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RESUME

Au sein du laboratoire, deux mécanismes neurovasculaires indispensables a I’intégrité
fonctionnelle de la peau sont étudiés.

La PIV (Pressure-Induced vasodilation) est un mécanisme protecteur qui permet de retarder
l'ischémie tissulaire. Des études antérieures ont suggéré 1’implication du systéme nerveux
central dans ce mécanisme. La premiere partie de ma theése était de préciser le contrdle spinal
dans la PIV et de regarder si la perte de ce mécanisme protecteur augmente le risque
d’escarres. Nous avons montré I’implication de la voie sensorielle spinale dans la PIV ainsi
que la corrélation directe entre la perte de ce mécanisme et [’augmentation du
risque d’escarres chez des animaux sains.

La CIV (current-induced vasodilation) a été décrite comme étant un mécanisme
neurovasculaire de type « réflexe d'axone ». Exclusivement étudiée chez I’homme, les
mécanismes impliqués restent limités. La seconde partie de ma thése était de développer un
modele animal et approfondir la compréhension des mécanismes sous-jacents de la CIV
cathodale. Apres avoir développé un modele animal, nous avons prouvé I’implication de la
voie COX1/PGIS/PGI2/IP, des TRPV1 et des ASIC cutanés présents sur les fibres capsaicino-
sensibles ainsi que celles des récepteurs aux CGRP et a la substance P dans la CIV cathodale
chez le rat sain.

Pour conclure, la PIV est un outil diagnostique intéressant pour évaluer les capacités
protectrices de la peau contre les lésions ischémiques de pression en conditions
physiologiques. La CIV reflete de la libération endogene de PGI2 dans la peau, offrant un
outil complémentaire a la réponse a I’acétylcholine afin d’évaluer les capacités globales de

I’endothélium.

MOTS-CLES : transduction sensorielle spinale, escarres, vasodilatation induite par la
pression, prostacyclines, vasodilatation induite par le courant.



TITLE : DEFENSIVE MECHANISM OF THE SKIN : ROLE OF NEUROVASCULAR
INTERACTION.

SUMMARY :

In our lab, two neurovascular mechanisms required for functional integrity of the skin are
studied.

The pressure-Induced vasodilation (PIV) is a protective mechanism, which delays the
occurrence of tissue ischemia likely protecting the skin against pressure. Previous studies
suggested the contribution of the central nervous system in this mechanism. In the first part of
my PhD, we studied the spinal sensory transduction involvement in PIV and verify whether
the lack of PIV increased incidence of pressure-induced ischemic lesions in healthy rats. We
showed that spinal sensory disruption led to the loss of cutaneous PIV directly associated with
increased incidence and severity of cutaneous lesions in response to prolonged ischemic
compression in healthy animals.

The current-induced vasodilation (CIV) is a neurovascular mechanism decribed as axon reflex
mechanism. Exclusively studied in humans, the understanding of involved mechanisms
remains limited. In the second part of my PhD, we aimed to develop an animal model and
precise the underlying mechanisms involved in cathodal CIV. That we developed, we proved
the involvement of the COXI1/PGIS/PGIL/IP pathway, the cutaneous TRPV1 and ASIC
channels present on capsaicin-sensitive fibres and the cutaneous CGRP and NK1 receptors in
cathodal CIV in healthy rats.

To conclude, PIV is an interesting tool to evaluate the protective capacities of the skin to
withstand pressure in healthy conditions. CIV by reflecting the endogenous release of PGI2 in
healthy skin offers a novel tool in complement to acetylcholine response in order to assess

global capacities of the endothelium.

KEYWORDS : sensory transduction spinal, pressure ulcer, pressure-induced vasodilation,
prostacyclin, current-induced vasodilation.

INTITULE ET ADRESSE DU LABORATOIRE : FRE CNRS 3310 - Peau & Interactions
neurovasculaires- Institut de Biologie et de Chimie des Protéines - 7, passage du Vercors
69367 Lyon cedex 7 FRANCE
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION
GENERALE

La peau est l'organe vivant le plus lourd et le plus étendu du corps humain. En
constant renouvellement, la surface de la peau est bien plus qu'une simple enveloppe. Sa
fonction principale est de fournir une barriére entre nous et 1'environnement extérieur, mais
pas seulement comme nous allons le développer dans le chapitre 1. Sans ce revétement de
protection, notre vie sur terre serait impossible.

La peau possede ainsi différentes fonctions physiologiques lui conférant un réle de
protection contre les pressions, les modifications chimiques et bactériologiques. Un grand
nombre de ces fonctions physiologiques repose sur la structure de la peau (p.15-18) mais
aussi sur sa microcirculation (p.19-21).

En général, la communauté scientifique s’intéresse plus a la macrocirculation qu’a la
microcirculation. Ainsi, des nombreuses fonctions de la microcirculation cutanée restent a
étre ¢€lucidées. De plus, certaines idées émergeantes démontrent de plus en plus que la
microcirculation pourrait étre le reflet de I’état général de la circulation (Safar et al. 2007).
Pour ces diverses raisons, la compréhension de la microcirculation est importante a étudier.

Au sein de la microcirculation, des structures cellulaires (cellules endothéliales,
cellules musculaires lisses...), nerveuses (fibres myélinisées et non myélinisées) et
moléculaires (neuropeptides, canaux ioniques, récepteurs...) permettent a la peau de répondre
et de s’adapter a des modifications extérieurs via la libération d’ions et de molécules
vasodilatatrices et vasoconstrictrices. Ces modifications vont faire appel a des mécanismes
vasculaires et neurovasculaires responsables de vasodilatations, vasoconstrictions, chimio-
attraction des cellules inflammatoires. ..

Les réponses cutanées modulant le flux sanguin cutané sont indispensables pour
I’homéostasie de la peau. Ainsi certaines études ont démontré que les réponses suite a un
stress thermique (Saria et al. 1983), les pressions externes, les inflammations (Stucker et al.

2002) et la cicatrisation sont trés importantes et nécessitent un peu d’attention de notre part.



INTRODUCTION GENERALE

L’équipe « peau et interactions neurovasculaires » au sein de la FRE 3310 travaille sur
I’étude des réponses neurovasculaires, en particulier les vasodilatations induites par
I’application locale d’une pression (PIV, « pressure-induced vasodilation ») et induites par
I’application locale d’une stimulation ¢lectrique (CIV, « current-induced vasodilation »)
présentées dans le chapitre 1 (p.27-33). Présentant des similitudes mécanistiques comme
I’implication des fibres capsaicino-sensibles (Durand et al. 2002a; Fromy et al. 1998; Fromy
et al. 2000), I’étude de ces deux mécanismes doit étre poursuivie afin de mieux appréhender
leurs roles cutanés.

La PIV, mécanisme décrit comme étant protecteur de la peau vis-a-vis des pressions
extérieures permet de retarder 1’ischémie tissulaire. La PIV, découverte chez ’homme (Fromy
et al. 1998) puis chez le rongeur (Fromy et al. 2000; Sigaudo-Roussel et al. 2004), est un
mécanisme physiologique médié par les fibres capsaicino-sensibles (Fromy et al. 2000)
induisant le relarguage des neuropeptides (CGRP, PACAP, VIP) et la libération endothéliale

du monoxyde d’azote et des prostaglandines.

Nous avons donc voulu préciser la participation des prostaglandines au niveau
vasculaire et I’identification des récepteurs cutanés classiquement présents sur les fibres
capsaicino-sensibles au niveau nerveux dans le mécanisme de la PIV a P’aide d’outils

pharmacologiques (p.51-57).

La PIV a souvent été percue comme un mécanisme purement local or, ce mécanisme
de protection est absent lors de I’inactivation du systéme nerveux central (Fizanne et al. 2003)

et lors de I’activation du systéme nerveux central (Fromy et al. 2007).

Apres cette suggestion sur la participation du systéme nerveux central dans la
PIV, le but de ma thése sur la PIV était de démontrer ’implication d’une voie spinale et
de celle de certains récepteurs et canaux spinaux grace a des outils pharmacologiques

injectés directement au niveau spinal (p.58-80).

De plus, la perte de ce mécanisme protecteur de la peau vis-a-vis de ’ischémie est
souvent associée a des populations a risque d’escarres (Demiot et al. 2006; Fromy et al.

2010).



INTRODUCTION GENERALE

Classiquement décrit comme une protection de la peau contre I’ischémie exercée
par des pressions, nous avons voulu démonter ’association directe entre la perte de la
PIV décrivant I’état général de la peau vis-a-vis des faibles pressions et I’augmentation
de P’incidence d’escarres lors d’une perte transitoire de transduction sensorielle spinale.

Cette étude a été réalisée a I’aide d’outils pharmacologiques (p.58-80).

Le deuxiéme mécanisme neurovasculaire, la CIV, a d’abord été découvert chez
I’homme aux deux polarités mais avec une meilleure vasodilatation a la cathode qu’a I’anode
(Asberg et al. 1999; Droog et al. 2003; Durand et al. 2002a; Grossmann et al. 1995). Les
¢tudes cliniques sur la CIV ont démontré I'implication des cyclooxygénases et suggéré
I’implication des COX-1 (Durand et al. 2002d; Durand et al. 2003; Tartas et al. 2005b). De
plus, I’étude de ce mécanisme semble trés importante car I’utilisation du courant pour
favoriser la cicatrisation est de plus en plus réalisée sur des plaies chroniques de types
escarres sans pour autant comprendre son fonctionnement (Gault et al. 1976; Mehmandoust et

al. 2007; Ramadan et al. 2008).

Afin de poursuivre les études cliniques antérieures et d’étudier la cascade de la
CIV cathodale, nous avons développé un modele animal. Une fois développé, la
compréhension mécanistique de la CIV cathodale (étude des facteurs endothéliaux au
niveau vasculaire et étude des canaux/récepteurs présents sur les fibres capsaicino-
sensibles) a été menée grace a des outils pharmacologiques et des techniques immuno-

enzymatiques (p.81-115).

La CIV est décrite chez I’homme comme un mécanisme axone reflexe longtemps
décrit comme purement local et caractérisé par un flare et une inflammation neurogénique
dépendante de I’intensité de la stimulation. Cependant, certaines études montrent que les
réponses axones reflexes peuvent étre controlées partiellement par le systéme nerveux central

(Kanai et al. 2006; Sun et al. 2004a).

Apreés ces récentes observations sur I’axone reflexe, nous avons voulu vérifier si la
voie spinale controlait également la CIV cathodale a ’aide de blocages spinaux. Enfin
une étude bréve sur le flare a distance de la vasodilatation initiale et sur ’inflammation

neurogénique a également été réalisée (p.116-124).
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CHAPITRE 1

CHAPITRE 1 :




CHAPITRE 1

Le chapitre 1 présente la structure et les composants de la peau (microcirculation et
innervation) afin de les replacer dans le contexte des mécanismes neurovasculaires (PIV et
CIV) étudiés tout au long de cette these.

Ce premier chapitre montre clairement les objectifs des études a mener pour préciser
linfluence du controle spinal dans la PIV ainsi que son influence sur l’'incidence d’escarres

quand ce mécanisme de protection est absent.

La peau : Organe protecteur

1)Structures et fonctions de la peau

La peau posséde de nombreuses fonctions qui en font un organe complet. Les
fonctions de la peau peuvent étre divisées en différentes parties. Son coté protecteur du fait de
la barriére physique contre les forces mécaniques, les infections, les produits chimiques, les
irradiations ultra-violettes est essentiel... La peau nous permet également de ressentir toutes
modifications thermiques et mécaniques grace a la transduction sensorielle cutanée qui
peuvent aller de la sensation tactile et agréable a la douleur. La peau est capable d’avoir des
échanges avec I’extérieur uniquement si cela n’est pas nocif. Chez ’homme, elle joue un rdle
de régulateur de la température et permet de s’adapter a la température extérieure. Enfin, la
peau posséde aussi la capacité de se défendre et de se réparer en cas de 1ésions, d’avoir la
capacité de présenter les antigénes aux cellules inflammatoires et de permettre ainsi les

réactions immunologiques et indispensables a la cicatrisation des plaies.
Pour assurer toutes ces fonctions, la peau a une structure adaptée.

La peau est un organe composé de trois couches de tissus, de 1’extérieur vers I'intérieur du

corps : 1'épiderme, le derme et I'hypoderme (Figure 1).



CHAPITRE 1

L Récepteur &
terminaison
Epiderme libre
Récepteur &
I terminaison
capsulée
Derme — Follicule pileux
Glande
- sudoripare
Artére —|
Veine — _
Hypoderme F,- Tissu adipeux

Figure 1. Structure schématisée de la peau (Tortora et al. 2000).

L’épiderme désigne letissude nature épithéliale qui recouvre le derme. Les
kératinocytes sont le principal type cellulaire représenté dans ce tissu, cellules extrémement
dynamiques qui subissent une prolifération et une différenciation permanente aux termes
desquelles elles se transforment en cellules mortes (cornéocytes), s'éliminant réguliérement

: LS 5 e ) . . .
par desquamation. L’épiderme n’est irrigu€ par aucun vaisseau sanguin. Les cellules qui le
composent sont alimentées par diffusion depuis le derme. Il contient par contre de
nombreuses terminaisons nerveuses libres, nous permettant d’avoir une perception tactile et

douloureuse. Au sein de 1’épiderme, quatre couches sont a distinguer (Figure 2).

- Jt comee

¢ granuleuse

¢ des cellules 3 épines

)] ¢ vasase

Figure 2. Structure schématique de I’épiderme (Tortora et al. 2000).
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CHAPITRE 1

e La couche cornée, Stratum corneum, est une couche constituée de cellules tres
épaisses, les cornéocytes qui ne possédent pas de noyau et qui sont remplies
de kératine. Ces cellules sont jointives sauf sur la partie superficielle, ou elles se
tassent. Cette couche permet a la peau d’avoir un pH acide a sa surface (pH<6)
indispensable contre I’invasion bactérienne extérieure.

e La couche granuleuse, Stratum granulosum est la couche la plus foncée, contenant 3
ou 4 assises de cellules. Ces cellules contiennent des grains de keratohyaline (ou
profilaggrine).

e La couche de Malpighi ou couche des cellules a épines (Stratum spinosum) contient
des kératinocytes (responsable de la dureté¢ de la peau). Cette couche contient des
tonofilaments, précurseurs de la kératine, des mélanocytes (cellules produisant de la
mélanine responsable de la pigmentation cutanée), des terminaisons nerveuses mais
aussi des cellules de Langerhans (macrophages qui phagocytent les impuretés et sont
impliqués dans les dermatites de contact et les phénomenes inflammatoires).

e Et pour finir, la couche basale (Stratum germinativum) ou les kératinocytes forment
une seule assise de cellules, tenues entre elles par des desmosomes. C’est dans cette
couche dite aussi couche germinative, que les cellules se divisent, I'une des deux
(cellule souche) reste dans la couche basale tandis que 'autre migrera dans les couches
supra-basales. Comme pour tout épithélium, la couche basale repose sur une lame

basale ou s'ancrent des fibres de réticuline sur le versant chorionique.

Le derme se compose de protéines fibreuses appelées collagéne et ¢élastine, qui permet
la souplesse de la peau. Un réseau de vaisseaux sanguins, de nerfs, de fibroblastes (cellules
participant a la syntheése des macromolécules) et de cellules du systéme immunitaire (comme
les lymphocytes, les mastocytes et les macrophages tissulaires), de glandes, de pores et de
follicules pileux est retrouvé dans cette couche. Le derme est irrigué par un réseau sanguin
microcirculatoire qui prend en charge la nutrition de I'épiderme par diffusion. Outre son role
nutritif, le derme joue également un role primordial dans la thermorégulation chez I’homme et

dans la cicatrisation ainsi que dans I'élimination de produits toxiques (par la sueur).

L’hypoderme est un tissu conjonctif lache richement vascularisé qui contient selon les
endroits plus ou moins de tissu adipeux. Il contient des muscles, des veines et arteres, de la
graisse et des cellules. Le sébum et la sueur produit par l'huile et les glandes de sueur dans le

derme forment un film hydrolipidique sur la peau. Ce film, connu sous le nom de « manteau
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acide » lubrifie la surface de la peau, aide a repousser des bactéries, maintient le niveau
légeérement acide de la peau et protége contre l'irritation. L’hypoderme protége également

I'organisme des chocs physiques, des variations de température et sert de réserve adipeuse.
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2)La microcirculation cutanée

Les microvaisseaux sont nombreux dans la peau, retrouvés a la fois dans le derme et
dans I’hypoderme. Comme dans la circulation sanguine générale, il existe un réseau artériel et
un réseau veineux.

Le réseau artériel dermique est un réseau sous papillaire avec des artérioles de petit
calibre, destinées aux papilles dermiques. Il véhicule le sang oxygéné dans le sens « aller »,
c’est a dire du cceur vers le reste du corps.

Le réseau veineux dermique est un réseau sous papillaire avec des veinules qui partent
des papilles dermiques et qui véhicule le sang dépourvu d’oxygene dans le sens « retour ».
Entre ces deux réseaux, il existe des connexions appelées « anastomoses artério-veinulaires »
qui jouent un rdle dans la thermorégulation, en particulier. Un réseau lymphatique superficiel
est également présent sur tout le revétement cutané.

La circulation cutanée est formée de plusieurs millions de plexus veineux-capillaires sous-
épithéliaux (entrelacement entre les veines et les capillaires), et de vaisseaux de transfert
situés plus profondément dans le derme. Au sein des plexus se déroulent les échanges
métaboliques et de facteurs de croissance avec I'épiderme et les annexes pilo-sébacées et
sudoripares. La plupart de ces vaisseaux d'échange ont une structure veinulaire. Les
extrémités ont en plus une richesse particuliere en anastomoses artériolo-veinulaires a tous
niveaux de profondeur. Les parois des vaisseaux sont relativement résistantes. Le flux sanguin

y est extrémement réactif et en instabilité permanente.

La microcirculation cutanée a des fonctions qui lui sont propres car elle permet le
maintien de la pression artérielle par un tonus vasoconstricteur, la nutrition de I'épiderme et
des annexes cutanées, la thermorégulation, la tolérance par la peau a de longues périodes
d'ischémies dues a la pression extérieure appliquée au corps. Ce réseau de microvaisseaux
assure certaines de ces fonctions par I’intermédiaire de I’endothélium et des cellules

musculaires lisses.

Le systéme vasculaire périphérique ou cutané est constitué d’artéres qui se divisent en

artérioles puis en réseaux de capillaires ou se font les échanges de gaz et de molécules
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dissoutes. Ces capillaires vont ensuite devenir des veinules, puis des veines qui retournent au

cceur. Les artérioles, capillaires et veinules cutanés sont organisés en réseau trés complexes

(Figure 3).

Figure 3. Représentation schématique de I’organisation de la microcirculation cutanée.

E=¢épiderme, A=artériole, V=Veinule, F= grasse sous cutanée (Braverman 2000).

Les microvaisseaux sanguins sont constitués de trois tuniques morphologiquement
distinctes, de l’intéricur vers 1’extéricur du vaisseau : l’intima, la média et I’adventice.
L’importance et la complexité de ces trois tuniques dépendent du vaisseau sanguin (Figure 4).

L'intima est constituée d'une mono-couche de cellules endothéliales et d'une fine
couche de tissu conjonctif. Ces cellules endothéliales sont directement en contact avec le sang
circulant et donc avec les métabolites, les hormones, et tout ce que peut transporter le sang.

La média contient exclusivement des cellules musculaires lisses et des constituants
extracellulaires : fibres élastiques, fibrilles d'é¢lastine, faisceaux et fibrilles de collagéne,
protéoglycanes.

L'adventice est peu ou trés présent selon le type de vaisseaux. En général, I'adventice
est constitué de fibres de collagéne caractérisé¢ en tunique externe. Elle contient également

quelques fibres élastiques €épaisses et des fibroblastes.

20 L
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Figure 4. Structure schématique des microvaisseaux (Tortora et al. 2000).

Les artérioles (20-30 um) possédent différentes tuniques, une tunique interne comme celle des
artéres, une tunique moyenne composée de cellules musculaires lisses et de quelques fibres
¢lastiques et une tunique externe composée principalement de fibres élastiques et de fibres

collagénes.

Les artérioles jouent un role de régulateur de 1’écoulement sanguin. Ainsi, la contraction des

cellules musculaires lisses induit une vasoconstriction et une relaxation, une vasodilatation.

Les capillaires (5-8um) font suite aux artérioles et sont constitués d’une seule couche de
cellules endothéliales qui reposent sur une membrane basale. Le role principal des capillaires

est ’échange entre le sang et les tissus.

Les veinules (8-30um) font suite aux capillaires, elles sont constituées de cellules musculaires
lisses et de fibres conjonctives et élastiques lui permettant une remarquable propriété de
distensibilité. Le réseau veinulaire est un véritable réservoir a capacité variable qui permet

d’ajuster a chaque instant le volume sanguin microcirculatoire.
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3)L’'innervation de la peau

Un certain nombre de récepteurs cutanés ou structures plus complexes sont capables
de recevoir et de traduire I’information du stimulus en signal ¢électrique. Ces récepteurs sont
retrouvés dans les couches superficielles ou profondes de la peau (Figure 5).

Ainsi, en plus des ¢léments constitutifs des tissus conjonctifs, I’épiderme, le derme et
I’hypoderme contiennent de trés nombreux nerfs indispensables aux différentes fonctions de
la peau. Il existe les terminaisons nerveuses du systéme nerveux autonome, amyéliniques,
destinées aux vaisseaux et aux annexes €pidermiques ; les terminaisons nerveuses des voies
de la sensibilité¢, my¢linisées ou amyéliniques et les terminaisons nerveuses libres.

Auniveau de 1’épiderme, ces terminaisons libres classiquement décrites dans les
phénoménes douloureux correspondent a la sensibilité nociceptive, et plus récemment, a la
sensibilit¢ tactile. Les terminaisons libres comprennent les mécanorécepteurs, les
thermorécepteurs et les nocicepteurs. Les mécanorécepteurs sont a adaptation lente, sensibles
a la pression situés dans la peau avec des poils, leur fibre nerveuse afférente est amyélinisée.
De plus, ils sont peu sensibles a I’étirement. Les thermorécepteurs (chaud et froid) répartis sur
toute la peau, sont présents sur les fibres nerveuses afférentes myélinisées Ao et les fibres
afférentes non myélinisées C qui vont étre décrites ci-dessous. Enfin, les nocicepteurs ou
récepteurs a la douleur sont sensibles au pincement, a la piqire, aux températures supé€rieures
a 43°C ou inférieures a 20°C, aux algogenes (bradykinine), et sont présents sur les fibres
nerveuses afférentes Ad et C.

Au niveau du derme, plusieurs structures capables de répondre aux stimuli extérieurs
sont retrouvées. La sensibilité tactile subtile possede ses propres corpuscules sensitifs
spécifiques situés dans 1’épiderme (disques de Merkel et terminaisons sensitives annexées aux
poils). Les corpuscules de Meissner sont responsables de la détection du tactile fin et peuvent
répondre aussi a des déformations dynamiques de la peau. Les corpuscules de Ruffini sont des
structures répondant pincement de la peau.

Dans I’hypoderme se trouvent les corpuscules de Vater-Paccini et les corpuscules de

Golgi-Mazzoni. IIs enregistrent la sensibilité a la pression sur la peau.
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Figure 5. Différents récepteurs cutanés chez les mammiferes ainsi que leurs stimuli (Delmas

et al. 2011).

Dans nos études, nous nous intéressons plus particuliecrement aux fibres nerveuses
sensorielles cutanées, il est donc important de les décrire plus en détails. Elles sont
différenciées en 2 groupes, les fibres A (ou myélinisées) et les fibres C (sans gaine de
my¢line) (Lloyd 1962). Les fibres A sont elles méme divisées en 3 sous groupes, les Aa, les
AP et enfin les Ao ayant des tailles, des vitesses de conductions et des fonctions différentes

(Figure 6).

Type de fibre Information Gaine de Diametre Vitesse de
nerveuse véhiculée myéline (um) conduction (m/s)
A-a Proprioception myélinisée 13-20
A-B Toucher myélinisée 6-12
Douleur
A-8 (mécanique et myélinisée 1-5
thermique)
Douleur
mécanique, i
C ( R au non-myélinisée 0.2-1.5
thermique et
chimique)

Figure 6. Classification des fibres nerveuses sensorielles.
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La douleur aigiie surgit apres les stimuli qui créent des dommages au niveau des tissus par
l'activation des terminaisons sensorielles de type C ou Ad, définis comme des nocicepteurs,
par des mécanismes liés a la nociception (Smith et al, 2009). La majorité des autres types de
fibres sensorielles comme le toucher, possede des structures plus spécialisées a leur extrémité
(les corpuscules de Pacini, de Messner...), or les fibres nociceptives n'ont aucune
spécialisation de ce type. Ce sont « des terminaisons libres » qui forment des arborisations
multiples denses. La majorité des fibres Ao et des fibres C finissent comme les terminaisons
nerveuses libres. Ces fibres nerveuses ont surtout été étudiées dans les mécanismes de douleur
(mécanique, thermique, électrique) mais de plus en plus elles sont étudiées dans des
mécanismes tactiles (toucher, pression). La douleur rapide véhiculée par les fibres Ad est
responsable de la douleur localisée. Ces fibres sont associées au froid et a la pression, et les
nocicepteurs donnent l'information rapide de douleur. Les fibres C sont considérées comme
des fibres polymodales parce qu'elles peuvent répondre aux stimuli thermiques, mécaniques,
et chimiques. En raison de leur vitesse plus élevée de conduction, les fibres Ad sont
responsables de la premicre sensation. Elles répondent a une intensité plus faible de stimulus.
La douleur tardive diffuse véhiculée par les fibres C amyéliniques est responsable de la
douleur diffuse lente. Aprés un relai au niveau des structures du tronc cérébral, I’information
douloureuse rejoint le thalamus médian, puis les structures limbiques et le cortex frontal
(voie de I’émotion et du comportement). Ces fibres C répondant a une intensité plus forte de
stimulus sont responsables de la douleur lente et plus durable (inflammation). Depuis
quelques années les dogmes des classements des fibres nerveuses périphériques sont remis en
question. Ainsi, les fibres C ne sont pas uniquement impliquées dans la douleur mais elles
peuvent également étre impliquées dans des stimuli non douloureux (pression, courant faible
intensité) qualifiés de fibres C tactiles (Delmas et al. 2011; Fromy et al. 2008; Olausson et al.
2002).

La peau est innervée par les rameaux cutanés des nerfs spinaux. Il existe 31 paires de
nerfs spinaux chez ’homme comprenant 8 cervicaux, 12 thoraciques, 5 lombaires, 5 sacraux
et 1 coccygien. Alors que chez le rat, il n’existe que 30 paires de nerfs spinaux, séparées en 7
cervicaux, 13 thoraciques, 6 lombaires et 4 sacraux. Ce sont ces ramifications qui permettent

a la peau de plus largement ressentir I’environnement extérieur.
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L’innervation de la peau et la perception du toucher, de la douleur et autres sensations
peuvent se faire grace a plusieurs types de structures et de fibres nerveuses capables
d’emprunter deux voies spinales jusqu’au systéme nerveux central, la voie lemniscale et la
voie extra-lemniscale. L’information rejoint ensuite le systéme nerveux central par
I’intermédiaire des fibres périphériques. Le message sensitif arrive au niveau de la moelle

épiniere puis dans le tronc cérébral (Figure 7).

Voie lemniscale Voie extra-lemniscale

Cerveau

GATE-COMTROL

Fibres
Pelgo-
Sping-
Feéticulo-
Thalamigues

Troac
cérsbral

c

a: Moyau cunéiforme.
b Maoyau gracile.

b F Méo-Spino-
Thalamicyue
e Merf spinal
Moelle épiniere D C F Paléo-Spino-
Thalsmicue

c: Cordons dorsaux

de la moelle épinigre
a: Faisceau spino -thalamigue (avec fibres collatérales spino - réticulo - thalamiques)
b:Faiscear Méo - spino - thalamigue. c: Faisceau Paléo - sping - thalamigue
D fibres de la douleur. S.th.: fibres de la sensibilité thermigue
Tact proto: fibres du tact protopathique; g substance réticulée. b vaies lemniscales
R : substance nélatineuse de Rolando, SR : Substance réticulée
. lermn: Vo es lemniscales

d: Ganglion spinal

Figure 7. Les deux voies de sensibilités lemniscales (A) et extra-lemniscales (B) (Boutillier et

al. 2000).

Il est classiquement décrit que la voie des sensibilités lemniscales transporte la
sensibilité tactile ou thermique subtile, la sensibilité proprioceptive consciente c'est-a-dire la

perception de soi-méme, la sensibilité¢ a la pression et enfin la sensibilité ostéo-périostée
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vibratoire (tissu conjonctif/os). Le message sensitif (douleur, chaud-froid...) nait au niveau des
récepteurs situés au niveau de la peau. Il chemine alors par les fibres nerveuses (axones
entourés de la myéline du systéme nerveux central) selon la nature du message véhiculé
(douleur ou non, thermique, mécanique, vibratoire), puis il remonte alors dans la moelle
¢épiniére du co6té homolatéral, croise la ligne médiane, remonte dans le tronc cérébral, fait
relais dans le thalamus (situ¢ dans la profondeur du cerveau) pour ensuite étre interprété au
niveau des hémispheres cérébraux dans des aires du cortex spécialisés dans la sensibilité.

