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Implication du sexe, des hormones
gonadiques et de leurs métabolites dans
la réponse nociceptive et la perception de

la douleur

Résumé

Plusieurs variables biologiques, psychologiques, ainsi que des différences culturelles, ont
été mises en cause afin d'expliquer la différence de perception de la douleur existante entre
les hommes et les femmes. Il est connu que les hormones gonadiques influencent la réponse
nociceptive chez I’animal et chez I’humain. Le cerveau a aussi la capacité de synthétiser ses
propres "hormones sexuelles", les neurostéroides. L'objectif de cette these était: 1) évaluer
les facteurs physiologiques et psychologiques influengant de perception de la douleur chez
les hommes et les femmes, 2) évaluer l'implication des androgenes et du cortisol sur les
symptomes cliniques et la perception de la douleur chez des sujets atteints de fibromyalgie
et sains, et 3) évaluer 1'implication des hormones gonadiques et de leurs métabolites 3aSa-
réduits dans la transmission et la modulation de la douleur chez animaux les males et les
femelles par 1'utilisation de modeles de douleur comportementaux.

Mots clés : Douleur; Nociception; Sexe; Genre; Stéroides; Neurostéroides; Récepteur
GABA,

Résumeé en anglais

Several biological, psychological, and cultural differences can explain the difference in
pain perception between men and women. It is known that gonadal hormones influence the
nociceptive response in animals and humans. The brain also has the ability to synthesize its
own "sex hormones", also named neurosteroids. The aims of this thesis were: 1) to assess
the physiological and psychological factors influencing the difference in pain perception
between men and women, 2) to relate the levels of androgens and cortisol with clinical
symptoms and pain perception in healthy volunteers and patients with fibromyalgia, and 3)
to evaluate the involvement of gonadal hormones and of their 3a5a-reduced metabolites in
the transmission of pain and the effectiveness of descending pain modulation systems
(DPMS) in males and females using behavioral pain model in rats and mice.

Keywords: Pain; Nociception; Sex; Gender; Steroids; Neurosteroids; GAB A4 receptors




But just as there is no
flat map that is a good
representation of the
earth’s entire surface,
there is no single
theory that is a good
representation of
observations in all
situations.

- Stephen Hawking
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INTRODUCTION

La douleur est ’'une des principales causes de consultation et d’invalidité
auxquelles sont aux prises plusieurs personnes. En effet, il est estimé qu’au cours
d’une vie, environ 50% a 80% de la population souffrira d’une forme quelconque
de douleur chronique (Koch, 1986). En terme de colt annuel, cela représente une
somme de 40 milliards de dollars $US pour 1'économie américaine (Sheehan et

al., 1996).

Au Canada, 1l est estimé qu’environ 1,5 million de personnes de 15 a 64
ans sont touchées par des incapacités li€es a la douleur. On décrit que plus de 29%
des personnes agées de plus de 18 ans seraient limitées dans leurs activités en
raison de douleurs (Moulin et al., 2002). Cette méme étude soutient que les
femmes sont généralement plus touchées que les hommes (31% des femmes et
27% des hommes) (Moulin et al., 2002). Cette prédominance des cas de douleurs
chroniques chez les femmes par rapport aux hommes est aussi rapportée en
Europe, en Amérique du Sud et en Australie (Farooqi et Gibson, 1998; Lindell et
al., 2000; Blyth et al., 2001; Carmona et al., 2001; Senna et al., 2004).

Récemment, des études expérimentales réalis€es chez 1’humain et chez
I’animal ont démontré une différence de perception de la douleur entre les deux
sexes. Plusieurs hypotheses ont été explorées pour expliquer les différences de
perception de douleur entre les hommes et les femmes, entre autre, des variables
telles que les facteurs biologiques, psychologiques, la culture, I'apprentissage des
roles sociaux et l'histoire personnelle (Berkley, 1997; Fillingim et al., 2009). Ces
études ont démontré que des différences physiologiques notables, particulicrement
associées aux hormones sexuelles. Cependant, cet élément physiologique ne peut
fournir qu’une explication partielle a cette différence de la perception de la
douleur entre les hommes et les femmes. Ce serait donc un ensemble de causes
biologiques et psychologiques qui aurait pour conséquence une sensibilité a la

douleur différente entre les sexes.



