdace a la présentation
d’antigene via l’expression du CMH-II. [10] Les leucocytes produisent des cytokines
pro-inflammatoires et des MMP qui vont affecter la perméabilité de la barriere hémato-
encéphalique. [11] Lors de la phagocytose des neutrophiles, il se produit des fuites
oxydatives qui stimulent la reldche de ROS qui contribuent a la destruction des tissus
cérébraux. [12] Lors de [’apoptose des neutrophiles, les molécules reldchées vont
encore plus stimuler [’activation de la microglie et des macrophages. (Source : ©

Laurence Saine, 2017)

C. DIFFERENTS MODELES ANIMAUX

Il est nécessaire d’acquérir une meilleure compréhension de la pathophysiologie du

trauma cranien et de I’hémorragie cérébrale qui en découle, pour développer des traitements
plus efficaces contre cette condition. Ce processus de recherche repose en partie sur le choix
d’un modele animal appropri¢ (62). Les modéles animaux de [’hémorragie intracérébrale ont

grandement contribué a avancer notre savoir sur la pathophysiologie de cette maladie et sont
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communément employés pour développer et tester les nouvelles stratégies thérapeutiques dans
un contexte clinique (63). Le type de modele choisi doit créer une 1ésion cérébrale stable et
contrdlable avec un degré de précision élevé. En plus, de pouvoir étre quantifiable et
facilement répétable, un bon modele de trauma cranien doit étre assez fiable et exact pour
satisfaire les divers degrés de modifications nécessaires selon les besoins de la recherche (64).
Les Iésions neuronales associées a 1’hémorragie intracérébrale étaient autrefois considérées
comme une insulte statique causée par I’effet de masse du caillot sanguin et par la suite par le
développement d’une pénombre ischémique. Durant la derniére décennie, les modeles
précliniques ont fourni une grande quantité d’informations au sujet des lésions secondaires
impliquées dans 1’hémorragie cérébrale (65-70). Ces données suggerent une évolution plus
complexe des processus de destruction, ces derniers pouvant étre la cible des nouvelles
modalités thérapeutiques. Le terme neuroinflammation désigne I’inflammation du cerveau
lorsque celui-ci est exposé aux composés immunitaires du sang. Les modeles animaux actuels
ont fourni de nombreuses évidences d’une réponse inflammatoire sévére lors d’hémorragie
cérébrale, incluant la relache de cytokines, 1’activation des microgliocytes, 1’activation des
astrocytes, la cascade inflammatoire et I’apoptose (65). La recherche sur le trauma cranien et
I’hémorragie cérébrale a recours présentement a de nombreux modeles animaux pour étudier
les différents aspects de la pathophysiologie (65). Les modeles les plus utilisés actuellement
sont I’injection de sang entier, I’impact cortical contr6lé et I’injection de collagénase, les deux

deniers étant beaucoup plus répandus.
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1. Injection de sang entier

La méthode impliquant I’injection de sang entier autologue est disponible depuis les
années 80 et a été utilisée sur plusieurs especes (65). La technique employée pour ce modéle
débute par I'insertion d’une aiguille a I’aide d’un appareil stéréotaxique dans une région
spécifique du cerveau de 1’animal anesthésié. Ensuite, un volume prédéterminé de sang
autologue est injecté sur une période de temps spécifique, produisant par le fait méme un
volume hémorragique constant (65). Initialement, le modéle d’injection de sang entier
n’utilisait qu’une seule injection (71), mais il produisait parfois des résultats irréguliers a cause
du reflux de sang dans 1’aiguille (72). Pour minimiser cette complication, une méthode a
double injection a été développée, durant laquelle une petite quantité de sang est injectée juste
au-dessus de I’endroit visé pour 1’expérience, suivit ensuite de I’injection principale de sang
entier dans la région ciblée. Le sang coagulé de la premicre injection prévient le reflux dans
I’aiguille (73). Ce modele imite la formation rapide d’un hématome cérébral, mais il ne
provoque pas la rupture a proprement parler de vaisseaux sanguins cérébraux (63). Cependant,
un avantage majeur de cette technique est qu’il n’utilise pas de facteur confondant extérieur
pour induire I’hémorragie intracérébrale, comme des protéines exogenes (63). Le désavantage
¢vident de cette technique est qu’elle ne reproduit pas la rupture des petits vaisseaux sanguins,
phénomene qui est considéré comme la cause de la vaste majorité des hémorragies
intracérébrales chez les humains (65). Le mod¢le d’injection de sang entier permet cependant
de faire des comparaisons pertinentes au niveau clinique par rapport aux effets mécaniques
strictement dus a la présence de sang dans le parenchyme du cerveau, cependant il n’offre pas
I’opportunité d’évaluer les récidives des saignements intracérébraux ni de 1’effet de la rupture

de la microcirculation (65). De plus, les déficits fonctionnels engendrés par les 1ésions causées
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par le modele d’injection de sang entier se rétablissent plus rapidement et plus enti¢rement

qu’avec d’autres modeles (62).

2. Impact cortical controlé

La méthode de I’impact cortical controlé est un modele utilis¢ pour les
expérimentations sur le trauma cranien. Elle utilise une interface d’impact dont il est possible
de contrdler et de mesurer la vélocité et la compression corticale (74). Apres une craniotomie,
un dispositif contrdlé par ordinateur et équipé d’un « marteau » actionné par un solénoide avec
une pointe en acier de 3,0 mm de diamétre, le tout installé sur un appareil stéréotaxique, fait
impact avec la téte et la dure-mere du rat (64).

Ce modele animal produit des contusions corticales reproductibles et mesurables, ainsi
qu'un coma fonctionnel et des lésions axonales extensives. Ces variables controlées
permettent de déterminer précisément le degré de déformation, ainsi que les changements dans
le temps (74). Avec le modele d’impact cortical controlé, il est possible de modifier les
données de la déformation des tissus et de la vélocité de contact en changeant la configuration
de ’embout du marteau, la pression de 1’air ou le niveau de déformation. De plus, la quantité
de déplacement de tissus peut étre calculée en connaissant la dimension de la pointe d’impact,
qui est une constante. Les analyses des différents parametres de cette méthode pourront mener
éventuellement a la compréhension de I’interaction entre les différentes variables physiques, la
sévérité des dommages physiologiques, ainsi que les issues fonctionnelles (74).

L’impact cortical contrdlé a ’avantage de provoquer de petites 1ésions mesurables avec
exactitude, en plus de sa grande répétabilité et du fait qu’il est moins affecté par les divers

facteurs individuels. Il permet donc de produire un modéle de trauma cranien stable et
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quantifiable, qui supplante le caractére aléatoire des anciens modeles (64). Actuellement, le
modele d’impact cortical contrdlé est utilisé largement dans le domaine de I’expérimentation
du trauma cranien. Il est un outil important pour quantifier les différents degrés de 1ésions chez
les rongeurs en changeant la profondeur de I’impact, la portée de I’impact et la vélocité (27,
75). Cependant, pour I’instant il n’y a aucune normalisation des parametres produisant les
divers degrés de Iésions comme référence. De plus, il est difficile de contréler I’effet de la
1ésion de fagon précise particulieérement par rapport a la vélocité et le temps d’action. Aussi,
les 1ésions sont surtout au niveau cortical affectant peu les tissus profonds ce qui limite les

applications (64).

3. Injection de collagénase

La technique d’injection avec de la collagénase bactérienne a été introduite par
Rosenberg et al. dans le début des années 90 (76). L’hémorragie cérébrale produite dans les
noyaux gris de la base par I’injection de collagénase est un modéle animal facilement
reproductible pour 1’étude des effets d’un hématome intracérébral et de I’cedéme du cerveau
(76). L’avantage de ce mod¢le est sa simplicité et sa constance, la taille de I’hémorragie qui

est dose-dépendante et son adaptation aisée a diverses especes (77).
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Figure 3. Noyaux gris de la base (caudoputamen) dans le cerveau du rat.

Cette figure illustre [’anatomie du cerveau du rat aux coordonnées stéréotaxiques
utilisées dans cette expérience (point rouge), centrées sur bregma comme référence :
antéro-posterieur 0,0 mm, latéral 3,0 mm et profond 5,0 mm (Figure modifice : ©

Paxinos & Watson, 2006) (78)

La procédure consiste a placer 1’animal, souvent un rongeur, dans un appareil
stéréotaxique et apres une craniotomie, il y a injection dans les coordonnées prédéterminées du
cerveau de quelques microlitres de saline contenant généralement de 0,1 a 0,5 unité de
collagénase bactérienne type VII, essentiellement exempte de protéase (76). Des études
récentes montrent que la collagénase de type IV fonctionne également trés bien et donne des
résultats similaires, bien qu’elle semble causer une Iésion plus importante et donc la
concentration devrait étre revue légérement a la baisse si on compare aux résultats des

premiéres études (79).
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Figure 4. Appareil stéréotaxique.
Appareil stéréotaxique avec seringue 5 ulL en verre attachée au-dessus de la barre
d’incisives et barres d’oreilles. (Source image gauche : © Laboratoire du Dr P. Vachon,

Faculté de médecine vétérinaire, UdeM ; source image droite : © Phymep) (80)

Figure 5. Rat dans un appareil stéréotaxique.

Rat a la fin de la chirurgie avec points de suture en soie sur le crane. L’ aiguille et la
seringue utilisées pour l’injection de collagénase sont visibles au-dessus de la téte du
rat (a gauche). Le tuyau amene le gaz anesthétique dans le masque ou repose le nez du
rat. Les barres d’oreilles fixent le crane en place. (Source : © Laboratoire du Dr P.

Vachon, Faculté de médecine vétérinaire, UdeM)
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La collagénase endogene est une composante inactive qui se retrouve dans les cellules
endothéliales et les neutrophiles; elle est relachée et activée lors de 1ésions (81). Le collageéne
est un ¢lément fondamental de la membrane basale de la barriére hémato-encéphalique, donc
la collagénase étant une protéase qui a comme propriété la lyse de la matrice extracellulaire
autour des capillaires cérébraux, elle les affaiblit et cause la rupture des vaisseaux sanguins
résultant en une hémorragie (62, 65, 81, 82). Les saignements actifs engendrés par la
perturbation de la membrane basale des vaisseaux capillaires du cerveau évoluent
généralement sur plusieurs heures (62). L’injection de collagénase bactérienne cause des
déficits neurologiques reproductibles, de méme que I’augmentation significative de la teneur
en eau du cerveau dans le cortex ipsilatéral et dans les noyaux gris centraux jusqu’a 72 heures
aprés la procédure chirurgicale (63, 65). La teneur en eau du cerveau augmente
significativement apres 4 heures, puis encore a 24 et 48 heures au site d’infusion de ’aiguille,
ainsi que pour une période de 24 heures dans la section postérieure du cerveau. Il est ensuite
possible de quantifier cet cedéme cérébral, ainsi que les déficits neurofonctionnels provoqués
par ’hématome (63).

Le mode¢le de collagénase prouve sa pertinence clinique en intégrant le concept de la
rupture des petits vaisseaux pour produire une hémorragie cérébrale et en permettant une
variabilité dans la taille des hématomes facilement controlable et reproductible. En fait, quatre
heures aprés I’injection, la formation d’un hématome cérébral est perceptible et la taille
dépend de la quantité de collagénase bactérienne injectée (76). Il permettrait aussi d’imiter le
phénomene de saignements intermittents qui est observé dans les cas humains (65).
Cependant, les hémorragies intracérébrales induites par 1’injection de collagénase sont

soupconnées de produire une destruction plus importante de la barriere hémato-encéphalique,
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ainsi que plus de dommages cérébraux (62). En effet, la collagénase bactérienne crée en elle-
méme une réponse inflammatoire qui est plus intense que le modele par injection de sang
entier (83). Certains croient qu’elle est donc plus représentative de la réalité de I’hémorragie
cérébrale, mais d’autres sont d’avis que la collagénase produit une réponse inflammatoire
exagérée et qu’elle pourrait étre directement toxique pour les neurones (73, 82). Les analyses
histologiques démontrent la présence d’érythrocytes autour des vaisseaux sanguins au site
d’insertion de I’aiguille une heure apres ’injection (76). Des régions de nécrose contenant du
plasma, des globules rouges, des neutrophiles et de la fibrine peuvent étre observées apres 24
heures. L’infiltration de neutrophiles se trouve principalement a la périphérie de I’hémorragie,
et on retrouve des cellules gliales réactives et des neurones nécrotiques dans la région de la
pénombre (76, 84-86). Aprés 48 heures, la zone périphérique se compose d’un intense infiltrat
de leucocytes polymorphonucléaires (76). L’induction d’un hématome intracérébral avec
I’injection de collagénase est généralement accompagnée de vasculites qui sont caractérisées
par une infiltration de cellules inflammatoires, de dépots de fibrine et la perte d’intégrité des
parois vasculaires (85, 86). De plus, des macrophages remplis de myéline sont présents a partir
de 7 jours et forment des vésicules apres trois semaines (76).

Certains patients souffrant d’hémorragie cérébrale n’auront qu’un seul épisode
significatif de saignement, mais la plupart verront I’hématome prendre de I’expansion durant
la premicre journée (87). Par conséquent, le modele d’injection de collagénase est plus
appropri¢ pour évaluer les traitements qui affectent les saignements et 1’expansion de
I’hémorragie, comme les thérapies hémostatiques (63, 88). D’ailleurs, la progression des
1ésions de ce modele s’étend sur un plus longue période de temps le rendant plus apte pour les

¢tudes sur les résultats a long terme ainsi que les effets secondaires de la médication (62, 89).
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De plus, la récupération de la détérioration fonctionnelle est beaucoup plus graduelle et
incompléte dans le modéle a injection de collagénase que dans les autres modéles et ce malgré
une dégénérescence similaire au départ (62, 90). En effet, le modele a collagénase produit des
déficits moteurs et cognitifs bien perceptibles pendant les premieres 48 heures chez les rats
adultes, qui s’améliorent graduellement pendant la premicre semaine (76) pour ensuite
continuer d’évoluer sur une période de 10 semaines. L’évaluation de ces changements
comportementaux fournit une base solide pour les études de stratégies de traitements (91). De
plus, puisque ces déficits sont observés a long terme, il est donc un excellent modéle pour
¢évaluer les différentes approches thérapeutiques qui visent a restaurer les fonctions
neurologiques aprés une hémorragie intracérébrale (92). Il y a aussi les crises de convulsions
qui sont des complications fréquentes du trauma cranien, incluant les hémorragies
intracérébrales; en fait ces crises sont observées chez un tiers des patients (93). D’ailleurs, des
convulsions ont été¢ observées dans certaines études jusqu’a 66% des groupes de rat injectés
avec de la collagénase entre 10 et 36 heures, aucun signe de ce genre n’est présent chez les
groupes injectés avec du sang entier (94). L’injection de collagénase est donc un modéle
animal plus fidéle sur plusieurs aspects a la réalit¢ des patients humains souffrant

d’hémorragie intracérébrale suite a un trauma cranien.