La voie extra-lemniscale est constituée de plusieurs faisceaux. Le faisceau spino-thalamique
ventral (ou paléo-spino-thalamique) transporte la sensibilité dont I’exces de stimulation donne
une sensation douloureuse profonde, confuse et imprécise s’accompagnant éventuellement de
réactions végétatives (paleur et nausées). Ce faisceau donne des rameaux collatéraux a la
substance réticulée du tronc cérébral. Le faisceau spino-thalamique dorsal (ou néo-spino-
thalamique) transporte les sensations thermiques et les sensations douloureuses, bréves et
précises (douleur superficielle). Ces faisceaux montent dans le cordon latéral de la moelle
épiniére puis dans le tronc cérébral pour atteindre le thalamus. Une partie seulement des fibres
gagne directement le thalamus, le reste aboutissant par de nombreuses collatérales a la
substance réticulée du tronc cérébral (faisceau spino-réticulo-thalamique). Cette derniére voie
est impliquée dans la transmission de la douleur. Dans le systéme spino-thalamique, le
message croise la ligne médiane, remonte du coté opposé dans la moelle épiniére pour se
terminer pour une partie dans le tronc cérébral et pour ’autre partie vers le thalamus et les
aires du cortex cérébral (aires de la sensibilité mais aussi connexions avec des aires motrices,
des aires intervenant dans les émotions, dans la fabrication de certaines hormones, d’ou le

caractere pluri-dimensionnel de toute la douleur).
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Meécanismes hneurovasculaires de Ila
peau

J’ai fait ma thése dans un laboratoire spécialis€ dans 1’exploration fonctionnelle
neurovasculaire cutanée. Deux mécanismes neurovasculaires reposant sur [’intégrité
fonctionnelle de la peau ont été largement étudiés. Un, répondant par une vasodilatation locale
suite a I’application d’une pression non nociceptive (PIV pour « pressure-induced
vasodilation ») caractérisé comme un mécanisme protecteur vis-a-vis de I’ischémie. Et 1’autre
répondant également par une vasodilatation locale suite a 1’application d’une stimulation
¢lectrique non nociceptive (CIV pour « current-induced vasodilation ») caractérisé comme un
mécanisme d’axone réflexe. La PIV et la CIV sont donc deux outils d’exploration cutanée
intégrative, quand beaucoup d’autres outils explorent séparément le versant vasculaire ou le

versant nerveux.

1)Vasodilatation induite par la pression

La peau est soumise en permanence a des pressions extérieures sous l’effet de la
gravité liée a notre présence sur terre. En position debout et pendant la marche, les pressions
au niveau du pied peuvent aller de 0 a 400 kPa (0 et 3000 mmHg) (Betts et al. 1991). En
position assise ou couchée, les pressions au niveau des proéminences osseuses varient de 20
kPa a 67 kPa (150 a 500 mmHg) (Betts et al. 1991). Ces fortes pressions exercent une
compression de la peau jusqu’aux microvaisseaux cutanés et induisent une réduction de
I’approvisionnement sanguin nécessaire a I’intégrité des fonctions physiologiques cutanées
ainsi qu’un manque d’oxygénation des tissus cutanés. Si les pressions sont élevées ou
appliquées pendant un temps prolongé, I’ischémie et la nécrose peuvent apparaitre comme
I’ultime conséquence et induire une escarre qui peut avoir des conséquences dramatiques pour
les patients a risque allant jusqu’a I’amputation entrainant des conséquences sociales et
¢économiques tres lourdes. En revanche chez le sujet sain, ces contraintes ne provoquent que
trés rarement de nécrose, probablement grace a I’existence de mécanismes protecteurs de
I’ischémie au niveau des zones de pression.

Au sein du laboratoire, un mécanisme a €t¢ mis en évidence pouvant jouer ce role

protecteur, la vasodilatation induite par la pression (PIV). En effet, I’application progressive
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d’une pression est capable d’induire une augmentation significative et transitoire du flux
sanguin cutané au niveau de la peau permettant de retarder I’apparition de I’ischémie. La PIV
a ¢té¢ découverte chez ’homme puis confirmée chez le rat et la souris offrant des mod¢les
expérimentaux nous permettant d’aller plus loin dans la compréhension des mécanismes
physiologiques mis en jeu (Fromy et al. 1998; Fromy et al. 2000; Sigaudo-Roussel et al.
2004). La perte de la PIV a souvent été associée a un risque important de développer des
1ésions ischémiques, or aucune étude ne I’a démontrée directement. L un des buts de ma these
est donc de prouver que la perte de la PIV est directement associée a une incidence élevée
d’escarres.

Chez I’homme, un traitement chronique local par la capsaicine abolit la PIV. Ces
résultats ont €été¢ confirmés chez le rat traité par la capsaicine a la naissance. Chez I’animal
comme chez I’homme, la PIV est donc médiée par les fibres capsaicino-sensibles. Cependant,
les récepteurs cutanés qui initient 1’activation des fibres afférentes primaires restent inconnus.
L’activation des fibres nerveuses afférentes capsaicino-sensibles est associée a la libération de
neurotransmetteurs dont les plus étudiés sont le CGRP (Calcitonin gene-related peptide), VIP
(Peptide Vasoactif Intestinal), PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide),
et les neurokinines (substance P, neurokinines A et B) préalablement décrit dans des
mécanismes associés a la douleur (Szallasi et al. 1999). Ces neurotransmetteurs peuvent étre
¢tudiés a 1’aide d’antagonistes pharmacologiques spécifiques responsables du blocage de leurs
récepteurs. Des études pharmacologiques ont ainsi ét¢é menées pour identifier le role de ces
neurotransmetteurs dans la PIV dans des conditions physiologiques. Les résultats de ces
¢tudes ont montrés que le CGRP joue un role important alors que les neurokinines ne sont pas
impliquées dans cette réponse a la pression (Fizanne et al. 2004; Fromy et al. 2000).

Le VIP et le PACAP, polypeptides synthétisés et libérés par des neurones du systeme
nerveux central et périphérique, sont des neuropeptides ubiquitaires. Il existe aujourd'hui deux
grands types de récepteurs : d'une part les récepteurs VPAC1 et VPAC2, polyvalents pour le
VIP et le PACAP, et d'autre part les récepteurs PACI, spécifiques du PACAP et de tres faible
affinité vis-a-vis du VIP. Dans une étude menée sur ces neuropeptides, I’'implication des
récepteurs VPAC1 et VPAC2 dans le développement de la PIV a été démontrée suggérant le
role du VIP et/ ou du PACAP (Fizanne et al. 2004).

Une fois libérés par les fibres capsaicino-sensibles, les neuropeptides peuvent induire
une relaxation dépendante ou indépendante de I’endothélium (Roosterman et al. 2006). Si les

récepteurs présents sur les cellules musculaires lisses sont activés, ils vont permettre la
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production d’AMPc via [’activation de 1’adenylate cyclase. L'augmentation de la
concentration intracellulaire d’AMPc dans les cellules musculaires lisses stimule alors la
protéine kinase A (PKA), qui ouvre des canaux de K' et active des mécanismes de
séquestration de Ca*" pour induire la relaxation de muscle lisse vasculaire indépendante de
I’endothélium. En revanche, si les récepteurs présents sur les cellules endothéliales sont
activés, ils vont par le biais d’une augmentation calcique intracellulaire permettre la synthése
de facteurs endothéliaux (NO, PG et facteur hyperpolarisant dérivé de I’endothélium (EDHF))
qui agiront au niveau des cellules musculaires lisses pour induire une relaxation dépendante
de I’endothélium (Vanhoutte 2001).

Dans le cadre de la PIV, les neuropeptides (CGRP, VIP/PACAP) vont se fixer sur
leurs récepteurs endothéliaux respectifs (CGRP R, VPACI et VPAC2). Une fois ces
récepteurs activeés, ils vont concourir a I’augmentation calcique par I’intermédiaire des canaux
TREK-1 (Garry et al. 2007). Cette augmentation calcique va donc permettre 1’activation des
enzymes telles que les NOS et les COX conduisant a la production de NO et de
prostaglandines (Fromy et al. 2000). La diffusion de NO dans les cellules des muscles lisses
adjacentes va activer la guanylate cyclase et par conséquent le GMPc menant a la relaxation
grice 4 la diminution de Ca®’. Les prostaglandines (PG) vasodilatarices possédent des
récepteurs couplés a une protéine G sur les cellules musculaires lisses qui vont diminuer le
Ca”" via ’AMPc et induire la relaxation (Brain et al. 2004). De plus, I’implication des canaux
potassiques BKCa et KATP a ét¢ démontrée dans la PIV induisant 1’hyperpolarisation des

cellules musculaires lisses vasculaires (Garry et al. 2005).

Si ’EDHF ne semble pas impliqué dans la PIV en conditions physiologiques (Garry et
al. 2003), il semble prendre le relais d’une déficience endothéliale comme dans le cas du

vieillissement permettant de conserver au mieux la PIV (Gaubert et al. 2007).

L’ensemble des études cliniques et expérimentales a permis de proposer un schéma

des voies impliquées dans la PIV (Figure 8).
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Figure 8. Schéma récapitulatif des mécanismes impliqués dans la PIV (Fizanne et al. 2004;
Fromy et al. 2000).

Dans un premier temps, le mécanisme de la PIV a été décrit comme un mécanisme
purement périphérique mais des études antérieures ont démontré qu’il pouvait faire intervenir
le systéeme nerveux central (SNC). L’inactivation du SNC provoquée par une anesthésie
profonde par I’isoflurane abolit la PIV chez le rat sain (Fizanne et al. 2003), suggérant la
participation du systéme nerveux central. Cependant, en parallele de cette abolition de la PIV,
la réponse endothélium dépendante était aussi altérée. D’autres études ont montré que
I’isoflurane peut agir directement sur la réactivité vasculaire via I’endothélium en inhibant la
guanylate cyclase responsable de la synthese du NO (Johns et al. 1995). Cette étude ne
pouvait donc pas établir avec certitude la participation du SNC.

L’activation du SNC provoquée par un stimulus douloureux aigu (queue du rat dans de
I’eau chaude a 50°C) entrainait également la perte de PIV sur le crane a distance de
I’application de la douleur (Fromy et al. 2007) avec en parall¢le une augmentation de la
sécrétion de 1’hormone adrénocorticotropique (ACTH). Dans cette étude, il a été émis
I’hypothése de I’action de circuits neuronaux « contréles inhibiteurs diffus » (DNIC) bloquant

le développement de la PIV. Ces circuits responsables du controle de la transmission
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nociceptive via les fibres A et C, sont capables d’inhiber la perception tactile aprés un
stimulus douloureux (Le Bars 2002).

Ces études suggerent que la PIV n’est pas un mécanisme purement périphérique mais qu’une
participation du SNC, en particulier la transmission sensorielle spinale serait nécessaire a son

développement.

Les buts de ma these étaient de poursuivre la compréhension des mécanismes de la

vasodilatation induite par la pression en conditions physiologiques. En particulier :

confirmer et préciser la participation des COX.

identifier certains récepteurs cutanés.

- confirmer la participation d’une voie spinale sensorielle et préciser le role de
certains récepteurs et canaux spinaux.

- démontrer la relation directe entre la perte de la PIV et I’augmentation de

DUincidence d’escarres.
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2)Vasodilatation induite par le courant

L’utilisation accrue de [I’iontophorése pour tester le versant vasculaire de la
microcirculation cutanée a montré 1’existence d’une augmentation du flux sanguin cutané
suite a I’application du courant méme en absence de molécules vasoactives (Asberg et al.
1999; Droog et al. 2003; Grossmann et al. 1995). Cet effet vasculaire était retrouvé également

dans d’autres cas de stimulation €lectrique comme la neurostimulation électrique transcutanée

(Khalil et al. 2000).

La vasodilatation cutanée induite par I’application du courant galvanique est appelée CIV
pour « current-induced vasodilation ». Cette vasodilatation a ét¢ pergue dans un premier
temps comme une limite de 1’utilisation de la iontophorése pouvant interférer avec I’effet
vasculaire des agents pharmacologiques administrés, soit une diminution de la réponse des
molécules vasoconstrictrices, soit une surévaluation de 1’effet réel des molécules
vasodilatatrices (Morris et al. 1996). Afin de mieux appréhender sa participation dans les
réponses vasodilatatrices iontophorétiques, de nombreuses études ont été menées chez
I’homme (Durand et al. 2002a; Durand et al. 2002b; Durand et al. 2002¢; Durand et al. 2002d;
Durand et al. 2003; Rousseau et al. 2009; Rousseau et al. 2008; Tartas et al. 2005a; Tartas et
al. 2005b; Tartas et al. 2004).

Ces ¢études ont montré une différence d’amplitude et de cinétique entre la CIV anodale et
cathodale (Durand et al. 2002a). En effet, I’amplitude de la vasodilatation au niveau de la
cathode est plus importante que celle de I’anode pour une méme durée de stimulation
iontophorétique et la cinétique d’apparition de la cathode est plus rapide que celle de I’anode

(Durand et al. 2002a).

En outre, cette vasodilatation au niveau de l’anode est proportionnelle a la durée
d’application de courant pour des durées d’application de 1, 3 et 5 minutes contrairement a la
cathode ou cette proportionnalité est respectée uniquement jusqu’a 60 secondes (Durand et al.
2002a; Tartas et al. 2005b). Afin de réduire cette vasodilatation, 1’application segmentée du
courant a ¢été suggérée. Or, chez I’homme la segmentation du courant a produit I’effet
inverse : la vasodilatation obtenue apres une application segmentée est plus grande qu’avec
une application unique reflétant un phénomeéne d’amplification (Durand et al. 2002b; Tartas et

al. 2005b). Cette amplification est supposée résulter d’un phénomene de sensibilisation des
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fibres nerveuses par le courant électrique lors de la premiére application du courant (Durand

et al. 2002b).

Sur le plan mécanistique, ces études cliniques ont permis de démontrer que la CIV est un
mécanisme neurovasculaire de type « axone réflexe », impliquant les fibres nerveuses
capsaicino-sensibles quelque soit la polarité¢ utilisée (Durand et al. 2002b). Par ailleurs,
I’abolition de la CIV par ’aspirine est rapportée a la cathode et a ’anode (Berliner 1997b;
Durand et al. 2002b; Tartas et al. 2005b). L’aspirine est un anti inflammatoire non stéroidien
agissant sur les COX. Ainsi les COX responsables de la synthése de prostaglandines
pourraient favoriser la CIV. Une étude a suggéré le role des COX-1 en démontrant que le
célécoxib (inhibiteur de COX-2) n’induisait pas de modifications de la CIV (Tartas et al.
2005a). De plus, les COX sont exprimées dans une grande variété de tissus, y compris
I'endothélium, les muscles lisses, les nerfs, et les plaquettes (Mustard et al. 1980). La réponse
au courant a été observée jusqu’a 10 jours (2h, 10h, 3, 5, 7 et 10 jours) afin de déterminer le
temps ou la CIV réapparaitrait apres la prise d’aspirine (1g). Réapparue a partir de 7 jours,
cette étude suggérait la participation des COX neuronales (Durand et al. 2003). En effet, des
¢tudes ont montré qu’il fallait entre 24-36h a I’endothélium et aux cellules musculaires lisses
pour résynthétiser les COX (Jaffe et al. 1979) alors que la synthése des COX et d’autres
protéines par les nerfs était le plus longue. Plus récemment, une autre étude a suggéré

I’implication des COX plaquettaires chez I’homme (Rousseau et al. 2008).

En conclusion la CIV est un outil d’exploration neurovasculaire facile d’utilisation.
Afin de poursuivre le modéle mécanistique de la CIV cathodale dans des conditions

physiologique, les buts de ma theése étaient de :

- Développer un modéle animal qui offre la possibilité d’utiliser des inhibiteurs

spécifiques non utilisables chez I’homme.
- Préciser les facteurs endothéliaux impliqués dans la CIV cathodale.
- Identifier des canaux/récepteurs dans la CIV cathodale.

- Vérifier le controle nerveux et en particulier la participation du SNC dans la CIV

cathodale.

Le chapitre 2 présente les différentes méthodes d’investigations pour mener a bien les

buts de ma these.
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Ce chapitre décrit les outils et les protocoles réalisés au cours de ma these regroupés
dans différentes parties (fonctionnelle de la microcirculation in-vivo, étude de ['incidence
d’escarre, exploration ex-vivo de la peau, exploration histologique de la peau et exploration

fonctionnelle des fibres nerveuses).

Exploration fonctionnelle de la
microcirculation cutanée in vivo

1) Outils

Le laser Doppler permet la mesure in vivo du flux sanguin cutané au repos et lors de
tests fonctionnels ; son principe repose sur I’effet Doppler (Figure 9).
Le laser Doppler émet un faisceau hélium-néon monochromatique d'une longueur d'onde de
780 nm, de faible puissance (2 mW), suivant un régime continu. Le faisceau est dirigé sur la
peau par des fibres optiques tandis qu'un systéme de photodétecteurs récupere la lumicre
rétro-diffusée. Le faisceau incident rencontrant une cellule sanguine en mouvement est
réfléchi avec un décalage de fréquence proportionnel a la vitesse de la cellule heurtée. Les
¢léments immobiles du tissu modifient la direction du rayon mais non sa fréquence. La
somme des décalages de fréquence induits par les globules rouges en mouvement représente
le signal réfléchi. Son spectre est une courbe de Gauss, centrée par la fréquence incidente du
faisceau et dont la largeur est proportionnelle a la vitesse moyenne des cellules sanguines.
Une vasodilatation est observée par une augmentation du débit.

Le signal réfléchi est analysé et traité électroniquement. Parmi les paramétres
recueillis, nous étudions le flux sanguin cutané appelé perfusion tissulaire exprimé en unité

arbitraire (u.a).

Le principal avantage du débitmetre laser Doppler est sa résolution temporelle, son

inconvénient est une faible résolution spatiale. Il permet de mesurer en continu la perfusion de

3

la microcirculation sur un volume d’environ 1 mm’ situé en dessous de la sonde. La

W

(9]
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débitmétrie laser Doppler permet de détecter des changements rapides de débit et d’obtenir
une ¢tude dynamique de ce dernier.

Ainsi, au niveau de la peau, la débitmétrie laser Doppler permet d’obtenir de manicre
non invasive une mesure continue et relative du débit de la microcirculation cutanée. Le
temps de réponse (<0.1s) et la sensibilité¢ du débitmetre laser Doppler permettent d’enregistrer
des variations pulsatiles du débit microvasculaire.

Au cours de ma these, ce systeme d’analyse du flux sanguin cutané en temps réel a été
utilisé dans les protocoles se référant a 1’application d’une pression locale cutanée (PIV),

apres une stimulation €lectrique cathodale et des iontophoreses d’ACh et de SNP.

>

Récepteur

YVaisseaux sanguins

Hématies

Figure 9. Principe du laser Doppler : un émetteur produit une lumicre laser, une fois réfléchie
sur les tissus la lumicre laser est recueillie par un récepteur. Les fléches vertes correspondent
a la lumiere laser n’ayant pas subie d’effet Doppler et les fleches noires correspondent a la

lumicre laser ayant subie 1’effet Doppler.

Comme la peau n’est pas une barriere imperméable, la technique de la iontophorese
est utilisée pour permettre la diffusion des solutions ionisées a travers la peau grace a des
stimulations ¢électriques. L’avantage principal de cette technique est qu’elle permet la
diffusion de molécule de maniére non invasive. Le courant €lectrique est indispensable car il

augmente la pénétration des molécules.
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Cette technique utilise des courants de faible intensité (0.1mA) et leur application peut
durer de quelques secondes a quelques minutes. Il est indispensable de connaitre la polarité
des molécules pharmacologiques avant chaque étude. Ainsi si la substance est chargée
positivement, elle diffusera a travers la peau au niveau de I’anode (+) selon le principe de

1’¢lectrorépulsion des charges et inversement si elle est chargée négativement (Figure 10).

Couplée au laser Doppler, cette technique nous permet d’étudier simultanément les
réponses vasculaires induites par 1’utilisation de différentes molécules et de vérifier I’intégrité

de la fonction vasodilatatrice dans la microcirculation cutanée.

Au cours de ma these, ce systeme couplé au laser Doppler a été utilisé dans les protocoles se
référant a 1’application d’une stimulation électrique cathodale (CIV) et des iontophoreses

d’ACh et de SNP.

a) =

é -
AN
®

c)@

Figure 10. Couplage iontophorése —laser Doppler en anodal. a) patch de référence, b) sonde

de iontophorese.
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2)Protocoles in vivo chez le rat anesthésié

La variation du flux sanguin cutané en réponse a I’application progressive d’une
pression locale non nociceptive a été évaluée au niveau de la cuisse et du crane chez le rat
anesthési¢ préalablement depilé 48h avant a I’Isoflurane. Le flux sanguin de la
microcirculation cutanée a été mesuré grace a une sonde laser Doppler (PF801, Periflux
Perimed, Suede) a I’endroit méme de DP’application de la pression grace a un systeme
spécialement congu a cet effet, évitant toute intervention directe de 1’expérimentateur (Figure

11).

La structure de base de ce systéme est un balancier comprenant un axe cylindrique en
aluminium (le fléau). A I'une des extrémités sont disposés une sonde laser Doppler et un
récipient cylindrique en plastique (réservoir qui se remplit d’eau). A 1’autre extrémité un
contrepoids de quinze grammes, mobile le long de 1’axe, permet d’équilibrer le fléau et de le
maintenir a 1’horizontal. Le systéme est préalablement calibré afin d’obtenir une relation
linéaire entre le volume d’eau remplissant le récipient et la pression appliquée a la surface de
la peau. La pression appliquée sur la peau de 1’animal est augmentée progressivement de 11,1

Pa/s pendant 20 minutes (Abraham et al. 2001).

Dans ces études, le flux sanguin cutané, la température cutanée BAT-12 et la pression
artérielle systolique (PAS) sont enregistrés sur un ordinateur grace a un systeme d’acquisition

BIOPAC (Systems INC, Santabarbara, California, USA).I’application de la pression.

. Réservoir

rd
At

N

Contrepoids

Pousse seringue

[ Laser Doppler

Balancier

Figure 11. Schéma du dispositif utilisé pour exercer une pression calibrée progressive sur la

peau.
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Dans nos études, les résultats de la PIV sont présentés de deux facons différentes : en
valeurs brutes (u.a) associées avec une courbe dans le temps ou en pourcentage de
vasodilatation par rapport au niveau de base associ¢ avec des histogrammes (Calcul de la
PIV= ((valeur maximale en unité arbitraire — valeur de base en u.a) / (valeur de base en u.a) X

100).

Afin d’appliquer un courant cathodal ou anodal de 100 pA, un stimulateur électrique
(PF 382b Perilont Power Supply, Perimed, Stockholm, Suéde) est utilisé. Sur la patte avant de
I’animal, un patch de référence est reli¢ a une pince. L’autre pince quant a elle est fixée sur la
sonde de iontophorése (481-1, Perimed, Jarfalla, Swenden) en respectant la polarité a utiliser.

Couplé a cette sonde de iontophorese, un laser Doppler (Periflux 4001 Master,
PERIMED, Sué¢de) permet de visualiser simultanément les effets de différentes stimulations

sur la microcirculation.

Nous avons utilis¢ de 1’eau désionisée dépourvue de charge électrique afin d’étudier
spécifiquement la vasodilatation induite par le courant cathodal (240s ; 100pA). Ce courant

est capable d’induire a lui seul une vasodilatation neurovasculaire appelée CIV.

La vasodilatation endothélium-dépendante a ¢été testée par [’administration
iontophorétique d’ACh 2 % a 1’aide d’un courant anodal (20s; 100pnA) (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany). Aucune vasodilatation aspécifique n’est présente chez le rat avec

I’utilisation de cette stimulation anodale.

La vasodilatation endothélium-indépendante c'est-a-dire la relaxation du muscle lisse
vasculaire en réponse a un donneur exogene de NO, a été testée par 1’administration

iontophorétique de SNP 2 % a 1’aide d’un courant cathodal (20s ; 100pA) (Sigma-Aldrich,
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Steinheim, Germany). Aucune vasodilatation aspécifique n’est présente chez le rat avec

I’utilisation de cette stimulation cathodale.
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Etude de l'incidence d’escarres

1)Outils : Paimant et le laser Doppler Imageur

Pour étudier I’incidence d’escarres sur animaux, une ischémie prolongée sur la peau de
. n N . . . , 2
I’animal grace a I’application d’un aimant de 11 kPa est effectuée sur une surface de 177mm

(Figure 12).

aimant

Force de

\ l compression

peau —»
LN

implant

Figure 12. Schéma de I’aimant et du dispositif implanté sous la peau créant des lésions

ischémie-reperfusion (Peirce et al. 2000).

Apres avoir réalisé une ischémie prolongée sur la peau des rats, un systéme de lecture
du flux sanguin cutané a été utilisé.

Le systeme PeriCam PSI est un laser imageur de perfusion sanguine basé¢ sur la
technologie d’analyse de contraste du laser Speckle (LASCA). C'est une méthode qui
visualise la perfusion sanguine du tissu en temps réel. LASCA fournit de nouveaux moyens
d'étudier la microcirculation inaccessible dans le passé. Le systéme PeriCam PSI permet de
combiner la réponse dynamique et la résolution spatiale dans un seul instrument, fournissant
les graphiques en temps réel et les enregistrements visuels du centre d'intérét. Des réponses
obtenues par le laser imageur sont enregistrées directement sur un ordinateur et les images
dynamiques de la perfusion sanguine sont analysées en utilisant le logiciel PIMsoft

(PERIMED, Suéede).
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Au cours de ma theése, la réalisation d’une ischémie prolongée et le systéme d’analyse
du flux sanguin cutané en temps réel et en dynamique ont été utilisés dans les protocoles se
référant a ’application d’aimant sur la peau de I’animal ainsi que la visualisation de I1ésions

ischémiques.

2) Protocole

48h avant I’expérimentation, I’animal est dépilé¢ au niveau du dos afin d’avoir une
peau dépourvue de poils pour la chirurgie sous anesthésie générale par isoflurane.

Une incision transversale est faite au niveau de la peau du dos. Préalablement
désinfecté (bétadine), ’implant en acier est ensuite glissé sous la peau entre le muscle et
I’hypoderme au niveau des cuisses. Une suture de Polyflon de la taille 2/0 (Peters chirurgical,
France) a permis de refermer l'incision. Aucun bandage n'a été utilisé et les rats sont remis en
cage individuelle afin d’améliorer leur cicatrisation (Figure 13).

Apres une période de rétablissement de 48 heures, les animaux sont soumis a un
protocole de compression de la peau pendant 6 heures. Un cycle de 6 heures est réalisé sur les

animaux vigiles libres de leur mouvement dans leur cage.

a

42



CHAPITRE 2

Figure 13. Représentation schématique et photographies de la technique de dispositif
implanté et du dispositif de compression cutanée.

(a) Photographie représentant les étapes de ’insertion du dispositif implanté aprés avoir incisé
la peau.

(b)La ligne bleu indique I’incision dorsale permettant la mise en place des implants de 20mm
de diameétre en sous cutané (i=cercle rouge) ainsi que 1’emplacement de I’aimant (w) sur les
implants permettant la compression de la peau.

(c) Photographie du dispositif de compression cutanée chez le rat apres les injections

intrathécales de saline, bupivacaine et capsazépine chez le rat.

Le laser Doppler imageur Speckle est utilisé afin de lire le flux sanguin cutané sur la
zone compressée durant toute 1’expérimentation, des le retrait de 1’aimant et jusqu’a 24h

apres.

L’ischémie est caractérisée dans notre étude par une valeur de LSCI inférieur a
50u.a.visualisée par le laser imageur Speckle.
La nécrose du tissu cutané est caractérisée par une Iésion a 24h (photos

macroscopiques) et par une désorganisation de I’épiderme et du derme (coupes histologiques).
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Exploration ex vivo de la peau

1) Outils

La technique ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) est une technique immuno-
enzymatique de détection qui permet de visualiser une réaction antigéne-anticorps grace a
une réaction colorée produite a 1’aide d’un substrat capable d’induire une réaction
enzymatique colorée via une enzyme préalablement fixée a l'anticorps (Figure 14). Dans notre
étude, 1’utilisation de cette technique a été intéressante afin de quantifier les prostacyclines
libérées lors de la CIV. Les prostacyclines ne sont pas stables mais il existe un métabolite
stable le 6 keto-PGF1a qui est le reflet de la quantité de prostacyclines libérées.

Au cours de ma these, cette technique a été utilisée dans le cadre des études se référant

a la compréhension des mécanismes sous-jacents impliqués dans la CIV cathodale.

\r Anticorps monoclonaux de souris
Bloquant protéique

B Traceur (acetylcholine esterase
couplé au 6keto-PGF1

Anticorps spécifique du 6keto-PGF1

o ] 6keto-PGF1 libres
O W 9
R
o* © -
L g e
’ i
I ¥ ¥ ¥ ¥ i i, o, ol S
Plague recouverte 1. Incubation avec tracer,
d’anticorps monoclonaux antisérum, standard et

échantillon

NASUN I SR

2.lavage pour éliminer 3.Développement des
tous les réactifs non liés puits avec du réactif de
coloration.

Figure 14. Schéma du dosage du 6 keto PGF1a par ELISA.
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2) Protocole

Les dosages ELISA ont été réalisés a partir d’échantillons de peau (environ 60mg)
prélevés sur les cuisses de 1’animal anesthésie a ’aide d’un punch (8mm de diamétre).
Différentes conditions ont été réalisées 240s apres le début de la stimulation correspondant a
la vasodilatation maximale. Des échantillons ont été¢ réalisés sous différents bloqueurs et
chaque échantillon de peau a été instantanément congelé en azote liquide et maintenu a -80°C.
Chaque échantillon congelé de peau est placé dans un tube en verre avec 250 ml de solution
saline tamponnée de paraformaldehyde (PAF) contenant 100 mg/ml d'indométacine pour
empécher la synthese des prostaglandines due a la réalisation du punch. Le tube est placé dans
de la glace et le tissu est broyé a 1’aide d’un Potter en verre. Apres centrifugation (2,000g
pendant 10 minutes a 4 °C), le 6 keto-PGFla a été dosé¢ dans le surnageant en utilisant le kit
ELISA 6 keto-PGFla (Cayman Chemical). L'absorbance des échantillons et de la courbe
standard correspondante sont lues a 1’aide d’un spectrophotométre de microplate PowerWave

XS a410 nm.
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Exploration histologique de la peau

1) Outils

L’histologie cutanée est 1'étude de l'anatomie microscopique des cellules et
des tissus cutanés. Pour avoir un examen histologique correct, la qualité du prélévement, le
choix de la localisation et la taille du fragment sont fondamentales.