1. Recension des écrits : La douleur et ses mécanismes de modulation

1.1 Introduction a la douleur

La douleur représente une perception subjective se définissant comme
«une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable associée a des lésions
tissulaires réelles ou potentielles ou décrite en termes de telles 1ésions» (IASP,
1994). Lorsque I’on parle des mécanismes neurophysiologiques associés a la
douleur, le terme nociception est plutdt utilisé. Les nocicepteurs sont activés par
des stimulations mécaniques, thermiques ou chimiques. Conséquemment, il y a
création d’une activité chimioélectrique qui se propage a travers des fibres
sensorielles (AP, Ad et C). Ces dernieres s'étendent de la périphérie a la moelle
épiniere, ol I’information est redirigée afin d’étre intégrée en terme d'intensité, de
qualité et d’appréciation spatio-temporelle (Figure 1). Ce sont ces signaux qui
permettent finalement 1’activation des muscles effecteurs au besoin. La douleur

est modulée par un systeme de régulation complexe.

Le terme nociception est défini, selon 1’ «International Association for the
Study of Pain» (IASP), comme étant I’activité chimioélectrique des récepteurs et
des fibres nerveuses provoquée par une stimulation potentiellement dangereuse
pour l'organisme. Il s’agit en fait de I’ensemble des composantes
neurophysiologiques mis en ceuvre dans les mécanismes de défense du corps (par
exemple un réflexe de retrait) et la perception de la douleur (qui est l'intégration
cognitive résultant de 'activation des nocicepteurs). En d’autres termes, la douleur
joue un role de signal d’alarme pour le corps, afin de le prévenir d’une atteinte a

son intégrité physique (Rey, 2011).
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Figure 1. Transmission de la douleur

Dans cet exemple, la douleur est produite par un stimulus nociceptif, qu'il soit
mécanique, thermique ou chimique. La stimulation nociceptive induit
généralement la dépolarisation des terminaisons libres afin de créer des potentiels
d'action qui seront transmis par les fibres afférentes nociceptives Ad et C (plus de
détails seront décrits dans le texte). Ces fibres, sont issues des neurones sensoriels
dont les corps cellulaires sont situ€s dans les ganglions rachidiens dorsaux et les
ganglions des nerfs trijumeaux, et permettent la propagation des potentiels
d'action de la périphérie vers la moelle épiniere. Dans leur portion centrale, elles
pénetrent par la racine dorsale de la moelle épiniere et établissent des synapses
avec un neurone de 2°™ ordre. Ce sont ces neurones de 2°™ ordre qui transmettent
I'information nociceptive vers les centres supraspinaux ou l'information
nociceptive est intégrée par différentes parties du cortex pour devenir la douleur
percue. Image tirée de (Anthony, 2013).

La douleur peut étre décomposée en quatre grandes spheres
caractéristiques (Figure 2). Tout d'abord, 1’aspect sensori-discriminatif permet la
localisation et la mesure de I’intensité d’un stimulus nociceptif. La composante
motivo-affective met en jeu I’ensemble du systeme limbique et permet
I’incorporation de 1’aspect émotionnel associé a la douleur. L’aspect cognitif
permet de concentrer son attention et d’anticiper certains évenements ou
sensations par la mémorisation préalable de la douleur. Finalement, la dimension

comportementale induit une réaction aversive au stimulus nociceptif, qu’elle soit



motrice, verbale et/ou végétative (Calvino et Grilo, 2006). Ces différentes spheres
ne sont pas indépendantes, mais bien interrelationnelles (Figure 2). En effet, les
différentes régions impliquées dans ces différents aspects sont tous intereliées et
peuvent influer les un sur les autres. En effet, l'intensité de la douleur influencera
nécessairement la composante motivo-affective et la composante cognitivo-
comportementale. Une seule stimulation nociceptive peut ainsi déclencher un long
enchainement d’événements moléculaires, menant a 1’intégration de toutes ces
facettes de la douleur. Ce concept a évolué avec le temps. En effet, puisque le
nombre de région et d'élément impliqué dans la réaction a une stimulation

douloureuse est si complexe, le concept de «neuromatrice» de la douleur a ét€ mis

sur pied par Ronald Melzack.
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Figure 2. Modele présentant les différentes composantes de la douleur et
leurs interactions suite a D’intégration d’un stimulus potentiellement

dommageable a I’organisme

Dans ce modele, la douleur est composée de plusieurs spheres distinctes, mais qui
se chevauchent : la composante comportementale, la composante nociceptive, la
composante motivo-affective et la composante sensori-discriminative. Adaptation
d'une image tirée du livre (Marchand, 1998) par Emilie Paul-Savoie.