D. TESTS COMPORTEMENTAUX

I1 existe plusieurs tests comportementaux pour évaluer 1’état du systéme nerveux des
animaux. Un examen neurologique sommaire permet de collecter de 1’information sur les
déficits neurologiques a plusieurs niveaux du systéme nerveux central. Méme si cet examen

est moins sophistiqué chez le rat, il est utile pour évaluer globalement les capacités motrices et
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comportementales de 1’animal (95). Ces tests sont particulierement bien adaptés pour évaluer

les dommages causés par 1’ischémie cérébrale.

1. Tests semi-quantitatifs

Certaines publications (84, 96, 97) ont utilis¢ des tests semi-quantitatifs permettant
d’évaluer sur une échelle numérique les comportements normaux aux comportements
anormaux. Parmi ceux-ci on retrouve les 9 paramétres utilisés dans cette expérience: 1’activité
(exploration de I’environnement immédiat au moment ou le rat est placé sur une nouvelle
surface dure); la locomotion (le rat est placé dans un corridor de marche et la progression vers
I’avant est évaluée); le positionnement visuel (le rat est tenu par la queue au-dessus d’une
surface de contact et il est déplacé vers cette surface dure, la symétrie du positionnement des
deux membres est évaluée); la passivité positionnelle (suite a une contention manuelle, les
membres postérieurs, de fagon alternée, sont étirés pour les éloigner de 1’animal et la réponse
motrice de retrait est évaluée); la facilité de grimper (le rat grimpe sur un grillage et 1’habileté
et la symétrie des membres antérieurs sont évaluées); la rigidité de la queue (la queue est
¢levée a mi-longueur et sa rigidité est observée); les tremblements (le rat est tenu par la queue
dans une position élevé tout en gardant les membres antérieurs en contact avec une surface
dure pour une période de quelques secondes, la stabilit¢ des membres postérieurs est
observée); I’hypertonicité (le rat est tenu par la queue dans une position élevée tout en gardant
les membres antérieurs en contact avec une surface dure pour une période de quelques
secondes, la tonicit¢ des membres postérieurs est alors observée); le sautillement (le rat est

retenu par les membres postérieurs et une patte antérieure, le poids entier de I’animal repose
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donc sur un seul membre. Le rat est déplacé latéralement et le sautillement est évalué pour

juger I’ajustement postural).

Figure 6. Examen neurologique.

Pour I’examen neurologique le positionnement de chacun des tests est représenté ci-
dessus. A : activite; B: locomotion; C: positionnement visuel, tremblements,
hypertonicité; D : passivité positionnelle; E : facilitée a grimper, F : rigidité de la queue;
G : Sautillement. (Source : © Laboratoire du Dr P. Vachon, Faculté de médecine

vetérinaire, UdeM)

2. Rotarod

Le Rotarod est aussi un test comportemental utilisé pour évaluer la fonction motrice
des rongeurs. Les rats sont déposés sur un cylindre rotatif qui les oblige a avancer pour ne pas
tomber et qui accéleére de 2,5 a 25 rotations par minute pendant 5 minutes maximum (86). Les
paramétres mesurés sont la durée (secondes) de leur performance avant qu’ils ne tombent,

I’évaluation de I’équilibre, la force préhension et la coordination motrice des sujets, ces
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données sont particulierement utiles lors d’expérimentations compilant les effets de drogues

ou apres des traumas craniens (98).
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Figure 7. Le rotarod.

Le rat est placé sur le cylindre rotatif et doit suivre la cadence pour ne pas tomber. La
vitesse augmente graduellement sur une période de 5 minutes. Des murs sont placés de
chaque coté pour qu’il se déplace uniquement vers [’avant. Le rotarod est muni d’'un
chronomeétre en secondes qui s’arréte une fois que le rat tombe du cylindre. La
performance motrice du rat est ainsi évaluée avant et apres le trauma crdanien. (Source :

© Laboratoire du Dr P. Vachon, Faculté de médecine vétérinaire, UdeM)
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3. Test de la poutre

Finalement, le test de la poutre statique et le Rotarod permettent d’évaluer la fonction
motrice des rongeurs. Le test de la poutre consiste en un goujon de bois de 60 a 100 cm, placé
au-dessus (approximativement 25 cm) d’un espace ouvert. Le rat doit se déplacer tout le long
de la poutre sans tomber. Un tube de PVC est placé a I’extrémité de la poutre pour motiver le
rat a avancer (99). Ce test demande beaucoup d’équilibre et de coordination motrice fine et il
expose facilement les problémes des membres déficients. Le temps de la traversée est
généralement mesuré et les pertes d’équilibre sont notées. Si 1’animal est incapable de

traverser sans tomber, la distance parcourue avant la chute est alors notée (100).

Figure 8. Test de la poutre.

Le rat avance sur un goujon gradué en centimétre qui permet de mesurer son
déplacement, il se dirige vers un tube en PVC qui lui sert de cachette (non visible sur la
photo). Le temps de déplacement est enregistré par ’observateur. Les pertes d’équilibre
ou les chutes sont aussi notées. (Source : © Laboratoire du Dr P. Vachon, Faculte de

médecine vétérinaire, UdeM)
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E. DOULEUR

1. Douleur du trauma cranien

La douleur aigiie est soudaine et vive et sert de mécanisme de défense pour éviter des
situations dangereuses pour le corps (101). Il existe une multitude de méthodes dans les
diverses formes de médecine pour prévenir et soulager la douleur; elles sont pour la plupart
accessibles et faciles a utiliser, mais clles sont souvent soit mal connues ou utilisées
inadéquatement (102, 103). Chez I’humain, I’intensité de la douleur aigiie est souvent modérée
et momentanée, cependant elle peut aussi €tre sévere et perdurer pour des semaines ou des
mois, c’est alors une douleur chronique. Dans la plupart des cas, la douleur disparait avant 3
mois lorsque la cause sous-jacente est ¢liminée. Cependant, la douleur non soulagée peut
mener a de la douleur chronique lorsqu’elle perdure plus de 3 mois (101). Il est important de
traiter la douleur, non seulement pour prévenir la douleur chronique, mais aussi pour aider au
rétablissement du patient. En effet, lorsqu’il y a un dommage aux tissus, les nocicepteurs sont
stimulés. Les signaux de douleur engendrés sont ensuite transmis a la moelle épiniere vers les
centres supérieurs du cerveau ou ils vont activer la « réponse de stress » chez I’individu. Lors
de cette réponse de stress, la stimulation du systéme nerveux sympathique et la relache de
certaines hormones vont provoquer des changements cardiovasculaires, endocriniens et
métaboliques (104). Les modifications impliquent de profonds changements physiologiques
qui normalement prépareraient 1’individu pour une situation de survie a court terme « combat
ou fuite », mais dans un contexte clinique cette réponse de stress n’a plus aucune utilité. En
fait, tous ces changements auront I’effet contraire, puisqu’ils provoquent des conséquences

adverses qui vont résulter en une augmentation de la morbidité des patients, du prolongement
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du temps d’hospitalisation et méme ultimement de la mortalité. Les mécanismes de la réponse
de stress peuvent impliquer des hémorragies, des infections, de la perte de chaleur, de
I’anorexie, de I’anxiété, de I’hypoxie, des déséquilibres acido-basiques et un certain degré de
dommage tissulaire (104). Le soulagement de la douleur devrait donc toujours faire partie du
protocole de traitement. Ne pas traiter la douleur peut étre dangereux dans certains cas et est
inacceptable. La douleur, qu’elle soit postopératoire ou traumatique, peut retarder la guérison
et contribuer aux complications qui peuvent conduire a la mort. Une bonne gestion de la
douleur promeut la guérison rapide et diminue le temps d’hospitalisation, les admissions et les
réadmissions (101).

Lors d’un trauma cranien, la douleur ressentie par le patient peut provenir de plusieurs
sources. Il y a bien siir les autres contusions qui peuvent étre présentes selon le contexte de
I’accident, mais un aspect qui est souvent négligé est la douleur rattachée a la boite cranienne
elle-méme. La douleur peut venir des dommages reliés au trauma cranien, mais aussi a la

pression intracranienne et I’ischémie qui sont présentes lors d’hémorragie cérébrale.

a) Migraines chroniques

Selon 1I’International Classification of Headache Disorders (ICHD-II), il peut y avoir
apparition de maux de téte post-traumatiques de facon aiglie ou méme chronique chez les
patients humains qui souffrent généralement de trauma cranien modéré a séveére ou méme
parfois léger (105). Ces maux de téte se développent généralement rapidement apres le trauma
et ressemblent beaucoup cliniquement a un mal de téte primaire (106), particulierement au
type céphalée de tension; ils peuvent aussi survenir plus tard apres I’accident (107). Les maux
de téte sont un des types de douleur les plus communs chez ’espéce humaine, cependant ils

sont a peine reconnus en médecine vétérinaire, di a la difficulté a établir et reconnaitre les
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signes cliniques liés aux céphalées chez les animaux (108). Lors du trauma cranien, sans
compter les os du crane et les tissus le recouvrant, la douleur peut provenir des artéres et sinus
associés a la dure-mere, les grosses artéres intracraniennes et le plexus choroide (108). En
effet, bien que le cerveau soit la structure qui subit le plus de dommages dans ce contexte,
celui-ci n’a pas de récepteurs de douleur et donc une lésion invasive du parenchyme cérébral
n’est pas douloureuse en tant que telle, la douleur provenant alors des fibres nerveuses bordant
les parois des vaisseaux sanguins ou par les chemins afférents de la douleur qui pénétrent dans
le cerveau (108). Les causes des maux de téte sont I’inflammation, la traction, le déplacement
et la distension des structures sensitive de la téte (109). Donc, les céphalées peuvent résulter
soit d’une traction sur les veines et les sinus du crane, soit d’une traction sur les artéres
méningées, ou d’une traction sur les grosses arteres a la base du cerveau, ou d’une distension
et dilatation des artéres intracraniennes et extracraniennes, ou bien d’une inflammation pres
des fibres nerveuses qui bordent les vaisseaux de la téte, ou encore de la pression sur les nerfs
contenant les fibres de douleur afférentes. Cinq types de maux de téte peuvent provenir de
I’inflammation ou d’une stimulation mécanique des récepteurs neurovasculaires du crane : les
céphalées causées par un composé chimique tel que I’histamine et le nitrile d’amyle, les
migraines, les maux de téte associés a la fieévre ou une septicémie, les céphalées post-
convulsions et les maux de téte associés a 1’hypertension. En effet, la dilatation des vaisseaux
lors d’hypertension produit de la pression sur les parois des artéres et des tissus en périphérie;
ce mécanisme a été testé en manipulant la pression artérielle (108).

Lorsque la pression intracranienne est élevée, le fluide cérébrospinal diminue de
volume dans le crane comme mécanisme de compensation. Si le liquide céphalorachidien ne

peut étre évacué a cause d’un blocage ou d’une constriction, la pression intracranienne ne peut
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plus se rééquilibrer et va méme augmenter, exacerbant ainsi les maux de téte, la nausée, les
vomissements et [’acouphéne. Les céphalées produites par les traumas craniens sont
généralement de nature pulsatile et peuvent causer des nausées, de la sensibilité a la lumiére et
de la somnolence. Lorsque ces symptomes sont détectés, il est fort probable qu’il y ait
augmentation de la pression intracranienne; il est a noter que les hémorragies épidurales, sous-
durales et sous-arachnoidennes peuvent produire ce genre de maux de téte (108). Les
céphalées causées par I’augmentation de la pression intracranienne sont observées chez 51,5%
des patients ayant une hémorragie cérébrale. La durée moyenne de ces maux de téte est de 64
heures (110).

Les patients souffrant de désordres cérébrovasculaires sont communément atteints de
maux de téte (111). En effet, les hémorragies situées dans le parenchyme du cerveau sont
souvent associées a la survenue de maux de téte secondaires (111). D’ailleurs, les céphalées
sont rapportées chez 33-88% des patients au moment de I’apparition de ’hémorragie cérébrale
(112). Cependant, la fréquence de ces maux de téte dépend de la localisation, ainsi que de la
taille de I’hémorragie primaire (113). L’apparition et la sévérité dépendent aussi de la
localisation et de la taille, mais aussi de la vitesse d’évolution (113). Chez les patients
souffrant d’hémorragies cérébrales, les maux de téte sont reliés a 1’effet de masse causée par
I’accumulation de sang dans le parenchyme créant une distension, une distorsion, une
déformation ou un étirement des structures intracraniennes locales sensibles a la douleur
(114). Les céphalées peuvent aussi étre provoquées par le déchirement des parois vasculaires

et de ses terminaisons nerveuses a I’endroit ou I’hémorragie débute (111).
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2. Mécanismes de sensibilisation

Lors de maux de téte, particulicrement lors de migraines, des mécanismes de
sensibilisation a la douleur se mettent en place durant les premicres phases d’installation de la
condition. Le développement des pulsations dans la phase initiale de la migraine est régi par la
sensibilisation des neurones périphériques trijumeau-vasculaires qui innervent les méninges
(113). La création et le maintien d’une allodynie cutanée qui se développe plus tard durant
I’attaque migraineuse, est aussi causée par la sensibilisation des neurones trijumeau-
vasculaires qui recoivent des influx sensoriels a partir des méninges, mais aussi de la peau de

la région faciale et du scalp (113).

a) Neurones trijumeau-vasculaires de premier ordre

La sensibilisation du neurone trijumeau-vasculaire de premier ordre est responsable de
la douleur pulsatile. En effet, I’activation des fibres C méningées provoque la sécrétion de
peptides apparentés a la calcitonine (CGRP) par les branches périphériques de ces fibres
sensitives (115). Ce neuropeptide a la capacité d’initier I’inflammation neurogénique dans la
dura (116, 117). Il est aussi responsable du relachement extracellulaire d’agents de
I’inflammation tels que 1’histamine, la sérotonine, la bradykinine et les prostaglandines (113).
Normalement insensibles aux stimuli mécaniques, les nocicepteurs méningiaux du ganglion
trijumeau deviennent mécanosensibles aprés plusieurs minutes d’exposition aux stimuli
chimiques de la dure-meére (118). Alors, la moindre pression mécanique devient suffisante
pour induire une activité¢ dans les neurones sensibilisés (113). Une fois que les nocicepteurs
méningiaux sont sensibilisés, ils deviennent réactifs aux plus petites fluctuations de la pression

intracranienne produites par les pulsations artérielles normales du flot sanguin (113). Lors
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d’un épisode de migraine, cette hypersensibilit¢ mécanique est responsable des pulsations du
mal de téte et son aggravation pendant la toux ou toutes activités physiques qui augmentent la
pression intracranienne (113). Normalement, les neuropeptides vont étre métabolisés apres
environ 24h, mais si la stimulation nociceptive revient avant la dégradation des peptides alors
ce processus peut se reproduire par épisodes répétés sur une courte période. Les effets
surviennent donc rapidement et sont amplifiés puisque les conditions sont déja réunies et que
la sensibilisation est toujours présente. C’est ce que I’on appelle des migraines chroniques,

particulierement si elles surviennent plus de quinze fois par mois (119).
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Figure 9. Quatre phases de la migraine.