C’est un examen réalisé sur des tranches fines de tissu sous un microscope optique
apres fixation des tissus au formol, le temps de fixation dépend bien entendu de 1'épaisseur du
prélevement. Cette technique permet de plus une bonne conservation des composants du
tissu. Apres avoir fixé les tissus, les prélévements sont inclus dans la paraffine puis coupés en
coupes fines. Aprés avoir été coupés en fines tranches, les coupes ont été colorées a 1’aide
d’hématoxyline-¢osine-safran. Cette coloration permet de visualiser ou d’identifier les
différentes structures microscopiques (épiderme, derme et hypoderme). Aujourd’hui, c’est la
coloration de base pour les coupes histologiques. Les noyaux des cellules sont colorés en

bleu-violet et le cytoplasme en rose. Le tissu conjonctif est en jaune orangeé.

Dans notre cas, cette technique a été utilisée dans le cadre des études se référant a

I’é¢tude des Iésions ischémiques apres compression prolongée.

2)Protocole

Les échantillons de tissu de peau sont excisés directement sous les emplacements de la
compression et en controlatéral pour une surface de 1.77cm2 chez des rats anesthésiés. Ces
¢chantillons sont ensuite placés dans des cassettes pour conserver 1’horizontalité de la peau.
Tous les échantillons ont été ensuite fixés dans une solution de formol neutre. Apres une nuit,
les échantillons de peau fixés ont été coulés en paraffine. Des sections de peau (5 um) ont été
réalisées a I’aide d’un microtome et une coloration avec de la hématoxyline-¢osine-safran a
¢été faite. Les coupes histologiques ont été visualisées a 1’aide d’un microscope optique afin

d’identifier 1'eedéme et la filtration monocytaire (reflet de I’inflammation).
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Exploration fonctionnelle des fibres
nerveuses

L’exploration fonctionnelle des fibres nerveuses se fait a 1’aide de tests
comportementaux sur animaux vigiles. Différentes stimulations (mécanique et thermique)
sont utilisées correspondant a I’étude des différentes fibres nerveuses ou nocicepteurs

mécaniques et thermiques.

1) Test thermique nociceptif: Tail Flick

Le test du Tail Flick est utilisé pour évaluer la sensibilité a la douleur des animaux. La
queue de l'animal est soumise a une source de chaleur rayonnante produite par une lampe
halogéne. Une cellule photo-¢lectrique réglable détecte le mouvement brusque de la queue
("Tail Flick") et le temps de latence est alors automatiquement affiché en dixieme de seconde
dans l'unit¢ de contréle. Une latence maximale de 10 secondes a été fixée pour éviter

d'endommager les tissus (Figure 15).

Ce test permet d’étudier 1’intégrité des fibres afférentes primaires de type C. Ce test a
un contrdle « spinal » car il active des zones de douleur réflexe présente au niveau de la

moelle épiniere (Le Bars et al. 2001).

Figure 15. Etude de la sensibilité thermique nociceptive : Tail Flick
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2) Test mécanique nociceptif : Randall Sellito

Une force mécanique graduelle fournie par l'intermédiaire du dispositif de Randall
Selitto (ALMEMO 2390-5, AHLBORN, WOODLAND HILL CA) est appliquée sur les
pattes arrieres droite et gauche de I’animal. Lorsque le rat retire sa patte ou vocalise, le seuil

de douleur de I’animal est enregistré en grammes (Figue 16).

Ce test permet d’étudier 1’intégrité des fibres afférentes primaires de type Ad et C (Le
Bars et al. 2001).

Figure 16. Etude de la sensibilit¢ mécanique nociceptive : Randall Selitto.

3) Test mécanique nociceptif : Von Frey

Utilisé avec des filaments flexibles, ce test correspond a la sensibilité tactile reposant sur les
fibres AP. Largement utilisé chez ’homme, ce test est adapté a I’animal avec ’utilisation de
cones rigides. Dans ce cas, le rat est placé dans une boite ou il peut se déplacer librement. Le
cone rigide est mis en contact avec la surface plantaire des pattes arricres droite et gauche de
I’animal puis une force croissante y est exercée. La force débute sous le seuil de perception de
I'animal et augmente jusqu'a ce que l'animal retire sa patte. La réponse du rat, réflexe de
retrait de la patte, est automatiquement mesurée en grammes a ’aide d’un appareil spécial

(ALMEMO 2390-5, AHLBORN, WOODLAND HILL CA) (Figure 17).

Utilisé avec des cones rigides, ce test permet d’étudier 1’intégrité des fibres afférentes

primaires de type Ad et C (Vivancos et al. 2004).
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Figure 17. Etude de la sensibilit¢ mécanique nociceprive : Von Frey.

Ces trois tests comportementaux nous permettent de vérifier I’intégrité du versant nerveux.
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Le chapitre 3 présente mon travail personnel réalisé au long de la thése en deux
grandes parties : 1) les études relatives a la PIV en relation avec [’augmentation de

l’incidence d’escarres et 2) les études relatives a la CIV cathodale chez le rat.

Travail personnel
1)La PIV

La vasodilatation induite par la pression et I'implication des COX-1

Introduction

Les ¢tudes précédentes sur la PIV se sont principalement intéressées a la description
du mécanisme en périphérie. La PIV est décrite comme un mécanisme non nociceptif
neurovasculaire impliquant les fibres primaires capsaicino-sensibles et les facteurs
endothéliaux (NO et les prostaglandines). En effet, une étude a montré que la PIV était réduite
sous indométacine (réduction de la PIV de 65%) (Fromy et al. 2000). L’indométacine est un
bloqueur non spécifique des cyclooxygénases (COX). Or, la famille des COX posseéde deux
isoformes, les COX-1 et les COX-2. La COX-1 est dite constitutive c'est-a-dire avec une
concentration stable dans 1’organisme et ubiquitaire. Elle joue des roles de protections
physiologiques au niveau de 1’estomac, du rein et de I’endothélium. En revanche, la COX-2
est dite inductible car sa synthése fait suite a des stimuli de types inflammatoires (Meade et al.
1993).

Aucune ¢étude n’avait été réalisée afin de déterminer quel type de COX est responsable

de la synthése de prostaglandines dans la PIV.

But de I’étude

Préciser les COX impliquées dans le mécanisme de la PIV en conditions physiologiques.

Matériels et méthodes spécifiques a cette étude

Cette étude a été réalisée chez des rats Wistar males d’environ 7 a 11 semaines. Des injections
intraveineuses en fémorale de SC560 (inhibiteur spécifique de COX-1, 2.5mg/kg), de
SC58125 (inhibiteur spécifique de COX-2, Smg/kg) ont été réalisées chez les rats anesthésiés.
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Pour étudier la PIV, I’application locale d’une pression progressive (11.1Pa/s) a été effectuée

sur la cuisse des rats sains anesthésiés.

Résultats
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Figure 18. (A) Evolution temporelle du flux sanguin cutané en réponse a ’application d’une
pression locale de 11.1Pa/s sur la cuisse chez les rats témoins recevant un solvant (sérum
physiologique, i.v., n=10) et les rats traités avec un inhibiteur spécifique de COX-1 (SC560,
2.5mg/kg, i.v., n=10) ou un inhibiteur spécifique de COX-2 (SC58125, Smg/kg, i.v., n=10).

(B). Histogramme représentant la moyenne = SEM de I’amplitude maximale de la PIV en

réponse a I’application d’une pression locale sur la cuisse de 11.1Pa/s chez les rats témoins
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recevant un solvant (sérum physiologique, i.v., n=10) et traités avec un inhibiteur spécifique
de COX-1 (SC560, 2.5mg/kg, i.v., n=10) ou un inhibiteur spécifique de COX-2 (SC58125,
Smg/kg, i.v., n=10).** P<0.01 vs témoins (One-Way ANOVA avec post test Dunett).

En réponse a I’application de la pression chez les rats témoins, le flux sanguin cutané a
augmenté de 90+4 u.a au repos a une valeur maximale de 139+10 u.a (P<0.001) pour une
pression locale de 0.64+0.06 kPa, représentant une PIV de 55+8%.

A Dl’inverse, chez les rats traités au SC560, le flux sanguin cutané a augmenté de 88+5
u.a au repos a une valeur maximale de 101+7 u.a (P<0.05) pour une pression locale de
0.72+0.15 kPa, représentant une PIV de 15+5%.

Chez les rats traités au SC58125, le flux sanguin cutané a augmenté de 91+5 u.a au
repos a une valeur maximale de 131412 u.a (P<0.001) pour une pression locale de 0.70+0.07
kPa, représentant une PIV de 43+6%.

L’inhibiteur de COX-1 (SC560) a réduit la PIV de 73%, alors que I’inhibiteur des
COX-2 (SC58125) n’a pas modifié la PIV (Figures 18 A et B).

De plus, les inhibiteurs SC560 et SC58125 n’ont pas modifié les réponses a I’ACh
(témoins : 70£7% ; SC560 : 61£13% ; SC58125 : 72+7%, P>0.05 (One-Way ANOVA avec
post test Dunett).

Discussion

Dans notre étude, la vasodilatation induite par la pression est réduite par 1’inhibiteur des
COX-1, mais inchangée par I’inhibiteur des COX-2.

Cette ¢tude montre clairement la contribution de la voie COX-1 dans la PIV chez I’animal
sain. En accord avec nos résultats, COX-1 est une enzyme majoritairement décrite dans les
mécanismes physiologiques. Ainsi, I’expression constitutive de COX-1 dans les sites
épithéliaux lors de la réparation de la peau est retrouvée principalement dans la peau saine
(Kampfer et al. 2003). A I’inverse, COX-2, non impliquée dans la PIV, est rarement retrouvée
dans la peau saine (Kampfer et al. 2003; Leong et al. 1996). Cette enzyme est surtout présente
dans le cas de lésions cutanées (par exemple induites par grattage mécanique) et il est
démontré qu’elle participe principalement a l'inflammation dans ce type de 1ésions (Mantyh et
al. 2002; Sugimoto et al. 2006). De plus, comme les COX-1 sont colocalisées avec les PGIS
dans les cellules endothéliales et pas les COX-2 (Liou et al. 2000), nous émettons I’hypothéese
que la PIV suit la voie des COX-1/PGIS/PGI2/IP et reposerait majoritairement sur la

production de prostacyclines. Cette hypothése reste a vérifier.
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Conclusion
En conditions physiologiques, la PIV repose en partie sur les prostaglandines produites

via la voie des COX-1.

La vasodilatation induite par la pression et l'implication des canaux
TRPV1 et des récepteurs CGRP cutanés

Introduction

Un traitement néonatal a la capsaicine a aboli la PIV démontrant la participation des
fibres capsaicino-sensibles dans la PIV (Fromy et al. 2000). Des études ont prouvé que ces
fibres possédaient de nombreux canaux dont le plus étudi¢ est le TRPV1 (Transient receptor
potential Vanilloid 1). Les récepteurs TRPV1 font partie de la famille des TRP (Transient
recpetor potential) et sont considérés comme des nocicepteurs c'est-a-dire activés par la
douleur. Cette famille de récepteurs est sensible aux stimuli mécaniques, thermiques, aux
protons et a certaines substances chimiques comme la capsaicine. Les TRP sont classés en six
groupes : TRPM, TRPA, TRPC, TRPML, TRPN, TRPP et TRPV. Les TRPV étant eux-
mémes répartis en cinq classes (TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, ET TRPVS). TRPV1
appartient a la grande famille des canaux ioniques des TRP. Isolés et clonés en 1997 (Caterina
et al. 1997), les TRPV1 sont localisés sur les fibres nerveuses sensorielles dans les régions
épidermique et dermique mais aussi autour des vaisseaux sanguins et des follicules pileux
(Axelsson et al. 2009).

De plus, ces fibres nerveuses sont capables de libérer divers neuropeptides tel que le
CGRP. Une étude pharmacologique a montré le role de CGRP mais pas des neurokinines
dans la PIV. Cependant, puisque les antagonistes avaient ¢t¢ administrés par voie veineuse
(Fromy et al. 2000), I’implication des récepteurs au CGRP au niveau cutané n’avait pas été
démontrée.

En conclusion, TRPV1 et CGRP sont colocalisés sur les fibres nerveuses sensorielles
présentes dans la peau chez le rat adulte (Guo et al. 1999), et également dans le derme et
I’hypoderme chez la souris (Funakoshi et al. 2006) et ’homme (Stander et al. 2004). Leurs
roles associés a divers stimuli entrainent 1’activation des TRPV1 dans les fibres nerveuses
cutanées capable d’induire par la suite le relarguage de CGRP (Petho et al. 2004). C’est
pourquoi, nous ¢émettons 1I’hypothése que TRPV1 et CGRP pourraient étre impliqués au

niveau cutané dans la PIV.
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But de I’étude

Préciser I’implication des canaux/ récepteurs TRPV1 et CGRP au niveau cutané dans la PIV

en conditions physiologiques.

Matériels et méthodes spécifiques a cette étude

Cette étude a été réalisée chez des rats Wistar males d’environ 7 a 11 semaines. Des injections
sous-cutanées de capsazépine (inhibiteur spécifique des TRPV1, 3mg/kg) et de CGRP§-37
(inhibiteur spécifique des récepteurs du CGRP, 100ug/kg) ont été réalisées sur le crane au
point d’application de la pression afin de bloquer ces canaux/ récepteurs cutanés. Pour étudier
la PIV, une pression de 11.1 Pa/s a ét¢ appliquée sur la cuisse des rats sains anesthésiés.
L’effet des inhibiteurs a été étudié en comparaison de 1’injection s.c. de leur solvant respectif

(DMSO (diméthylsulfoxyde) pour la capsazépine et sérum physiologique pour le CGRP.

Résultats
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Figure 19. (A) Histogramme représentant la moyenne + SEM de I’amplitude maximale de la
PIV en réponse a I’application locale d’une pression locale (11.1 Pa/s) sur le crane des rats
témoins (DMSO 45%, s.c., n=10) et traités avec un inhibiteur spécifique des TRPVI
(capsazépine, 3mg/kg, s.c., n=10). *** P<0.001 vs témoins. t-test non apparié.

(B) Histogramme représentant la moyenne + SEM de I’amplitude maximale de la PIV en
réponse a 1’application locale d’une pression (11.1Pa/s) sur le crane des rats témoins (sérum
physiologique, s.c., n=10) et traités avec un inhibiteur des récepteurs au CGRP (CGRP8-37,
100pg/kg, s.c., n=10). *** P<0.001 vs témoins (t-test non apparié).
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Implication des canaux TRPV1 cutanés dans la PIV

En réponse a I’application de la pression chez les rats témoins (DMSO), le flux
sanguin cutané¢ a augmenté de 65+3 u.a au repos a une valeur maximale de 88+4 u.a
(P<0.001), représentant une PIV de 364+3%.

Chez les rats traités (capsazépine), le flux sanguin cutané a augmenté de 73+4 u.a au
repos a une valeur maximale de 88+5 u.a (P<0.001) en réponse a la pression, représentant une
PIV de 20+2%.

L’inhibiteur des TRPV1 (capsazépine) injecté en sous cutané a donc réduit la PIV de

45% (P<0.001) (Figure 19A).

Implication des récepteurs CGRP cutanés dans la PIV

En réponse a I’application de la pression chez les rats témoins (sérum physiologique),
le flux sanguin cutané a augmenté de 83+4 u.a au repos a une valeur maximale de 116+5 u.a
(P<0.001), représentant une PIV de 39+2%.

Chez les rats traités (CGRP8-37), le flux sanguin cutané a augmenté de 84+2 u.a au
repos a une valeur maximale de 94+2 u.a (P<0.001) en réponse a la pression, représentant une
PIV de 12+1%.

L’inhibiteur des récepteurs au CGRP (CGRP8-37) injecté en sous cutané a donc réduit
la PIV de 70% (P<0.001) (Figure 19B).

Discussion

La réduction de la PIV par la capsazépine et le CGRP8-37 injectés en sous cutané chez
le rat sain indique que les TRPV1 cutanés et les récepteurs au CGRP cutanés participent a la
PIV en conditions physiologiques.

Le premier antagoniste des TRPV1 a pu étre découvert et appelé « capsazépine »
(Walpole et al. 1994). Cet antagoniste compétitif bloque I’entrée du courant de calcium
induite par la capsaicine et agit principalement sur des canaux ioniques TRPV1 in vitro en
¢lectrophysiologie (Bevan et al. 1992). La capsazépine est en effet capable de réduire les

réponses de vasodilatation et d’hyperalgésie induites par la capsaicine (Kwak et al. 1998;
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Perkins et al. 1992). En accord avec cette relation capsaicine/TRPV1, nos résultats
démontrent que la PIV, dépendante des fibres capsaicino-sensibles (Fromy et al. 1998; Fromy
et al. 2000), fait intervenir les TRPV1 cutanés.

L’implication du CGRP dans la PIV était connue depuis 2000 mais cette étude permet
de préciser que ce sont les récepteurs cutanés qui sont impliqués. Le CGRP en périphérie est
situé sur les fibres C et Ao étroitement associées aux vaisseaux sanguins (Brain et al. 2004).
Ainsi, le CGRP est un puissant vasodilatateur des vaisseaux cutanés (Hughes et al. 1991) et
ses effets peuvent étre antagonisés par le CGRP8-37 (Escott et al. 1993; Kato et al. 1996).
Des études ont en effet montré que 1’administration de CGRP8-37 est capable de bloquer
certaines réponses vasodilatatrices comme dans le cas d’injection intradermique de CGRP et
de capsaicine in vitro et in vivo (Chu et al. 2001; Hughes et al. 1991; Rinder et al. 1996).
Injecté au niveau cutane¢, le CGRP8-37 peut aussi inhiber la vasodilatation et I'eedéme apres
une irradiation aux UV chez le rat (Benrath et al. 1995). En accord avec ces études, les
récepteurs CGRP cutanés sont impliqués dans la PIV sensible a la capsaicine.

La capsazépine est capable de bloquer le relarguage du CGRP présent dans les fibres
afférentes primaires lors d’une diminution de pH (Franco-Cereceda et al. 1993). Ainsi, nous
ne pouvons pas exclure que sous le blocage des TRPV1, la diminution de la PIV n’était pas

liée a la diminution de la libération du CGRP.

Conclusion
Les TRPV1 et les récepteurs au CGRP cutanés participent a la PIV en conditions
physiologiques.
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La vasodilatation induite par la pression, la transmission spinale
nociceptive et ’'incidence d’escarres

Introduction

Les escarres représentent un probléme de santé sérieux pour les patients et un fardeau
financier pour les services de santé. Les facteurs de risques associés a l'incidence d’escarres
ont été¢ identifiés et répertoriés dans des échelles de scores mais il reste des ¢éléments a
¢claircir. Le manque d’activité et de mobilité, l'incontinence, les problémes alimentaires, le
diabéte, le vieillissement, et les neuropathies sont les facteurs de risques le plus souvent
rapportés dans les escarres. La présence d’escarres est souvent associée a 1'immobilité mais la
perte de sensibilité nerveuse et sensorielle peut avoir des conséquences dramatiques.

La PIV a été définie comme mécanisme protecteur de la peau vis-a-vis des pressions
exercées sur la peau et donc limiterait 1’ischémie tissulaire et par conséquent la présence
d’escarres chez les sujets sains. Dans le cas du diabete et du vieillissement, I"’hypothése d’une
relation étroite entre 1’absence de PIV et d’incidence élevée d’escarres dans ces deux
populations décrites comme ¢étant a risque a été suggérée. Cependant, aucune étude n’a

montré directement cette relation.

Deux ¢études expérimentales ont suggéré que le SNC avait un rdle dans le
développement de la PIV (Fizanne et al. 2003; Fromy et al. 2007). Par ailleurs, une étude chez
des patients paraplégiques a confirmé¢ que la transmission spinale était indispensable au
maintien de la PIV (résultats non publiés). En accord avec ces résultats, cette transmission
spinale intervient et est indispensable dans les mécanismes douloureux provoqués en
périphérie. La littérature rapporte des problémes au niveau des réponses vasculaires allant
jusqu’aux lésions ischémiques dans le cas d’une perte de cette transmission spinale comme
dans les cas de paraplégies ou d’anesthésies profondes (Chen et al. 2005; Lindgren et al.

2005).

De plus, 1’étude des voies spinales peut se faire grace a des modeles chroniques de 1ésions de
moelle épini¢re chez le rat, largement utilisés comme modéle expérimental de paraplégie
(facteur de risque d’escarres). Cependant, les Iésions chroniques de la moelle épinicre
induisent des modifications structurales de la peau en périphérie. La peau devient plus rigide

et des altérations vasculaires sont observées (Deitrick et al. 2007). Pour montrer le réle de la
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transmission sensorielle spinale dans le développement de la PIV, nous avons réalisé un
blocage pharmacologique aigu de la moelle épiniére a 1’aide d’injections intrathécales. Ceci
nous permet de conserver les capacités intactes de la peau au point d’application de la

pression et d’écarter toute modification périphérique.

La PIV est médiée par les fibres afférentes primaires, or la majorité de ces fibres
atteignent le systetme nerveux central par les racines rachidiennes postérieures ou par les
ganglions dorsaux. Ces fibres afférentes primaires sont souvent associées aux récepteurs
TRPV1 largement étudiés depuis leur clonage (Caterina et al. 1997). Des études ont mis en
¢évidence que ce canal/récepteur était retrouvé a la fois en périphérie, au niveau des DRG et au
niveau pré et post-synaptique (Luo et al. 2004; Yu et al. 2008). TRPV1 est majoritairement
retrouvé dans la transmission de la nociception. En périphérie, TRPV1 peut étre activé par les
protons, la capsaicine, la température et d’autres stimuli nociceptifs. Au niveau spinal, une
fois activé, il permet I’entrée de Ca’" et Na" dans les terminaisons des fibres nerveuses
afférentes. Ceci va entrainer leur dépolarisation et la conduction du message douloureux
jusqu’aux DRG via la libération du glutamate au niveau spinal. A ce niveau, les TRPV1
spinaux contribuent par exemple aux réponses vasodilatatrices cutanées de 1’inflammation
neurogénique induites par une injection intradermique de capsaicine qui peuvent E&tre

bloquées par des injections intrathécales de capsazépine chez le rat (Lin et al. 2007)

La transmission des messages nociceptifs périphériques grace aux fibres afférentes
primaires jusqu’aux neurones spinaux se fait par deux groupes principaux de substances. Les
acides aminés excitateurs (le glutamate) qui sont les neurotransmetteurs, et les neuropeptides
(CGRP, SP, neurokinines A et B...) qui modulent les effets des premiers. La libération de ces
substances se fait par exocytose des vésicules synaptiques, qui est déclenchée par I’arrivée de
Ca2+ dans les terminaisons spinales des fibres afférentes primaires. Des études récentes ont
démontré que de nombreux neurotransmetteurs étaient impliqués dans les réactions
nociceptives et que les récepteurs NMDA (N-Methyl-D-aspartic acid) étaient les plus
importants dans la transmission de la douleur chronique et aigue (Dickenson 1995).

Le récepteur NMDA est bloqué au repos par un ion magnésium qui n’est retiré du
canal que lorsque la membrane du neurone est suffisamment dépolarisée et que deux
molécules de glutamate et deux molécules de glycine, son co-agoniste, le stimulent

(Bleakman et al. 2006). Ainsi, les récepteurs NMDA sont les récepteurs majoritaires dans la
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neurotransmission rapide excitatrice dans le SNC. IIs jouent un rdle important dans la
sensibilisation centrale, notamment dans le cas de la douleur de longue durée (Coderre 1993)
ou intense ou prolongée (Bleakman et al. 2006). Une fois stimulé, le récepteur NMDA va
permettre 1’entrée de Ca2+ au niveau post-synaptique qui va permettre la propagation du
signal nociceptive mais aussi I’activation de protéines kinases (Figure 20).

Les récepteurs AMPA (o-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate)/Kainates
semblent médier la transmission de 1’excitation a la synapse entre les fibres afférentes
primaires et les neurones de la corne dorsale en réponse a une stimulation douloureuse
(Yoshimura et al. 1990).

L’inactivation du glutamate se fait par la capture de celui-ci dans la fente synaptique
via des transporteurs actifs situés sur les membranes de la terminaison de la fibre afférente
primaire et des astrocytes qui I’entourent.

Le role de neuromédiateurs comme la substance P au niveau des terminaisons
centrales des fibres afférentes primaires est plutdt controversé et agirait plutdt dans
I’inflammation neurogénique en périphérie. Or, la PIV est un mécanisme indépendant de la
SP (Fromy et al. 2000). Pour ces deux raisons, son réle au niveau spinal est peu probable et

n’a pas été étudié.

En revanche, le role de neuromédiateur du CGRP est suggéré. L’activation des fibres
afférentes primaires en périphérie est capable d’induire le relarguage du CGRP au niveau de
la fente synaptique. Bien qu’indiscutables, les responsabilités relatives du CGRP dans la
transmission des messages nociceptifs au niveau de la moelle ne sont pas clairement établies
aujourd’hui. Le CGRP jouerait plutdt un role de sensibilisateur (Sun et al. 2004a). Certaines
¢tudes ont démontré que le CGRP présent dans les noyaux centraux des amygdales aggrave
les réponses comportementales nociceptives et affectives chez les animaux sains en facilitant
la transmission synaptique via la PKA, les récepteurs NMDA ainsi que I’excitabilité
neuronale. Ainsi, les niveaux accrus de CGRP dans les noyaux centraux des amygdales

pourraient déclencher la douleur en I'absence de dommages tissulaires (Han et al. 2010).
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Figure 20. Schéma démontrant les mécanismes spinaux au niveau des fibres afférentes

primaires centrales aprés 1’activation par la capsaicine (Yanagidate et al. 2006).

Le but de cette étude était de démontrer que la PIV a besoin d’une voie sensorielle
spinale pour se développer et que lorsque cette voie sensorielle spinale est altérée, le risque
d’escarres est augmenté a distance du blocage (cuisses). Cette observation permettrait
d’établir un lien direct entre la perte de la PIV et I’augmentation du risque d’escarres.

Pour confirmer la nécessité d’une transduction sensorielle spinale, nous avons réalisé
dans un premier temps une rachianesthésie (bloc moteur et sensoriel) et étudi¢ la PIV a
distance du blocage pharmacologique (sur les cuisses).

Pour clarifier le mécanisme de la PIV au niveau spinal, nous avons ensuite inject¢ des
bloqueurs spécifiques en intrathécal afin d’étudier le role les récepteurs spinaux sensoriels
présents sur les fibres afférentes primaires (TRPV1, CGRP), ainsi que le réle des récepteurs
au glutamate (principal neurotransmetteur excitateur au niveau spinal) (NMDA et non-
NMDA) d’une part sur la fonction neurovasculaire (PIV) et vasculaire (ACh, SNP) cutanée et
d’autre part sur les seuils nociceptifs mécanique et thermique grace a des tests

comportementaux.
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La PIV étant suggérée comme un mécanisme protecteur de la peau vis-a-vis des
escarres, nous avons €¢galement étudié les conséquences d’une compression prolongée sur une
peau privée de PIV suite a des blocages pharmacologiques au niveau spinal afin d’évaluer

I’influence de la transduction sensorielle spinale sur I’incidence d’escarres.

Les résultats relatifs a cette partie de ma thése sont présentés sous la forme d’un article

complet (en préparation).

Article : Manuscrit en préparation.

“La PIV : reflet de I’état de la microcirculation cutanée et des risques d’escarres”
Stéphanie Gohin, Dominique Sigaudo-Roussel, Gérard Morel, Jean Louis Saumet, Bérengere

Fromy.

Matériels et méthodes

Modeéle animaux

Les expériences ont €té réalisées chez des rats Wistar males pesant entre 200 et 400g (7 a
10 semaines). Ces animaux ont ét¢ maintenus dans un cycle jour/nuit de 12H/12H, avec de la
nourriture et de I’eau a volonté. Toutes les procédures réglementaires comportant 1’utilisation
des animaux ont été scrupuleusement respectées et le protocole a été approuvé par le Comité
Régional d’Ethique pour I’Expérimentation Animal Rhone Alpes n°® d’enregistrement : 0224.
Deux jours avant les manipulations, les poils des rats ont été retirés a 1’aide d’une lotion
dépilatoire au niveau du dos et des cuisses permettant la mesure du flux sanguin cutané et
I’application des sondes. Ensuite, les animaux ont ét¢ anesthésiés avec du Nesdonal
(50mg/kg, i.p.). Les rats ont alors été placés sur le ventre dans une couveuse (MP4SI, de
Mediprema, Chambray, France) chauffée pour maintenir une température cutanée stable
pendant toute I'expérience (35.5+0.1°C). La température cutanée a été mesurée a l'aide d'un
thermocouple (Physitemp BAT-12, Physitemp instruments INC, Clifton, USA). La pression
artérielle systolique (ABP) a été mesurée au début et a la fin de l'expérience grace a un

capteur de pression placé sur la queue (XBP-1000, Kent scientifique, Torrington, Etats-Unis).
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Evaluation de la PIV

Comme précédemment décrit, la variation du flux sanguin cutané en réponse a I’application
d’une pression locale non nociceptive progressivement croissante a ¢té évaluée au niveau de
la cuisse des rats a 1’aide d’un laser Doppler (PF801, Periflux Perimed, Suéde). La pression
est appliquée sur la peau au niveau de la cuisse de I’animal, et augmentée progressivement de
11,1 Pa/s pendant 20 minutes. Un enregistrement des valeurs de repos est effectué pendant

une minute avant le début de I’application de la pression.