Il existe plusieurs types de douleur qui ont des caractéristiques distinctes.
La douleur aigué est une douleur vive et immédiate. Elle ne dure que quelques
secondes, voire quelques minutes, et est généralement causée par un stimulus
thermique, mécanique ou €lectrique (Guirimand et Le Bars, 1996; Serpell et al.,
1998). La douleur inflammatoire (par exces de nociception), quant a elle, est
généralement créée par une l€sion tissulaire, mais peut se présenter pour d’autres
raisons. Entre autre, lors d’une blessure, il y a libération de médiateurs de
I’inflammation telle que la substance P, le «calcitonin gene-related peptide»
(CGRP), I’histamine, la bradykinine, des prostaglandines et la sérotonine. Ces
substances sont algogeénes et facilitent le déclenchement d’influx nerveux par

l'interaction avec des canaux ioniques (la sérotonine et les protons) ou



métabotropiques (la bradykinine, la substance P, 'histamine) (Basbaum et Woolf,
1999; Julius et Basbaum, 2001). La douleur neuropathique est produite par une
dysfonction ou une lésion du systeme nerveux. Ces Iésions peuvent étre associées
a une démyélinisation des fibres nerveuses, entres autres produit par certains
médicaments, comme le paclitaxel ou la vincristine, ou par certaines pathologies
comme le diabete. Les douleurs neuropathiques peuvent aussi se présenter lors de
lésions nerveuses, par exemple lors de chirurgies ou d'amputation (pour ne
nommer que quelques exemples). Ce type de douleur provoque de 1'allodynie, de
I'hyperalgésie, des douleurs spontanées, de la paresthésie et de la dysesthésie
(Wall et al., 2006). Finalement, la douleur est dite chronique lorsqu'elle persiste
pendant plus de trois mois (selon les criteres de I'IASP). La douleur chronique
peut étre causée par de I’inflammation et/ou a une sensibilisation des nocicepteurs

des voies transmettant I’influx nociceptif au niveau spinal (Calvino et Grilo, 2006)

1.2 Mécanisme de la douleur : Les voies ascendantes

Une sensation douloureuse s'amorce par la stimulation des nocicepteurs
qui sont des terminaisons libres que 1’on retrouve parmi les fibres nerveuses de la
peau, des muscles et des visceres (Guirimand et Le Bars, 1996; Coutaux et al.,
2005). Ces nocicepteurs utilisent 1’énergie du stimulus, qu’il soit thermique,
mécanique ou chimique, et le convertissent en énergie électrochimique (Julius et
Basbaum, 2001; Coutaux et al., 2005). Il existe plusieurs mécanismes de
transduction permettant la détection de stimuli nociceptifs ; on décrit notamment
les canaux «transient receptor potential» (TRP) pour la détection de la chaleur,
les canaux de la degenerine (ENaC/DEG, Epithelia Na* Channel/DEGenerin)
pour la détection des stimuli mécaniques, et le récepteur vamilloide (VR1), les
«acid-sensing ion channels» (ASICs) et TRPA1 pour la détection des stimuli
chimiques (Julius et Basbaum, 2001; Basbaum er al., 2009). Ces détecteurs
moléculaires de la douleur produisent la dépolarisation de la membrane cellulaire
par 'entrée d'ion Na* et Ca®* créant ainsi I’influx nerveux. La dépolarisation d’une
fibre dépend de I'intensité du stimulus, des détecteurs moléculaires présents a la

surface (noci-récepteurs) et du type de fibre nerveuse (voir Figure 3 pour plus de



détails, ou la revue de littérature (Dubin et Patapoutian, 2010)). Si la
dépolarisation initiale produite par les noci-récepteurs est suffisante (amplitude,
durée), alors les canaux sodium s’ouvriront et un ou plusieurs potentiels d’action
seront produits. Selon le type et I'intensité du stimulus, différents types de
neurones sensoriels seront activés. Il existe schématiquement trois types de fibres
nerveuses somatiques conduisant ’information sensorielle : les fibres AP, Ad et
C . Ces classes sont relatives a leur diametre, leur vitesse de transmission, et les
informations sensorielles qu’elles transportent. Les fibres AP sont des fibres
myélinisées de grand calibre (6 - 20 wm). La gaine de myéline est formée par un
enroulement de membranes, d’une composition lipidique et protéique particuliere,
des cellules de Schwann qui protege 1’axone et I’isole électriquement. Une
augmentation de I’épaisseur de 1’enroulement de membrane augmente la distance
entre les nceuds de Ranvier et ceci entraine une augmentation de la conduction des
potentiels d’action. En effet, ce sont les courants ioniques et les lignes de champ
qui déterminent la conduction saltatoire. L’information non nociceptive, telle que
le toucher ou la proprioception, se propage dans ces fibres a grande vitesse (30 -
120 m/s) car elle est portée par des fibres de gros diametre AP fortement
myélinisées. Les fibres nociceptives sont (généralement) les fibres Ad et C (Julius
et Basbaum, 2001; Wall et al, 2006; Dubin et Patapoutian, 2010).
Comparativement aux fibres AP, les fibres Ad sont de plus petit calibre (2 a 5
pm) et faiblement myélinisées. Cela leur permet de transmettre 1’information
relativement rapidement (4 - 40 m/s) (Julius et Basbaum, 2001; Wall et al., 2006;
Basbaum er al., 2009). Les fibres nociceptives Ad prennent principalement en
charge les stimuli mécaniques. Finalement, les fibres C, appelées €galement
nocicepteurs polymodaux, sont de beaucoup plus petit calibre (0,3 - 3 wm), ne
sont pas myélinisées et transportent 1’information nociceptive (mécanique,
thermique et chimique) de fagon plus lente (environ 2 m/s). Ces fibres sont les
plus abondantes puisqu’elles représentent 80 % des fibres afférentes cutanées