Phase 1, activation du neurone trijumeau-vasculaire. Phase 2, apres 20-40 minutes il y
a décharge des neuropeptides et des agents de [’inflammation. Phase 3, apres environ
2h il y a vasodilatation des vaisseaux méningiaux. Phase 4, aprés 3h le thalamus est
activé et inflammé, c’est le centre de douleur du SNC, la sensibilisation est declenchée.
Puisque les migraines sont épisodiques, le processus s’ arréte en 4-72 heures. (Source :

© Daniel, 2013) (119)
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b) Neurones trijumeau-vasculaires de deuxiéme ordre

La sensibilisation des neurones trijumeau-vasculaires de deuxi¢me ordre entraine quant
a elle I’allodynie cutanée (113). Les agents de I’inflammation, libérés lors de la phase initiale,
activent non seulement les neurones de la corne dorsale (120, 121), mais les sensibilisent aussi
pour une période pouvant s’étendre jusqu’a 10 heures (122). Les neurones sensibilisés dans la
médulla démontrent une réactivité augmentée a des stimuli mécaniques du champ de
perception durale, mais aussi aux stimuli thermiques du champ de perception cutanée. Leur
seuil de réponse diminue, tandis que I’ampleur de la réponse augmente. Les migraines
associées a de la sensibilisation centrale, manifestent cliniquement de 1’hypersensibilité

sensorielle extracraniale, comme la peau des tempes ou celle de la région périorbitale (113).
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Figure 10. Sensibilisation centrale et périphérique.

La sensibilisation périphérique des neurones trijumeau-vasculaires dans le ganglion
trijumeau qui sont responsables de la douleur pulsatile. La sensibilisation centrale des
neurones trijumeau-vasculaires dans la corne dorsale de la moelle épiniere qui sont

responsables de I’allodynie cutanée. (Source : © Strassman et al., 1996) (118)
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¢) Facteur temps

L’aspect temporel de la sensibilisation périphérique et centrale, lors d’un épisode de
migraine, est primordial. En effet, les nocicepteurs méningiaux deviennent sensibilisés
seulement aprés quelques minutes aprés leur activation initiale, résultant en un mal de téte
pulsatile. Le flot continuel d’influx nerveux, envoyé par les nocicepteurs méningiaux
sensibilisés, stimule graduellement la création de la sensibilisation centrale chez les neurones
spinaux trijumeau-vasculaires, causant I’apparition de 1’allodynie cutanée dans la méme
région que la douleur craniale référée (113). Eventuellement, les neurones centraux trijumeau-
vasculaires changent leurs propriétés physiologiques et restent sensibilisés sans se soucier
dorénavant des influx des nocicepteurs méningiaux (122). La douleur devient donc une entité
indépendante qui s’alimente par son propre cercle vicieux de sensibilisation. Par conséquent,
les chances de succeés de soulager le patient de sa migraine dépendent en grande partie du
moment précis de Dl’intervention pharmacologique, en d’autres mots s’il a ou non déja

développé de I’allodynie cutanée au moment du traitement (123).

3. Evaluation de la douleur

L’évaluation de la douleur est particulierement difficile & mettre en pratique autant
dans le domaine vétérinaire qu’en médecine humaine avec les jeunes enfants ou les personnes
débilitées, di a notre incapacité a reconnaitre cette douleur chez les patients (124). Par contre,
cette évaluation doit étre faite régulierement pour s’assurer de ’efficacité des analgésiques
ainsi que I’adaptation de leur posologie aux besoins des patients selon leur situation (103). La
gestion de la douleur nécessite donc 1’utilisation d’un outil pour mesurer cette derniere, mais

puisque celle-ci est une perception, une mesure directe par un instrument médical est presque
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impossible (125). Pour interpréter les signes de douleur chez les animaux, il faut se fier a des
observations indirectes des comportements et de certains signes cliniques. Ainsi, tous
changements physiologiques et comportementaux devront étre notés avec diligence. De la
vient toute I’importance de bien connaitre les comportements normaux de 1’espéce que 1’on
traite et d’étre capable de déceler facilement ceux qui sont anormaux. Cet outil doit donc étre
standardis¢ pour aider a mesure la douleur le plus fidéelement possible entre observateurs. Il
doit étre facile d’utilisation, aisé a comprendre et avoir la capacité d’évaluer les effets des
traitements (125). Une des failles de I’évaluation de la douleur chez les rongeurs dans le
domaine expérimental est une tendance a mesurer seulement la réponse de retrait aux stimuli
thermiques et mécaniques, au lieu d’inclure la douleur spontanée (126). Plusieurs méthodes se
sont donc penchées pour résoudre le probléme de 1’évaluation de cette douleur spontanée chez

les rats.

a) Cris a haute fréquence

Les rats produisent deux types de vocalisation : des cris audibles a basse fréquence
(moins de 20 kHz) et des cris ultrasons a hautes fréquences (plus de 20 kHz) (127). Ces
dernieres sont le sujet de plusieurs études dans le domaine de I’évaluation de la douleur. En
effet, les vocalisations entre environ 20-40 kHz sont émises lors de diverses situations ou états
affectifs négatifs (128). Ces cris a haute fréquence sont souvent enregistrés lors de contextes
désagréables particuliers, comme la séparation de jeunes ratons de leur mere (129), une
confrontation avec un prédateur, lors de soubresauts, le sevrage d’une drogue, une simulation
stressante ou nociceptive (130, 131). C’est pourquoi la surveillance et I’enregistrement de ces
cris a haute fréquence sont des moyens potentiels pour détecter la composante affective

négative de la douleur (128). Cependant cette méthode n’est pas trés spécifique, et
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I’interprétation des fréquences n’est pas toujours la méme selon les différents experts.
L’expérience de 1’évaluateur semble aussi un facteur déterminant dans 1’analyse des données

SONnorces.

b) Codification de I’expression faciale chez les rongeurs

Selon la théorie de Darwin sur I’expression des émotions chez les humains et les
animaux, les expressions faciales sont conservées a travers 1’évolution des espéces, donc les
animaux partageraient les mémes expressions faciales que les humains selon leur état
émotionnel (132). Une échelle de grimaces des souris (Mouse Grimace Scale) a été
développée a partir du méme principe que I’échelle utilisée pour les enfants et les personnes
non verbales (133). Selon les experts d’expressions faciales de douleur humaine, six
caractéristiques peuvent étre percues: le resserrement orbital, le renflement du nez, le
renflement des joues, la position des oreilles, les changements des moustaches et la
piloérection (134, 135). Langford et al. (135) ont décrit et testé cette échelle semiquantitative
qui a fait ses preuves chez la souris; une valeur soit de 0 (pas présent), de 1 (modérément
visible) ou de 2 (sévere) est assignée par les évaluateurs pour chaque caractéristique afin de
déterminer un score global de douleur pour chaque animal.

Cette échelle a ensuite été appliquée aux rats, pour faciliter les travaux de recherche
puisqu’ils sont souvent les sujets de laboratoire dans les études précliniques sur la douleur
(136). Une différence notable a été observée entre les deux especes de rongeurs, les souris
ayant le nez et les joues plus lisses de base que les rats, leur renflement est un signe distinctif
de douleur (135, 136). L’échelle de grimace a donc ¢été modifiée pour s’adapter aux
caractéristiques du rat : le resserrement orbital, I’aplatissement du nez et des joues, les

changements des oreilles et les changements des moustaches (136). Cette nouvelle échelle
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(Rat Grimace Scale) a prouvé sa fiabilité, sa précision et sa capacité a quantifier la progression
de la douleur spontanée chez le rat, a partir de quelques minutes jusqu’a une journée, donc elle
s’est avérée une échelle fiable pour les douleurs aigiies. D’ailleurs un logiciel de
reconnaissance faciale, Software Rodent Face Finder®, a été développé durant la méme
période pour aider les évaluateurs a obtenir rapidement et facilement des photos présentant

une bonne vue afin d’évaluer les caractéristiques faciales des rats (136).

Not present Moderate Obvious Not present Moderate Obvious
“2“ HD!! “1 ” “2”
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Figure 11. Echelle de grimace du rat.
Les expressions faciales notées de 0 a 2 comprennent le resserrement orbital, le
renflement du nez et des joues, la position des oreilles, les changements des moustaches.

(Figure modifiée : © Sotocinal et al., 2011) (136)

L’échelle de grimace des rongeurs a été testée pour voir si elle pouvait étre un outil
fiable dans le contexte de I’évaluation de I’efficacité des analgésiques (124, 137). En effet, la
mesure de la douleur spontanée peut étre utilisée pour produire un score d’intervention pour
les analgésiques (137). Il a été démontré par ’utilisation de 1’échelle de grimace que la

douleur postopératoire chez les souris dure en moyenne 36 a 48 heures et semble éEtre
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exacerbée au début de la photopériode nocturne, au moment ou les rongeurs sont le plus actifs
(124). Les scores obtenus grace a 1’échelle de grimaces du rat lors de 1’évaluation de
I’efficacité des analgésiques ont démontré qu’elle avait une bonne fiabilité autant pour
distinguer des différences entre les animaux que la variabilit¢ de la douleur chez un méme
animal. Elle est donc un outil utile qui a le potentiel d’orienter les interventions analgésiques
dans un contexte de recherche (136, 137). Plusieurs analgésiques ont d’ailleurs été testés avec
succes avec l’échelle de grimace, dont la buprénorphine, le kétoproféne, le carprofene,
I’acétaminopheéne chez la souris (124), ainsi que la buprénorphine sous-cutanée et sous forme

de gel oral et le méloxicam sous-cutané chez le rat (137).

F. TRAITEMENT

Le traitement du trauma cranien, souvent associ¢ a des hémorragies cérébrales, est un
concept aussi vague que complexe. Puisque c’est une atteinte qui peut produire des dommages
dans plusieurs localisations du cerveau, le traitement doit souvent se faire sur plusieurs fronts
pour obtenir des résultats positifs, malgré les multiples incertitudes. Le traitement devrait
minimiser I’apparition et les répercussions des Iésions craniennes secondaires (20), puisque ce
sont ces atteintes qui font le plus de dommages a long terme. De plus, compte tenu du manque
de données cliniques autant prospectives que rétrospectives dans le domaine vétérinaire pour
le trauma cranien, les recommandations se basent sur celles de la médecine humaine, des
¢tudes expérimentales et de I’expérience personnelle des cliniciens (20). Il est donc suggéré
d’appliquer un traitement agressif et immédiat pour maximiser les chances de survie de

I’animal et espérer une récupération fonctionnelle et acceptable pour le propriétaire (20).
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Parmi les divers aspects du traitement du trauma cranien, seuls certains seront abordés ici, car

ils sont plus pertinents a notre expérimentation.

1. Oxygénation

Une bonne oxygénation est un aspect primordial du traitement du trauma cranien,
puisque le manque d’oxygeéne au cerveau est le principal responsable de I€sions craniennes
secondaires (25). Des études du trauma cranien ont démontré que la mortalité doublait chez les
patients humains qui avaient des épisodes connus d’hypoxie (25). Pour les patients
vétérinaires, I’oxygene peut étre administré aux animaux conscients soit par un masque facial,
une canule nasale ou encore un cathéter a oxygene transtrachéal. L utilisation d’une cage a
oxygeéne est recommandée et trés souvent utilisée en médecine vétérinaire, cependant son
efficacité est mitigée puisque ce genre de patients a besoin d’une surveillance et de soins
fréquents, ce qui ne permet généralement pas de garder la porte close pour obtenir un

environnement a haute teneur en oxygene (7).

2. Diminuer la pression intracrdnienne

La pression intracranienne est un parameétre trés important a contrler. En médecine
humaine, il est possible de placer une sonde intracranienne afin de mesurer cette pression.
Pour minimiser les dommages au parenchyme cérébral, la diminution de la pression
intracranienne est un des objectifs primaires du traitement du trauma cranien. Cependant, bien
qu’atteindre une pression optimale soit un but théorique, aucune cible spécifique n’a été
¢tablie chez les patients humains (4, 15). Bien que des agents hyperosmotiques, comme le

mannitol, soient recommandés dans les cas les plus séveres (15), certaines modalités peuvent
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étre facilement instaurées pour minimiser 1’augmentation de la pression intracranienne chez
les patients de moindre gravité. Par exemple, en gardant la téte des animaux ¢levée a un angle
de 15-30° du sol, pour augmenter le drainage veineux sans compromettre 1’oxygénation
cérébrale (138). Aussi, en évitant tous éléments constrictifs au niveau du cou, comme un
collier ou un cathéter jugulaire, qui pourraient obstruer les veines jugulaires et ainsi augmenter

la pression intracranienne (8).

3. Controle de la glycémie

Lors de trauma, I’hyperglycémie est due a la réponse sympathico-adrénergique (20,
139, 140). En médecine humaine, 1’hyperglycémie lors de trauma cranien est associée a un
taux de mortalité plus ¢élevé et des séquelles neurologiques plus graves (141). De plus, une
¢tude sur I’hyperglycémie chez des chiens et des chats souffrant de trauma cranien suggere
que le degré d’hyperglycémie est concordant avec la sévérité de la condition (140). Chez
I’humain, un débat a lieu afin de déterminer si I’hyperglycémie est une réflexion des
dommages au cerveau ou plutdt une des causes de ’aggravation des lésions craniennes
secondaires (20). Ce qui est certain, c’est qu’un contrdle lache de la glycémie est associé avec
une mauvaise récupération neurologique. Cependant, un contrdle tres serré du glucose chez les
patients humains n’a apporté aucun bénéfice notable (142). D’ailleurs, aucune amélioration
sur le taux de mortalité n’a été notée avec une thérapie intensive a 1’insuline, mais plutdt une
tendance a ’hypoglycémie (143). En médecine vétérinaire, il n’y a eu aucune investigation sur

le contrdle du glucose sanguin par une insulinothérapie lors de trauma cranien (140).
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4. Hypothermie

L’induction d’hypothermie artificielle est une des stratégies employées pour le
traitement du trauma cranien en médecine humaine (144), et méme récemment avec des
patients canins (145). Cependant, le mécanisme par lequel I’hypothermie limiterait les 1ésions
secondaires n’est pas encore bien défini (20). En ce moment, I’hypothése serait que
I’hypothermie réduit la relache de neurotransmetteurs excitateurs tels que le glutamate (144).
Dans une étude clinique humaine, le traitement a 1’aide d’une hypothermie modérée (32-
34°C), suite a un trauma cranien sévere, a démontré une amélioration dans le temps alloué¢ aux
traitements, ainsi que pour la récupération neurologique (144). Il est donc suggéré d’envisager
I’hypothermie artificielle comme option de traitement pour les patients qui ne sont pas
¢ligibles pour une intervention chirurgicale, méme si la preuve de ses bienfaits n’est pas
clairement démontrée (144). Cependant, il existe des désavantages potentiels a 1’induction
d’une hypothermie artificielle, tels que des problémes de coagulation, incluant des
dysfonctions réversibles et séquestration des plaquettes, ainsi que 1’augmentation du temps de
prothrombine (PT), du temps de thrombine (TT) et méme du temps de thromboplastine
partielle (PTT), mais aussi une prédisposition aux infections, de I’hypotension, une
bradycardie et des arythmies. Ces complications surviennent généralement lors d’hypothermie

sévere en deca de 30°C (10, 146, 147).