Evaluation des réponses dépendante et indépendante de |’endothélium

Comme décrit dans le chapitre 2, la variation du flux sanguin cutané a été enregistrée a ’aide
d’une sonde iontophorése couplée a un laser Doppler (PF5000, Perimed, Suede) placée sur les
cuisses des rats aprés I’administration iontophorétique anodale d’ACh 2 % (20s; 0.1mA)
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne) et aprés administration iontophorétique cathodale de
SNP 2 % (20s; 0.lmA) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne). Les réponses ont été
mesurées pendant 15 minutes et une minute de base a ¢été¢ nécessaire avant 1’administration

iontophorétique d’ACh et de SNP.

Réalisation des injections intrathécales chez le rat

Les injections intrathécales ont été réalisées sous anesthésie générale (Isoflurane) pour les
tests comportementaux.

Le rat a été positionné afin que son dos soit rond permettant 1’écartement des vertebres. Puis
une aiguille de 25 Ga a été insérée au niveau des lombaires LS et L6 bien perpendiculaire a
I’animal pour les drogues (Mestre et al. 1994) (Figure 21). Apres un repérage visuel du point
d’injection, 1’aiguille progresse jusqu’a rencontrer une résistance de la dure mére au niveau de
I’espace sous arachnoidien accompagné d’un mouvement de la queue de 1’animal confirmant
la bonne position. Les injections au niveau des lombaires L5 et L6 va induire le blocage de
nerfs cutanés postérieurs qui innervent les cuisses des rats via les fibres C (Puigdellivol-

Sanchez et al. 2000; Shehab et al. 2004).
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Spinal
Process

Figure 21. Représentation de 1’injection dans 1’espace intervertébral des lombaires L5 et L6.
D’apres Mestre et al, 1994.

Tests comportementaux

Les tests comportementaux Tail Flick, Randall Selitto et Von frey précédemment décrits ont
¢été réalisés chez des rats vigiles avant et apres injection intrathécale des différentes drogues et
les mesures ont été prises a 5, 10, 15, 20, 30, 40, 45, 50, 60, 70, 90, 120, 150, 180, 210, 240

minutes apres les injections.

Etude de l'incidence d’escarres apres une ischémie prolongée de la peau

Deux jours apres cette chirurgie décrite page 32, le protocole d’ischémie prolongé de la peau
pendant 6h est réalisé a 1’aide d’un aimant de 15mm dans trois groupes d’animaux différents

recevant une injection intrathécale des différentes drogues (Peirce et al. 2000).

Mesures enregistrées par le laser Doppler imageur de perfusion sanguine

Un dégradé de couleur du bleu (peu perfusé) au rouge (tres perfusé) du territoire cutané est
visualisé grace au laser Doppler imageur (LDPI) (Speekle, PERIMED, Su¢de). Aprés analyse
par ordinateur (LDPI win 3, PERIMED, Sueéde), une cartographie du flux sanguin cutané
présent au niveau de I’application de I’aimant nous est par la suite représentée et la

visualisation de zone ischémiée est possible.

Examen histologique de la peau
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Les échantillons de peau intéressants ont été directement récupérés sous les zones de
compression. Tous les échantillons ont ét¢ fixés dans du formol et fixés en paraffine. Des
sections de Sum ont ensuite été colorées avec la coloration hématoxyline-éosine-safran pour

explorer les différentes structures de la peau.

Protocoles

Protocole 1: Role de la transduction sensorielle spinale

Les tests comportementaux ont été réalisés sur les rats vigiles pendant 240 minutes apres
avoir recu une injection intrathécale de saline (n=10), de bupivacaine (anesthésique locale)
(1%, n=10) et de capsazépine (antagoniste des TRPV1) (20 pg, n=10) (Horvath et al. 2008;
Sakura et al. 2005).

Apres une injection intrathécale de saline (n=10), de bupivacaine (anesthésique locale) (1%,
n=10) et de capsazépine (antagoniste des TRPV1) (20 pg, n=10), les tests neurovasculaires

(PIV) et vasculaires (ACh ou SNP) ont été réalisés sur les rats anesthésiés.

Protocole 2: Ftude mécanistique de certains candidats présents sur les fibres sensorielles

spinales

Les tests comportementaux ont été réalisés sur les rats vigiles pendant 240 minutes apres
avoir regu une injection intrathécale de saline (n=10), de CGRP 8-37 (antagoniste des
récepteurs du CGRP) (10nmol, »=10), de MK-801 (antagoniste des NMDA) (40nmol, n=10)
et de NBQX (antagoniste des non-NMDA) (20nmol, n=10) (Kong et al. 2006; You et al.
2005; Yu et al. 1996).

Apres une injection intrathécale de saline (n=10), de CGRP 8-37 (antagoniste des récepteurs
du CGRP) (10nmol, #n=10), de MK-801 (antagoniste des NMDA) (n=10) et de NBQX
(antagoniste des non-NMDA) (n=10), les tests neurovasculaires (PIV) et vasculaires (ACh ou

SNP) ont été réalisés sur les rats anesthésiés.

Protocole 3: Participation des fibres motrices et sensorielles spinales dans 1’incidence

d’escarres
Apres une injection intrathécale de saline, de bupivacaine (anesthésique locale) (n=10) et de
capsazépine (antagoniste des TRPV1) (n=10), une ischémie prolongée a été réalisée par

compression de la peau a I’aide de ’application d’un aimant de 11kPa sur des rats vigiles.
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Apres la compression de la peau pendant 6h, le flux sanguin cutané a été visualisé grace au
laser imageur Speckle juste apres le retrait de I’aimant, & Smin, 10min, 15min, 30min, 60min,
120min et 24h.

Des biopsies de peau au niveau de la compression ont été réalisées 24h apres le retrait de

I’aimant, afin de réaliser des coupes histologiques.

Drogues

La bupivacaine, la capsazépine, le dizocilpine maleate (MK-801) et le 1,2,3,4-tetrahydro-6-
nitro-2,3-dioxo[f]quinoxaline-7-sulfonamide (NBQX) ont été achetés chez Sigma-Aldrich
(Saint Quentin Fallavier, France). Le CGRP8-37 a ¢été¢ acheté chez Polypeptide groupe

(Strasbourg, France).

Analyses statistiques

Les résultats ont été exprimés avec la moyenne = SEM (erreur standard moyenne).

Dans I’exploration de la microcirculation cutanée chez le rat anesthésié, les valeurs
moyennes du flux sanguin cutané correspondant au niveau de base ont été calculées sur 1 min
d’enregistrement avant ’application du stimulus (pression ou stimulation iontophorétique
d’ACh et de SNP). Pour le reste de la manipulation, le flux sanguin a ét¢ moyenné toutes les
10 s dans le but de réduire la variabilit¢ du signal liée a la vasomotion cutanée. Les
vasodilatations ont été¢ exprimées en pourcentage du flux sanguin cutané par rapport a la
valeur de base.

Afin de déterminer la différence entre deux points de mesure au sein d’un groupe,
nous avons effectué¢ un test de Student apparié. Par contre, pour déterminer la significativité
des résultats entre deux groupes, nous avons utilisé un test de Student non apparié, alors que
nous avons utilisé¢ une analyse de variance (test ANOVA) suivi d’un post-test Newman Keuls
pour comparer plusieurs groupes.

Les valeurs des tests comportementaux mécaniques (Von Frey, Randall Selitto) ont été
moyennées sur les deux pattes arriéres droite et gauche. Au sein de chaque groupe, 1’effet de
la substance injectée a été évalué¢ en comparant chaque mesure post-injection avec la mesure
effectuée avant I’injection a 1’aide d’un test ANOVA suivi d’un post-test Dunnett.

P<0.05 est considéré comme une différence significative.
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Résultats

Les groupes témoins recevant des injections intrathécales de saline ont été réalisés a tous les

temps 10 min, 20min et 30min correspondant au temps d’action maximum des drogues

utilisées dans 1’é¢tude. Mais par souci de clarté, toutes les données ont été regroupées car il

n’existait pas de différence significative entre les groupes témoins.

De plus, les différentes injections intrathécales n’ont induit aucune différence significative

concernant la pression artérielle systolique et le niveau de base du flux sanguin cutané.

Protocole 1: Role de la transduction sensorielle spinale

Tests comportementaux : recherche du temps d’action optimal des drogues

100
E 75
=
X
c 50
i)
2
Q.
k] 25
(%]
o
£
£
c
<<
-25
-50
100
E 75
=
8
< 50
K=l
s
g
o
=]
£
5 0
<
-25
-50

* %

°§°°° -]

1y
EH )
TE EEII I

IT Bupivacaine ou sérum physiologique

™ Témoins
©  Bupivacaine

.
0 50 100

Temps (minutes)

iy
HH{% :
I

HH

T

IT Capsazépine ou sérum physiologique

L
150

200 250

= Témoins
B Capsazépine

v A\ J A4
0 50 100

Temps (minutes)

L]
150

L] \d
200 250



CHAPITRE 3 : LA PIV

Figure 22. Temps de latence en réponse a une stimulation thermique nociceptive sur la queue
(« tail flick ») au cours du temps aprés blocage spinal par bupivacaine (A) et par capsazépine
(B) chez des rats sains. Les temps de latence ont été estimés par rapport a l'effet maximum
possible (%MPE = (temps maximal apres traitement — base) / (seuil maximum de mesure —

base) x 100)). **P < 0.01 vs témoins. Two-Way ANOVA, post test Bonferroni.

L’injection intrathécale de bupivacaine a augmenté le %MPE de 0 a 70 minutes par
rapport aux rats témoins (injection intrathécale de sérum physiologique) avec un maximum a
30 minutes (Figure 22A). Pour cette raison, les autres parametres (PIV, ACh, SNP, pose
aimant) ont été mesurés 30 min apres 1’injection de bupivacaine.

L’injection intrathécale de capsazépine a augment¢ le %MPE de 0 a 30 minutes par rapport
aux rats témoins (injection intrathécale de sérum physiologique) avec un maximum a 20
minutes (Figure 22B). Pour cette raison, les autres paramétres (PIV, ACh, SNP, pose aimant)
ont été¢ mesurés 20 min apres ’injection de capsazépine.

Les résultats démontrés avec le Randall Selitto et avec le Von Frey confirment les résultats du

tail flick (datas non montrées).

Aprés D’injection intrathécale de bupivacaine, en plus des modifications des tests
comportementaux, nous avons observé une paralysie de 1’arriére train des rats confirmant un
blocage moteur. A I’inverse, aprés 1’injection intrathécale de capsazépine, les rats pouvaient
se déplacer normalement sur leurs quatre pattes, confirmant un blocage sensitif uniquement.
En plus du blocage sensitif des fibres C, un blocage moteur a ét€¢ observé apres une injection

intrathécale de bupivacaine contrairement a I’injection intrathécale de capsazépine.
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Tests microcirculatoires :
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Figure 23. (A) Cinétique dans le temps du flux sanguin cutané en réponse a I’application

d’une pression de 11.1Pa/s chez des rats témoins recevant une injection intrathécale de sérum

physiologique (n=10) et chez des rats recevant une injection intrathécale de bupivacaine (1%,

n=10).

(B) Cinétique dans la temps représentant le flux sanguin cutané en réponse a I’application

d’une pression de 11.1Pa/s chez des rats témoins recevant une injection intrathécale de sérum
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physiologique (n=10) et chez des rats recevant une injection intrathécale de capsazépine (20
ng, n=10).

En réponse a ’application locale d’une pression chez les rats témoins (saline, i.t.), le
flux sanguin cutané a augmenté de 90+4 u.a au repos a une valeur maximale de 135+9 u.a
(P<0.001) pour une pression locale de 0.56 kPa, représentant une PIV de 51£7 %. Lorsque la
pression devient plus importante, le flux sanguin commence a diminuer et devient significatif
par rapport au repos a 7kPa correspondant a une diminution de -29+7% (Figures 23A et B).

Chez les rats recevant une injection intrathécale de bupivacaine, 1’application locale
d’une pression n’induit pas d’augmentation de flux sanguin cutané mais a I’inverse induit
progressivement une diminution du flux sanguin cutané passant de 79+4 u.a au repos a 74+4
u.a pour une pression de 0.56 kPa (pression correspondante a la PIV maximale chez les rats
témoins) représentant une diminution non significative de -6+1 % (P<0.01) (figure 23A). La
baisse du flux sanguin cutané sous l’effet de la pression devient significative a 3kPa,
correspondant a une diminution de -25+5% (Figure 23A).

Comme pour la bupivacaine, chez les rats recevant une injection intrathécale de
capsazépine, ’application locale d’une pression induit progressivement une diminution du
flux sanguin cutané passant de 92+4 u.a au repos a 86+4 u.a pour une pression de 0.56 kPa,
représentant une diminution non significative de -6+2 % (P<0.01) (figure 23B). La baisse du
flux sanguin cutané sous 1’effet de la pression devient significative a 3kPa, correspondant a

une diminution de -24+7% (Figure 23B).

Les injections i.t. de bupivacaine et de capsazépine injectée en intrathécale ont donc
totalement aboli la PIV (respectivement 51+7 % vs -6£1 %, P<0.001; 51+7 % vs -6+2 %,
P<0.001). Parallelement, I’écrasement cutané (baisse significative du flux sanguin cutané par
rapport a la valeur de repos) arrive plus précocement apres les injections intrathécales de
bupivacaine et de capsazépine (3kPa) par rapport a la saline (7kPa).

En revanche, les réponses endothélium dépendante (ACh) et indépendante (SNP)
n’ont pas ét¢é modifiées par les injections intrathécales de bupivacaine et de capsazépine

(Tableau 1).
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IT Saline IT Bupivacaine IT Capsazepine P<0.05
% Ach par rapport au 6045 69+10 6249 ns
niveau de base -
% SNP par rapport au 92412 103421 95422 s

niveau de base

Tableau 1. Pourcentages d’augmentation du flux sanguin cutané par rapport a la valeur de base en
réponse a I’ACh et en réponse au SNP chez des rats témoins recevant une injection intrathécale
de sérum physiologique (n=10) et chez des rats traités recevant une injection intrathécale de
bupivacaine (1%, n=10) et recevant une injection intrathécale de capsazépine (20 ng, n=10)

(One-Way ANOVA, post test Dunett).

Protocole 2: Etude mécanistique de certains candidats présents sur les fibres sensorielles

spinales

Tests comportementaux : recherche du temps d’action optimal des drogues
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Figure 24. Temps de latence en réponse a une stimulation thermique nociceptive sur la queue
(« tail flick ») au cours du temps apres blocage spinal par le CGRP8-37, par le MK-801 et par
le NBQX chez des rats sains. Les temps de latence ont été estimés par rapport a l'effet
maximum possible (%MPE = (temps maximal apres traitement — base) / (seuil maximum de

mesure — base) x 100)). *P < 0.05 vs témoins. Two-Way ANOVA, post test Bonferroni.
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L’injection intrathécale de CGRP8-37, de MK-801 et de NBQX a augmenté le %MPE
de 0 a 20 minutes par rapport aux rats témoins (injection intrathécale de sérum physiologique)
avec un maximum a 10 minutes (Figure 24).

Les résultats démontrés avec le Randall Selitto et avec le Von Frey confirment les
résultats du tail flick (datas non montrées). Pour cette raison, les autres paramétres (PIV, ACh,
SNP, pose aimant) ont été mesurés 10 min apres 1’injection de CGRP8-37, de MK-801 et de
NBQX.

En plus du blocage sensitif des fibres C, un comportement d’agitation a ¢ét€ observé apres une
injection intrathécale de MK-801 et de NBQX (Lutfy et al. 1997) contrairement a 1’injection
intrathécale de CGRPS8-37. Aucun blocage moteur n’a été observé avec les injections

intrathécales de CGRP8-37, MK-801 et NBQX.

Tests microcirculatoires :
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Figure 25. Cinétique dans le temps du flux sanguin cutané en réponse a I’application d’une
pression de 11.1Pa/s chez des rats témoins recevant une injection intrathécale de sérum
physiologique (n=10) et chez des rats traités recevant une injection intrathécale de CGRP8-37
(10 nmol, #»n=10), recevant une injection intrathécale de MK-801 (40 nmol, »=10), et

recevant une injection intrathécale de NBQX (20 nmol, #=10).

En réponse a I’application locale d’une pression chez les rats témoins (saline, i.t.), le
flux sanguin cutané a augmenté¢ de 90+4 u.a au repos a une valeur maximale de 135+9 u.a

(P<0.001) pour une pression locale de 0.56 kPa, représentant une PIV de 51+7 %. Lorsque la
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pression devient plus importante, le flux sanguin commence a diminuer et devient significatif
par rapport au repos a 7kPa correspondant a une diminution de -29+7% (Figure 25).

En réponse a I’application locale d’une pression chez les rats recevant une injection
intrathécale de CGRP8-37, le flux sanguin cutané n’a pas augmenté passant de 84+3 u.a au
repos a 8143 u.a (P>0.05) pour une pression locale de 0.56 kPa, représentant une abolition de
-3+2 % (figure 23). La baisse du flux sanguin cutané sous 1’effet de la pression devient
significative a 4 kPa, correspondant a une diminution de -26+7% (Figure 25).

En réponse a ’application locale d’une pression chez les rats recevant une injection
intrathécale de MK-801, le flux sanguin cutané n’a pas augmenté passant de 83+4 u.a au
repos a 87+5 u.a (P>0.05) pour une pression locale de 0.56 kPa, représentant une abolition de
4+3 9% (figure 23). La baisse du flux sanguin cutané sous I’effet de la pression devient
significative a 4 kPa, correspondant a une diminution de -17+7% (Figure 25).

En réponse a ’application locale d’une pression chez les rats recevant une injection
intrathécale de NBQX, le flux sanguin cutané n’a pas augmenté passant de 88+2 u.a au repos
a 9245 u.a. (P>0.05) pour une pression locale de 0.56 kPa, représentant une diminution non
significative de 5+4 % (figure 23). La baisse du flux sanguin cutané sous 1’effet de la pression

devient significative a 6 kPa, correspondant a une diminution de -21+7% (Figure 25).

Le CGRP8-37, le MK-801 et le NBQX injectés en intrathécale ont donc aboli la PIV
(respectivement 51£7 % vs -3£2 %, P<0.001; 5147 % vs 4£3 %, P<0.001; 51£7 % vs 5+4 %,
P<0.001) (One-Way ANOVA, post test Dunett).

A I’'inverse, les réponses endothélium dépendante (ACh) et indépendante (SNP) n’ont
pas ét¢ modifiées par les injections intrathécales de CGRP8-37, de MK-801 et de NBQX
(Tableau 2).

IT Saline IT CGRP8-37 IT MK-801 ITNBQX P<0.05

% Ach par rapport au niveau

605 1946 64112 67110 ns
de base

% SNP par rapport au niveau

92+12 71412 97121 65112 ns
de base

Tableau 2. Pourcentages d’augmentation du flux sanguin cutané par rapport a la valeur de base en

réponse a I’ACh et en réponse au SNP chez des rats témoins recevant une injection intrathécale



CHAPITRE 3 : LA PIV

de sérum physiologique (n=10) et chez des rats traités recevant une injection intrathécale de
CGRPS8-37 (10 nmol, n=10), recevant une injection intrathécale de MK-801 (40 nmol,
n=10), et recevant une injection intrathécale de NBQX (20 nmol, n=10) (One-Way ANOVA,
post test Dunett).

Protocole 3: Participation des fibres motrices et sensorielles spinales dans 1’incidence

d’escarres
A Perfusion cutanée
Base Ischémie Reperfusion
(avant aimant) (retrait aimant) (1h apreés retrait)
300
Témoins

300

Bupivacaine

300

Capsazépine

2 —
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Figure 26. Incidence d’escarres apres un blocage moteur et/ou sensoriel.

(A) Cartographie du flux sanguin cutané par LDI a différents temps: base (avant la
compression), ischémie (immédiatement apres la levée de la compression), reperfusion (1h
apres le retrait de I’aimant). Les cercles rouges correspondent aux surfaces d’ischémies.

(B) LDI (24h apres le retrait de 1’aimant), photos macroscopiques et coupes histologiques de
rats témoins (sérum physiologique, n=10) et de rats traités a la bupivacaine (1%, i.t., n=10) et
a la capsazépine (10pg, i.t., n=10). Les cercles rouges correspondent aux surfaces
d’ischémies.

(C) Surface de zones ischémiées en fonction du temps chez des rats témoins (sérum
physiologique, n=10) et de rats traités a la bupivacaine (1%, i.t., n=10). *P < 0.05 vs valeurs
de base au sein du méme groupe. **P < 0.01 vs valeurs de base au sein du méme groupe.
One-Way ANOVA, post test Dunett.

(D) Surface de zones ischémiées en fonction du temps chez des rats témoins (sérum
physiologique, n=10) et de rats traités a la capsazépine (20pg, i.t., n=10). *P < 0.05 vs
valeurs de base au sein du méme groupe. **P < 0.01 vs valeurs de base au sein du méme

groupe. One-Way ANOVA, post test Dunett.

Immédiatement aprés la levée de la compression (retrait aimant), les images de
perfusion nous permettent de visualiser une zone ischémiée (LDI<50 u.a.). Cette zone
ischémiée est présente dans tous les groupes méme si elle est augmentée apres les injections
de bupivacaine (57+5 u.a.) (blocage moteur et sensitif spinal) et de capsazépine (65+8u.a.)

(blocage sensitif spinal) par rapport au sérum physiologique (15+5u.a.)(Figures 26A, C et D).
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Cette zone disparait totalement a partir d’une heure apres le retrait de 1’aimant chez les
animaux témoins alors qu’elle persiste jusqu’a 24h chez les animaux traités a la bupivacaine
et a la capsazépine (Figures 26A, C et D).

Les photos macroscopiques démontrent la présence de Iésions ischémiques faisant suite a une
compression de 6h chez les animaux recevant une injection intrathécale de bupivacaine et de
capsazépine contrairement aux rats témoins recevant une injection intrathécale de saline
(Figure 26B).

Ceci est corrélé avec les coupes histologiques qui montrent une désorganisation de I’épiderme
et du derme ainsi qu’avec une hémorragie et une inflammation caractérisée par une quantité
importante de leucocytes chez les animaux traités a la bupivacaine et a la capsazépine (Figure
26B).

De plus, la présence d’escarres chez les rats témoins (sérum physiologique, i.t.) est de 2 rats
sur 10 correspondant a une incidence de 20% ; celle suite a une injection intrathécale de
bupivacaine est de 8 rats sur 11 correspondant a une incidence de 73 % et enfin celle suite a
une injection intrathécale de capsazépine est de 7 rats sur 10 correspondant a une incidence de

70 %.

Discussion

Les injections intrathécales de bupivacaine (blocage moteur et sensoriel) et de
capsazépine (blocage sensoriel) ont aboli la PIV au niveau des cuisses sans altérer les
fonctions vasculaires cutanées dépendantes ou non de I’endothélium. Dans ces conditions,
une compression prolongée (6h) sur une peau privée de PIV conduit a une incidence plus
¢levée d’escarres (70%) avec une désorganisation du derme et de 1’épiderme probablement
liée a I’absence de reperfusion conduisant a une ischémie cutanée présente jusqu’a 24 heures.
A Tinverse, lorsque la peau saine bénéficie de la présence d’une PIV, une compression
prolongée provoque une incidence limitée d’escarres (20%) avec une ischémie qui disparait
totalement des 1h apres la levée de la compression.

Sur le plan mécanistique, les injections intrathécales de CGRP8-37, MK-801 et NBQX
ont également conduit a 1’abolition totale de PIV sans altérer les fonctions vasculaires
cutanées, montrant que les récepteurs CGRP, NMDA et non-NMDA spinaux sont impliqués

dans la PIV.
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La PIV est abolie par I’injection intrathécale de bupivacaine (anesthésique locale),
responsable d’un blocage moteur et sensoriel (Kanai et al. 1999). En effet, au niveau spinal, la
bupivacaine induit un blocage non spécifique des canaux sodiques voltages dépendants (Liu
et al. 2000). Or, les courants sodiques sont impliqués dans la régulation de l'intégration
synaptique, des propriétés intrinséques des membranes, et dans la génération de spikes de
nombreux neurones pendant la dépolarisation (Zhong et al. 2007b). En bloquant 1’activité des
canaux sodiques, la bupivacaine empéche la propagation du potentiel d’action des
nocicepteurs des axones (Hirota et al. 1997). Des ¢études in vitro ont également montré que la
bupivacaine pouvait réduire le courant cellulaire des neurones des ganglions dorsaux
contrairement a la tétracaine (Komai et al. 2005). Enfin, des études en électrophysiologie sur
des coupes de moelle épinicre ont montré que la bupivacaine est capable de diminuer le
courant entrant des canaux TRPV1, NMDA et non NMDA, bloquant ainsi la transmission
glutamatergique spinale (Furutani et al.; Komai et al. 2005). Par conséquent, 1’effet
aspécifique de la bupivacaine sur les structures nerveuses ne permet pas de conclure sur
I’implication de la transduction sensorielle spinale dans la PIV a cause des effets moteurs

observés.

La PIV est abolie par I’injection intrathécale de capsazépine, suggérant la participation
des récepteurs TRPV1 spinaux dans la PIV. A I'inverse de la bupivacaine, la capsazépine
injectée au niveau spinal est responsable d’un blocage sensoriel sans perturber la motricité
(Horvath et al. 2008). En effet, les TRPV1 sont retrouvés au niveau de la corne dorsale
superficielle de 1a moelle épiniere (Spicarova et al. 2008) et des neurones sensoriels des DRG
(Caterina et al. 1997; Guo et al. 1999; Szallasi et al. 1999). Plus particulierement, I’expression
des TRPV1 dans les DRG situés au niveau des axones des fibres C et Ad (Valtschanoft et al.
2001) jouent un role important dans la PIV (Fromy et al. 1998; Fromy et al. 2000). Les nerfs
cutanés postérieurs partant des lombaires L5-L6 innervant les cuisses sont également des
fibres C (Puigdellivol-Sanchez et al. 2000; Shehab et al. 2004). Tres perméables aux cations
et principalement au Ca®" (Caterina et al, 1997, Wu et al, 2005), ’activation des récepteurs
TRPV1 spinaux va conduire a un influx de Ca2+ dans les synapses permettant la libération
des neuropeptides et des neurotransmetteurs comme le CGRP et le glutamate dans la fente
synaptique. L’abolition de la PIV observée suite a I’injection intrathécale de capsazépine qui
bloque le pore d’entrée de Ca2+ (Bevan et al. 1992) pourrait étre liée a I’absence de libération

des neuropeptides et de neurotransmetteurs. En effet, les injections intrathécales de CGRPS-
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37, MK-801 et NBQX ont permis de montrer que les récepteurs CGRP, NMDA et non-
NMDA spinaux sont impliqués dans la PIV, suggérant le role du CGRP et du glutamate. Le
CGREP et le glutamate sont retrouvés au niveau de la corne dorsale superficielle de la moelle
épiniere et des neurones sensoriels des DRG (Spicarova et al. 2008) ou ils jouent différents
roles (Sun et al. 2004a; Sun et al. 2004b; Yanagidate et al. 2006). Les récepteurs NMDA et
non-NMDA sont des canaux ioniques permettant l’entrée de cations au niveau post
synaptique. Une fois stimulés par le glutamate, les récepteurs NMDA et non-NMDA vont
permettre ’entrée de Ca2+ indispensable a la propagation du signal jusqu’au SNC
(Yanagidate et al. 2006). D’autres études ont montré que 1’activation des récepteurs TRPV1
sur les fibres afférentes primaires vont permettre d’augmenter le calcium au sein de la synapse
et c’est cette augmentation calcique qui va étre responsable du relarguage du glutamate au
niveau de la moelle épinicre (Karai et al. 2004; Yang et al. 1998b) et celui des neuropeptides
tels que le CGRP (Huang et al. 2002), démontrant une étroite relation entre le CGRP et les
récepteurs NMDA, TRPV1 et influx calcique.

Ainsi, le développement de la PIV au niveau spinal nécessite 1’activation des TRPV1
qui va permettre d’augmenter 1’influx calcique au niveau pré-synaptique. Cette augmentation
calcique va étre responsable du relarguage du glutamate et du CGRP au niveau de la fente
synaptique qui vont pouvoir se fixer sur leurs récepteurs respectifs (NMDA, non-NMDA et

CGRP R) afin de permettre la poursuite du message périphérique au voie supérieure.

Les injections i.t. de bupivacaine, de capsazépine, de CGRP8-37, de MK-801 et de
NBQX n’ont pas modifi¢ les réponses vasculaires a I’acétylcholine et au nitroprussiate de
sodium. La PIV ayant besoin d’une intégrit¢ vasculaire (endothélium et muscle lisse
vasculaire) (Fromy et al. 2000; Fromy et al. 2010), I’abolition de la PIV observée apres les
injections intrathécales s’explique par I’interruption pharmacologique de la transmission
sensorielle spinale et non a une dysfonction de I’endothélium ou du muscle lisse vasculaire.
L augmentation des latences en réponse a une stimulation thermique nociceptive (tail flick)
sous l’effet des bloqueurs confirme une inhibition de la transmission sensorielle spinale
puisque le tail flick est un test décrit comme étant un réflexe spinal qui fait intervenir les
fibres C non my¢linisées (Le Bars et al. 2001). Ainsi I’ensemble de nos résultats indique que
la transduction sensorielle spinale est indispensable a la PIV faisant intervenir les récepteurs

TRPV1, CGRP, NMDA et non-NMDA spinaux.
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Aprés un blocage moteur et/ou sensoriel spinal, les incidences d’escarres sont
augmentées dans une méme proportion, suggérant que la voie sensorielle spinale est
prédominante. Des zones ischémiées plus importantes et persistantes sont retrouvées apres un
blocage moteur et/ou sensoriel spinal ainsi que des Iésions ischémiques visibles
macroscopiquement et histologiquement.

Ainsi, en absence de transduction spinale, suite au blocage des canaux Na+ et TRPV1,
la peau n’arrive plus a se protéger contre les compressions prolongées. Ainsi, sous ces
blocages, nous avons pu noter que 1’écrasement de la peau était plus précoce et que 1’ischémie
prolongée de la peau induite par une compression montraient une absence de reperfusion. Ces
deux observations concourent donc a une apparition plus ¢élevée d’escarres suite a un blocage
moteur et sensitif ou uniquement sensitif démontrant I’importance du sensitif. Cette notion de
perte de la perception sensorielle et la neuropathie sensorielle sont déja connues comme
facteurs de risque et sont utilisées dans le calcul des échelles de risque d’escarres. Une étude
récente sur le vieillissement avait établi cette relation entre la perte de la PIV et la neuropathie
sensorielle et confirme la perte de la perception sensorielle comme un facteur de risque
d’escarres (Bartus et al. 2010; Fromy et al. 2010). Les résultats de cette étude confirment
qu’en absence de PIV liée a une perte de sensibilité¢ sensorielle spinale, I’incidence est
augmentée. Les patients paraplégiques sont également privés de PIV en sous-lésionnel
(résultats non publiés). Or cette population est a haut risque d’escarres. Chez le rat ayant une
1ésion de la moelle épinicre, le risque de développer des escarres aprés une compression de 6h
est importante associ¢ a une perte de contréle sur I’inflammation neurogénique (Li et al.
2009). Dans notre étude, nous démontrons que bloquer la transduction sensorielle spinale peut
conduire a d’importantes 1ésions ischémiques en réponse a une compression prolongée sur

une peau saine.

Conclusion

La présence ou I’absence de PIV, mécanisme protecteur de la peau contre P’ischémie

influence l’incidence d’escarres. Dans le cas d’une perte de transduction sensorielle

spinale, la PIV est absente et I’incidence d’escarres est augmentée chez le rat sain.
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2)La CIV

Mise en place d’un modele animal pour I’étude de la CIV

Notre équipe et d'autres ont démontré précédemment une augmentation significative
du flux sanguin cutané en réponse a l'application d’un courant galvanique non nociceptif chez
I'homme (Berliner 1997b; Durand et al. 2002a; Tartas et al. 2005b). Différents facteurs sont
susceptibles d’influencer la vasodilatation induite par le courant appelé CIV pour « current-
induced vasodilatation » comme I’intensité et la durée du courant (Grossmann et al. 1995), le
solvant utilisé (Asberg et al. 1999; Grossmann et al. 1995) mais aussi la polarité¢ du courant
(Berliner 1997b). Afin d’aller plus loin dans les mécanismes impliqués dans la CIV en
utilisant certaines drogues non utilisables chez I’homme, il fallait mettre en place un modele
animal.

Le 1% but consistait a rechercher I’existence d’une vasodilatation suite a une
stimulation électrique chez le rat. D’apreés certaines études réalisées au laboratoire avec
I’acétylcholine et le SNP, nous savions que les stimulations de 20s a 100pA chez le rat étaient
insuffisantes pour induire une CIV. Ainsi, nous avons augmenté les temps d’applications du
courant (60 secondes, 120 secondes, 240 secondes, et 360 secondes) et montré que
I’amplitude de la CIV cathodale atteint un plateau pour une durée de 240s (Gohin et al. 2011).

Les études chez I’homme ont rapporté que la vasodilatation induite par le courant
existe aux deux polarités (anode et cathode) mais que celle-ci est plus importante a la cathode
(Berliner 1997a; Durand et al. 2002c). Afin de vérifier les caractéristiques des vasodilatations
vis-a-vis de la polarit¢ de 1’¢lectrode de stimulation, nous avons étudié chez le rat la
vasodilatation induite par 1’application d’un courant de 240s a 100pA en anode et en cathode.
La CIV existe aux deux polarités (anode et cathode), et I'amplitude de la CIV cathodale est
presque 3 fois plus grande que la CIV anodale (77% vs 26%, P<0.001) pour la méme intensité

comme démontré chez ’homme (Berliner 1997b; Durand et al. 2002a).

Nous avons donc développé un modele expérimental de la CIV cathodale chez le rat,
avec une durée d’application de 240s et une intensité de 100uA. Cette stimulation a été
utilisée pour poursuivre l’identification des mécanismes impliqués dans la CIV

cathodale.
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La vasodilatation induite par le courant et les facteurs endothéliaux (PG

et NO)

La vasodilatation induite par le courant est sensible a I’aspirine et a I'indométacine,
inhibiteurs non spécifiques des COX mais non sensible au celecoxib, inhibiteur spécifique des
COX-2, suggérant un réle de COX-1 (Durand et al. 2002b; Tartas et al. 2005a).

Les COX sont séparées en deux isoformes, les COX-1 et les COX-2. La COX-1 est
constitutive et ubiquitaire. Elle joue des roles de protections physiologiques dans plusieurs
organes. En revanche, la COX-2 est inductible et retrouvée principalement dans des
mécanismes inflammatoires (Meade et al. 1993) méme si ¢’est une vision simpliste car COX-
2 peut également étre présente en conditions physiologiques (Leong et al. 1996).

Les COX sont des enzymes capables de synthétiser des prostaglandines a partir de
I’acide arachidonique retrouvé dans les membranes cellulaires. Ce sont les phospholipides
membranaires qui libérent I’acide arachidonique a 1’aide de la phospholipase A2. Ensuite
’acide arachidonique est transformé par les COX 1 ou 2 en prostaglandines H2 intermédiaires
et capables de synthétiser des facteurs vasodilatateurs (Prostacycline (PGI2), Prostaglandine
E2...) ou vasoconstricteurs (Thromboxane A2 ou TxA2) via d’autres enzymes synthases.

Il existe 5 prostaglandines différentes (PGD2, PGE2, PGF2a, PGI2 et TxA2)

converties par des prostaglandines synthases (PGDS, PGES, PGFS ou PGIS, ou TxAS) ayant
chacune des rdles différents. Elles sont sécrétées et activent des récepteurs a sept domaines
transmembranaires, couplés aux protéines G. Il en existe neuf : DP1 et DP2 pour la PGD?2,
EP1-4 pour la PGE2, FP pour la PGF2a, IP pour la PGI2 et TP pour le TxA2, qui traduisent
des signaux différents via la production des seconds messagers AMPc ou IP3/
diacylglycérol/Ca2+ (Malki et al. 2008) (Figure 27).
De plus, certaines prostaglandines font suite a des stimuli physiologiques, synthétisés par les
COX-1, comme les TxA2 (plaquettes), les prostacyclines (endothélium) et les PGE2 dans le
rein et I’estomac. Toutes les prostaglandines et plus particulierement les PGE2 et les protéases
sont synthétisées par la COX-2 pendant I’inflammation (Caughey et al. 2001; Garnett 2001).

L’ensemble de ces observations sur les PGI2 au niveau vasculaire, nous a conforté
dans 1’idée que la PGI2 pouvait jouer un role majeur dans la vasodilatation induite par le
courant cathodal (CIV) et que la voie du NO jouerait un réle modeste. Le réle du NO n’avait

jamais jamais été étudié dans la CIV.
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Figure 27. Synthese et actions des prostaglandines (Malki et al. 2008).

Le but de cette étude était de démontrer I’implication des facteurs endothéliaux (NO,
PGI2) dans la CIV cathodale chez les rats sains en utilisant des bloqueurs pharmacologiques

qui ne pourraient pas €tre utilisés chez 'homme.

La méthodologie, les résultats et la discussion sont présentés succinctement.

L’ensemble des résultats est présenté dans 1’article:

“What can current stimulation tell us about the vascular function of endogeneous
prostacyclin in healthy skin in vivo?”

Stéphanie Gohin, Dominique Sigaudo-Roussel, Agnés Conjard-Duplany, Laurence Dubourg,
Jean Louis Saumet, Bérengere Fromy. J Invest Dermatol, 2011, 131(1):237-44.

(PDF ci-apres).
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Matériels et méthodes

Cette étude a été réalisée chez des rats Wistar males (200-400g) sains. Les injections
intraveineuses des différents inhibiteurs ont été réalisées en bolus a ’aide d’un cathéter placé
en fémorale. Les drogues utilisées dans cette étude sont des inhibiteurs non spécifiques des
cyclooxygenases (aspirine), des inhibiteurs spécifiques de la cyclooxygenase COX-1
(SC560), de la COX-2 (SC58125) et de la PGI2 synthase (PGIS) (U-51605) ainsi que le
bloqueur du récepteur de la PGI2 (récepteur IP) (CAY10441) mais aussi des inhibiteurs
spécifiques des NO Synthases (LNNA). En paralléle, le dosage du 6-ketoPGFla (métabolite
stable des PGI2) a été réalisé. Apres 'injection des drogues, une iontophorese d’eau
désionisée a été effectuée en cathodale sur les cuisses des rats (240s ; 0.1mA). Le flux sanguin

cutané a été¢ mesuré pendant 20min.

Résultats

La CIV est réduite par les inhibiteurs spécifiques de COX-1, de PGIS ainsi que par
I’antagoniste du récepteur IP. En revanche, elle reste inchangée par 1’inhibiteur de la COX-2
et des NOS. Le niveau de 6-ketoPGF1la présent dans les biopsies de peau a été¢ augmenté en
réponse a la stimulation du courant cathodal montrant la production des PGI2 endogenes. A
I’inverse cette production de PGI2 n’a pas été observée sous l'inhibition de COX-1 et de la

PGIS.

Discussion

Cette étude prouve que la CIV cathodale est liée au relarguage de la PGI2 endogene
produite par la voie des COX-1/PGIS, et qui agit sur les récepteurs IP afin de relaxer les
microvaisseaux cutanés chez les rats sains. En revanche, ni la COX-2 ni les NOS ne sont
impliqués dans la CIV. Ceci présente la stimulation du courant cathodale comme une méthode
intéressante pour évaluer la fonction vasculaire des PGI2 endogenes au niveau cutané.

La CIV est un mécanisme physiologique impliquant la voie des COX-1 et non des
COX-2. De nombreuses études ont montré que la voie du COX-2 était souvent associée au
PGE2 dans des cas inflammatoires et de douleurs neuropathiques (Ma et Quirion, 2008). Nos
résultats sont en accord avec le réle prédominant de COX-1 en conditions physiologiques.

Au sein du systéme vasculaire, les principaux vasodilatateurs endothéliaux sont le NO

et la PGI2, les iontophoréses d’acétylcholine permettent d’étudier principalement la voie du
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NO (Warren 1994) méme si la participation des PGs a été également rapportée chez ’homme
(Kellogg et al. 2005). Nos résultats confirment le role prédominant du NO dans la réponse a
I’ACh chez le rat. De ce fait, nos résultats sont intéressants car aucun test n’existait

actuellement pour étudier la voie de la PGI2.

Conclusion

La CIV cathodale chez le rat sain refléte la libération endogene des PGI2 produite par la
voie COX-1/PGIS dans la microcirculation cutanée. La CIV est donc une technique
facile a réaliser et peu coiliteuse permettant de vérifier ’intégrité des PGI2 endogénes

dans la peau.

Limites

Enfin, 'utilisation de 1’aspirine qui est un anti-inflammatoire non stéroidien (AINS)
peut avoir des effets sur les canaux ASIC en plus de ces effets connus sur les COX (Voilley et
al. 2001). Ainsi, des études ont démontré que les AINS (ibuproféne, aspirine) pouvaient
bloquer les canaux H+/ASIC présents sur les neurones sensoriels et leur transcription, ce qui
joue un role dans I’effet analgésique des mécanismes inflammatoires.

Le réle des canaux ASIC est donc suspecté dans cette étude.
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ORIGINAL ARTICLE

What Can Current Stimulation Tell Us about the
Vascular Function of Endogenous Prostacyclin
in Healthy Rat Skin In Vivo?

Stéphanie Gohin', Dominique Sigaudo-Roussel', Agnés Conjard-Duplany”, Laurence Dubourg?, Jean Louis
Saumet' and Bérengére Fromy'

In endothelial function, prostacyclin (PG, is as important as nitric oxide (NO); however, no test assesses
specifically the vascular function of endogenous PGl,. We hypothesized that PGL has a dominant role in
cathodal current-induced vasodilation (CIV) described in human skin. We thus aimed to study, in physiological
conditions, the PGl involvement in cathodal CIV in rats in order to use pharmacological blockers that could not
be used in humans. CIV was reduced by cyclooxygenase (COX)-1 and PGl synthase (PGIS) and PGl receptor
{IP} blockers, but was unchanged by COX-2 and NO synthase (NOS) blockers. The level of 6-ketoPGF, present
in skin biopsies, measured as endogenous PGy, was increased by cathodal current stimulation, except under
COX-1 and PGIS inhibition, This study provides evidence that cathodal CIV mainly relies on the release of PGI,
endogenously produced through the COX-1/PGIS pathway, and then acts on IP receptors Lo relax the cutaneous
microvessels in healthy rats. In contrast, neither COX-2 nor NOS is involved in CIV and the endogenous PG,
release by current stimulation. This finding shows that cathodal current stimulation could be a valuable method

1o assess the vascular function of endogenous PGl in healthy skin,

lowreagd of Invesigative Deraratology (201 1) 131, 237244 doi: 10 10385id 2010, 267, pubslished anline 9 September 200 0

INTRODUCTION

Prostacyelin (PG, the major oyclooxygenase iCOX) product
of arachidonic acid in the vascular endothelium, is a strong
vasadilator on vascular beds (Funk, 2001; Fitzgerald, 2004)
and acts as an inhibitor of platelet aggregation, a conclusion
supported by an increase in thrombosis tendency in PGLL
receptor (IP) knockout mice (Murata et al, 1997 Cheng et al.,
2002), In contrast, thromboxane A, (TxA,), the predominant
COX product of arachidonic acid in platelets, is a potent
vasoconstrictor and platelet agonist. At the skin level, it
has been postulated that progressive ischemic necrosis is
secondary 1o excessive TxA, production, which upsels the
normal PGl TeA, balance (Robson ef al., 1980; Ozyazgan
et al., 1998). PGl analogs isuch as iloprost) are thus used to
maintain the normal balance between PGlLoand TxA, in
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reconstructive surgery in order ta imprave the skin flap
survival (Edstrom el al,, 1988; Akan et al,, 20051, as well as in
Raynaud's patients with scleroderma to decrease the freg-
uency and severity of anacks iHachulla et al, 20081, Indeed,
in almost every patient with systemic sclerosis affecting the
skin and other organs, microvascular damage attributed to
endothelial dysfunction is one of its first pathological changes
iSgonc et al., 1996; Marie and Beny, 2002; Maurer et al,,
20091, Besides other unclear mechanisms (Knock er al,
194931, an inahility of endothelial cells o synthesize or release
PGl (Rustin et al, 1987) and an increased biosynthesis of
thromboxane are thus reported in patients with systernic
sclerosis (Reilly et al, 19861, Therefore, in the diagnosis of
endothelial dysfunction, assessing the vascular function of
endogenous PGl in healthy skin is as important as the
vascular function of endogenous nilfic oxide (NO) that could
be tested by the acetyleholine (ACh)-induced vasodilation,
However, testing the vascular function of PGl endogen-
ously produced by healthy skin has never been reported,
Antiplatelet aggregation assays provide an important metheod
to test the antithrombotic benefits of PG, and the vascular
responses to arachidonic acid and/or PGL, analogs provide a
measure of the efficiency of the downstream pathways.
Urinary 6-ketoPGF, measurements represent a  highly
specific, non-invasive index of endogenous PGl binsynth-
esis. However, these urinary measurements: predominantly
reflect renal PG, generation under physiological conditions
{Patrono et al,, 1962} rather than systemic biosynthesis; A
large cutaneous production of endogenous PGl can be
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evaluated by measuring b-ketoPGF,, levels in the skin as
reported i mice in response o mechanical seratching
inducing skin damage (Sugimoto et al., 2006).

We and others previously demonstrated in humans a
significant increase in cutaneous blood flow m response o
nen-noxious galvanic current application (Grossmann ef al.,
1995; Durand et al,, 2002b), as observed after lranscutaneous
electrical nerve stimulation (Westerman et al., 1987), This
currerit-induced vasodilation (CIY) is sensitive 1o aspirin and
indomethacin, non-specific inhibitors of COX (Durand et al.,
2002a; Tartas €t al., 2005b) but not sensitive o celecoxib, a
specific COX-2 inhibitor (Tartas et al, 2005a), suggesting a
role for COX-1. The COX enzyme forms the prostaglandin
endoperoxide, prostaglandin H synthase 2, which is then
predominantly transformed into PG, by PGL: synthase (PGIS)
in blood vessels (W, 1995; Smith e al, 1996). These
ohservations strongly suggest that PGl has a dominant rale in
this cutaneous CIV and would thus represent a model easily
accessible and attractive for human studies to assess the
vascular function of endogenous PGL at the skin level,
Testing the overall health of the microvasculature in the skin
is pot restricted to prevent the cutaneous disorders thal upset
the normal PGLTxA: balance. Indeed, the cutaneous
microvascular function provides an opportunity fo study
non-invasively the in-depth microvascular funclion (Holowate
et al, 2008 Accordingly, microvascular abnormalities
demonstrable in the skin microcirculation have been reporterd
in subjects with an increased risk of coranary heart disease
(zerman et al,, 2003),

Representing a useful model easily accessible and
attractive for human studics, we first aimed to define
precisely the underlying mechanisms involved in cathodal
CIV in physiological conditions. In this context, we stucdied
the specific imvolvernent of endogenous PGl in cutaneous
CV and its underlying pathway in healthy rats, which
provided the oppartunity o use pharmacological blockers
that could not be used in humans. We also studied
the role af NO in cathadal CIV, a role that has not been
explored previously. To assess the relevance of galvanic
stimulation to ACh stimulation in physiologic studies in
skin, we also studied the involvement of NO  synthase
INOS) and COX pathways in the cutaneous ACh-mediated
vasadilation,

RESLILTS

The treatments did not change the basal cutaneous blood
flow (31.3+ 3.6 arbitrary unit), the culaneous lemperature
(35624002 C) or the systolic arterial blood pressure
(92 + 5mm Hg), except the N<-nitro-.-arginine (| NNA) treat-
menl that induced an increase of 49+ 10% in the systolic
arterial blood pressure, showing the efficiency of the NOS
inhibition.

COX/PGISAP involvement in cathodal CIV

Cathodal stimulation increased cotaneous blood flow in the
45% NMS0 control rats, coresponding 1o a percent increase
over the baseline of 72£10%. This cathodal CIV was
reduced by COX-1/2 inhibition with aspirin (142 4%,

P<0.01), COX-1 inhibition with SC560 (17 £ 8%, P<0.01),
ane 1P blockade with CAYI0441 (164 4%, P<0.001) but
unchanged by COX-2 inhibition with SC58125 (62 & 13%)
iFigures 1a, b and 21,

CIV was reduced by PGIS inhibition with U-51605
19+4%, P<0.001) compared with 6% methylacetate
control rats (73 £12%) (Figures 1c and 2).

NOS involvement in cathodal CIV
OV was unchanged by NOS inhibition with [LNNA
{68 2 18%) but abolished by the dual inhibition of COX and
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IP. prostacyelin receptor; PGH,; prostaglandin H synthase 2; PG,
prostacyeling POES, prostacyclin synthase; Sh, smonoth muscle.

NOS with LNNA in presence of aspirin (aspirin + LNNA,
4+4%, P<0.05 compared with saline control rats
(78 £ 16%) (Figure 1d),

Measurements of b-ketoPGF,, levels
Cathodal current stimulation (240 seconds, 100 pA) increased
bketoPGF, levels from 481+ 50pgml—" at bassline o
1,217 £ 16 pgml " (P<0.001, Figures 2 and 3) at the stimu-
lated sile, representing a percent increase from baseline
of 153% in untreated rats. Current stimulation similarly
increased b-ketoPGFy, levels under COX-2 inhibition with
SC58125 (1,560 £ 194pgml ', P<0001 from baseline,
Figure 31 and NOS inhibition with LNNA (1,268 £ 67 pgml ',
P<0.001 from baseline, Figure 31 In contrasi, curment
stimulation did not increase B-ketoPGF, levels under COX
inhibition with aspirin (153 2 9pgml "), COX-1 inhibition with
SC560 (144 £ 1o pgml "1, and PGIS inhibition with U-51605
188+ 13pgml ", Figure 31

The injection of arachidonic acid strongly increased
t-ketoPGF, levels 1o 2,187 £82pgml ' (P<0.001 irom
baseline) in untreated rats, representing an increase of 255%.

NOS and COX involvemenl in the ACh-mediated vasodilation
The iontophoretic delivery of ACh in the skin increased the
cutanenus blood flow from baseline in the untreated cantrol
rats, corresponding to a vasodilation of 70+ 7% (Figure 4),
This ACh-mediated vasodilation was reduced by LNNA
(154£6%, P<0.001) and by aspirin+ LNNA (92 1%,
P<0.001) compared with untreated rats; but was unchanged
by aspirin (69 +6%), SC560 (61113%) and SC38125
i72 £ 7% (Figure 41,
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DISCUSSION
This pharmacological study conducted in healthy rats
provides evidence previously unreported o our knowledge
that cathodal CIV mainly relies on the release of PGl
endogenously produced through a COX-| -dependent me-
chanism that includes PGIS activation, and then acts on IP
receptors to relax the cutaneous microvessels (Figure 23
whereas ACh-mediated vasodilation mainly relies on NO in
physiclogical conditions. This indicates that cathodal CIv
could be a valuable method to test the role in vascular
function af endogenous PCL, in healthy skin.

We report here that a galvanic current application induces
a cutaneous vasodilation in rats, as previously reported in
humans (Durand et al., 2002a; Tartas ef al,, 2005b). Although
CIV exists at both electrodes lanode and cathode), we
showed in rats that the amplitude of CIV s almost three
times preater al the cathode (77%) than at the anode i26%)
for the same charge, as previously shown in humans (Maorris
and Shore, 1996; Berliner, 1997; Durand et al, 2002a)
Maoreover CIV was significantly reduced by aspirin, whereas
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it remained unchanged after specific COX-2 inhibition in rats,
as we previously reported in healthy humans (Durand ef al,
20024, b, c, 2003; Tartas ef al, 2005a, b; Rousseaw o al,
20081, Therefare, on the basis of these chservatinns, It seems
that cathodal CIV in anesthetized rats contains all the features
that were already known for human skin, It thus supports that
the: rat is a reliable experimental model to further explore the
underlying mechanisms invalved in cathodal CIV.

Aspirin: and indomethacin (data not shown) decreased
cathodal CIV by almost 80%, canfirming the major contribu-
tion of COX pathways, as previously reported in humans
(Dwrand ef-al., 2002a; Tartas ef al., 2005b); In contrast, acute
N5 inhibition with LNNA did not madify CIV, showing that
NO is not involved in cathodal 1V in these healthy
conditions. Increasing evidence suggests that there s
considerable “cross talk” between NO and prostaglanding
biosynthetic pathways iMollace et al, 2005). Consistent with
that wview, arachidonic acid-induced PGl synthesis was
enhanced when NOS was inhibited, whereas COX inhibition
with indomethacin augmented NO synthesis in culured
endothelial cells (Marcelin-limenez and Escalante, 2001).
This interrelationship could partially explain why cathodal
CIV tended to increase in the presence of NOS inhibition,
Similarly, the polential upregulation of N under COX
inhibition is consistent with the fact that the remaining CIV in
the presence of aspirin was abolished by LNNA, showing that
NO contributed to cathodal CIV in the presence of COX
inhibition. The endothelium-derived hyperpolarizing factor
pathway associated with the hyperpolarization of both
endothelial and vascular smooth muscle cells also con-
tributes to endothelium-dependent relaxations. However,
because endothelwm-derived hyperpolarizing factor is resis-
lant to NOS and COX inhibition, that pathway is not involved
in cathodal CIV in healthy skin, as dual inhibition NOSACOX
iotally abolished it. Therefore, in the healthy skin of rats, the
cathodal CIV mainly relies on the COX pathway, with a
limited participation by NO when the COX pathway is
disrupted.,

In contrast to cathodal CIV, ACh-mediated vasodilation
mainly relies onNO with a limited participation by PGl in
the healthy skin of rats. Indeed the vasodilation induced
by ACh delivery into the skin was decreased by almost
B0% under NOS inhibition with LNNA, showing a major
contribution by NO, as previously reported in humans
(Warren, 1994}, In contrast, ACh-mediated vasodilation in
this stucly was unchanged by COX inhibitors (aspirin, SC36(0,
SC58125), showing that COX is not involved in the ACh-
mediated vasodilation, as previously reported (Warren, 1994;
Muorris and Shore, 199 Rousseau ef af, 2008). However,
contradictory results showed that the ACh-mediated vasodi-
lation was reduced under COX inhibition with aspirin o
unchanged under NOS inhibition in human skin (Khan et al,,
1997; Noon et al,; 1998). In presence of aspirin, we showed
that the remaining ACh-mediated vasodilation was almost
aholished by LNNA, as previously reported in young adult
mice (Gaubert el al., 2007). Thus, although 1o a lesser extent
than for the cathodal CIV, the cross talk between endothelial
factors was also ohserved in the ACh-mediated vasadilation

in the healthy skin of rats, Accordingly, the combined
inhibition of NOS and COX produced an even greater
attenuation of ACh-induced vasodilation compared with
either NOS or COX inhibition in healthy humans (Kellogg
ef al, 2005; Lenasi and Strucl, 2008), Therefore, in the
absence of blockers, ACh-medialed vasodilation mainly
reflects the vascular function of endogenous NO, whereas
cathodal CIV mainly reflects the vascular function of
endogenous of PGl These two tests would be thus
complementary to assess the endothelial function of the
healthy skin.

Similar to the effects of COX inhibition with aspirin, we
demonstrated that specific COX-1 inhibition with SC560
decreased by almost 80% cathodal CIV, whereas COX-2
inhibition with SC58125 did not changed i, This clearly
shows the major contribution to CIV to be the COX-1
pathway in healthy conditions. Accordingly, healthy skin was
characterized by constitutively expressed COX-1 at epithelial
sites constiluting an essential prerequisite for skin repair
(Kampler et al, 2003). |n contrast, the inducible enzyme
COX-2, which is nol involved in CIV, is absent or rarely
identified in healthy skin (Leong et al, 1996; Kampfer et al,,
2003) and was found to be gradually increased in the case of
skin damage induced by mechanical scratching (Sugimota
et al., 2006), Indeed COX-2 mainly contributes to inflarmma-
tion and granulation after tissue injury (Mantyh ef al,, 2002;
Kampier ef al., 20035, although it is constitutively expressed
in large-vessel endothelial cells as a laminar shear-inducible
gene (Topper ef af, 19961, In addition, we demonstrated that
PGIS inhibition with U-51605 also reduced cathodal CIV by
about B0%, showing that PGIS is a major contributor to CIV.
In agreement with these results, COX-1 but not COX-2
colacalizes with PGIS in endothelial cells iLiow et al., 2000}
The reduction in CIV after IP blockade with CAY10441 was
comparable with that fallowing COX-1 and PGIS inhibition,
suggesting that cathodal CIV is mainly through the activation
of IP receptors, Therefore, through using pharmacological
drugs that are nol currently available in humans, our present
findings showed that the COX-1/PGISAP pathway is impor-
tantly imolved in cathodal CIV in the healthy skin of rats.

Other than in the context of inflammation, the present
findings demonstrated that cathodal current  stimulation
induced a significant increase in the: concentration of
b-ketoPGF ., in the skin at the stimulated site in untreated
healthy rats, reflecting an endogenous production of PGl
that 1o our knowledge is previously unreported. This increase
in  b-kelaPGFy, concentralion accompanying currenl
application was not observed after COX, COX-1, or PGIS
inhibition, demonstrating that the capacity of the cutaneous
microvessels o generate PGl a0 response o nOR-noxious
current application relies mainly an the COX-1/PGIS path-
way in the healthy skin of rats. In contrast, the 6-ketoPGF, .,
concentration accompanying current application was in-
creased (in the same proportions as in controls) in the
presence of COX-2 aned NOS inhibition, showing that neithir
COX-2 nor OIS is a major contributor o the endogenous
production of PGl induced by cathadal current stimulation.
Cathodal CIV and the increase of f-ketoPGF,, levels wers
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observed in the untreated rats and under COX-2 and NOS
inhibition, whereas a large attenuation of cathodal CIV and a
lack of increase of 6-ketoPGF . levels were observed under
COX, COX-1, and PGIS inhibition. The cutaneous vasodila-
tion in response to cathodal curent stimulation was thus
related 1o a significam increase of 6-ketoPGF,, levels in the
skin samples, supporting the conclusion that cathodal CIV
mainly relies on the endogenous production of PGLL in the
healthy skin of rats. An even greater increase of 6-ketoPGFy,
levels in the skin samples was found in response to
arachidonic acid, showing a large production of PGI, related
to an increase of 115% in the levels of cyclic AMP, the
second messenger for PGL, without changing the basal cyclic
guancsing monophosphate levels in the healthy skin of rats
{data not shown), These findings are in agreement with the
fact that PGI, is the predominant COX metabolite made by
healthy endothelial cells. However, we cannot totally
exclude the participation of other vasodilator prostaglandins
IPGEs, PG, and PGF.,) in cathodal CIv,

In conclusion, COX-1 and PGIS inhibition strongly
decreased cathodal CIV and prevented the endogenous
production of PGL; in the healthy skin of rats, in contrast to
COX-2 and NOS inhibition. Rather than actual invelvement
af NOS in cathodal CIV in healthy skin, its contribution was
restricted to conditions when COX was inhibited, Therefore,
in response to cathodal current stimulation applied o the
healthy skin, COX-1 is likely to provide the substrate for
PGIS, which catalyzes the conversion of prostaglandin H
synthase 2 to the potent vasodilalor PGL, which in wm
activates [P receptors present on smooth muscle, leading to
cathodal CIV in rats, with only a limited participation by NO.
In contrast, in response o cutaneous delivery of ACh, NOS
priwides NO ta relax vascular smooth muscle, with a limited
participation by PGy in the healthy skin of rats. This study
indicates that cathodal current stimulation could be a
valuable method 1o assess jn vivo the vascular function of
endogenous PO, indicating the bioavailability of PGL in the
healti skin in a non-invasive and easily accessible manner,
whereas ACh would be a better test of the vascular function
of endogenous NO. Regarding the crucial rale had by PGI,
against ischemia and thrombosis, there is a considerable
relevance of galvanic stimulation with many potential
applications in both research and clinical practice in &
preventive approach, Whether a possible link exists between
altered CIV, indicating an impairment of the PGISPGLAP
pathway at the cutancous level, and the complications
attributed o PGl deficiency andfor PGL/TxA; balance
disturhances deserves further studies,

MATERIALS ANLDY METHODS

Animal instrumentation

Experiments were perormed in male Wistar rals weighing 2004002
aned aged from 7t 10 weeks. Before the sxpenments, animals: had
free access to standard laboratory food and water, Animals were
housed in a regulated environment with @ constant ambient
temperature of 24 C. Procedures Tor the maintenance and use of
Ihie experimental rats were cartied oul in accordance with the
principles of French legislation and the experiments wers approve
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by the ethics committes for animal-experimentation of the University
of Lyon, France.