5. Analgésie

Les analgésiques ont été largement étudiés chez les patients non neurologiques des
soins intensifs hospitaliers, mais beaucoup moins fréquemment chez ceux atteints de traumas

craniens (15). En médecine humaine, il n’y a aucune donnée qui supporte les avantages du
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choix d’un analgésique ou d’un sédatif pour les soins neurologiques reliés a des traumas
craniens importants (148). Il y a peu de données qui soutiennent le choix d’un analgésique
spécifique ou méme d’un protocole d’algologie (15). Lorsque 1’analgésie est indiquée, les
médecins utilisent le plus fréquemment des médicaments de la famille des opioides, que ce
soit du fentanyl seul ou en combinaison avec du midazolam, du remifentanil ou du sufentanil
seul ou en thérapie complémentaire. La morphine aussi est utilisée par plusieurs hopitaux pour
les cas de trauma cranien. La kétamine, quant a elle, est parfois utilisée seule ou avec du
midazolam. Tandis que la dexmedetomidine n’est plus utilisée puisqu’il était difficile
d’atteindre 1’effet analgésique désiré (148). En fait, considérant la raret¢ des données
disponibles, il est recommandé d’utiliser seulement des analgésiques s’il y a clairement de la
douleur, de I’anxiété ou agitation qui pourraient augmenter la pression intracranienne du
patient. Une sédation devrait donc étre établie a sa plus faible intensité et son application
devrait étre la plus courte possible. Toute analgésie ou sédation excessive ou non nécessaire
devraient étre évitées (15). Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont des propriétés
anticoagulantes, sauf pour le paracétamol, qui ne permettent pas leur utilisation lors
d’hémorragies intracérébrales (149). Le paracétamol quant a lui n’offre pas une analgésie

suffisante (20-30% plus faible que les autres AINS) pour justifier son utilisation (149).

a) Opioides

En médecine vétérinaire, puisqu’il est plus difficile de reconnaitre un état de douleur
ou d’anxiété chez 1’animal, il est préconisé d’utiliser une analgésie adéquate pour prévenir
I’augmentation de la pression cranienne. Les opioides sont souvent les analgésiques de choix
pour les patients critiques, puisqu’ils ont peu d’effets cardiovasculaires adverses, et qu’ils sont

facilement réversibles grace au naloxone. Cependant, les effets secondaires des opioides sont
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I’hypercapnie et la dépression respiratoire qui peuvent avoir de graves conséquences lors de
pression intracranienne €levée (150, 151). C’est pourquoi, les opioides agonistes/antagonistes
(butorphanol) et les agonistes partiels (buprénorphine) sont souvent considérés comme plus
sécuritaires, puisqu’ils causent moins de dépression cardiovasculaire et respiratoire (151).
L’efficacité antinociceptive du butorphanol étant moindre, il est plus utilis¢ comme sédatif.
Les analgésiques qui sont émétiques, comme la morphine ou 1I’hydromorphone, sont a éviter,

car la nausée et les vomissements pourraient augmenter la pression intracranienne.

b) Mécanismes des opioides

Les opioides font partie d’une classe d’analgésiques caractérisés par leur mécanisme
d’action centrale, qui est actif méme en absence de I¢€sion, contrairement aux anti-
inflammatoires non stéroidiens (152, 153). Ils sont déja largement utilisés autant en médecine
humaine qu’en médecine vétérinaire pour traiter tout type de douleur intense, particulierement
pendant la période périopératoire (152). L’effet antinociceptif procuré par les opioides
agonistes purs est intense, constant et dose dépendante. La principale différence entre les
différents analgésiques de cette classe est leur puissance d’action, la dose « équiactive » est
toujours calculée par rapport a la morphine qui est I’étalon de mesure, puisqu’elle est la
premiére a avoir été découverte. La réponse des centres respiratoires bulbaires aux stimuli
hypoxémiques et hypercapniques est diminuée selon la dose, ce phénomeéne apparait des les
faibles doses d’opioides et interfére avec la sensibilité de ces centres nerveux sensibles au CO,
(153). Par contre, il n’y a aucune donnée dans la littérature scientifique qui suggere que ce
mécanisme pourrait avoir un impact dans un contexte d’hypoxie cérébrale. Un autre
phénomene qui pourrait avoir des répercussions dans un cas de trauma cranien est

I’hypotension classique lors d’administration intraveineuse rapide de morphine, celle-ci est
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causée par un largage massif d’histamine qui provoque une vasodilatation artériolaire et
veineuse. Il faut donc bloquer les récepteurs H1 et H2 pour antagoniser I’effet hypotenseur. Ce
phénomeéne est causé seulement par les opioides libérateurs d’histamine tels que la morphine,
contrairement aux agonistes partiels qui ne produisent pas de tels effets, comme le fentanyl
(153). Les analgésiques recommandés dans les protocoles analgésiques vétérinaires lors de
trauma cranien, sont la buprénorphine (0,01-0,015 mg/kg IM, IV q6-8h) et le fentanyl (1-2

ug/kg IV en bolus, suivi par 2-5 ug/kg/h IV en perfusion continue) (154).

¢) Buprénorphine

La buprénorphine est un dérivé semi-synthétique de la thébaine, c’est un agoniste
partiel des récepteurs n et un antagoniste des récepteurs x, il est aussi un analgésique puissant
de longue durée, c’est pourquoi il est fréquemment utilisé en clinique. Il est a noter qu’a dose
équiactive, il peut causer la méme dépression respiratoire que la morphine, un fait important a

retenir puisqu’il n’est pas réversible par la naloxone (153).

d) Fentanyl

Le fentanyl est un agoniste pur, il peut se fixer sur tous les récepteurs morphiniques (U,
K et §), mais son mécanisme d’action antinociceptif est principalement li¢ aux récepteurs w
dont il est un puissant agoniste (100 fois plus que la morphine) (152, 153). Tout comme les
autres opioides, ses effets analgésiques sont dépendants de la dose et elle devra donc étre
ajustée au besoin, cependant il faut noter que ses effets secondaires sont aussi dose-
dépendante. Sa voie d’administration préférentielle est intraveineuse. Le fentanyl peut aussi
étre administré par voie sous-cutanée, transdermique (timbre) ou intramusculaire; toutes ces

voies sont efficaces, mais elles mettront plus de temps a atteindre leurs effets maximaux (152).
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Le fentanyl fait partie de la famille des dérivés de la phénylpipéridine, comprenant aussi
I’alfentanil et le remifentanil qui ont des demi-vies trés courtes (153). Le fentanyl, tout comme
ses homologues, est un analgésique trés puissant qui a une action de courte durée (30 minutes)
et qui a aussi comme caractéristique d’avoir peu d’effets sur le systéme cardiovasculaire, ce
qui en fait ’analgésique de choix périopératoire (152). Le fentanyl ne s’élimine pas par le
métabolisme hépatique comme la morphine, son facteur limitant est donc le volume de
distribution. Ainsi sa longue demi-vie d’élimination est causée par son grand volume de
distribution, malgré sa clairance plasmatique élevée. Ce mécanisme peut donc provoquer son
accumulation dans 1’organisme dans les cas de fortes doses uniques ou cumulées ou de
perfusion continue. De ce fait, le fentanyl est un opioide de courte durée a faible dose, mais
peut devenir un analgésique de trés longue durée a dose élevée (153). Le fentanyl peut
s’accumuler dans les muscles et par la suite produire le phénoméne de recirculation lors du
réchauffement de la phase de réveil et donc de la vasodilatation du compartiment musculaire.
L’alfentanil a un volume de distribution beaucoup plus petit, et donc une courte demi-vie
d’¢limination, malgré une clairance plus faible, ainsi qu’une absence de recirculation. Il
s’accumule aussi beaucoup moins dans le compartiment musculaire et termine rapidement sa
distribution. Par contre, la pharmacocinétique de ’alfentanil est beaucoup plus encline a étre
influencée par un probléme de clairance hépatique que le fentanyl (153). Le remifentanil est
un analgésique de premier choix en perfusion continue lors du traitement de la douleur
associée a un trauma cranien important, puisqu’il agit rapidement et s’élimine rapidement, il
est donc trés sécuritaire. Le fentanyl aussi un bon choix pour traiter la douleur,
particulierement lorsque la perfusion continue n’est pas disponible puisque a haute dose il

s’accumule dans I’organisme et se relache sur un plus longue période de temps (153).
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HYPOTHESE ET OBJECTIF DE RECHERCHE

Notre hypothese de départ est que le fentanyl devrait soulager les animaux souffrant
d’hémorragie intracérébrale, sans causer de changements significatifs ni au niveau tissulaire
du cerveau ni au niveau de la motricité (examen neurologique & moteur), ce qui permettrait de
I’utiliser afin de maximiser le bien-&tre et la récupération de ces animaux en période post-
traumatique. Ceci permettrait aussi 1’utilisation des opioides dans les modeles d’hémorragie
cérébrale en recherche.

Présentement il n’y a aucun article sur I’efficacité des opioides dans le traitement de la
douleur associée a 1’hémorragie intracérébrale due au trauma cranien. Nos objectifs de
recherches sont donc de tester trois différentes doses d’un analgésique de la famille des
opioides, le fentanyl, et d’évaluer les modifications histopathologiques et comportementales
(douleur & motricité) lors d’une hémorragie intracérébrale chez le rat. Ceci dans le but

d’obtenir des indications plus précises lors du traitement des patients de trauma cranien.
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ABSTRACT

Purpose: Intracerebral hemorrhage (IH) and cephalalgia are common consequences of
traumatic brain injury. One of the primary obstacles for patient recovery is the paucity of
treatments to support an appropriate analgesic protocol. The present study aims to assess pain
and motor behaviors following different doses of fentanyl on a rat model of IH.

Methods: Twenty-one male Sprague-Dawley rats underwent a stereotaxic surgery to produce
a collagenase-induced IH in the right caudoputamen nucleus. The control group (n=6)
received saline subcutaneously (SC), and experimental groups received either 5 (n=6), 10
(n=6), or 20 (n=3) pg/kg of fentanyl SC, 2h following surgery and on the 2 subsequent days.
Only 3 animals received 20 pg/kg because this dose caused catalepsy for 15-20 min following
the injection. The rat grimace scale, a neurological examination, balance beam test and rotarod
test were performed for 5 consecutive days postoperatively to evaluate pain and motor
performance. At the end of the experimentation, the brains were evaluated to determine
hematoma volume, the number of reactive astrocytes and necrotic neurons.

Results: When compared to controls, the grimace scale showed that 5 pg/kg fentanyl
significantly alleviated pain on day 2 only (p<0.01) and that 10 pg/kg alleviated pain on days
1 (p<0.01), 2 (p<0.001), and 3 (p<0.01). For the rotarod test, only the 10 pg/kg group showed
significant decreases in performance on days 5 (p<0.05) and 6 (p<0.02). The neurologic exam
was not significantly different between groups, but only the hopping test showed a poor
recuperation for the 5 and 10 pg/kg fentanyl group when compared to saline (p<0.01). No

differences were found between groups for the balance beam test, the histopathological results.
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Conclusions: Fentanyl, at a dose of 10 pg/kg SC, provides substantial analgesia
following a collagenase-induced intracerebral hemorrhage in rats, however it can alter motor

performance following analgesic treatments.

Key words: analgesia, brain trauma, cephalalgia, grimace scale, histopathology,

neurological exam

Introduction

Traumatic brain injury (TBI) is one of the major causes of invalidity and death in our
society. Neurologic dysfunctions following brain injuries are often minimal immediately
following the impact but a progressive deterioration occurs with time.'” Intracerebral
hemorrhage (IH) is the most common and predominant consequence of TBI. The primary
obstacle for patient recovery is the paucity of efficient treatments and the lack of publications
to support treatment option.>* Traumatic IH is a multi-faceted condition which has a complex
physiopathology. Mechanisms involved include neuroinflammation, breakdown of the brain-
blood barrier (BBB) and an increased intracranial pressure. One non-negligible aspect is the
pain associated with TBI and the risk of central pain sensitization, chronic headaches and low
recovery rate if the pain is not treated.”” In human patients, a precautionary principle prevails
regarding analgesic medication for TBI patients, as practitioners fear greater cognitive and
motor deficits with analgesia in the setting of BBB breakdown. However, this precautionary
pain intervention protocol is based only on clinical experience.” On the other hand,

veterinarians are less prone to avoid analgesics to relieve their TBI patients, possibly because
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cognitive functions and headaches are more difficult to evaluate in animals.® Also, the owners
are less demanding regarding memory and fine motor control of their pets. In both cases, there
is no evidence to support the benefit, or lack thereof, of analgesics or sedatives for neurologic
care of TBI.” Furthermore, there is only scarce data available pertaining to the choice of a
specific analgesic for the treatment of TBI, as well as appropriate pain treatment protocols.'® If
it could be shown that certain analgesics are not deleterious to the brain in a TBI situation,
great benefits could be provided for patients. However, if the opposite is demonstrated, this
would confirm current practice in human medicine and influence the veterinarian’s
intervention protocol for TBI.