The hair was removed from the skin of the animals with a
depilatory lotion to present hairless areas on the thighs area for
cutaneous hlood flesw measurements and local current application,
This depilation was performed 2 days before the experiments (o
avoid any influence of skin jritation at the time of the studies.

For the experiments, animals were lightly anaesthetized wilh
Mesdonal (50 mg kg ' hewly weight, intraperitoneall. One femaoral
wein was cannulated with poalyethylene catheters (PE 10 for
intravenous (i.v.; administration of drugs. The rats were then placed
in the prone position i an incubator warmed o maintain a stable
culaneous temperature (3554 0.1 °C) measured wsing a thermo-
couple (Physitermp BAT-12, Physiternp instruments, Clifton, N
placed near the cument application site. Systolic arterial blood
pressure was measured before the application of current and at the
end of the experiment using a pressure transducer placed on (he tail
IXBP-1000, Kent Scientific, Torrington, CT),

Assessment of cathodal CIv

The effect on the culanecws blood flow in response 1o cathodal
current application of 100pA, through  deionised water, was
prerformed on the skin of the thigh in anesthetized rats using an
ioptephofetic probe that was adapted to hold a laser Doppler probe
(FF 4001 Master, Periflux, Perimed, Swedeni, The laser Doppler
signal expressed i arbitrary unils was digitized with a 200H2
sampling frequency using a computerized acquisition system (MP
100, Biopac System, CA),

Data collection stated with a 1-minute control period before the
cathadal stimulation and was continued for 20 minules,

A preliminary study was pedformed 1o determine the minimal
duration of current application that would induce the maximal stable
amplitude of cathodal CIV in rats. We thus tested the effects of
different durations of current application on cutaneous blood flow:
Oseconds (= 104, 120seconds (n= 100, 240 seconds {n = 18, and
360 seconds (= 10L The amplitude of CIV increased with increas-
Ing duration of curent application and reached its maximal
amplitude after 240seconds application, As CIV amplitude was
pot further increased following a longer duration (Figure 5al, we
applied the cathodal current for 240 seconds to study the underlying
mechanisms of CV in all protocols. We also ensured in a
preliminary sudy that cathodal €IV was greater than anodal TV
after the 240seconds current application (77 £7% ws, 26+ 6%,
P<0.001, Figure Sh).

Measurement of b-ketoPGF |, levels

The release of PGl was determined in skin sample (62 £ 13 mg
taken using a &mm diameter punch biopsy in the following
conditions: bacal o current simulation, p=6), at the site of
vathodal current application 1240 secands, 100 pAl, and at the site of
arachidonic acid injection (10w, 0.1 ml, subcutaneous, n= 6 in
anesthetized untreated rats. Skin samples wese also taken from the
site of cathodal current application in rats treated with aspirin
(G0mghkg ' ivs, n=6), SC560 (2.5mghg ', v, n=), L-51605
iemgkg ', iv, A=8), SC5H125 Gmgkg ' iv., n=6, and
LNNA 20mgkg ', i, n="h). Each skin sample was snap frozen in
ligquid mitrogen and kept at —80°C. Each frozen skin sample was
placed in a glass lube with 250yl of phosphate-buffered saline
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sulution containng 100pgm| " of indomethacin to inhibit further
synthesis of prostanoids. The lube was placed on dry ice and the
tissue was homogenized in a Potter. The resulting insoluble protein
was removed by centrifugation (2,000 = g for 10 minutest at 4 C

The amounts of G-ketoPGF,, preseal in the exiracls were
measured as an esimate of PGl using a competitive enzyme
immunoassay kit (Cayman Chemical, Ann Arhor, ML Absorbance of
the samples and of the comesponding standard curve were read on a
PowerWave X5 microplate spectrophotometer (Bio-Tek Instruments,
Winaoski, VT1 at 410 nm, The lower limit of detection was 6 pgml '
for b-ketaPGF (..

COX/PGISAP involvement in cathodal CIV

A pharmacological approach was used o identily the invalvement of
the underlying signaling pathway in V. A cathodal correnl
240 seconds, 100 pA) was applied to the skin in rats reated
with a nomsspecific COX-1/COX-2 inhibitor laspirin, 50 mgkg ',
i =10, a specific inhibitor of COX-1 (SC560, 23mgkg ', v,
p=10) a specific inhibitor of COX-2 (SC58125, Smgkg ',
A, =100, a specific inhibitor of PGIS (L-51605, 0bmgkg L
lw, =10}, or a specific antagonist of IP receptor (CAY 10441,
fmgkg "L iy, n= 100, The treated rats were compared with contral
rats that received the same volume of the coresponding vehicle:

(IMSCE (v, a= 10} for aspiring SC560, SC58125, and CAY 10441,
and methylacetate (v, n= 10) for LL51605,

NOS invalvement in cathodal CIV

In addition o PG, the potent vasodilator NG also counteracts
leukaryte adhesion to the endothelium (Kubes et al, 1997 Gauthier
ef al, 1995) and platelet aggregation ide Graal & al, 19921, To
examing the NOS jmwolvement in CIV, a calhodal curment
(Fatrepconds, 100 pA) was applied to thie skin in rats treatecd] with
an inhibitor of the constitulive NOS (LNNA, 20mgkg ' v
(Tabrizi-Fard and Fung. 1996 alone jenly LNNA, o= 100 and
in the presence of aspirin (aspirin + LNNA, n=5k The saling
corttral rats in=100 eceived the same wolume of saline vl as

the treated rats.

MOS and COX involvement in the ACh-mediated vasodilation
To examine (he endothelium-dependent  eadogenous NO) vas-
difator capacties of the cutaneous microvessels, Cataneous blood
flow was measuredd In response to anodal iontophoretic delivery
(100 pA; 20seconds) of ACh (2% dissolved in deionised water
in rats treated with a non-specific COX  inhibitor daspirin,
S0mghg ", v, n=10) a specific inhibitor of COX-1 (SC56(0,
2hmykg ', v, =100 a specific inhibitor of COX-2 (SC58125,
Smgkg ' v, n=10) and a NOS inhibitor ((NNA, 20mgks ',
i) alone jonly LNNA, n= 101 and in combinafion with aspirin
{aspirin — LNNA, n="50. The contral rals in=10) received 1he same
vislumie of saline as thie treated rats.

Drugs

Aspirin, LNNA, ACh, arachidonic acid, methylacetate, and DMSO
were purchased from  Sigma (Sainl Quentin Fallavier, France).
SCS60, SCSH125, U-51605, and CAY10441 was purchased form
Cayman Chemical (Ann Arbor, M1 Cathodal current stimulation
and delivery of ACh were assessed 30 minutes after the injection of
aspirin, CAY10441 or DMSO: 15 minutes afler SCS60, SC38125,
LNSA, or saline; and BO minutes afler U-51605 or methylacetabe, All
of these drugs have been used 1o produce the optimal desired
pharmacological effect according 1o previous protocols (Bayorh
at al., 2002 von der Weid of o, 2004; Atar of al, 2006, Yamada
ef al., 2008), as well as in preliminary studhes from our laboratory
(data nest shiown,

Data analysis

The signals. from the laser Doppler probe were averaged every
T seconds to reduce instantaneaus variability owing to vasomation.
Results are expressed as means £ 5EM,  Baseline values were
calculated as the average over the |-minule haseline period before
the current application or ACh delivery. Vasodilation was then
reported as the maximal percestage increase in the culaneoas Blood
Ml abwwve the baseling in response o cathodal carren) stimulation
() or ACh delivery,

Student’s paired ttest was used to evaluate the significance of
changes within a group. To determine the significance of resulls
between two groups, we used an unpaired Student Hest, whereas
we tsed an analysis of varance test followed by past hoc Dunett's
lest to compare more than two groups (7als receiving the vehicle as
controlsl, & wwo-tailed Pvalue <0.05 was regarded as statistically
significant.
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La vasodilatation induite par le courant et les fibres capsaicino-sensibles

La CIV est considérée comme étant un mécanisme neurovasculaire de type « axone
réflexe ». Les études menées chez I’homme ont mis en évidence la perte de la CIV suite a un
traitement chronique a la capsaicine permettant de conclure que les fibres capsaicino-sensibles
sont indispensables dans le développement de cette vasodilatation (Durand et al. 2002a).
L'activation de ces fibres en périphérie peut étre provoquée par divers stimuli, y compris le
pH acide, la chaleur, et la capsaicine. L hypothése de I’acidification de la peau a été proposée
comme initiateur dans 1’activation des fibres nerveuses lors des études chez I’homme (Durand
et al. 2002a; Durand et al. 2002c¢). Il est connu que les protons sont de puissants excitateurs
des nocicepteurs présents sur les fibres capsaicino-sensibles. En effet des études in vitro sur
des explants de nerf et de peau et avec un changement de pH dans un bain ont montré
I’activation des nocicepteurs des fibres C et Ad impliquées dans la douleur et I’hyperalgésie
(Steen et al. 1993; Steen et al. 1992). Dans ces conditions, les seuils d'activation des fibres
sont compris entre pH 6.9 et pH 6.1, avec une fréquence maximale de décharges pour pH 5.2
(Steen et al. 1992). Les ASIC (Acid-sensing ion channels) sont activés plutdt par des baisses
de pH modérés alors que les TRPV1 sont activés par une acidose plus importante avec des
valeurs de pH en dessous de 6 (Caterina et al. 2001; Diochot et al. 2007; Lingueglia 2007;
Wemmie et al. 2006). Les nocicepteurs appartiennent a plusieurs familles mais en pratique ce
sont les canaux TRPV1 et ASIC qui peuvent étre directement activés par les protons et qui
sont les plus étudiés. Ces canaux sont par exemple responsables de I’activation de la

nociception liée a l'acidification extracellulaire dans le systéme sensoriel (Fischer et al. 2003).

La capsaicine est un ligand de haute affinité, connue pour avoir ses effets en se liant
au récepteur TRPV1 (Caterina et al. 2001; Szallasi et al. 1999), exprimé sur les fibres C
peptidergiques et non-peptidergiques (Caterina et al. 1997). La capsazépine (Walpole et al.
1994) est un analogue du produit chimique de la capsaicine, qui agit en tant qu'antagoniste
concurrentiel de la capsaicine (Bevan et al. 1992), un ligand de haute-affinité pour le TRPV1,
présent dans divers tissus (Szallasi et al. 1993), suggérant qu'il puisse agir sur son site ou le
fermer.

La famille des ASIC « acid-sensing ion channel » est un canal ionique Na+/H+ de la
famille degenerin /ENaC. De plus en plus d’études démontrent I’implication des canaux ASIC

dans la nociception liée a I'acidification extracellulaire dans le systéme sensoriel (Deval et al.
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2010). Actuellement, la famille des ASIC compte six isoformes: ASICla, ASIC1b, ASIC2a,
ASIC2b, ASIC3, et ASIC4 (Chen et al. 1998; Lingueglia et al. 1997; Waldmann et al. 1997a;
Waldmann et al. 1997b). L’inhibiteur non spécifique des ASIC le plus couramment utilisé est
I’amiloride, pouvant également bloquer 1’échangeur NHE-1 présent dans les keratinocytes et
'épiderme (Masereel et al. 2003). De plus, il a ét¢ montré qu’il joue un rdle trés important
dans la régulation du pH intracellulaire permettant 1’acidification de la couche cornée (Behne
et al. 2002). Ainsi pour discriminer le NHE-1, un inhibiteur spécifique a été¢ développé, la
cariporide (Hachem et al. 2005).

Les fibres capsaicino-sensibles activées peuvent libérer de nombreux neuropeptides
(Franco-Cereceda et al. 1992; Santicioli et al. 1993). Les plus couramment retrouvés au
niveau des terminaisons des fibres sensorielles et impliqués dans la nociception sont le CGRP
et les neurokinines (substance P, NKA et NKB). Le CGRP est un puissant vasodilatateur et se
fixe sur son récepteur CGRP R. La substance P est colocalisée dans la peau avec le CGRP
(Gibbins et al. 1985) ; elle a des propriétés vasodilatatrices et se fixe préférentiellement sur le
récepteur NK1 (neurokinine 1) largement impliqué dans la nociception (Cao et al. 1998). Des
¢tudes réalisées avec un courant ¢lectrique de forte intensité (30mA) ont montré I’implication

du CGRP et de la SP (Sauerstein et al. 2000b).

Nous avons émis 1'hypothese que la stimulation électrique cathodale active les canaux-
récepteurs cutanés vanilloides transitoires de type 1 (TRPV1) et/ou les canaux ioniques
sensibles a 1’acidose (ASIC) présents sur les fibres capsaicino-sensibles induisant la CIV
cathodale grace a la libération des neuropeptides tels que le CGRP et la SP.

Le but de cette é¢tude est de préciser I’implication des canaux TRPV1 et ASIC cutanés
ainsi que la participation des récepteurs cutanés au CGRP et a la SP dans la vasodilatation

induite par le courant chez le rat sain.

La méthodologie, les résultats et la discussion sont présentés succinctement car
I’ensemble des résultats est présenté sous forme d’article soumis a «Journal of

Applied Physiology».

Article soumis
“Antagonism of TRPV1 and ASIC channels attenuates cutaneous vasodilator response

to cathodal stimulation in healthy rats”
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Stéphanie Gohin, Dominique Sigaudo-Roussel, Jean Louis Saumet, Bérengere Fromy.

Matériels et méthodes

Cette étude a été réalisée chez des rats Wistar males (200-400g) sains. Les rats ont été traités
avec de la capsazépine (3 mg/kg, s.c., n=10), avec de l'amiloride (50 mg/kg, s.c., n=10); du
CGRPS8-37 (0.1 mg/kg, s.c., n=10) et du SR140333 (0.1 mg/kg, s.c., n=10) pour bloquer les
canaux/récepteurs TRPV1, ASIC, CGRP et NKI, respectivement. La CIV a été¢ évalué¢ en
mesurant le flux sanguin cutané grace au laser Doppler pendant 20 minutes en réponse a
l'application du courant cathodale (240s; 100pA) sur les cuisses des rats sains anesthésiés

(thiopental, 50 mg/kg, i.p.).

Résultats

La CIV a été totalement abolie sous EMLA (anesthésique local).

La CIV cathodale a été fortement diminuée par le capsazépine (12+2% vs 54+6%), I'amiloride
(19+8% vs 61+6%), le CGRP8-37 (15+£6% vs 61+£6%) et le SR140333 (9+5% vs 54+6%) par

rapport a leurs témoins respectifs (P<0.001 vs tous les traitements).

Discussion

La CIV est abolie par ’EMLA (anesthésique locale appliqué sur la peau) chez le rat comme
chez ’homme (Durand et al. 2002a).

Les résultats de cette étude ont montré que les canaux/récepteurs TRPV1, ASIC, CGRP et
NK1 sont impliqués dans la CIV cathodale chez le rat sain.

Cette ¢tude a ¢galement montré que le courant diminue le pH de surface (6.1 a 5.7),
correspondant a une légere acidose qui pourrait étre ’initiateur de 1’activation des canaux
TRPV1 et ASIC. C'est la premiére étude intégratrice réalisée sur des rats sains qui prouve que
la vasodilatation cutanée en réponse a la stimulation électrique cathodale est médiée par
l'activation des canaux cutanés TRPV1 et ASIC. La participation des récepteurs CGRP et
NKI suggere que la CIV cathodale est le résultat du CGRP et de la SP libérés par les fibres
capsaicino-sensibles activées. Par conséquent la CIV cathodale permet I’évaluation de la

fonction neurovasculaire sensorielle de la peau.

Conclusion
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La CIV cathodale chez le rat sain est un mécanisme neurovasculaire dépendant des

canaux cutanés TRPV1 et ASIC et des récepteurs cutanés au CGRP et a la SP.

Article soumis

Antagonism of TRPV1 and ASIC channels attenuates cutaneous vasodilator response to
cathodal stimulation in healthy rats
Stéphanie Gohin', Dominique Sigaudo-Roussel', Jean Louis Saumet', Bérengére Fromy'.

"Neurovascular interaction, FRE CNRS 3310, UCBLI1, University of Lyon 1, France.

Running title: Underlying mechanisms of cathodal CIV in healthy rats
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Abstract

Cutaneous current-induced vasodilation (CIV) in response to galvanic current
application is an integrative model of neurovascular interaction that relies on capsaicin-
sensitive fiber activation. We tested the hypothesis that cathodal stimulation activates
cutaneous transient receptor potential vanilloid type-1 (TRPV1) channels and/or acid-sensing
ion channels (ASIC) to excite capsaicin-sensitive fibers inducing cathodal CIV by releasing
calcitonin gene-related peptide (CGRP) and substance P (SP). To assess cathodal CIV, we
measured cutaneous blood flow using laser Doppler flowmetry for 20 min following cathodal
current application (240s, 100 pA) on the skin of the thigh in anesthetised healthy rats for 20
min. CIV was studied in rats treated with capsazepine and amiloride to inhibit TRPV1 and
ASIC channels, respectively; CGRP8-37 and SR140333 to antagonise CGRP and neurokinin-
1 (NK1) receptors, respectively; compared to their respective controls. Cathodal CIV was
attenuated by capsazepine (12+2% vs 54+6%, P<0.001), amiloride (19+8% vs 61+6%,
P<0.01), CGRP8-37 (15+£6% vs 61+6%, P<0.001) and SR140333 (9+5% vs 54+6%,
P<0.001). This is the first integrative study performed in healthy rats showing that cutaneous
vasodilation in response to cathodal stimulation is initiated by activation of cutaneous TRPV1
and ASIC channels. The involvement of CGRP and NK1 receptors suggests that cathodal CIV
is the result of CGRP and SP released through activated capsaicin-sensitive fibers. Therefore
cathodal CIV could be a valuable method to assess sensory neurovascular function in the skin,
which would be particularly relevant to evaluate the presence of small nerve fiber disorders

and the effectiveness of treatments.

Key words: cutaneous afferent, microcirculation, electrical stimulation
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INTRODUCTION

A significant increase in cutaneous blood flow in response to non-noxious galvanic
current application is seen in humans (Durand et al. 2002b; Ferrell et al. 2002; Grossmann et
al. 1995), as observed following transcutaneous electrical nerve stimulation (Westerman et al.
1987). Small sensory afferents appear to be involved in the vascular response to current
application (Berliner 1997b; Hamdy et al. 2001). Accordingly, we previously showed in
healthy humans that current-induced vasodilation (CIV) resulted primarily from neural
excitation and mainly through activation of capsaicin-sensitive fibers, since it is abolished
under local anesthesia and severely impaired after chronic capsaicin desensitization (Durand
et al. 2002a). However the question as to the mechanisms involved in stimulating the sensory
nerves in response to iontophoretic current application to the skin remains unresolved.
Although initially viewed as a source of difficulty in interpreting vascular responses to the
iontophoresis of pharmacological agents, this capsaicin-sensitive vascular response to
galvanic current application represents an easy integrative model to test the sensory
neurovascular interaction in the skin. Because such assessment has the potential to provide
information on the presence of neurovascular disorders and the effectiveness of treatment and
may even serve as a means for the early detection of disease onset, a better understanding of
the underlying mechanisms involved in CIV is thus of major interest. Therefore, the present
study was designed to elucidate the up-stream and down-stream mechanisms related to the
activation of the capsaicin-sensitive fibers involved in CIV.

Although iontophoretic current applications are not painful, it is likely that the
sensitivity of CIV to local anesthesia and chronic treatment with capsaicin reflects, at least in
part, the stimulation of cutaneous C-fiber nociceptors that trigger vasodilation through an
axon reflex (Berliner 1997b; Hamdy et al. 2001). Indeed, the axon reflex mechanism activates
capsaicin-sensitive fibers by acting directly on cutaneous nociceptors such as transient
receptor potential vanilloid type-1 (TRPV1) and/or acid-sensing ion channels (ASIC), which
are abundantly expressed in human epidermis and keratinocytes (Inoue et al. 2002; Jiang et al.
2006; Southall et al. 2003; Yamamura et al. 2008). We thus suggested that the activation of
the capsaicin-sensitive fibers could result from the excitation of cutaneous TRPV1 and/or
ASIC channels in response to the cathodal current stimulation. Regarding down-stream
mechanisms related to the activation of the capsaicin-sensitive fibers, it is well known that
activated primary afferent endings commonly release calcitonin gene-related peptide (CGRP)

and substance P (SP), two potent vasodilators that are co-localized in subepidermal and
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epidermal capsaicin-sensitive fibers (Gibbins et al. 1985). Indeed the capsaicin-sensitive
sensory system subserves a dual sensory-efferent function whereby initiation of afferent
signals and neuropeptide release are coupled at the same nerve endings, as previously
reviewed (Szolcsanyi 2004). In the skin, direct evidence of CGRP and SP release has been
obtained using capsaicin, as well as by antidromic electrical nerve stimulation (Kilo et al.
1997, Kress et al. 1999; Schmelz et al. 2001).

Taken together, the above observations led us to hypothesize that cathodal stimulation
stimulates cutaneous TRPV1 and/or ASIC channels, leading to activation of capsaicin-
sensitive fibers that, in turn, release vasoactive neuropeptides (CGRP and SP) to generate
cutaneous vasodilation (cathodal CIV). Therefore, we used a pharmacological approach to
study the specific involvement of the cutaneous TRPV1 and ASIC channels, as well as the

involvement of receptors for CGRP and SP in cathodal CIV in healthy rat skin.

METHODS
Animal preparation

Experiments were performed in male Wistar rats weighing 200-400g aged from 7 to
10 weeks. Before the experiments, animals had free access to standard laboratory food and
water and were housed in a regulated environment with a constant ambient temperature of
24°C. Procedures for the maintenance and use of animals were carried out in accordance with
the principles of French legislation and the experiments were approved (n°0224) by the ethics
committee for animal experimentation of the University of Lyon, France.

The hair was removed from the skin of the thighs with a depilatory lotion to present
hairless areas for cutaneous blood flow measurements and local current application. This
depilation was performed two days before the experiments to avoid skin irritation at the time
of the studies.

For the experiments, animals were anaesthetized with Nesdonal (50 mg/kg body
weight, 1.p.). The rats were then placed in the prone position in an incubator (MP4SI,
Mediprema, Chambray les Tours, France) warmed to maintain a stable cutaneous temperature
throughout the experiment (35.5+0.1°C) measured using a thermocouple (Physitemp BAT-12,
Physitemp instruments INC, Clifton, USA) placed near the site selected for current
application. Systolic arterial blood pressure was measured prior to current application and at
the end of the experiment using a pressure transducer placed on the tail (XBP-1000, Kent
Scientific, Torrington, USA). Only rats with stable systolic arterial blood pressure (difference
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between basal and final values less than 20 mmHg) were included in the study to ensure

hemodynamic stability.

Assessment of cathodal CIV

The cutaneous blood flow response to cathodal current application (240s, 100 pA),
through deionised water, was measured from the skin of the thigh of the anesthetised rats
using a iontophoretic device that was adapted to hold a laser Doppler probe (PF 4001 Master,
Periflux, Perimed, Sweden) at the center of the stimulated site. The laser Doppler signals were
expressed in arbitrary units (a.u.).

For the purpose of the study, all pharmacological agents were administered into the
skin at the site of the current stimulation using either topical treatment or subcutaneous (s.c.)
injections.

Animals were sacrificed at the end of the experiment by an overdose of the anaesthetic

agent.

Protocol 1: Nerve fiber involvement in cathodal CIV

To examine the involvement of nerve fibers, CIV was assessed in rats treated with a
local application of a topical anaesthetic (EMLA cream, n=10) and in control rats (n=10)
receiving a local application of a placebo cream (paraffin/vaseline mixture). EMLA and
placebo were applied topically to the skin 30 minutes prior to the start of the experiment. As
previously used in humans (Durand et al. 2002a), this exposure time to EMLA was chosen to
block neural activity and avoid its vasodilator effect observed with prolonged application

(Bjerring et al. 1989).

Protocol 2: TRPV1 channel involvement in cathodal CIV

To examine the involvement of TRPV1 channels, CIV was assessed in rats treated
with a TRPV1 antagonist (capsazepine, 3 mg/kg, s.c., n=10) as previously used in rats (Wang
et al. 2008). The control rats received the same volume of the corresponding vehicle (DMSO
45%, s.c., n=10) than the treated rats. Capsazepine and DMSO 45% were injected 20 minutes

prior to the start of the experiment.

Protocol 3: ASIC channel involvement in cathodal CIV
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To examine the involvement of ASIC, CIV was assessed in rats treated with a non
specific ASIC inhibitor (amiloride, 50 mg/kg, s.c., n=10) as previously used in rats (White et
al. 2002) and in control rats that received the same volume of the corresponding vehicle
(saline, s.c., n=10) than the treated rats. In addition to its ability to inhibit ASIC channels,
amiloride is a sodium-proton exchange (NHE) inhibitor (Masereel et al. 2003). To control for
that property of amiloride, we also tested the effect on CIV of the potent NHE inhibitor
cariporide (HOE 642, 0.2 mg/kg, s.c., n=10), as previously used in rats (Aye et al. 1997).

Amiloride, cariporide and saline were injected 30 minutes prior to the start of the experiment.

Protocol 4: CGRP receptor involvement in cathodal CIV

To examine the involvement of CGRP receptors, CIV was assessed in rats treated with
CGRPg_37 (0.1 mg/kg, s.c., n=10) as previously used in rats (Fromy et al. 2000). Control rats
received the same volume of the corresponding vehicle (saline, s.c., n=10) as the treated rats.

CGRPg 37 and saline were injected 10 minutes prior to the start of the experiment.

Protocol 5: NK1 receptor involvement in cathodal CIV

To examine the involvement of NK1 receptors, CIV was assessed in rats treated with a
specific NK1 receptor antagonist (SR140333, 0.2 mg/kg, s.c., n=10) as previously used in rats
(Fromy et al. 2000). Control rats received the same volume of the corresponding vehicle
(DMSO 45%, s.c., n=10) as the treated rats. SR140333 and DMSO 45% were injected 10

minutes prior to the start of the experiment.

Drugs

Capsazepine, amiloride, and DMSO were purchased from Sigma (Saint Quentin
Fallavier, France). Cariporide and CGRP8-37 were purchased from Aventis pharma
(Frankfurt, Germany) and Polypeptide Group (Strasbourg, France), respectively. SR140333
(lot PG 13 2566) was kindly provided by Dr Emonds-Alt (Sanofi® Recherche, Montpellier,

France).

Statistical analysis
Data were digitized with a 200 Hz sampling frequency using a computerized
acquisition system (MP 100, Biopac System Inc, California, USA). Data collection started

with a 1-min baseline period prior to cathodal stimulation and was continued for 20 min. The
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signals from the laser Doppler probe were averaged every 10s to reduce instantaneous
variability owing to vasomotion. Vasodilation (CIV) referred to the percentage increase in
cutaneous blood flow over the baseline in response to the cathodal stimulation.

Student’s paired t test was used to evaluate the significance of changes within a group.
To compare cathodal CIV between two groups, we used an unpaired Student t-test, whereas
we used an analysis of variance (ANOVA) test followed by post hoc Bonferroni’s test to
compare more than 2 groups (rats receiving the vehicle as controls). We used a two-way
ANOVA followed by the Bonferroni’s correction to measure the effects of two factors
simultaneously (time and treatment) on the cutaneous blood flow response to cathodal
stimulation. A two-tailed P value less than 0.05 was regarded as statistically significant. All

the data are expressed as means+SE.

RESULTS
Effects of the treatments on general parameters

Basal cutaneous blood flow and systolic arterial blood pressure were not significantly
changed by any treatment, which excludes direct vascular and haemodynamic effects of the
drugs. Moreover, arterial blood pressure and cutaneous temperatures were stable throughout

all protocols, showing hemodynamic and thermal stability.

Protocol 1: Nerve fiber involvement in cathodal CIV

Cutaneous blood flow in control rats increased in response to cathodal stimulation,
differing significantly from that in EMLA-treated rats (P<0.05) (Fig. 1). Indeed, in control
rats, cathodal stimulation increased cutancous blood flow from 25+3 a.u. at baseline to a
maximum value of 4144 a.u. (P<0.001) at 4.5 min, representing cathodal CIV of 72+11%.
The response was totally abolished by nerve fiber inhibition using EMLA, without affecting
basal blood flow (23£2 a.u.).

Protocol 2: TRPV1 channel involvement in cathodal CIV
TRPV1 channel blockade with capsazepine strongly reduced cathodal CIV (12+2%)
compared to that seen in DMSO control rats (54+6%, P<0.001) (Fig. 2), while basal blood

flow was unchanged (36+2 a.u. vs 32+3 a.u.).

Protocol 3: ASIC channel involvement in cathodal CIV
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ASIC channel blockade using amiloride strongly reduced cathodal CIV (19+£8%))
compared to that in saline control rats (61+6%, P<0.01), whereas NHE1 inhibition using
cariporide did not significantly affect CIV (59+£10%) (Fig. 3). Basal blood flow was
unchanged by injection of amiloride (3144 a.u.) or cariporide (42+3 a.u.) compared to saline

(3744 a.u.).

Protocol 4: CGRP receptor involvement in cathodal CIV
CGRP receptor blockade with CGRP8-37 strongly reduced cathodal CIV (15+6%)
compared to that observed in saline control rats (61+6%, P<0.001) (Fig. 4), while basal blood

flow was unchanged (32+4 a.u. vs 3744 a.u.).

Protocol 5: NK1 receptor involvement in cathodal CIV

NK1 blockade with SR140333 strongly reduced cathodal CIV (9+5%) compared to
CIV in DMSO control rats (54+6%, P<0.001) (Fig. 5), while basal blood flow was unchanged
(38+4 a.u. vs 3243 a.u.).

DISCUSSION

The present study in healthy rats shows that cutaneous TRPV1 and ASIC channels and
cutaneous CGRP and NK1 receptors are involved in cathodal CIV. These findings support the
scheme that cathodal CIV is induced by the vasodilator effects of CGRP and SP locally
released following the excitation of capsaicin-sensitive fibers initiated by activation of

cutaneous TRPV1 and ASIC channels in reponse to the cathodal current stimulation.

Up-stream mechanism involved in cathodal CIV: contribution of TRPV1 and ASIC
channels

Inhibition of axon reflexes via the local application of the topical anesthetic EMLA
cream, totally abolished cathodal CIV in healthy rats but did not affect basal skin blood flow.
Others also found that blockade of nerve fibers by topical anesthesia significantly reduced
axon reflex-mediated vasodilation without affecting basal cutaneous blood flow or
endothelium-dependent vasodilation (Berghoff et al. 2002). The late plateau phase of the
cutaneous vasodilator response to local skin warming was also unaffected by EMLA cream
treatment (Cracowski et al. 2007). This observation indicates that vascular function was not

affected by local anesthesia, since this plateau in vasodilation is mediated in large part by



CHAPITRE 3 : LA CIV

nitric oxide release (Kellogg et al. 1999; Minson et al. 2001). Therefore the total abolition of

cathodal CIV by local blockade of neural activity of the skin via application of EMLA cream

indicates a requisite neural involvement, as previously reported in healthy humans (Durand et
al. 2002a).

The mechanism by which cathodal current causes CIV is indicated by inhibition of
TRPV1 and ASIC channels. More specifically, subcutaneous injection of capsazepine
decreased cathodal CIV by 75%, demonstrating a major contribution by cutaneous TRPV1
channels. Indeed, capsazepine is a chemical analogue of capsaicin, which acts as a
competitive antagonist for TRPV1 channels (Bevan et al. 1992; Szallasi et al. 1999).
Accordingly, cathodal CIV was decreased by almost 55% following specific desensitization
of capsaicin-sensitive fibers in the skin using chronic topical treatment with capsaicin in
healthy volunteers (Durand et al. 2002a). Since TRPV1 channels are mostly located on
capsaicin-sensitive sensory fibers in the skin, the present results support the idea that CIV
resulted primarily from TRPV1 channel activation, leading to excitation of unmyelinated
capsaicin-sensitive fibers. Amiloride also decreased cathodal CIV by about 70%, suggesting
that amiloride-sensitive ASIC channels are also responsible for a substantial proportion of
cathodal CIV, since the majority of ASIC channels expressed in vitro are inhibited by
amiloride (Kellenberger et al. 2002; Ugawa et al. 2002; Waldmann et al. 1997b). In contrast
to amiloride, the NHE inhibitor cariporide (Masereel et al. 2003) did not significantly affect
CIV, ruling out an important involvement of NHE-1 in that response.

Taken together, our findings are consistent with the proposal that, at least in the
healthy rat, the cathodal stimulation induces activation of TRPV1 and ASIC channels located
on capsaicin-sensitive fibers in the skin that, in turn leads to cathodal CIV.

TRPV1 receptors are activated by noxious high temperatures (>42°C), low (extracellular) or
high (intracellular) pH, positive voltages and by pungent chemicals such as capsaicin, the
active ingredient in hot chili peppers (Caterina et al. 1997; Dhaka et al. 2009; Tominaga et al.
1998; Voets et al. 2004). Regarding pH sensitivity, TRPV1 channels respond to either acidic
or basic deviations from homeostatic pH (Dhaka et al. 2009). ASIC channels are also
endogenous pH sensors expressed within sensory pathways, since they can be directly
activated by protons in sensory neurons (Deval et al. 2010; Holzer 2009; Leffler et al. 2006).
Local acidification of the skin following cathodal stimulation thus represents a plausible
candidate for activation of TRPV1 and ASIC channels in cathodal CIV, although

discrepancies exist. Indeed, in one study pH was unchanged in cathodal chamber fluid
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following current application (Ferrell et al. 2002), whereas in another study the pH of
cathodal water in contact with the skin increased to 10 during passage of current through the
skin (Sato et al. 1993). In our experimental conditions, the pH of the skin surface decreased
from 6.1£0.1 to 5.7+0.1 (P<0.01) in response to cathodal stimulation, representing modest
local acidification. Whether this local acidification measured at the surface of skin reflects a
subcutaneous acidification remains to be determined. However one could assume that this
local acidification of the skin surface could reflect dermal pH changes sufficient to activate

TRPV1 and ASIC channels in response to cathodal stimulation.

Down-stream mechanism involved in cathodal CIV: contribution of CGRP and NK1
receptors

The subcutaneous injection of CGRP8-37 decreased cathodal CIV by 75%,
demonstrating a major contribution of cutaneous CGRP receptors. Adrenomedullin receptors
could also be involved, since adrenomedullin is co-localized with CGRP in sensory nerves
and also can play a significant role in vascular biology (Brain et al. 2004). However, CGRP8-
37 most probably inhibited cathodal CIV through inhibiting the action of released CGRP on
cutaneous CGRP receptors, since it is firmly established that in the rat, as in other species,
CGRP8-37 specifically blocks the vasodilation resulting from exogenously applied CGRP
(Delay-Goyet et al. 1992; Habler et al. 1999; Taguchi et al. 1992). Futhermore, it has been
shown that low pH evokes a sustained activation of C-fiber terminals (Steen et al. 1992),
which causes a pronounced CGRP release in a rat skin—nerve preparation (Averbeck et al.
2001). This supports the idea that cathodal CIV relies partly on CGRP release consequent to
the activation of capsaicin-sensitive fibers.

SR140333 also decreased cathodal CIV by 80%, demonstrating a major contribution
of NK1 receptors. SP has the highest known affinity to the NK1 receptor and a very low
affinity for other neurokinin receptors (Emonds-Alt et al. 1993; Quartara et al. 1997),
including in the skin where human and murine keratinocytes express functional NK1 with
high affinity for SP (Scholzen et al. 1998; Steinhoff et al. 2003). On that basis, we suggest
from our findings that SP plays a major role in cathodal CIV. This suggestion is further
supported by the ability of SR 140333 to antagonize the vasodilation induced by application
of exogenous SP in rat hairy and glabrous skin (Habler et al. 1999). Moreover, as for CGRP,
TRPV1 channel activation provokes depolarization of sensory nerves and release of SP

(Holzer 1991). In human and rat skin, efferent neurosecretory responses to noxious stimuli,
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including intense electrical stimulation, involve the release of CGRP and SP (Sauerstein et al.
2000b; Schmelz et al. 2001). Accordingly, a synergism between CGRP and SP was reported
in human (Brain et al. 1988) and rat (Gamse et al. 1985) skin. More generally, it is generally
felt that CGRP and SP are co-released from cutaneous sensory terminals and are the
neuropeptides ultimately responsible for axon reflex-mediated vasodilation (Schmelz et al.
1997; Wallengren et al. 1987). Therefore, as expected, our findings indicate, that in healthy
rat skin, both CGRP and SP participate in cathodal CIV, likely through the production of
prostacyclin via the COX-1 pathway (Gohin et al. 2011).

Each antagonist when given individually equally reduced cathodal CIV (about 70-
80%). This could suggest that CIV relies on a mechanism in series, such that each element of
the set is essential to the function. It could also imply some commonality within the drugs.
Indeed both capsazepine and amiloride could block impulse conduction in sensory nerves
(Hayes et al. 2007), thereby attenuating CGRP and substance P release (Franco-Cereceda et
al. 1993; Santicioli et al. 1993; Zhong et al. 2007a). Morevover capsazepine, CGRP8-37 and
the NK1 antagonist L703,606 could reduce prostacyclin production (Gallicchio et al. 2006;
Harada et al. 2003; Mizutani et al. 2009) and we recently demonstrated that prostacylcin plays
a major role in cathodal CIV (Gohin et al. 2011). Although each drug is selective for a
channel or receptor, it may not be specific in its action, given a plausible explanation for the
large decrease in cathodal CIV observed for individual blockade. Based on these overall
findings, one might speculate that cathodal CIV results from a cascade of events where
cathodal stimulation activates capsaicin-sensitive sensory fibers via TRPV1 and ASIC
channels, which leads to CGRP and SP release and a subsequent production of endogenous

prostacyclin to relax cutaneous microvessels.

Conclusion

To our knowledge, this study conducted in healthy rats is the first integrative study to
show that cutaneous vasodilation in response to cathodal stimulation involves cutaneous
TRPV1 and ASIC channels. The involvement of CGRP and NK1 receptors suggests that
cathodal CIV is the result of CGRP and SP released by activated capsaicin-sensitive fibers.
Therefore cathodal CIV could be a valuable non-invasive method to assess sensory
neurovascular function in the skin, which could be particularly relevant in evaluating the

presence of small nerve fiber disorders and the efficacy of treatment for such disorders.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Time-dependent changes in cutaneous blood flow in response to cathodal stimulation
in control rats and in rats treated with a local application of topical anaesthetic (EMLA).

Values are means + SE of n = 10 rats/group. * P<0.05 compared to control rats.

Fig. 2. Percent increase in cutaneous blood flow over the baseline in response to cathodal
stimulation in control rats (DMSO, s.c.) and in rats treated with capsazepine (CPZ, 3 mg/kg,

s.c.). Values are means + SE of n = 10 rats/group. *** P<0.001 compared to control rats.

Fig. 3. Percent increase in cutaneous blood flow over the baseline in response to cathodal
stimulation in control rats (saline, s.c.) and in rats treated with amiloride (50 mg/kg, s.c.) and
cariporide (0.2 mg/kg, s.c.). Values are means + SE of n = 10 rats/group. ** P<0.01 compared

to control rats.

Fig. 4. Percent increase in cutaneous blood flow over the baseline in response to cathodal
stimulation in control rats (saline, s.c.) and in rats treated with CGRPg_37 (0.1 mg/kg, s.c.).

Values are means + SE of n = 10 rats/group. *** P<0.001 compared to control rats.

Fig. 5. Percent increase in cutaneous blood flow over the baseline in response to cathodal
stimulation in control rats (DMSO, s.c.) and in rats treated with SR140333 (0.2 mg/kg, s.c.).

Values are means + SE of n = 10 rats/group. *** P<0.001 compared to control rats.
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Fig. 1. Nerve fiber involvement in cathodal CIV.
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Fig. 3. ASIC channel involvement in cathodal CIV.
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La vasodilatation induite par le courant et I'implication des TRPV1 et
CGRP spinaux

Introduction

La vasodilatation cutanée induite par le courant (CIV) en réponse a l'application d’un
courant galvanique est un mécanisme neurovasculaire proposé¢ comme ¢étant de type « axone
réflexe ». En effet, plusieurs observations supportent cette idée: implication des fibres
capsaicino-sensibles, role de nocicepteurs TRPV1 et ASIC cutanés, implication des
neuropeptides CGRP et substance P, forte implication des COX). De plus, un mécanisme
« axone réflexe » signifie que les fibres nerveuses activées par un stimulus sont capables de
répondre directement sans passer par le SNC. Ces mécanismes sont locaux, ainsi une fibre
activée va transmettre ’activation aux fibres nerveuses voisines et permettre conjointement la
libération des neuromédiateurs responsables de la réponse comme une vasodilatation. Ce
mécanisme a été décrit comme étant extrémement localisé mais de plus en plus d’études
récentes démontrent qu’une partie de I’activation va remonter le long des fibres jusqu’a la
moelle épiniére. Ainsi dans le cas des lésions de la moelle épiniére, ces réponses « axone
réflexe » ne sont certes pas abolies mais réduites démontrant une participation modérée de la
moelle épiniere (Kuesgen et al. 2002; Schmelz et al. 2000).

De plus en plus d’études démontrent que certains récepteurs et canaux spinaux comme
les TRPV1 et le CGRP sont indispensables dans les mécanismes cutanés de type « axone
réflexe » (Kanai et al. 2006; Sun et al. 2004a).

Si la CIV est un mécanisme axone réflexe, la voie spinale et en particulier les TRPV 1

et le CGRP spinaux peuvent étre impliqués.

But de I’étude
Déterminer si la CIV cathodale est partiellement contrélée par une transduction spinale avec

la participation des canaux TRPV1 et les récepteurs du CGRP spinaux.

Matériels et Méthodes spécifiques pour cette étude

Cette étude a été réalisée chez des rats Wistar males (200-400g) sains. Les rats ont été traités
avec de la bupivacaine (1%, i.t., n=10), de la capsazépine (20pg, i.t., n=10), du CGRP8-37
(10nmol, i.t., n=10). Pour évaluer la CIV cathodale, nous avons mesur¢ le flux sanguin cutané
par laser Doppler pendant 20 minutes en réponse a l'application du courant cathodale (240s ;

0.1mA) sur les cuisses des rats sains anesthésiés (thiopental, 50mg/kg, i.p.).
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Résultats
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Figure 28. (A) Evolution temporelle du flux sanguin cutané en réponse a I’application d’un
courant cathodale (240s ; 100pA) sur la cuisse chez les rats témoins (sérum physiologique, i.t,
n=10) et chez des rats traités avec un anesthésique locale (bupivacaine, 1%, i.t., n=10), un
inhibiteur spécifique des TRPV1 (capsazépine, 20 pg, i.t., n=10) et un inhibiteur spécifique
des récepteurs CGRP (CGRP8-37, 10 nmol, i.t., n=10).

(B) Histogramme représentant la moyenne + SEM de I’amplitude maximale de la CIV en
réponse a 1’application d’un courant cathodale (240s; 100pA) sur la cuisse chez les rats

témoins (sérum physiologique, i.t, n=10) et chez des rats traités avec un anesthésique locale
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(bupivacaine, 1%, i.t., n=10), un inhibiteur spécifique des TRPV1 (capsazépine, 20 pg, i.t.,
n=10) et un inhibiteur spécifique des récepteurs CGRP (CGRP8-37, 10 nmol, i.t., n=10).
**P<0.01 vs témoins, *P<0.05 vs témoins. One-Way ANOVA avec post test Dunett.

Chez les rats témoins, le courant cathodal a augmenté¢ le flux sanguin cutané moyen de
32+3 u.a au repos a une valeur maximale de 62+8 u.a (P<0.001), représentant une CIV
cathodale de 91+13%.

Chez des rats traités a la bupivacaine, le courant cathodal a augmenté le flux sanguin
cutané de 2743 u.a au repos a une valeur maximale de 38+4 u.a (P<0.001), représentant une
CIV cathodale de 41£5%.

Chez des rats traités a la capsazépine, le courant cathodal a augmenté le flux sanguin
de 31+£3 u.a au repos a une valeur maximale de 44+5 u.a (P<0.001), représentant une CIV
cathodale de 42+7%.

Chez des rats traités au CGRP8-37, le courant cathodal a augmenté¢ le flux sanguin de
29+3 u.a au repos a une valeur maximale de 45+7 u.a (P<0.001), représentant une CIV
cathodale de 49+12%.

La bupivacaine, la capsazépine et le CGRP8-37 injectés directement au niveau de la
moelle épiniere ont donc réduit respectivement la CIV de 55%, 54% et de 46% (Figures 28 A
et B).

Discussion
La CIV est réduite suite aux injections intrathécales de bupivacaine, de capsazépine et
de CGRP8-37. Nos résultats démontrent que la CIV cathodale est en partie sous controle

spinal sensorielle avec la participation des récepteurs TRPV1 et CGRP spinaux.

Les canaux/récepteurs TRPV1 et CGRP sont retrouvés au niveau de la corne dorsale
superficielle de la moelle épiniere (Spicarova et al. 2008) mais surtout au niveau des neurones
sensoriels des DRG (Caterina et al. 1997; Szallasi et al. 1999). De plus, I’expression des
TRPV1 dans les DRG est située au niveau des axones des fibres C et Ao (Valtschanoff et al.
2001).

Le role du CGRP au niveau spinal est décrit comme sensibilisateur des neurones de la moelle

épinicére suite a une injection intradermique de capsaicine chez le rat (Sun et al. 2004a).
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L’implication des canaux/récepteurs spinaux TRPV1 et CGRP dans la CIV cathodale est en
parfait accord avec I’implication des fibres capsaicino-sensibles.

De plus en plus d’études démontrent la participation d’une voie spinale dans une
réponse axone réflexe. Ainsi, I’injection de formaline (produit chimique) est capable d’induire
une réponse axone réflexe (léchage des animaux), inhibée par la capsazépine injectée en
intrathécale démontrant la participation des TRPV1 spinaux (Kanai et al. 2006). De la méme
manicre, une injection de capsaicine sous la patte induit une vasodilatation de type axone
réflexe et un cedéme. Ces réponses cutanées sont réduites aprés une rhizotomie dorsale
(destruction des racines nerveuses rattachées a la moelle épiniere), montrant la participation
partielle de la voie spinale (Lin et al. 2007). Chez le rat, une ligature des nerfs spinaux ou
chez I’homme, une Iésion de la moelle épiniere conduisent également a 1’atténuation de la
réponse axone réflexe (Kauppila et al. 2002; Kuesgen et al. 2002). Comme ces mécanismes

axones réflexes, la CIV cathodale est partiellement dépendante d’un controle spinal sensoriel.

Conclusion
La CIV cathodale chez le rat sain est un mécanisme cutané de type axone réflexe
reposant en partie sur ’intégrité de la voie sensorielle spinale avec en particulier la

participation des TRPV1 et du CGRP spinaux.

Perspective

Pour comprendre le mécanisme au niveau spinal, des études ont montré que I’injection de
capsaicine (stimulateur exogene des TRPV1), directement sur des coupes de moelles épinieres
isolées, était responsable d’une dépolarisation (Dickenson et al. 1991; Yang et al. 1998a) et
d’une augmentation du relarguage de la SP et du CGRP (Saria et al. 1986) ainsi que du
relarguage du glutamate (Kangrga et al. 1990; Tohda et al. 1996). De plus, les fibres
nerveuses possédant des TRPV1 sont dites « glutamatergiques ». Nous pouvons donc émettre
I’hypothese que le glutamate spinal pourrait étre impliqué en partie dans le développement

spinal de la CIV.
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La vasodilatation induite par le courant et ’'inflammation neurogénique

Introduction

Les mécanismes axones réflexes conduisent souvent a une inflammation neurogénique
décrite comme une réaction neurochimique qui se produit lors de la stimulation modérée a
intense d’un nerf sensitif. Une fois activés, ces nerfs vont libérer de la substance P et du
CGRP au niveau du site stimulé et peuvent se propager progressivement vers tous les tissus
sains adjacents selon l’intensité de la stimulation. L’inflammation neurogénique est donc
capable d’induire une vasodilatation, une extravasation plasmatique ou wheal (papule
cedémateuse), attraction de cellules inflammatoires leucocytaires et un flare c'est-a-dire la
propagation de la vasodilatation autour du site activé grace a la libération de nombreux
médiateurs. Il est intéressant de noter que la découverte de I’inflammation neurogénique tire
son origine de la stimulation €lectrique des nerfs sciatiques a 50V (White et al. 1985).

Induite par une stimulation électrique, la CIV (mécanisme de type axone réflexe) est-
elle accompagnée par une réponse inflammatoire avec une propagation de vasodilatation

autour de la zone stimulée ?

But de I’étude
Déterminer si la stimulation électrique utilisée pour induire une CIV cathodale induit une
inflammation neurogénique (présence d’un flare a distance de la stimulation initiale et

présence de cellules inflammatoires leucocytaires au niveau du site de stimulation électrique).

Matériels et méthodes

Cette ¢étude a été réalisée chez des rats Wistar males (200-400g) sains. Pour évaluer si une
réaction de propagation de la vasodilatation (flare) accompagne la CIV, nous avons mesuré¢
simultanément le flux sanguin cutané au point de stimulation (CIV cathodale) et le flux
sanguin cutané a distance (20mm) de la stimulation cathodale (240s ;0.1mA) sur les cuisses

des rats sains anesthésiés (Figure 29).
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Sonde B Sonde A

Figure 29. Représentation schématique de I’installation du rat permettant d’étudier
simultanément le flux sanguin cutané sous la sonde de iontophoreése ou la stimulation
¢lectrique est réalisée (sonde A) et a 20 mm de distance de la stimulation électrique (sonde

B).
Pour vérifier si infiltration leucocytaire apparait sur le site d’application du courant cathodal
(240s ; 0.ImA), nous avons prélevé des biopsies de peau au site de stimulation, 24h apres

avoir appliqué le courant afin de réaliser des coupes histologiques.

Résultats
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Figure 30. La propagation de la vasodilatation induite par le courant

(a) Histogramme représentant la moyenne + SEM de ’amplitude maximale de la CIV en

réponse a 1’application d’un courant cathodale de 240s a 100pA chez les rats anesthésiés sous

la stimulation électrique (sonde A, n=10) et sous la sonde a 20mm de distance (sonde B,

n=10).

**#%P<(0.001 vs sonde A (t-test non appari€)

(b)Evolution temporelle du flux sanguin cutané en réponse a I’application d’un courant

cathodale (200s ; 100pA) (sonde A).
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(c) Evolution temporelle du flux sanguin cutané a 20mm de distance de la réponse a
I’application d’un courant cathodale (200s ; 100nA) (sonde B).
(d) Evolution temporelle du flux sanguin cutané mesuré par le laser imageur PIM3 avec les

images correspondantes.

Au point de stimulation (sonde A), ’application d’un courant cathodal a augmenté le flux
sanguin cutan¢ de 36+3 u.a au repos a une valeur maximale de 6610 u.a., représentant une
CIV de 834+23% (P<0.001) (Figure 30). A l’inverse, le courant cathodal n’a pas modifié le
flux sanguin cutané a distance de la stimulation (sonde B), indiquant 1’absence de flare a
distance du site de stimulation (P<0.001) (Figure 30 a, b et c), corrélée avec les résultats du

laser imageur (Figure 30 d).

Figure 31. Coupes histologiques de peau avant (a) et 24 heures aprés 1’application d’une
stimulation ¢électrique cathodale (240s, 100pA) (b) chez un rat sain.
E : épiderme, D : derme, H : hypoderme.
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Nous avons caractérisé la structure d’une peau saine avant (a) et d’une peau apres
I’application d’une stimulation électrique cathodale (b) par I'examen histologique cutané.
Aucune différence significative dans 1'épaisseur de 1’épiderme et du derme, ni aucune
modification structurale n’a été observée entre une peau stimulée et une peau non stimulée.
De plus, nous n’avons vu ni infiltration leucocytaire ni cedéme 24 h apres la stimulation

¢lectrique (figure 31).

Discussion

Bien que les études effectuées chez ’homme et le rat supportent I’idée que la CIV est
un mécanisme « axone réflexe », nos résultats démontrent que la CIV n’est pas associée avec
un flare ou une inflammation : en effet, la stimulation cathodale n’a pas entrainé de
vasodilatation caractéristique du flare (20mm autour de la vasodilatation primaire) ou
d’inflammation neurogénique (pas de cellules inflammatoires, ni d’cedéme au site de

I’application du courant).

Dans nos études, nous utilisons une intensité beaucoup plus faible (0.1mA) qui n’a pas
engendré un flare. Jusqu’a 2.5mA, toute stimulation électrique n’induisait pas non plus de
flare chez ’homme et le cochon (Dusch et al. 2009). En revanche, de fortes intensités (80mA)
peuvent induire une inflammation neurogénique (Sauerstein et al. 2000a).

De plus, il est rapporté que plus I’intensité est élevée, plus le nombre de fibres
sensorielles activées est important, provoquant alors une extravasation plasmatique
caractéristique d’une inflammation neurogénique. Ainsi la taille du flare est corrélée avec la
densité de nerfs sensoriels épidermiques activés et présents dans la peau (Bickel et al. 2009).
Nous émettons I’hypothése que dans nos conditions expérimentales la stimulation électrique
suffisante pour induire la CIV active un nombre trop limité de fibres sensorielles pour

permettre le développement d’un flare.

Conclusion

La CIV est un mécanisme neurovasculaire physiologique de type axone réflexe
n’induisant pas d’inflammation du fait de sa faible intensité (100nA). La CIV est donc
une technique intéressante pour étudier les intéractions neurovasculaires dans la

microcirculation cutanée sans réaction inflammatoire.
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Le chapitre 4 est divisé en trois grandes parties avec en premiere partie, une
discussion générale qui résume les conclusions tirées de |’ensemble des études réalisées avec
des schemas bilans. La deuxieme partie permet de faire une synthese afin de mettre en
evidence les similitudes et les différences entre ces deux réponses neurovasculaires. La

troisieme partie intitulée « perspectives » ouvre quelques pistes pour de futurs travaux.

Discussion générale

1)La PIV en conditions physiologiques

L’application d’une pression locale non nociceptive provoque 1’augmentation du flux
sanguin cutané¢ (PIV) en conditions physiologiques. Décrite comme un mécanisme
physiologique neurovasculaire, la PIV permet de retarder 1’ischémie cutanée engendrée par
des pressions importantes pouvant jouer un réle protecteur vis-a-vis des Iésions ischémiques
de pression. Afin de comprendre les mécanismes mis en jeu, des études ont été menées depuis
sa découverte en 1998 permettant de proposer un schéma mécanistique. Les résultats obtenus
au cours de ma thése ont permis d’approfondir la compréhension des mécanismes impliqués
dans la PIV en conditions physiologiques en périphérie (Figure 30) et au niveau spinal (Figure

31).

Implication des COX-1 :

L’implication des cyclooxygénases (COX) avait été mise en évidence grice a
I’injection intrapéritonéale d’indométacine (inhibiteur non spécifique des COX) qui entrainait
une diminution de la PIV chez le rat sain.

En utilisant des inhibiteurs spécifiques, nous avons mis en évidence I’implication des
COX-1 (et non celle des COX-2) dans le développement de la PIV chez le rat sain. D’apres la
cascade classiquement décrite dans la littérature, nous émettons 1’hypothése que la PIV repose
en partie sur la libération de prostacycline (principal vasodilatateur dans la microcirculation

cutanée en conditions physiologiques) suivant la voie COX-1/PGIS/PGI2/IP. Cette voie vient

126



CHAPITRE 4 : DISCUSSION GENERALE

en parallele de la voie vasodilatatrice du monoxyde d’azote (NO) qui joue un role

prépondérant dans la PIV en conditions physiologiques (Fromy et al. 2000).

Implication des récepteurs TRPV1 cutanés :

L’implication des fibres capsaicino-sensibles avait été mise en ¢évidence par
I’application chronique de capsaicine chez I’homme et un traitement néonatal de capsaicine
chez le rat (Fromy et al. 1998; Fromy et al. 2000). Ceci suggérant fortement la participation
des TRPV1 cutanés présents sur les fibres capsaicino-sensibles.

En utilisant I’inhibiteur spécifique du récepteur a la capsaicine (capsazépine), nous
avons montré I’implication des récepteurs TRPV1 cutanés dans la PIV. Cependant, la relation
entre la pression appliquée sur la peau et 1’activation de TRPV1 reste encore inconnue. Ces
nouveaux ¢léments cutanés concernant la PIV nous ont permis d’établir un schéma plus

complet de la PIV (Figure 32).
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Figure 32. Schéma mécanistique de la vasodilatation induite par une pression locale au
niveau cutané.

Implication du controle spinal dans la PIV

Des ¢tudes précédentes avaient suggéré que la PIV n’était pas un mécanisme purement
local mais qu’il pouvait subir I’influence du systéme nerveux central (Fizanne et al. 2003;
Fromy et al. 2007). En réalisant une rachianesthésie, nous avons démontré 1I’implication de la
voie spinale dans la PIV. L’administration intrathécale d’antagonistes spécifiques a permis de
montrer la participation des récepteurs spinaux TRPV1, CGRP, NMDA et non-NMDA
précisant le contrdle spinal de la PIV.

Basé sur les roles et les actions de ces candidats au niveau spinal lors d’un processus
douloureux (Cui et al. 2006; Sun et al. 2004a; Zhou et al. 2009), nous proposons un schéma

mécanistique de la PIV au niveau spinal (Figure 33).
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Figure 33. Schéma mécanistique de la vasodilatation induite par une pression locale au

niveau spinal.
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Perte de l1a PIV corrélée avec ’augmentation de ’incidence d’escarres

Les études antérieures concouraient a 1I’importance de la PIV dans la protection de la

peau vis-vis des escarres puisque plusieurs facteurs de risque ont un effet néfaste sur ce
mécanisme : vieillissement, diabéte, douleur, neuropathie périphérique, anesthésie profonde
(Fizanne et al. 2003; Fromy et al. 2007; Fromy et al. 2010; Sigaudo-Roussel et al. 2004).
Cependant aucune étude n’avait clairement établi le lien entre absence de PIV et incidence
augmentée de Iésions ischémiques de pression.
Dans une étude, nous avons montré qu’une peau saine privée de PIV suite a un blocage
sensoriel spinal avait une ischémie précoce (pour des pressions aussi faible que 3kPa) et une
incidence d’escarre augmentée associée a une désorganisation des couches épidermique et
dermique de la peau en réponse a une forte compression prolongée (11kPa, 6h).