The current study aims to assess pain and motor behaviours following different doses
of fentanyl in a rat model of IH, and to evaluate the associated histopathology. Fentanyl was
chosen for this study, because as with morphine, it is the most widely used analgesic to relieve
pain associated with TBL.'' Also, fentanyl is very efficient to relieve intense pain, and unlike
morphine, it does not provoke histamine release, contributing to hemodynamic effects that
may not be desirable in this pathology.'” Furthermore, it acts rapidly, has a shorter half-life
than most opioids and can be reversed by a p-receptor antagonist (i.e. naloxone), making it

safer to use than other analgesics.'*"

The recommended subcutaneous (SC) dose of fentanyl
for rats is between 40-160 pg/kg. With this posology the analgesic effects are seen for 2
hrs."*!"> Fentanyl was selected since it was shown to be the most effective pain-relieving drug
in rats.'* The optimal goal would be to maximize fentanyl use to obtain a better treatment

protocol for TBI patients, which would relieve pain without causing any motor or cognitive

deficits. In this study we did not address possible cognitive changes with analgesic treatment.
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Materials & methods

Animals

Twenty-four specific pathogen-free male Sprague-Dawley rats (Charles River, St-
Constant, Qc, Canada), weighing between 300 and 380g, at the beginning of the study, were
used for this study. Animals were randomly assigned to experimental groups. They were kept
in a standard laboratory animal environment (filtered air: 15 changes/h, humidity: 40-60%,
temperature: 21 + 3 °C and light-dark cycle: 12:12 h). Rats were pair-housed in polycarbonate
cages (Ancare, Bellmore, NY, USA) with hardwood bedding (Beta chip, North-eastern
Products Co., Warrenburg, NY, USA). Animals were acclimated for 7 days prior to the
beginning of the study. A polyvinyl chloride (PVC) tube was placed in each cage for
environmental enrichment. Rats were given tap water and laboratory rat diet ad libitum
(Charles River Rodent Chow 5075, St-Constant, QC, Canada). The experimental protocol was
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee prior to animal use, and it is

compliant with the Canadian Council on Animal Care guidelines (1993).

Surgical procedures and collagenase injection

To induce a standardized IH, animals were anaesthetized with vaporized isoflurane
(3% induction, 2% maintenance; Aerrane, Baxter, Mississauga, ON, Canada) in oxygen
(0.5L/min). After hair clipping and disinfection of the cranial skin with proviodine, rats were
placed in a stereotaxic apparatus (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA) in aseptic
conditions, before undergoing surgery. A 2 cm sagittal incision was performed on the skin and

periosteal membrane. After exposing the cranial bone, a burr hole measuring 1.5 mm in

52



diameter was drilled at stereotaxic coordinates with reference to bregma (antero-posterior 0.0
mm and lateral 3.0 mm) to attain the caudoputamen nucleus. Using a 5 uL Hamilton syringe, 2
uL of a collagenase solution consisting of 0.4 UI Collagenase Type IV (powder in saline; Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) was then injected over a period of 10 min through the burr
hole in the right caudoputamen nucleus, 5.0 mm below the dura. The needle was left in place
for an additional 5 min to prevent backflow. The needle was then removed and the skin was
sutured with five simple interrupted stitches (silk 2-0). Throughout the surgery, rats were on a
heating pad, their rectal temperature was monitored (Thermalert TH-8, Physitemp, Clifton, NJ,

USA) and maintained within 35.5 to 36.5 °C.

Treatments

The collagenase-injected animals received a subcutaneous (SC) injection 2 h following
surgery and on the morning of the 2 following days. Rats in the control group (n = 6) received
saline only, using a similar volume (0.2 mL) to the fentanyl high dose treated animals.
Animals in each experimental groups received 5 (n = 6), 10 (n = 6), or 20 (n = 3) pg/kg of
fentanyl (Fentanyl citrate, 50 pg/mL; Sandoz. Boucherville, Canada). Fentanyl doses were less

1415 considering the breakdown of the blood brain

than recommended doses (40-160 pg/kg)
barrier in this animal model. Only 3 animals received the 20 pg/kg dose since they were
clearly overdosed, showing signs of catalepsy and whole body rigidity for a period of 15-20
min following the fentanyl injection. Since animals recuperated well from this dose, it was

then decided to continue the study with only 3 animals in this treatment group. The observer

(L.S.) tasked with the rat evaluations was blinded to all treatments.
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Three animals formed a sham group, where the same surgical procedures were
performed as for the collagenase-injected animals, except that saline was injected
intracerebrally, and they were treated with 10 pg/kg of fentanyl SC for three consecutive days

and evaluated on behavioral tests.

Behavioral evaluations

A week prior to the surgery, all rats were accustomed to the neurological and motor
tests for 5 days. Experimental groups were then formed and over the last 2 days, baseline
scores were recorded. Figure 1 shows the study protocol timeline. The rat grimace scale,
evaluated with videos, was used to evaluate pain behavior. Each rat was filmed prior to and
following the SC injection on the day of the surgery (day 1) and on 2 subsequent days (days 2
and 3). Motor behavioral tests were then performed in the following order: the neurological
exam, the balance beam test and the rotarod test. They were done on 5 subsequent days
starting 24 h following the surgery (days 2-6). All behavioral tests were performed and

evaluated by an observer (L.S.) blinded to the treatments.

RGS & Pain Evaluation

In this study, rats were exposed to pain cause by the IH lesion. The brain parenchyma
itself does not have pain receptors, but the nervous fibers surrounding the blood vessels and
the afferent pathways will be sensitive to the neuroinflammation, high intracranial pressure
and ischemia.® To evaluate this pain, rats were filmed for a 2 minutes duration sequence for
each take (Logitech Webcam C210, Logitech, Newark, CA, USA) in a quiet, dimmed light
room, before treatments and on 3 occasions, at 15 min intervals, starting 1 h after the treatment

(days 1, 2 and 3). Videos were also taken on days 4 and 5 (days without treatment). Videos
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were analysed following the Sotocinal’s Rat Grimace Scale (RGS) method, described in
details in their manual.'® This scoring has shown a very good inter-observer and intra-observer
reliability (with respectively 0.85 [0.78 — 0.90 95% CI] & 0.83 [0.76 — 0.89]) in other
studies.'” The mean of the data collected from the 3 videos following treatments was used for
analysis. Scoring included four action units: orbital tightening (narrowing of the orbital area,
displaying a partial or complete eye closure or eye ‘“squeezing”), nose/cheek flattening
(display of less bulging of the nose and cheek, with possibly the absence of the crease between
the cheek and whisker pads), ear changes (ears are folded, curled and angled forwards or
outwards, resulting in a pointed shape. The space between the ears can look wider) and
whisker changes (pointed forward, far from the face and may bunch up). Each of the action
units were given an intensity rating (0: absent; 1: moderate or equivocation over its presence
or absence; 2: pronounced action units), then an RGS score was calculated by averaging all
intensity ratings for each video.'® The maximal score reported is the mean of the action units
(maximal value = 2). All videos were evaluated on the entire sequence of each takes by an

observer (L.S) who was blind to treatment groups.

Neurologic Exam

The neurologic exam was composed of semi-quantitative tests taken from previous
published studies'®*' from our lab. Animals were evaluated following the surgery for 5
consecutive days starting 24 h after the surgery. The value reported is the sum of all tests
(maximum score of 24) which consisted of the following:

* activity: exploration of the immediate environment when the rat is placed on a novel hard

surface (0: no exploration; 1: exploration with head movements only; 2: exploration of the
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immediate environment; 3: normal exploration);

locomotion: the rat is placed on a hard surface and forward progression is observed (0: no
displacement; 1: unilateral rotation only; 2: incomplete body movements on both sides,
forward progression mainly by rotation; 3: normal linear progression);

visual positioning: the rat is held by the tail above a contact surface then moved toward a
hard surface and the visual positioning of both limbs is evaluated (1: contact with one limb
only, other limb held in a flexed position; 2: partial flexion of the affected limb; 3: both
limbs extended to make contact and normal walking movements);

tremor: animal is held by the tail in an elevated position so that the front paws remain in
contact with a hard surface, stability of hind paws is observed (1: tremor; 2: no tremor);
pelvic limbs hypertonicity: animal is held by the tail in an elevated position so that the
front paws remain in contact with a hard surface, rigidity of hind limbs is observed as a
hyperextension of the hind legs (1: hypertonicity; 2: normal tonicity);

tail rigidity: the tail is elevated at mid-length and rigidity is observed (1: no flexibility
observed, if placed in a curved position remains as such; 2: moderate rigidity; 3: normal
flexibility and movements);

climbing: climbing on a wire grid to observe skill and symmetry of forelimbs (1: holds
wire but cannot let go; 2: tries to climb but has difficulty doing so, little forward
movement with important asymmetry; 3: climbs but the movement is moderately
asymmetrical, 4: normal climbing, symmetrical movements of both forearms are
observed);

positional passivity: during hand restraint, the affected posterior limb (left) is pulled away

from the animal and the motor response is observed (0: no flexion of the limb; 1: flexion
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movements on occasions; 2: normal flexion upon each extension);

* hopping: the rat is held by hind legs and one forepaw so that the entire weight of the
animal is supported by one limb. The animal is moved laterally and hoping movements are
evaluated to assess postural adjustments (0: no postural adjustment; 1: delay of the
initiation of movement to adjust posture of the affected limb (left) 2: normal postural

adjustment).

Balance Beam Test

A custom-made balance beam (wooden rod of 80 cm in length and 2.8 cm diameter)
was placed over an open table (20 cm distance) with a PCV pipe (10 cm diameter) at the end
(as an incentive to move forward) was used to evaluate the motor coordination and balance of
the rat crossing the beam without falling. The fastest time of a maximal of 3 consecutive trials
was recorded. If the rat was unable to move forward, its ability to stay balanced on the beam

was noted. This test was performed following the neurological exam.

Rotarod Treadmill

A rotarod treadmill (ENV576, Med Associates, St Albans, VT) was used to test the
motor coordination of the rats prior surgery and in the recuperation post-surgical phase. The
rotarod was set to accelerate over a 5 min period from 2.5 to 25 rpm, the maximal time
performance of each rat was recorded (maximum: 5 min). The value reported for each animal
is the percentage of the baseline values. This test was performed following the balance beam

test.
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Perfusion, Histological Procedures, Immunohistochemistry & Image Analysis

After the last neurologic examination (day 6), rats were anesthetised with an
intraperitoneal injection of 200 mg/kg of ketamine (Ketalean, Bimeda-MT, Cambridge, ON,
Canada) and 5 mg/kg of xylazine (Xylamax, Bimeda-MTC, Cambridge, ON, Canada) and
then perfused using the following method. The abdominal skin and muscles were cut and a
pair of forceps was used to clamp the descending aorta. The thoracic cavity was then exposed,
the right atrium was cut and the rats were perfused through the heart (right ventricle) with a
physiological dextrose-sucrose solution (100 mL per rat; solution composition for 1L: 8 g
NaCl, 4 g dextrose, 8 g sucrose, 0.23 g calcium chloride)."”' All perfusion products were
purchased from Sigma Inc. (St-Louis, MO, USA). A second perfusion immediately followed
using a 10% neutral-buffered formalin solution (100 mL per rat). Brains were removed whole
and fixed in the formalin solution for 48 h and then embedded in paraffin for slide preparation.
Five um-thick sections (one every 200um from the beginning of the hematoma) were stained
with hematoxylin, eosin, phloxine and saffron (HEPS). Each brain section was
photomicrographed using an Axiolmager M1 microscope (Carl Zeiss Microscopy GmBH,
Oberkochen, Germany) and the area occupied by the hematoma was determined using Zen
2012 blue edition software (Carl Zeiss Microscopy GmBH). Then the hematoma volume was
estimated by multiplying the hematoma area of each section by the distances separating two
consecutive sections (200 um). Three sections (sections adjacent to the 2™, 3™ and 4™ HEPS-
stained section) were stained with Fluoro-Jade® B, and the number of necrotic neurons was
counted in the penumbral area of the hematoma (average of four areas (top, bottom, right, left)
at 10X). Only cells that showed typical green fluorescence (excitation peak at 480 nm and

emission peak at 525 nm) were counted. Two sections (sections adjacent to the 2™ and 4™
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HEPS-stained section) were processed with immunohistochemistry for glial fibrillary acidic
protein (GFAP) executed using polyclonal antibodies (immunoglobulin fraction of rabbit anti-
sera diluted at 1:500 in phosphate-buffered saline (pH 7.6) with 1% bovine serum albumin)
(BioGenex Laboratories, San Ramon, CA, USA) to determine the number of reactive
astrocytes. Astrocytes were counted in the penumbral area of the hematoma (average of four
areas (top, bottom, right, left) at 20X); all astrocytes had well-developed processes and intense

GFAP immunoreactivity, consistent with reactive astrocytes.

Statistical Analysis

For for all behavioral tests an analysis of variance (ANOVA) was performed on
repeated measures with the period (before vs after) as the intrasubject factor and treatment (5
pg/kg, 10 ng/kg and saline). Cochran-Mantel-Haenszel (semiquantitative data) for repeated
measures was done to evaluate changes over time (5 days). For the rotarod results, a priori
contrasts were performed adjusting the alpha of each comparison with the Benjamini-
Hochberg sequential method (quantitative data). For the statistical analysis of histological

findings, a one-way ANOVA with post hoc Tuckey tests were performed.

Results

Grimace pain score

Figure 2 shows the grimace pain score results. Treatments showed statistically
significant differences on day 1 (F2,15=11.8; P<0.001), day 2 (F2,15=15.5; P<0.001) and day

3 (F2,15=5.2; P<0.02) only. The fentanyl group 5 pg/kg (Figure 2A) showed a significant
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difference with the control group on day 2 (P< 0.01; contrast #-test values s (before and after
fentanyl) = 3.04 and -3.31), before and after the injection on that day. The fentanyl group 10
png/kg (Figure 2B) showed a significant difference with controls, the pain was alleviated after
injection on day 1 (P<0.01; contrast ¢-test values = -3.03), before and after injections on day 2
(P<0.01 and P<0.001; contrast ¢-test values (before and after fentanyl) = -3.71 and -6.53). And
on day 3, only post-fentanyl administrations relieved pain (P<0.01; contrast #-test values = -
3.23). No statistic was performed for the fentanyl group 20 pg/kg (n = 3) (Figure 2C),
however pain score are well below the fentanyl group 5 pg/kg, and it is true on everyday.
However it indicates that the 20 pg/kg group seems to follow the same tendency as the 10
ng/kg group. On days 4 and 5 no treatments were performed and treatment groups were not
significantly different on the Grimace Pain Score from saline controls. It is important to note

that the pain score is much lower on those two last days for every group.