Ainsi, la perte de la PIV est directement corrélée avec 1’augmentation du risque

d’escarres.

PIV. un bon outil d’étude de I’intégrité de la microcirculation cutanée et du mécanisme

d’escarres

Les escarres constituent un probléeme de santé publique et altérent sensiblement la
qualité de vie des patients ainsi qu'un fardeau financier aux services de santé (Severens et al
2002). De nombreux facteurs de risques associés a l'incidence accrue d’escarres ont été
identifiés (le manque d'activité ou de mobilité, l'incontinence, les anomalies alimentaires, le
diabete, le vieillissement, et 1’altération de la conscience). En revanche, peu d’études
travaillent sur les mécanismes conduisant a la formation d’escarre. Des outils de prévision
basés sur cette large gamme des facteurs de risques ont été utilisés pour identifier les
populations spécifiques dites a risque d’escarres et pour réduire l'incidence des escarres.
Cependant, ces outils tendent a surestimer le risque et aucun outil technique n'est mis a la
disposition des cliniciens afin de distinguer les personnes susceptibles de développer des
escarres parmi les populations dites a risque d’escarres (Bartus et Swerlick, 2010).

L’application progressive d’une pression locale permet d’évaluer la capacité de la
peau a se protéger contre les pressions. Il serait donc intéressant de développer des outils pour

faciliter I’évaluation de cette protection physiologique de la peau.
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2)La CIV en conditions physiologiques

L’application d’un courant galvanique non nociceptif provoque 1’augmentation du flux
sanguin cutané (CIV) en conditions physiologiques. Découverte et étudiée principalement
chez ’homme, nous avons développé un modele animal (rat: 240s ; 100pA). Les résultats
obtenus au cours de ma these a partir de ce modele animal ont permis d’approfondir la
compréhension des mécanismes impliqués dans la CIV en conditions physiologiques en

périphérie (Figures 32 et 33) et au niveau spinal (Figure 34).

Implication des prostacyclines endogenes :

L’implication des cyclooxygénases (COX) et plus particulierement des COX-1 dans la
CIV anodale avait été fortement suggérée chez I’homme en montrant que la COX-2 ne
modifiait pas la CIV (Durand et al. 2002b; Tartas et al. 2005a; Tartas et al. 2005b).

En utilisant des inhibiteurs spécifiques, nous avons montré¢ I’implication de la voie
COX-1/PGIS/PGI2/IP dans la CIV cathodale chez le rat sain. Nous avons ainsi pu proposer

un schéma mécanistique de la vasodilatation induite par le courant cathodal au niveau

vasculaire (Figure 34).
Application du courant cathodal
Coj("' AMPc > Ca2+\
PGIS

}

PGI2
.

Figure 34. Schéma mécanistique de la vasodilatation induite par le courant cathodal avec

L

I’implication des prostacyclines endogenes.
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Implication des récepteurs et neuropeptides des fibres capsaicino-sensibles :

L’implication des fibres capsaicino-sensibles avait ét¢ mise en évidence chez ’homme
grace a I’application chronique de capsaicine entrainant une réduction de la CIV (Durand et
al. 2002a). En utilisant des inhibiteurs spécifiques, nous avons mis en évidence I’implication
des récepteurs TRPV1 et ASIC cutanés et I’implication des neuropeptides CGRP et SP
cutanés dans la CIV. De plus, nos résultats montrent une légere acidification de la peau en
réponse a ’application du courant qui pourrait initier I’activation des récepteurs TRPV1 et

ASIC sensibles a 1’acidose.

La CIV, de ’activation de la fibre nerveuse a la vasodilatation du muscle lisse vasculaire

En s’appuyant sur les connaissances issues de la littérature (Franco-Cereceda et al.
1994) et sur I’ensemble des résultats concernant la CIV en périphérie, un schéma général
intégrant le versant nerveux et vasculaire du mécanisme de la CIV a pu étre réalisé partant de
I’activation de la fibre nerveuse capsaicino-sensible a la vasodilatation du muscle lisse
vasculaire (Figure 33).

Les nocicepteurs TRPV1/ASIC sont activés a des gammes de pH différents. Ainsi, il
est classiquement démontré que des baisses de pH modérées suffisent pour activer les ASIC
(Jones et al. 2004; Lingueglia 2007; Ugawa et al. 2002) alors que les TRPV1 sont activés par
une acidose plus importante avec des valeurs de pH inférieures a 6 (Caterina et al. 2001;
Holzer 2009; Tominaga et al. 1998). Chez le rat, le pH de surface, suite a la stimulation
¢lectrique cathodale a diminué de 6.1 a 5.7. On peut émettre I’hypothése que les canaux ASIC
seraient activés en premier et qu’ils seraient responsables de la fuite de protons dans le milieu
extracellulaire entrainant une plus forte acidification et conduisant a 1’activation des TRPV1
dans un deuxiéme temps.

L’activation des ASICs et des TRPV1 par les protons va permettre 1’entrée de calcium
et de sodium responsable de la dépolarisation des fibres C et de la propagation d’un potentiel
d'action. Ces potentiels d’actions vont permettre la libération des neuropeptides tels que le
CGREP et la SP comme précédemment décrit dans d’autres études (Faisy et al. 2007; Fischer et
al. 2003; Nakanishi et al.; Strecker et al. 2005).

Une fois libérés au niveau cutané, le CGRP et la SP vont se fixer respectivement sur

leurs récepteurs couplés aux protéines G présents principalement sur I’endothélium et peu sur
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les cellules musculaires lisses (Hagner et al. 2002). Au niveau de I’endothélium, 1’activation
de ces récepteurs va stimuler la phospholipase C qui va permettre la formation d’inositol
1,4,5-triphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG) et provoquer la libération du calcium
(Brain et al. 2004). La libération de ce calcium va induire I’activation de la phospholipase A2
(PLA2) (Mitchell et al. 1999). Une fois libéré et par le biais des phospholipides
membranaires, l'acide arachidonique va étre synthétisé et disponible pour le métabolisme des
cyclooxygénases (COX). Dans les cellules endothéliales en conditions physiologiques, COX-
1 et PGIS sont les enzymes prédominantes permettant la production endogene des PGI2
(Mitchell et al. 2006). Dans les plaquettes, les COX-1 ont tendance a synthétiser
principalement du thromboxane A2 (vasoconstricteur) avec des niveaux négligeables de PGIS
(Needleman et al. 1976). Ceci suggere le role prédominant de COX-1 endothé¢liale dans la
CIV cathodale chez le rat.

Une fois libérées, les prostacyclines vont se fixer sur leurs récepteurs IP couplés a des
protéines G présents au niveau des cellules musculaires lisses (Stitham et al. 2007).
L'activation des récepteurs IP a pour conséquence celle de 1’adenylate cyclase menant a la
formation de I’AMPc. L’ AMPc via la protéine kinase A va conduire finalement a la réduction
de calcium et donc a la relaxation des cellules musculaires (Schwarz et al. 2001).

Nous pouvons donc proposer un schéma mécanistique de D’initiateur jusqu’a la

vasodilatation induite par le courant au niveau cutané (Figure 35).



CHAPITRE 4 : DISCUSSION GENERALE
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Figure 35. Schéma mécanistique de la vasodilatation induite par le courant cathodal.
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Implication du controle spinal dans la CIV

Les études antérieures présentaient la CIV comme un mécanisme axone réflexe
suggérant I’implication partielle du SNC. L’injection intrathécale d’un anesthésique locale et
d’antagonistes a permis de montrer un controle partiel avec la participation des
récepteurs/canaux spinaux TRPV1, CGRP, NMDA et non-NMDA dans la CIV cathodale
chez le rat sain. Nous avons ainsi pu proposer un schéma mécanistique de la vasodilatation
induite par le courant avec un controle spinal partiel en se basant sur la nociception (Cui et al.

2006; Lin et al. 2007; Zhou et al. 2009) (Figure 36).

Présynaptique
(Fibre C)

CGRPR

Postsynaptique
(moelle
épiniére)

Figure 36. Schéma mécanistique de la vasodilatation induite par le courant cathodal avec

I’influence du systéme nerveux central.
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CIV. mécanisme axone réflexe sans inflammation neurogénique

Dans le cadre de la douleur, un mécanisme axone réflexe est caractérisé a la fois par
un flare et une inflammation neurogénique.

A de fortes intensités, 1’application du courant peut entrainer des réponses
inflammatoires (Dusch et al. 2009), a I’'inverse des faibles intensités (Dusch et al. 2007).

En mesurant le flux sanguin cutané a distance et en prélevant des biopsies de peau
pour les analyses histologiques, nous avons montré 1’absence de flare, d’cedéme et
d’inflammation en réponse a 1’application d’un courant cathodale (240s ; 100uA) chez le rat

sain (mode¢le animal que nous avons développé).

CIV, un bon outil d’étude de I’intégrité des prostacyclines endogénes

En conclusion, la CIV pourrait servir d’outil de diagnostic pour évaluer les
prostacyclines endogeénes cutanées sans induire d’inflammation neurogénique. Ainsi, il serait
intéressant de développer la mise en place en milieu hospitalier de cet outil permettant le
reflet de I’intégrité des prostacyclines endogenes dans la microcirculation cutanée.

Les iontophoréses d’acétylcholine et la CIV pourraient conjointement étre de bons

outils pour explorer les voies du NO et des PGI2.
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Synthese

1)Role potentialisateur des prostacyclines sur les
fibres nerveuses

En plus de son role de vasodilatateur, des études ont montré que les prostacyclines
exogenes pouvaient jouer un réle de sensibilisateur sur les fibres sensorielles via les TRPV1
et le CGRP (Kallner et al. 1998).

Des ¢études in vitro ont montré que la prostacycline sensibilise les fibres sensorielles en
augmentant le relarguage des neuropeptides (SP et le CGRP) via le TRPV1 (Fukushima et al.
2006; Hingtgen et al. 1994; Hingtgen et al. 1995), méme si le mécanisme reste inconnu.
L’implication d’un second messager, I’AMPc et sa cascade ont été¢ suggérés (Hingtgen et al.
1995).

La CIV cathodale est dépendante des prostacyclines endogeénes qui pourraient avoir un
role de sensibilisateur (Figure 37A). De plus, méme si pour la PIV DI’implication des

prostacyclines reste a prouver, elles pourraient jouer ce méme réle (Figure 37B).

Application du courant cathodal Application locale d’'une pression
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Figure 37. Hypothétique role des PGI2 comme sensibilisateur sur les fibres nerveuses dans la
CIV cathodale (A) et dans la PIV (B).
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2)Candidats endogeénes possibles des TRPV1 au
niveau spinal

Bien que la pression et le courant soient de faible intensité et décrits comme étant non
douloureux par les patients, certains mécanismes impliqués dans la PIV et la CIV comme la
participation des fibres capsaicino-sensibles sont souvent reportés dans la nociception (Lynn
1992).

Le role des TRPV1 au niveau spinal a ét¢ montré dans la PIV et partiellement dans la
CIV mais son action et son activation restent encore a préciser. Activés par la douleur et
I’acidose en périphérie, plusieurs agonistes endogenes des TRPV1 spinaux sont cependant
décrits dans la modulation centrale de la douleur (Spicarova et al. 2008; Starowicz et al.
2007), comme I’anandamine (un ligand endogene des récepteurs de cannabinoides) (Zygmunt
et al. 1999), des produits de la lipoxygénases au niveau des membranes de neurones sensoriels
(12- and 15-HPETE, 5- et 15-HETE) (Hwang et al. 2000) et enfin la N-arachidonoyl-
dopamine (NADA). Le NADA est retrouvé dans les DRG et il a la capacité de stimuler de
manicre significative le relarguage de la SP et du CGRP au niveau de la moelle épiniére du rat
apres avoir activé les récepteurs TRPV 1. Cet effet du NADA a été supprimé par 'antagoniste
des TRPV1, le manque de calcium extracellulaire, et le traitement préparatoire des coupes de
DRG avec de la capsaicine, démontrant son role d’agoniste du TRPV1 (Huang et al. 2002).
D’autres candidats dérivant des acides gras polyinsaturés oméga-3 ont ét¢ démontrés. Par
exemple, l'acide docosahexaénoique peut agir en tant qu'agoniste, tandis que [’acide
eicosapentaénoique et 1’acide linoléique ont des effets inhibiteurs sur les récepteurs TRPV1
(Matta et al. 2007). Si nos études ne nous permettent pas d’établir quel agoniste est
responsable de 1’activation des TRPV1 spinaux, d’aprés 1’abondante littérature dans ce
domaine, nous émettons I’hypotheése qu’apres ’activation des récepteurs spinaux TRPV1,

I’augmentation calcique induit probablement le relarguage du CGRP et du glutamate.
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3)Similitudes et différences entre la PIV, la CIV et
I'inflammation neurogénique

Nos études ont pu mettre en évidence que les mécanismes de la PIV et de la CIV sont
deux mécanismes neurovasculaires ayant des similitudes et des différences avec

I’inflammation neurogénique.

En périphérie :

Les stimuli sont différents en nature (pression, courant) et en intensité (faible et forte) entre
ces trois mécanismes neurovasculaires :
- La PIV est obtenue en réponse a 1’application progressive d’une pression locale non
douloureuse
- La CIV fait suite a I’application instantanée d’un courant continu non douloureux.
- Et Dl'inflammation neurogénique répond a une stimulation douloureuse de forte
intensité.
Au vue de ces différences de stimulation, nous pouvons classer ces trois mécanismes
neurovasculaires par ordre d’intensité de la stimulation: PIV<CIV<inflammation

neurogénique.

L’initiateur de la cascade de la PIV reste inconnu. Cependant nous émettons
I’hypotheése que les fibres afférentes primaires seront excitées suite a [’activation d’un
récepteur mécanosensible en réponse a la déformation des cellules de la peau provoquée par
la pression. Plusieurs candidats sont possibles et les récepteurs de la famille des DEG/ENaC
retiennent toute notre attention (Arnadottir et al. 2010). D’apres nos €tudes, 1’initiateur de la
CIV semblerait étre I’acidose induite par le courant électrique. La douleur peut étre de type
mécanique, thermique ou chimique conduisant a 1’activation de différents canaux initiant
I’inflammation neurogénique (Scholz et al. 2002).

Méme si les initiateurs et les canaux activés sont différents, 1’activation des fibres
afférentes primaires capsaicino-sensibles est commune entre ces trois vasodilatations (Durand
et al. 2002a; Fromy et al. 1998; Fromy et al. 2000). En effet, les fibres capsaicino-sensibles

peuvent répondre a des stimuli douloureux et non douloureux (Delmas et al. 2011; Perl 2007).
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Concernant la fonction efférente de ces fibres capsaicino-sensibles, la PIV dépend
uniquement du CGRP et non de la SP (Fromy et al. 2000). La CIV est dépendante des
neuropeptides CGRP et SP (Gohin et al, en soumission) tout comme I|’inflammation
neurogénique (Cao et al. 1998). Cette différence est cohérente avec notre hypothése selon
laquelle le seuil de stimulation est de plus en plus intense suivant I’ordre PIV<CIV<
inflammation neurogénique. Nos résultats suggerent que 1’application d’un courant cathodal
non douloureux était suffisamment intense pour libérer de la SP. En effet, a faible
concentration (<10-8M), la SP provoque une vasodilatation sans engendrer de sensation
douloureuse, qui n’apparaitra qu’a des concentrations 50 a 1000 fois plus élevées (Petersen et
al. 1997a; Petersen et al. 1997b; Weidner et al. 2000). Nous faisons I’hypotheése que la
production de SP en périphérie est proportionnelle a 1’intensité du stimulus appliqué c'est-a-
dire quasi nulle dans la PIV et modérée dans la CIV en comparaison de la concentration

libérée lors de I’inflammation neurogénique.

La douleur induit une inflammation neurogénique accompagnée d’un flare (Basbaum
et al. 2009). Lors d’une PIV, nous n’avons jamais observé visuellement de flare chez
I’homme et chez le rat. En mesurant le flux sanguin cutané a 20mm de la stimulation, nos
résultats ont démontré que la CIV (240s; 0.1mA) n’était pas accompagnée de flare, ni
d’inflammation. Une libération modérée de SP n’induit pas de flare (Weidner et al. 2000). Par
conséquent, le classement (PIV<CIV<inflammation neurogénique) est cohérent avec la

quantité de SP produite et I’absence ou présence de flare.

Concernant le role des facteurs endothéliaux vasodilatateurs, le NO et les
prostaglandines sont impliqués dans la PIV (Fromy et al. 2000), alors que les prostacyclines
prédominent dans la CIV (Gohin et al. 2011). Dans le cadre de la douleur et de 1’axone
réflexe, ce sont principalement les prostaglandines (PGE2) synthétisées par les COX-2 qui
sont impliquées dans 1’inflammation neurogénique (Chen et al. 1999; Rukwied et al. 2007;
Southall et al. 2003; White 1996).

Le NO est libéré en continu permettant le maintien du tonus basal tandis que la
prostacycline est plus transitoire car sa libération est déclenchée par un stimulus (Harrington
et al. 2007; Luckhoff et al. 1988). Nous émettons 1’hypothése que le réle du NO dans la PIV
intervient dans les pressions les plus faibles alors que les prostaglandines sont libérées

secondairement sous des pressions plus importantes. A ’inverse, la CIV et I’inflammation
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neurogénique sont induites par une stimulation instantanée qui conduit a la libération des PG
shuntant la voie du NO.

La différence entre les facteurs endothéliaux impliqués dans ces trois vasodilatations
peut trouver une autre explication. Dans les cellules endothéliales, si le relarguage du calcium
est commun a la synthése du NO et a celle des prostacyclines, sa cinétique est différente
(Mitchell et al. 2008). En effet, la synthése des prostacyclines via les PLA2 nécessite de plus
fortes concentrations de calcium que celle pour la synthese du NO (Luckhoff et al. 1988;
Mitchell et al. 2008). Dans le cas de la CIV, nous pouvons émettre I’hypotheése que la
concentration de Ca2+ libérée était suffisamment importante pour activer la PLA2. Ceci
pourrait nous faire penser que la stimulation électrique est capable d’induire de plus fortes
concentrations de Ca2+, alors que la pression responsable de la PIV conduirait a la production

de faibles concentrations de calcium.

Au niveau spinal :

Au niveau spinal, la PIV a besoin d’une transduction sensorielle intacte pour se
développer alors que la CIV, qui est un mécanisme axone réflexe induisant 1’activation d’une
fonction afférente-efférente des fibres activées, n’a besoin qu’en partie d’une transduction
sensorielle spinale pour se développer tout comme 1’inflammation neurogénique (Gamse et al.
1979; Guirimand et al. 1996; Huang et al. 2002; Lin et al. 2007; Scholz et al. 2002;
Yanagidate et al. 2006; Yang et al. 1998b).

Le contrdle spinal partiel dans la CIV et dans I’inflammation neurogénique ou le
controle spinal total dans la PIV pourrait s’expliquer par les différences d’intensité¢ du
stimulus. La PIV résulte d’une pression progressive non douloureuse permettant 1’intégration
de I’information a un niveau central, comme rapporté dans le cadre du toucher (Berkley et al.
1995). A T’inverse, concernant la CIV et I’inflammation neurogénique, I’application d’un
stimulus instantané modéré a intense provoque une réponse de type axone réflexe qui persiste
lors du blocage spinal pharmacologique ou pathologique (Kauppila et al. 2002; Kuesgen et
al. 2002).

Méme si I’influence du contréle spinal est différente entre la PIV, la CIV et
I’inflammation neurogénique, les mécanismes impliqués sont communs (canaux/récepteurs

TRPV1 et CGRP spinaux). Les NMDA et non NMDA au niveau spinal sont également
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communs entre la transmission spinale de la PIV et d’autres vasodilatations induites par un

stimulus douloureux périphérique.
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Perspectives

Bien que la compréhension des mécanismes impliqués dans la PIV et dans la CIV cathodale a

avanceé, de nombreux points restent a éclaircir.

1)La PIV

Le mécanisme spinal de la PIV n’en est encore qu’au début. Ainsi, la PIV a été abolie
par injection intrathécale de bupivacaine, bloqueur non spécifique des canaux sodiques. Or,
apres avoir mis en €vidence I’implication des canaux sodiques dans certaines études, la
majorité des auteurs s’intéressent a I’identification des deux classes de canaux sodiques
dépendant de leur sensibilité¢ a la tétrodotoxine (TTX). La TTX est une toxine capable de
bloquer de fagon trés sélective les pores des canaux sodium voltage-dépendants, empéchant
ainsi le passage de l'influx nerveux de la douleur. Ces canaux sont divisés en deux familles :
les canaux dits « sensibles » a la TTX (TTX-S, Navl.l a Navl.4, Navl.6 et Nav1.7) bloqués
par de faibles concentrations de TTX et les canaux dits « résistants » (TTX-R, Navl.5,
Navl.8 et Nav1.9) bloqués par de plus fortes concentrations (Maingret et al. 2008). De plus,
les TTX-S sont des canaux a bas seuil dont la cinétique d’inactivation est rapide. Ils sont
présents sur la membrane des terminaisons des fibres afférentes primaires, qu’elles soient ou
non myé¢élinisées, et sont bloqués par les anesthésiques locaux. En revanche, les canaux
sodiques TTX-R ont leur seuil élevé, leur cinétique d’inactivation est lente et ils sont plus
souvent associés a des mécanismes inflammatoires (Le Bars et al. 2002). Nous émettons
I’hypothese que la PIV serait réduite par I’injection intrathécale de TTX. Il serait donc
intéressant de savoir si la PIV est bloquée ou non par la tétrodotoxine afin de cibler les canaux
sodiques a étudier par la suite.

La substance P est retrouvée au niveau spinal comme neuromodulateur dans les
réponses nociceptives. Méme si son role avait été exclu dans la PIV par injection
intraveineuse, il reste intéressant de vérifier si la PIV est dépendante ou non de la SP au
niveau spinal. D’aprés nos connaissances sur la PIV (non nociceptif), la SP ne devrait pas étre

impliquée au niveau spinal.
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Au niveau spinal, nous avons mis en évidence le rdéle glutamatergique (fonction
excitatrice des neurotransmetteurs) dans la PIV. Or cette fonction est liée a une balance
excitatrice/inhibitrice au niveau spinal caractérisée par un équilibre entre le glutamate et le
neurotransmetteur inhibiteur principal, le GABA (Acide gamma amino butyrique). Grace a
des inhibiteurs spécifiques, il serait intéressant de vérifier leur participation dans le
développement de la PIV afin de poursuivre le modéle mécanistique de la PIV au niveau

spinal.

Un dernier axe de recherche s’orientera sur 1’étude de la PIV et son impact dans
I’incidence des escarres dans des pathologies présentant des défauts au niveau de la
transmission spinale. Une étude sur des rats paraplégiques pourrait étre particulierement
intéressante afin de voir si dans un modele chronique, la PIV est absente ou si des
mécanismes compensateurs existent comme rapportés au cours du vieillissement avec
I’EDHF (Fromy et al. 2010). Dans ces conditions pathologiques, si la PIV est absente, est-il

possible de la restaurer pour rendre une protection cutanée face aux lésions ischémiques ?

2)La CIV

La mise en place d’un mod¢le animal nous a permis d’affiner les mécanismes
physiologiques impliqués dans la CIV cathodale. D’autres études mécanistiques pourraient
etre développer par la suite comme I’étude de I'implication des COX endothéliales,
neuronales ou plaquettaires grace a une étude dynamique de réapparition de CIV apres
injection d’aspirine mais aussi une €tude sur le flare en augmentant de I’intensité ou la durée
d’application du courant.

Il serait intéressant de regarder ce qui se passe dans le cadre d’une pathologie affectant
un ou plusieurs éléments impliqués dans la CIV. Le syndrome de Raynaud est caractérisé par
une défaillance dans la balance vasodilatateur/vasoconstricteur de la microcirculation
(PGI2/TxA2) (Jones and Hawkey, 1983). L’un des traitements de cette pathologie est
I’infusion de prostacyclines (Belch et al. 1983). De plus, le syndrome de Raynaud est
multifactoriel et I’implication du CGRP a également été suspectée (Brain et al. 2004). Nos
¢tudes ont démontré la dépendance des PGI2 endogenes mais aussi du CGRP dans la CIV

cathodale. La CIV cathodale serait-elle modifiée chez ces patients ? Existent-ils des



CHAPITRE 4 : PERSPECTIVES

mécanismes compensateurs comme dans le cadre du diabéte avec l’insuline ? Peut-on

restaurer la perte de la CIV chez ses patients ?

Un autre axe de recherche concernant la CIV pourrait étre son utilisation dans
I’accélération de la cicatrisation d’une plaie sur animal sain dans un premier temps puis
pathologique (diabete, vieillissement) avec des défauts de cicatrisation dans un deuxiéme
temps.

Une stimulation ¢€lectrique est utilisée en thérapeutique pour améliorer la cicatrisation
depuis les années 60. 11 existe quatre types de stimulation électrique (courant continu faible
intensité, courant pulsé¢ faible intensité, courant pulsé¢ et stimulation électrique nerveuse
transcutanée) qui montrent cet effet bénéfique sur les plaies chroniques de type escarres
(Mehmandoust et al. 2007). Celui qui se rapproche le plus de la CIV cathodale est 1’utilisation
du courant continu de faible intensité (Gault et al. 1976; Mehmandoust et al. 2007). Bien que
son efficacité soit prouvée par différentes études réalisées chez I’homme, les mécanismes mis
en jeu sont peu étudiés. Les explications couramment données pour justifier ce phénomene
sont I’effet antibactérien du courant (Rowley 1972) et la galvanotaxie qui induit la migration
des cellules épithéliales et des kératinocytes au niveau de la plaie ainsi que leur prolifération
(Ojingwa et al. 2003). Cependant, I’efficacit¢ du courant sur les plaies n’est pas encore
totalement ¢lucidée.

Nos résultats sur la CIV cathodale ont mis en évidence que le courant cathodal induit
une production endogene des PGI2 et une légere acidification (initiateur). Nous pouvons donc
penser que le courant cathodal de faible intensité pourrait avoir un effet bénéfique sur la
cicatrisation suite a la libération de PGI2 qui permettrait un apport plus important et plus
rapide des cellules inflammatoires sur le site de la plaie. De plus, 1’acidose est un critére
indispensable dans le processus de cicatrisation.

L’influence bénéfique du courant cathodal de faible intensité sur la cicatrisation reste a

prouver sur une peau lésée.
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Conclusion generale

Des facteurs de risque associés a l'incidence accrue d’escarres ont été identifiés mais
trés peu d’études s’intéressent aux mécanismes de la physiopathologie de 1’escarre.
Les escarres constituent un probléme majeur pour les patients et pour le personnel soignant en
milieu hospitalier (Severens et al. 2002).

Nos études ont montré que le blocage de la transduction sensorielle spinale conduisait
a la perte de la PIV et a ’augmentation de I’incidence d’escarres. Or la PIV a longtemps été
suggérée comme €tant un mécanisme protecteur naturel qui retarde I’ischémie. En 1’absence
de perception sensorielle spinale, la peau ne bénéficie plus de protection telle que la PIV pour
lutter contre 1’ischémie provoquée par la pression. Ainsi dans une peau privée de PIV, nous
avons observé un écrasement pour des pressions deux fois plus faibles et une incidence
d’escarres 3 fois plus importante par rapport a une peau qui bénéfice d’une PIV. Par
conséquent, 1’étude de la PIV offre un outil diagnostique intéressant pour évaluer les capacités
protectrices de la peau contre les Iésions ischémiques de pression. Il serait intéressant de
poursuivre la compréhension des mécanismes qui provoquent la perte de la PIV dans
certaines pathologies associées a un fort risque d’escarres pour mieux appréhender la
prévention et/ou la restauration de la PIV dans ces populations a risques (exemple patients
paraplégiques).

En parallele, il est important de poursuivre la compréhension des mécanismes
permettant de favoriser leur cicatrisation par le courant. L’¢lucidation des mécanismes de la

CIV doit donc étre poursuivie pour favoriser la cicatrisation dans les cas pathologiques.
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Introduction

In the endothelial function, prostacyclin (PGl,) is as important
as nitric oxide, however no test assesses specifically the
vascular function of endogenous PGl,.

It exists a significant increase in the cutaneous blood flow in
response to non noxious galvanic current application in
humans. This current-induced vasodilation (CIV) is sensitive
to a non specific inhibitors of COX but not sensitive a specific
COX-2 inhibitor, suggesting the role of COX-1. We
hypothesized that PGI, plays a dominant role in CIV.

We first aimed to verify the existence of CIV in healthy rats
and further precise its underlying mechanism (COX/NOS
involvement) in comparison to the Acetylcholine (Ach) —
mediated vasodilation.

Results

Université Claude Bernard

Methods

Wistar rats weighing 200-400g.

CIV assessment : cathodal stimulation (240s, 0.1mA)
with deionized water

Ach assessment: anodal stimulation (20s, 0.1mA)
with Ach (2%)

Used inhibitors (intravenous injection)

» COX inhibitor : Aspirin,50 mg kg™

» NOS inhibitor : LNNA, 20 mg kg™’

» COX-1 inhibitor : SC560, 2.5 mg kg

+ COX-2 inhibitor : SC58125, 5 mg kg™’

+ PGIS inhibitor : U51605, 0.6 mg kg

* IP receptor antagonist : CAY10441, 6 mg kg™

Measurement of skin blood flow using laser Doppler flowmetry
Measurement of 6 keto PGF1a levels in skin using kit ELISA.

Conclusion

Cathodal CIV mainly relies on the release of PGl,
endogenously  produced through COX1/PGIS
pathway and than acts on IP receptors to relax
cutaneous microvessels in healthy rats.

= CIV is a valuable method to test the vascular
function of endogenous PGI, in healthy skin.

S GOHIN et al J Invest Dermatol (in press)
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