Neurological exam and individual tests

The results the total score of the neurological exam are presented in Figure 3. All
groups were severely affected following the surgery (60-65% of baseline scores on the day
following the surgery) and recuperated gradually over time (up to 75-80% of their baseline
score on day 6). No statistically significant difference was seen between groups (F2,15=0.32;
P=ns). Figure 4A represents the results of each test for the saline group; there is a statistically
significant difference for the hopping score over time (P<0.01; Mean score differences =
13.2). Figure 4 also shows the hopping results for the 5 pg/kg (Figure 4B) and 10 pg/kg

(Figure 4C) groups, which did not recuperate over time. No significant difference was
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observed for the other individual neurological tests when comparing different treatments on

each individual day and over time.

Balance beam test

Before surgery, all groups had comparable baseline results on the time to cross the
beam (saline: 3.6+1.4, and 3.5+0.8, 3.8+0.6 and 4.4+1.0 sec for 5, 10 and 20 pg/kg fentanyl,
respectively). Following surgeries, results were very comparable between groups. On day 2 all
animals fell once placed on the beam. On day 3, 17% of the saline treated animals and 50-66%
of the fentanyl treated animals were able to stay balanced on the beam. On day 4, 66% of
animals in each group were able to stay on the beam and all animals were able to balance

themselves on the beam on days 5 and 6. None of the animals were able to move forward.

Rotarod treadmill test

Rotarod results are presented in Figure 5. All groups were severely affected following
the surgery (35-50% of baseline scores on the day following the surgery) and recuperated
gradually over time. Treatments showed statistically significant differences (F2,15= 2.2;
P<0.05). Only the 10 pg/kg fentanyl treatment showed significant a priori differences on days
5 (P<0.05; contrast ¢-test values = -4.41) and day 6 (P<0.02; contrast z-test values = -6.44),
animals performing more poorly on these days than the control and the 5 pg/kg groups. The 20
pg/kg fentanyl group cannot be statistically significant because of the low number of subjects
in this group, but as an indicator they follow the same trend as the 10 pg/kg group. The 3
animals that were sham operated showed no difference on the rotarod treadmill following 10

png/kg SC of fentanyl for 3 consecutive days. (Days 1, 2 and 3 postop (compared to base line)
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=99, 101 and 103% respectively). These animals were moving freely in their cage 15-20 min
following the surgery and showed no signs of pain during the grimace pain score evaluation.
Their balance beam test showed no significant differences from baseline. And their

. . . . . 19-21
neurological exam was also normal confirming our previously published findings.

Histopathological results

No statistically significant differences were found between saline and fentanyl treated
animals for the hematoma volume, the number of necrotic neurons and reactive astrocytes.
Mean values are nearly the same for all groups. The mean hematoma volume (+SD) for the
saline, 5 pg/kg, 10 pg/kg and 20 pg/kg fentanyl groups are respectively 11.9+2.33, 12.1£1.0,
and 12.1+3.19 mm’. The mean total number of astrocytes (£SD) for the saline, 5 pg/kg, 10
pg/kg and 20 pg/kg fentanyl groups are respectively 327435.7, 299+156.2 and 284470.0. The
mean total number of necrotic neurons (£SD) for the saline, 5 pg/kg, 10 pg/kg and 20 pg/kg
fentanyl groups are respectively 16+6.3, 16+8.3 and 12+5.3. The mean hematoma volume,
total number of astrocytes and total number of necrotic neurons for the 20 ng/kg fentanyl

groups are respectively 12.6+3.87 mm®, 304+137.1 and 21£9.7.

Body weights

Only the saline control group gained weight (7%) during the week following the
surgery. All the fentanyl groups did not show a significant weight gain or loss during that

period.

62



Discussion

The study shows that 10 pg/kg of fentanyl given SC can provide substantial analgesia
in a collagenase-induced intracerebral hemorrhage in rats. Even if fentanyl is considered a
short action drug, its effects can last between 90-120 min if injected SC in a healthy rat."”
Furthermore, it has been suggested that conditions involving inflammation can affect the
pharmacokinetics of drugs by affecting drug metabolizing enzymes and their transporters. The
clinical results are hard to predict, but it can include altered concentrations of the drug
systemically or locally at the site of action.”> Also, inflammation in the brain, as seen in IH in
animals and humans, is proven to disrupt the BBB allowing the migration of macromolecules

23,24

from blood to the neuroparenchyma. This increased BBB permeability provides the

opportunity for drugs like opioids to pass directly into the brain and accumulate, making them

. 25,26
more effective.”™

It is thus difficult to know the exact analgesic duration of fentanyl in these
conditions. Group 10 pg/kg showed significantly less signs of pain during all 3 days of
treatments and even before its treatment on day 2, implying that fentanyl offered a substantial
pain relief for a long period and prevented sensitization of the central nervous system (CNS)
without changing motor behaviors.

For the motricity assessment of this study, the rotarod results clearly show a
progressive improvement curve for all groups after surgery, except for the 10 pg/kg group on
days 5 and 6 where they performed significantly below the results of saline and 5 pg/kg
groups. This finding is also supported by the 20 pg/kg data that leans in the same direction.
Sham group results suggest that the motricity was not affected by the fentanyl (10 pg/kg)

injection alone, implying that the deficits seen in the IH rats were caused by IH combined with

fentanyl, and not solely the dazing effect of the drug. Morphine has been shown to inhibit
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local production of cytokines during inflammation, and with chronic treatment to also

2728 These findings suggest

decrease neutrophil and macrophage recruitment at the injury site.
that fentanyl could reduce the damage caused by the local brain inflammation. Since the
immunohistochemistry and histopathological results from our study demonstrated no
significant difference between treatment groups, it is then possible to conclude that fentanyl
does not improve nor worsen brain lesions in IH. Regarding lesions in other brain areas, even
though we realize rupture of the blood-brain barrier likely increased the amount of fentanyl in
the brain tissue, we think this increase was probably limited to the penumbra, and the doses
used are not known to be neurotoxic. Furthermore, the ipsilateral cortex and contralateral
neuroparenchyma did not show any evidence of neurotoxicity whether with histopathology
(HEPS), Fluoro-Jade staining or GFAP immunohistochemistry.

Similarly, the study of Statler er al. on the effects of different anesthetics in TBI*
showed that the worst results for motor and cognitive skills were associated with fentanyl and
morphine. These drugs had no neuroprotective effect and it was suggested that they failed to
reduce the inflammation injury cascade caused by cerebral trauma. As in our experiment, the
volume of the lesion was not affected by different analgesic treatments. Therefore, the
decreased performance on the last 2 days for 10 pg/kg group could be explained by a
functional interference of the drug. Morphine, another opioid agonist, has been shown to
hinder the restructuration of new brain synapses.”® Cognitive deficits could be caused by a
change of the gamma-aminobutyric acid-ergic (GABAergic) inhibition that controls neuronal
excitation. Also, a loss of GABA-containing neurons is observed in the dentate gyrus of the
hippocampus in morphine-exposed rats, thereby affecting the synaptic plasticity and spatial

memory of the subjects.”® However, there are presently no publications we know of on the
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effects of fentanyl on neural plasticity. It is important to note that even with decreased motor
capabilities, the 10 pg/kg group was still recuperating. It is possible that with time they could
catch up with the other groups.

The total score of the neurologic exam does not show any difference between groups
as they all start at 60-65% of the baseline score and recuperate around 75-80% on day 6,
exhibiting a general improvement of their functions. However taken individually, the hopping
test stands out. It is always weakest on the first day, but there is a significant improvement of
the score for the control saline group that fails to be present on the scores of the two fentanyl
groups. This tendency follows the lack of amelioration on the rotarod for the 10 and 20 pg/kg
groups, indicating that the use of fentanyl with IH will affect more strongly the spatial
proprioception of the subjects since it is involved in both tasks.

The balance beam did not deliver as much information as it was hoped. This test was
supposed to evaluate walk progression on the beam, but instead it only showed if rats would
fall off or could balance themselves on the beam. The only interesting result was that on day 2
fentanyl groups were quicker to be able to stand on the beam compared to the saline group.
This observation could probably be explained by the fact that fentanyl subjects were less
painful on day 2, given that starting on day 3 all groups did the same performance for the rest
of the experimentation. We conclude that this test is too demanding for the IH rat model and it
does not provide interesting data for this kind of study.

The 20 pg/kg group was downsized to only 3 rats, after noticing signs of catalepsy and
body rigidity following the fentanyl injection. Those signs were observed for the first 15 to 20
min post-treatment, thus when the videos were taken an hour post-injection the rats had

returned to normal. Those symptoms are clearly an indication of opioid overdose, despite the
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suggested SC fentanyl analgesic dose for rats ranging from 40 pg/kg to 160 pg/kg." This
phenomenon suggests what clinicians already knew that drugs affecting the CNS are more

potent with BBB breakdown and their usual dose should be reduced with care.’’

Limitations

The use of only one drug, fentanyl, is one of the limitations of this study. It would be
interesting to perform further research with different analgesics that would provide a better
motor and cognitive recuperation. Ketamine, an N-methyl-D-aspartate (NMDA) antagonist
with analgesic properties, could be an option since it has anti-excitotoxic and anti-apoptotic

properties.’> However according to Statler et al.*’

it would be a poor choice as it had the worst
hippocampal neuronal survival and it may exacerbate the hypoperfusion and/or hippocampal
glucose utilisation. Diazepam could be a better alternative since it only shows a trend toward
longer latency on the motor tests.”” Also, it would be interesting to test the motor and
cognitive effect of gabapentin in a TBI model, as it is used as an anti-neuropathic pain

. . . .. . 3334 .
medication and to prevent central pain sensitization ™", but some authors have shown limited

efficiency with this molecule®.

Conclusions

The use of 10 pg/kg of fentanyl administered subcutaneously to relieve pain in a rats
suffering of IH seems safe and efficient. However the analgesic had an effect on some motor
evaluations, notably the hoping test and the rotarod treadmill. Disregarding these effects could

represent an important bias in future studies. In summary, we recommend to use a dose of 10
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pg/kg of fentanyl to relieve the pain associated with a TBI rat model, while taking into

account of the possible deficits in the experimentation planning.
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Figure 1. Study protocol timeline.

A week prior to the surgery, all rats were accustomed to the neurological and motor tests
for 5 days and baseline scores were recorded on the last 2 days. Stereotaxic surgeries were
performed (day 1) and all animals were treated 2 h following the surgery and on 2
subsequent (days 2 and 3). Each rat was filmed before and after treatments and on days 4
and 5. The neurological exam, the balance beam test and the rotarod test were performed

on days 2 to 6.
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Figure 2. Grimace pain scores for saline and fentanyl treatment groups.

The surgery was performed on day 1. The fentanyl 5 ug/kg treatment group (A) showed
a significant difference with controls only on day 2 before and after the SC injection.
The 10 ug/kg fentanyl treatment group (B) showed a significant difference with controls
after injection on day 1, before and after injections on day 2. On day 3 only post-
fentanyl administrations alleviated pain. No differences were noted on days 4 and 5, on
which animals were not treated. Due to the small number of subject (n = 3), no statistic
was performed for the 20 ug/kg of fentanyl treatment group (C). Results for the 20 ug/kg
treatments seem to follow the same tendency as the 10 ug/kg treated animals although

the analgesic response appears much more important for these animals. ** P<(0.01, ***

P<0.001
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Figure 3. Neurological exam scores.

All groups were severely affected following the surgery (60-65% of baseline scores on
the day following the surgery) and recuperated gradually over time (up to 75-80% of
their baseline score on day 6). No significant difference is seen between control and

treatment groups.
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Figure 4. Results for individual neurological tests.

There is a statistically significant difference for the hopping score as function over time
for the saline (A) treated animals (P<0.01). There is no significant difference in function
of time for the 5 days (no amelioration with time) for the hopping test following the 5
(B) and 10 (C) ug/kg fentanyl treatments. 1: activity, 2: locomotion, 3: visual
positioning, 4: tremor, 5: pelvic limbs hypertonicity, 6: tail rigidity, 7: climbing, §:
positional passivity, 9: hopping.
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Figure 5. Rotarod treadmill test.

All groups were severely affected following the surgery (35-50% of baseline scores on
the day 2) and recuperated gradually over time. Only the 10 ug/kg fentanyl treatment
showed significant a priori differences on days 5 and 6, animals performing more poorly
on these days. No statistic was performed for the 20 ug/kg fentanyl group (n = 3),
however they seam to follow the same trend as the 10 ug/kg treatment group. * P<0.05,
** P<0.02
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DISCUSSION GENERALE

L’hémorragie intracérébrale est la lésion principale lors du trauma cranien et le
précurseur de dommages secondaires et de neuroinflammation. Les dysfonctions
neurologiques ne se produisent pas toujours au moment de 1’impact, mais progressent dans le
temps avec 1’étendue des lésions créées par les cellules inflammatoires et I’augmentation de la
pression intracranienne due a I’accumulation de sang dans le parenchyme cérébral (1, 2).
Cependant, il s’avere tres difficile de prévenir ces séquelles, principalement a cause de la
paucité¢ de traitements reconnus efficaces et du manque de données de qualit¢ dans la
littérature scientifique (3, 4). D’ailleurs, D’aspect le plus méconnu de I1’hémorragie
intracérébrale est la douleur reliée a celle-ci. Il est donc important de mettre en place des
protocoles analgésiques adéquats, non seulement pour éviter les mécanismes de sensibilisation
menant a des douleurs chroniques (113), mais aussi pour aider au prompt rétablissement du
patient (101). De plus, lors d’hémorragie intracérébrale, il y a bris de la barriére hémato-
encéphalique qui ne peut plus remplir sa fonction de filtration des molécules allant au cerveau.
En médecine humaine, on préfére donc promouvoir la prudence lors d’utilisation
d’analgésiques, car on pense qu’ils peuvent faire des dommages supplémentaires aux
fonctions cognitives et motrices des patients souffrant d’hémorragie intracérébrale (1).

Pour ce projet de recherche, nous avons reproduit un modele d’hémorragie
intracérébrale avec injection de collagénase en créant des lésions dans les noyaux gris de la
base chez le rat. Ce modele a d’abord été décrit par Rosenberg et al. (76), puis repris par
plusieurs autres chercheurs dans le domaine, comme Chesney et al. (92), Del Bigio et al. (155)

et Vachon et al. (84-86). Vingt et un rats Sprague-Dawley étaient divisés en 4 groupes, chacun



recevant une dose différente de fentanyl ou encore de la saline pour le groupe contréle, et ce
pendant 3 jours, dans I’objectif d’évaluer le soulagement de la douleur et de caractériser les
fonctions neurologiques et motrices. Pour ce faire du jour 2 a 6 de I’expérimentation, nous
avons utilis¢ 1’échelle de grimace des rats de Sotocinal (136) pour évaluer la douleur, un
examen neurologique pour noter I’ampleur des déficits, ainsi que le rotarod et le test de la
poutre pour juger des capacités motrices. Tous ces tests ont d’abord été pratiqués chez les

groupes de rats une semaine précédant la chirurgie pour déterminer une ligne de base.

1. Evaluation de la douleur

Durant les 5 premiers jours de I’expérimentation, des vidéos étaient prises chaque
matin pour évaluer la douleur chez les sujets. Lors des 3 jours de traitement, une vidéo était
faite avant I’injection et une autre aprés l’injection. Ces enregistrements étaient ensuite
analysés, par un observateur aveugle a ’identification des groupes, en utilisant le manuel
d’instruction pour 1’échelle de grimace des rats de Sotocinal (136). Chaque vidéo était notée
(0: Absent; 1: modéré ou équivoque; 2 : prononcé) selon ’intensité des expressions faciales
(resserrement orbital, écrasement du nez et des joues, positionnement des oreilles et
positionnement des moustaches) puis une moyenne était faite pour chaque jour selon le groupe
(136). Cette facon de codifier les faciés a démontré une excellente fiabilité inter-observateur et
aussi intra-observateur (avec respectivement 0.85 [0.78 — 0.90 95% CI] & 0.83 [0.76 — 0.89])
(137). D’ailleurs, plusieurs études ont déja utilisé cette méthode avec un haut taux de succes
pour évaluer la douleur chez les rats autant en temps réel (156) que rétrospectivement par

vidéo (157, 158).
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Nos résultats ont démontré qu’il était possible de soulager de fagon substantielle la
douleur due a I’hémorragie intracérébrale chez le rat avec une dose de fentanyl SC de 10
ng/kg. Cet effet semblait méme de longue durée puisque les rats démontraient moins de
douleur de facon significative au jour 1 aprés I’injection de fentanyl, mais aussi au jour 2
avant et apres le traitement, et aussi au jour 3 apres 1’injection. Habituellement, le fentanyl est
considéré comme un médicament de trés courte action, mais il a été démontré dans certains
articles que lorsqu’injecté en SC chez un rat en santé son effet pouvait durer entre 90-120
minutes (159). De plus, lorsqu’il y a inflammation, la pharmacocinétique des médicaments
change leur métabolisation dans le corps et le fonctionnement de leurs transporteurs d’un
compartiment a ’autre. Les effets cliniques sont donc difficiles a prédire, mais il est possible
que les concentrations des molécules soient altérées de fagon systémique ou locale (160).
Aussi, il a été démontré que chez I’humain, I’inflammation cérébrale peut perturber 1’intégrité
de la barriere hémato-encéphalique permettant le passage dans le neuroparenchyme des
macromolécules qui seraient normalement retenues dans les vaisseaux sanguins par les
jonctions serrées entre les cellules endothéliales, par I’absence de fenestration, par
I’endocytose limitée ou encore par la présence d’enzymes métabolisant les composés
neuroactifs (161, 162). Ce phénoméne augmente la perméabilité de cette barriere donnant ainsi
I’opportunité aux molécules comme les opioides de passer directement dans le cerveau et de
s’y accumuler rapidement, augmentant ainsi leur puissance et donc leurs effets (163, 164). Il
est donc ardu dans ces conditions de connaitre la durée exacte des effets analgésiques du
fentanyl chez nos rats. Cependant, nous pouvons dire avec certitude que la durée d’action est

augmentée, puisque les rats ont non seulement été soulagés les jours 1, 2 et 3 apres 1’injection,
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mais aussi de fagon significative avant le traitement du jour 2. En prévenant la sensibilisation

du systéme nerveux central sans causer de changement a leur motricité.

2. Neurotoxicite

Le groupe de fentanyl 20 pg/kg a été réduit a 3 individus lorsque nous avons remarqué
des signes de toxicit¢ chez les premiers sujets. En effet, ils démontraient une phase de
catalepsie et de rigidité corporelle pendant 15 a 20 minutes apres 1’injection de fentanyl. Lors
de la prise de vidéo (1h post-injection), les rats ne démontraient plus ces caractéristiques. Ces
symptomes dénotaient clairement des signes de surdosage, et ce malgré que la dose ait été bien
en deca des dosages recommandés pour atteindre un effet analgésique chez le rat en santé qui
se situent entre 40 pg/kg et 160 pg/kg (159). Ces observations concordent avec ce que les
cliniciens savaient déja par expérience, c’est-a-dire que lorsque la barriere hémato-
encéphalique est brisée, les molécules s’accumulent beaucoup plus facilement dans le cerveau
et il faut donc faire trés attention au dosage des drogues utilisées chez ces patients (151). La
croyance générale est que les molécules entrent dans le cerveau via la voie sanguine,
cependant certaines données démontreraient que la situation est plus complexe qu’elle en a
I’air. En effet, lors d’un trauma cranien, la perméabilité de la barriére suivrait un patron spatial
et temporel hétérogeéne, généralement biphasique (165). Pour ce qui est du modele d’injection
de collagénase, il y aurait une augmentation de la perméabilit¢ de la barriere hémato-
encéphalique apres 30 minutes, puis qui perdurerait a un degré moindre de 5h & 7 jours, la
perméabilité ne retournant a la normale qu’au jour 14 (166). Chez I’humain, il y a aussi des
preuves de perturbation de la perméabilité au niveau vasculaire en période aiglie du trauma

cranien, cependant elle peut aussi perdurer plusieurs jours, voir méme des années (167, 168).
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Donc vu la sévérité des symptomes chez nos rats a 20 pg/kg de fentanyl, il a été¢ décidé de ne
pas combler ce groupe jusqu’a 6 individus pour la sécurité des sujets et leur bien-étre, rendant
les données recueillies non significatives a cause du trop faible nombre de participants.
Cependant, les résultats sont néanmoins révélateurs de certaines tendances et donc tout de

meéme pertinents et intéressants pour cette étude.

3. Evaluation de la motricité

Pour ce qui est de I’évaluation des fonctions motrices, nous avons utilisé le rotarod. Ce
test nous permettait d’estimer la force de préhension, 1’équilibre et la coordination motrice.
Suivant les vidéos pour la douleur, le rotarod était performé¢ a la fin des autres tests
neurologiques et moteurs au jour 2 a 6.

Nos résultats pour ce test démontrent clairement qu’apres la chirurgie, tous les groupes
ont une diminution de performance significative par rapport a leur ligne de base de la semaine
précédente. Ces résultats a la baisse ont déja été rapportés dans nos autres études qui utilisaient
aussi le méme mod¢le de collagénase aux coordonnées des noyaux gris de la base (85, 86).
Cependant, il est possible d’observer une amélioration progressive, et ce pour tous les groupes,
sauf pour le groupe 10 pg/kg au jour 5 et 6. Durant ces deux jours, ils ont performé de facon
significativement plus basse que les groupes de saline et de 5 pg/kg. Ces données sont aussi
corroborées par les résultats du groupe 20 pg/kg qui suivent la méme tendance au jour 5 et 6.
Cependant, ces données ne peuvent étre significatives puisque le nombre d’individus (n=3)
dans ce groupe est trop peu nombreux. Le groupe témoin (sham) a produit des résultats
semblables aux données de la ligne de base, démontrant ainsi que la motricité n’était pas

affectée par les effets étourdissants du fentanyl (10 pg/kg), mais bien par les déficits causés

81



par I’hémorragie intracérébrale combinée a l’injection de fentanyl. Dans la littérature
scientifique, il n’y a aucun article qui traite des effets du fentanyl sur les fonctions motrices

utilisant le rotarod lors d’un trauma cranien.

4. Evaluation des déficits neurologiques

L’examen neurologique était composé de neuf tests semi-quantitatifs (activité,
locomotion, positionnement visuel, passivité positionnelle, facilit¢ de grimper, rigidité de la
queue, tremblement, hypertonicité¢ et sautillement) pour juger de la gravit¢ des déficits
neurologiques et de leur niveau de récupération durant 1’expérimentation. Lorsque [’on
observe la moyenne des scores de ces tests par groupe, il n’y a pas de différence a priori entre
les groupes. Ils sont tous partis a 60-65% du niveau de base et ont ensuite amélioré leur
performance jusqu’a 75-80% au jour 6. Ces résultats sont similaires a d’autres articles utilisant
un modele identique au ndtre (84-86). Cependant, lorsque les tests sont pris individuellement,
il est possible d’observer une démarcation du test de sautillement. En effet, le score est
toujours au plus bas le premier jour, mais le groupe de saline s’améliore rapidement au cours
des six jours suivants. Cependant, les groupes de fentanyl ne démontrent aucune amélioration
significative tout au long de I’étude. Ce phénoméne recoupe les faibles résultats du rotarod
pour le groupe 10 et 20 pg/kg aux jours 5 et 6. Ces deux tdches sont associées a la
proprioception spatiale, et elle serait donc plus affectée par I’emploi du fentanyl lors
d’hémorragie intracérébrale, diminuant ainsi ses performances. Aucun autre article ne discute
des déficits neurologiques possibles avec 1’utilisation de fentanyl lors d’hémorragie

intracérébrale causée par un trauma cranien.
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5. Le test de la poutre

Le test de la poutre a été choisi pour évaluer la motricité, la coordination motrice fine
et I’équilibre. Les rats devaient se déplacer sur un goujon de bois de 80cm élevé au-dessus
d’un espace ouvert. Le temps de traversée était enregistré, ainsi que le nombre de pertes
d’équilibre. Si ’animal tombait, alors la distance parcourue était notée. Les résultats apres
I’hémorragie intracérébrale sont cependant décevants, et ne nous ont pas fourni I’information
que nous avions espérée. Au début tous les animaux tombaient immédiatement, puis au jour 6,
ils tenaient tous en équilibre sur la poutre, mais étaient incapables de se déplacer. La seule
différence est que les groupes de fentanyl se sont tenus en équilibre plus rapidement que le
groupe contrdle, probablement di @ moins de douleur ressentie. Cependant, au jour 3 tous les
groupes ont eu des performances semblables jusqu’a la fin de I’expérimentation. Nous avons
donc conclu que ce test était trop exigeant pour le genre de déficits moteurs causés par une
hémorragie intracérébrale et qu’il ne valait pas la peine de 1’utiliser dans un contexte similaire
a I’avenir.

D’autres études sur I’hémorragie intracérébrale ont utilisé le test de la poutre avec des
résultats différents. Chez Statler par exemple, les animaux ayant le traitement de fentanyl
réussissaient a parcourir la poutre aprés quelques jours et a se balancer (169). Cependant, cette
expérimentation utilisait le modele d’hémorragie intracérébrale d’impact cortical controlé, ce
qui ne crée pas le méme type de Iésion que I’injection de collagénase, les dommages étant
souvent moins séveres. Ensuite, Lekic dans son étude emploie la collagénase et seulement le
balancement sur la poutre pendant une période de 60 secondes, il ne prend pas en compte le
déplacement sur la poutre. Pourtant, ses sujets sont capables de se tenir en équilibre sur la

poutre deés le jour 1 méme pour quelques secondes, pour ensuite s’améliorer progressivement
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(170). Malgré un départ plus laborieux pour nos groupes, la tendance reste la méme pour le
balancement. De plus, ses coordonnées d’injection sont différentes des notres et n’atteignent
donc pas les noyaux gris de la base, ce qui peut expliquer la moindre intensité des déficits

moteurs et leur récupération un peu plus rapide.

6. Histopathologie

Au dernier jour de I’expérimentation, les rats étaient euthanasiés, puis leur cerveau
prélevé pour 1’évaluation histopathologique. Trois colorations différentes ont été utilisées :
I’hématoxyline-€éosine pour calculer le volume de I’hématome, le GFAP pour déterminer le
nombre d’astrocytes réactifs et la coloration Fluoro-Jade® B pour compter le nombre de
neurones nécrotiques. Apres lecture des lames par un observateur aveugle aux différents
groupes, aucune différence significative n’a été trouvée entre le groupe de saline et ceux de
fentanyl. Le volume de I’hématome, le nombre de neurones nécrotiques et le nombre
d’astrocytes réactifs étaient tous similaires d’un individu a I’autre. Ces résultats sont similaires
a ceux de Statler pour son groupe de fentanyl versus son groupe contrdle, il n’y avait aucune
différence au niveau du volume de I’hématome ni pour le taux de survie des neurones de
I’hippocampe (169). Ces données soutiennent le fait que la molécule de fentanyl n’a pas
engendré des dommages cellulaires supplémentaires au cerveau lors d’hémorragie

intracérébrale par rapport au groupe controle.

7. Explication possible des déficits moteurs chez le groupe de fentanyl 10 ug/kg

La morphine, un opioide proche du fentanyl, a été reconnue pour inhiber la production

de cytokine lors d’inflammation et méme avec un usage chronique, elle pouvait diminuer le
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recrutement des neutrophiles et macrophages au site de I’insulte (171, 172). Ces données
pourraient nous laisser présager que le fentanyl serait neuroprotecteur et réduirait les
dommages causés par la neuroinflammation lors d’hémorragie intracérébrale. Cependant les
résultats d’histopathologie ne vont pas dans ce sens. De plus, le groupe de 10 ng/kg a
démontré de facon significative (ainsi que le groupe 20 pg/kg non statistiquement significatif)
des retards de performance pour le rotarod ainsi que pour le test de sautillement, bien
qu’encore une fois les 1ésions cérébrales n’étaient pas aggravées par le fentanyl. Ce manque
d’amélioration de ces groupes vient donc d’un autre mécanisme que la destruction primaire du
neuroparenchyme. Une autre étude similaire, sur différents produits anesthésiques lors de
trauma cranien, nous montre que le fentanyl et la morphine étaient associés aux pires résultats
en ce qui a trait aux fonctions motrices et cognitives (169). Ces molécules n’avaient donc
aucun effet neuroprotecteur et n’ont pas prévenu la neuroinflammation et les dommages
secondaires subséquents associés aux hémorragies cérébrales. Tout comme dans notre étude,
le volume de I’hématome n’était pas augmenté par les différents traitements analgésiques
(169). Donc, le manque de performance du groupe 10 pg/kg de fentanyl pourrait possiblement
s’expliquer par une interférence fonctionnelle de la drogue. Suivant cette méme piste, un autre
groupe de scientifiques a démontré que la morphine, un autre opioide agoniste, faisait entrave
a la restructuration des synapses cérébrale chez des rats nouveaux nés (173). Ces déficits
cognitifs pourraient étre causés par un changement dans I’inhibition GABAergique qui
controle 1’excitation neuronale. De plus, chez les rats exposés a la morphine en période
prénatale il est possible d’observer une perte de neurones contenant du GABA dans la région
du gyrus dentelé de I’hippocampe. Ce phénomene affecterait la plasticité synaptique et la

mémoire spatiale des rats (173). Il est tentant d’extrapoler cette hypothése aux résultats
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retrouvés dans notre étude. Cependant, les conditions d’expérimentation n’étant pas les
mémes, il est difficile de conclure avec assurance que ce mécanisme est similaire chez nos
sujets. De plus, il n’y a aucune publication connue étudiant les effets du fentanyl sur la
plasticité neuronale, ce qui nous laisse dans les conjonctures. Aussi, il faut noter que les
capacités motrices du groupe 10 pg/kg de fentanyl étaient encore en mode de récupération. Il
est donc possible qu’avec assez de temps ces individus auraient rattrapé les performances des

autres groupes.

8. Poids corporel

Tous les groupes formant cette étude étaient constitués de rats Sprague-Dawley agés
entre 10 & 12 semaines. Au jour 1 de I’expérience, avant la chirurgie, tous les rats étaient
pesés, puis leurs poids (en grammes) étaient a nouveau enregistrés au jour 6 a la fin des tests
comportementaux. Seul le groupe de contrdle injecté a la saline a pris significativement du
poids lors de cette semaine d’expérimentation (7% du poids corporel du jour 1). Tous les
autres groupes, incluant les shams, sont similaires et n’ont gagné aucune masse corporelle
durant ce temps. Quelques individus hors normes ont méme perdu jusqu’a 22% de leur poids
initial. Ces résultats sont troublants, puisque des animaux de cet dge sont encore en croissance
et devraient augmenter leur masse corporelle en moyenne de 7,5 a 14% en 1 semaine selon la
charte de croissance de Charles River (174). Le groupe de saline est donc juste en dessous de
cette estimation, mais les groupes recevant du fentanyl sont anormaux. Il serait pourtant facile
de penser qu’un animal en douleur mangerait moins qu’un animal qui regoit un analgésique,
mais ce n’est vraisemblablement pas le cas ici. En fait, les opioides sont soupconnés d’avoir

un effet modulateur sur 1’appétit par le biais des récepteurs dynorphine-x et d-endorphine-¢
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qui augmenteraient la prise de nourriture chez les rats. Cependant le récepteur p pourrait avoir
un D’effet contraire et leur causer de 1’anorexie (175). Toutefois, ce phénomene n’est pas
beaucoup ¢étudié¢ et les effets secondaires des opioides peuvent étre variables entre chaque
individu et ne sont pas toujours transposables d’une espéce a 1’autre. Néanmoins, il est
important dans le cas de notre étude de prendre en compte un équilibre entre le soulagement

de la douleur maximal et une prise alimentaire suffisante.

9. Genre & dges des animaux

Dans notre étude, tous nos sujets étaient de jeunes rats males, mais il est pertinent de se
demander si nos résultats auraient pu étre influencés par le choix du genre et de 1’age. En
premier lieu, il est répertorié dans la littérature en médecine humaine que les femmes sont
beaucoup plus susceptibles de développer des maux de téte et méme que le sexe féminin est un
prédicteur de céphalée plus significatif que le volume de 1’hémorragie intracérébrale (111,
114, 176, 177). Donc des rates pourraient étre plus susceptibles de ressentir la douleur
secondaire a ’hémorragie intracérébrale. Cependant, la fiabilité de 1’échelle de grimace des
rats pour apprécier I’intensité de la douleur chez les sujets a été démontrée équivalente pour
les deux genres (136). Donc, méme si un groupe avait plus douleur, il serait possible de
détecter cette différence avec la méthode de Sotocinal. De plus, avec un modele d’ischémie
cérébrale chez le rat, I’estrogéne s’est avéré étre un neuroprotecteur pour une dose
physiologique et possiblement dommageable avec une dose supraphysiologique (178, 179). En
fait, I’estrogeéne physiologique réduirait le stress oxydatif, les mécanismes d’apoptose,
I’inflammation, la régulation des facteurs de croissance et la modulation vasculaire (179).

Avec I'utilisation d’un modé¢le d’injection de sang entier chez les souris, Nakamura ef al. ont
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observé qu’il y avait significativement moins d’cedéme cérébral chez les femelles trois jours
apres la chirurgie et qu’elles récupéraient beaucoup plus rapidement au niveau de leurs déficits
neurofonctionels par rapport a leur contrepartie masculine (180). Ces observations ont aussi
¢été faites chez la rate ou I’cedéme cérébral était moindre (181) et qui semble mieux tolérer
I’hémorragie intracérébrale que le male (49). Les femelles seraient moins susceptibles aux
Iésions cérébrales ischémiques, hémorragiques et traumatiques (49). Donc, 'utilisation des
males qui n’ont pas de cycle cestral réduit la variabilité¢ expérimentale chez les sujets de
I’étude (178). Cependant, il est primordial lors d’essais cliniques plus poussés de prendre en
compte cette variabilité et d’inclure des individus des deux sexes, puisque la population

affectée par I’hémorragie intracérébrale n’est pas exclusivement masculine.

Pour ce qui est du jeune age de nos sujets, il a été démontré chez I’humain que 1’age
était le prédicteur principal du pronostic fonctionnel des patients (182). En effet, les rats plus
agés manifestent un profil inflammatoire différent des jeunes, autant de manicre quantitative
que temporelle (183). Gong et al. ont d’ailleurs observé que les rats plus agés souffrant
d’hémorragie intracérébrale exhibaient des déficits neurologiques plus grands, une cedéme
cérébrale plus sévere, une induction des protéines de choc thermique et une activation plus
intense de la microglie. En contrepartie, la réactivité des astrocytes était moindre autour de
I’hématome (184). Toutes ces données nous suggerent qu’il faut faire attention a

I’extrapolation de nos résultats sur une plus large population.

10. Environnement

Nos rats étaient logés dans des cages standard deux par deux avec un tube de PVC. Ces

dispositions sont minimales en matiére d’enrichissement pour le bien-étre des rats. Cependant
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lors d’un mode¢le de trauma cranien d’impact cortical controlé, il a été¢ prouvé qu’un milieu
plus enrichi, comportant une cage de 3 étages avec échelles, jouets variés et changeants, ainsi
que du matériel de nidification, améliorait grandement les bénéfices au niveau du volume de la
Iésion cérébrale, des comportements neurologiques et cognitifs et des résultats histologiques,
et ceci peu importe que le groupe ait passé un temps continu ou par périodes dans cet
environnement (185). Il est donc important de considérer 1’environnement lors de Ia
planification de I’étude si I’on veut pouvoir comparer nos résultats a d’autres expériences
similaires et éviter les variabilités. Cependant pour le patient humain, ceci indique qu’un
environnement de récupération stimulant pourrait étre trés bénéfique dans son cheminement

vers la guérison.

11. Limitations de ’étude & études complémentaires possibles

L’utilisation d’une seule drogue est une des limitations de cette étude. En effet, il serait
trés intéressant de reproduire cette expérience avec diverses molécules analgésiques pour
vérifier leurs effets bénéfiques, dans 1’espoir qu’elles permettent un meilleur rétablissement
cognitif et moteur. Un choix intéressant pourrait étre la kétamine, un antagoniste NDMA avec
des propriétés analgésiques et dissociatives, puisqu’elle a des effets anti-excitotoxiques et anti-
apoptotiques (186). Cependant, il a aussi ét¢ démontré qu’elle impliquait une faible survie
neuronale de I"hippocampe et qu’elle pouvait exacerber I’hypoperfusion (169). D’autre part, le
gabapentin serait une autre molécule intéressante a évaluer pour ses effets cognitif et moteur
lors d’hémorragie intracérébrale, puisqu’elle agit sur la douleur neuropathique et est utilisée
pour prévenir la sensibilisation centrale (187, 188). Cependant, les autres études 1’ayant utilisé

ne s’entendent pas sur son efficacité dans un contexte de douleur cérébrale (79).
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Une autre limitation de cette étude est la courte durée de I’expérience. La période de 6
jours ne dévoile que les données de récupération et de déficits a court terme. Cependant, il est
bien connu que le patient souffrant de trauma cranien passe par plusieurs phases d’effets
secondaires sur le long terme (105, 168). 11 serait donc pertinent de faire cette étude avec cette
fois une optique de réhabilitation a longue échéance.

D’autres études complémentaires a celle-ci pourraient apporter des réponses
pertinentes aux questions qu’a soulevées ce projet. Par exemple, un protocole expérimental qui
permettrait de déterminer la concentration d’accumulation de la molécule analgésique dans le
cerveau a divers temps post-injection. Et donc, découvrir combien de temps la molécule reste
dans le tissu du parenchyme cérébral. Ceci permettrait de faire une estimation plus adéquate
des dosages et des risques de neurotoxicité des molécules utilisées. Aussi, cela nous aiderait a
mieux comprendre les mécanismes et leur efficacité lors que la barriére hémato-encéphalique
est brisée.

Une autre perspective de recherche serait d’améliorer le design de cette étude en
¢valuant la pertinence d’ajouter d’autres tests pour évaluer ’état des sujets. Dans ce projet, le
test d’équilibre de la poutre s’est avéré trop exigeant pour donner des résultats utilisables,
cependant le fait méme de 1’avoir écarté apporte un élément supplémentaire a la banque de
donnée de cette expérience. Il est donc recommandé d’essayer de nouveaux tests pour trouver
les plus adéquats pour ce genre de modele animal. Par exemple, il existe d’autres tests
neurologiques qu’il serait intéressant d’inclure, comme la piscine de Morris qui constitue un
labyrinthe aquatique qui évalue la mémoire du rongeur (189). Ou encore des tests plus
quantitatifs comme mesurer en temps réel la pression intracranienne des rats a l’aide de

I’implantation d’une canule dans 1’espace sous-arachnoidien (190). Une grande diversité de
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tests classiques ou non pourrait donc étre utile pour évaluer les fonctions cognitives et
motrices des rats.

De plus, l’investigation de la cause du manque de prise de poids chez les sujets
recevant du fentanyl pourrait étre le sujet d’une étude supplémentaire. Ces données n’ont été
remarquées qu’a la fin du projet, il a donc été impossible d’introduire un protocole de
surveillance de la consommation de nourriture et des pesées régulieres. Il serait donc
intéressant de comprendre pourquoi seuls les rats recevant de la saline ont pris du poids de
facon normale, alors que ceux qui recevaient de 1’analgésie, et qui étaient donc plus
confortables, n’en prenaient pas.

Un autre aspect, qui mériterait plus d’attention dans ce projet, est I’évaluation du
nombre et de 1’activation de microgliocytes et des macrophages. Ces cellules immunitaires du
parenchyme cérébral ont un role a jouer lors de neuroinflammation. Il serait pertinent d’en
préciser I'importance lors d’hémorragie intracérébrale et de I’utilisation de fentanyl ou
d’autres analgésiques.

Cette ¢étude a apporté des données pionnieres dans le domaine du traitement de la
douleur chez les patients souffrant d’hémorragie intracérébrale. Bien que ce ne soit pas des
résultats directement transposables a I’humain, ils apportent un point de départ pour la
recherche d’un protocole d’algologie adéquat dans le contexte d’un trauma cranien. D’autres

projets pourront bénéficier de ces données pour batir leur propre protocole.

12. Verification de ’hypotheése

Notre hypothése de départ supposait que le fentanyl allait soulager les douleurs des rats

souffrant d’hémorragie intracérébrale. Cette proposition a été validée grace a 1’échelle de
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grimace des rats pour une dose de fentanyl de 10 pg/kg qui a procuré un soulagement d’une
durée de plusieurs heures. Ensuite, selon nos analyses histopathologiques, nous n’avons pas
observé de changements significatifs au niveau tissulaire des cerveaux des rats entre les
groupes, confirmant encore une fois notre hypothése. Bien que la plupart des tests
neurologiques et moteurs ne démontraient aucune différence entre les groupes, le rotarod et le
test de sautillement présentaient quant a eux une baisse de performance notable pour les
individus qui recevaient plus de 10 pg/kg de fentanyl. Ces résultats rejettent donc cette section
de notre hypothése qui stipulait qu’il n’y aurait pas de changements significatifs. Néanmoins,
le but avoué de cette étude était de faire avancer la science dans le domaine, mais aussi de
trouver une solution de traitement pour soulager la douleur des rats utilisés dans les mod¢les
de recherches en trauma cranien. Donc, selon le protocole d’étude et si la motricité n’est pas
I’aspect visé, I’utilisation du fentanyl est possible sur ces rats puisque les changements
moteurs sont minimes. Leur récupération et leur bien-&tre pourraient donc étre maximisés en

période post-traumatique.
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CONCLUSION

Ce projet a permis d’approfondir les connaissances sur les changements cognitifs et
moteurs lors d’hémorragie intracérébrale dans les noyaux gris de la base chez le rat. Il a aussi
permis d’évaluer les effets secondaires et analgésiques de différentes doses d’un opioide, en
I’occurrence le fentanyl. L échelle de grimaces des rats a ét¢ un outil essentiel dans ce projet
pour permettre d’évaluer la douleur et le soulagement de celle-ci chez le rat. L’examen
neurologique et le rotarod se sont avérés des tests pertinents pour mesurer la récupération des
fonctions de fagon qualitative et quantitative. Le test de la poutre s’est révélé trop exigeant
pour fournir des données significatives lors de telles Iésions cérébrales, il ne serait pas

recommandé dans une expérience similaire.

Avec les résultats obtenus lors de cette expérimentation, il est possible de conclure que
I’utilisation de fentanyl avec une dose de 10 pg/kg SC peut soulager la douleur causée par une
hémorragie intracérébrale chez le rat. Cette analgésie semble sécuritaire et efficace, cependant
elle peut avoir certains effets sur les fonctions motrices, en I’occurrence le test de sautillement
et le rotarod. Ignorer ces possibles effets lors de la planification d’une étude expérimentale
future pourrait entrainer un biais majeur. Donc, nous recommandons d’utiliser une dose de 10
ng/kg de fentanyl pour apaiser la douleur associée a un modele de rat de trauma intracranien,

tout en tenant compte des déficits encourus possibles dans le protocole de I’étude.

Ce projet propose des données de base précurseures pour 1’essor de plusieurs futures
¢tudes de recherches utilisant le mod¢le de collagénase chez le rat. Plusieurs autres molécules

analgésiques pourraient étre testées par le méme design d’étude, pour évaluer leur efficacité



sur la douleur des céphalées ainsi que leurs effets secondaires. Aussi, d’autres examens
cognitifs et moteurs en plus de la surveillance plus rapprochée des signes vitaux pourraient
étre validés par ce modele d’expérimentation pour apporter plus de données sur la
récupération des sujets. Une étude a long terme pourrait également révéler des informations
additionnelles par rapport au rétablissement sur plusieurs semaines voir des mois des rats. De
plus, une étude additionnelle visant I’évaluation de la microglie et des macrophages dans le
cortex cérébral lors de telles expérimentations permettrait de préciser les données

histopathologiques.
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