(Kumazawa, 1990).

Les fibres Ad et C sont responsables respectivement de la premicre et de la

seconde douleur. La premiere douleur est localisée et rapide ; elle est liée a



I’activation des fibres Ad. La seconde douleur est diffuse et lente ; elle correspond

a ’activation des fibres C.
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Figure 3. Schématisation simplifiée de la diversité de nocicepteurs présents

sur les fibres C

Les stimuli nociceptifs (chaud, froid, mécanique) sont traduits par différents
canaux ioniques. TRAAK et TREK-1 sont des canaux potassiques qui permettent
l'activation des nocicepteurs. Il est important de mentionner que ces différents
senseurs de sont pas nécessairement co-exprimés sur une méme terminaison

nerveuse. Image tirée de (Basbaum et al., 2009). Droits de reproduction obtenus #
11071729.

Les fibres afférentes entrent dans le systeéme nerveux central par les cornes
dorsales de la moelle épiniere ou elles font synapse avec des neurones de 8me
ordre (interneurones ou neurones de projection). Les neurones de projection sont
en charge de la transmission des informations nociceptives vers les centres
supérieurs. La moelle épiniere est une étape tres importante de la transmission
nociceptive puisqu'il s’agit non seulement de 1’étape de transition entre la
périphérie et les centres supérieurs, mais aussi une étape de modulation, ol

I’information nociceptive peut étre inhibée ou amplifiée. La substance blanche de

la moelle est une zone formée de fibres myélinisées. Elle contient les axones des



cellules nerveuses ascendantes et descendantes. La substance grise est composée
principalement de corps cellulaires et de cellules gliales (Brasseur et al., 1997).
Elle se divise en 10 lames, dont 6 sont situées dans la corne dorsale, 3 dans la

corne ventrale et une entourant I’épendyme (Brasseur et al., 1997).

Les neurones nociceptifs, comme les neurones sensoriels, sont
glutamatergiques. Lors de leur activation, les potentiels d’action atteignent la
synapse. Ensuite, ils induisent 1’activation des canaux calcium voltage-dépendants
et I’entrée de Ca®* dans la synapse provoque la fusion des vésicules synaptiques
avec la membrane. Cela permet la libération du/des neurotransmetteurs dans la
fente synaptique. Le neurotransmetteur principal est le glutamate et, parfois,
d'autres neuropeptides sont libérés, comme la substance P et le CGRP. En ce qui
concerne le glutamate, plusieurs types de récepteurs peuvent étre activés dont les
récepteurs-canaux NMDA qui jouent un grand rdle dans les phénomenes de
sensibilisation centrale (plasticité synaptique) et 1’apparition des symptomes

douloureux.
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Figure 4. Schéma simplifié de ’organisation spinale et des connexions des

fibres afférentes primaires

Les fibres afférentes primaires pénetrent dans la corne dorsale de la moelle
épiniere. L'organisation des différentes lames est tres précise. Les fibre Ad et C
(peptidergiques) arrivent dans la lame I. Ces fibres afférentes font synapse avec
des neurones de projections (rouge) et des interneurones (vert). Les connexions
avec les interneurones sont représenté en vert, en bleu et en orange, et sont plutdt
localisé dans la lame II. Chaque type de fibre possede des propriétés différentes et
des roles particuliers dans la transmission de I’influx nociceptif. Notamment, les
interneurones contenant 1'isoforme y de la protéine kinase C (PKC) ont un role
excitateur et sont impliqués dans les douleurs neuropathiques (Malmberg et al.,
1997). Image tirée de (Basbaum et al., 2009). Droits de reproduction obtenus #
11071729.

Tel qu'illustré a la Figure 4, la lame I recoit des afférences des fibres
sensorielles Ad et C (peptidergique) (Basbaum et al., 2009). Ces fibres sont
spécifiques a la nociception. Elles peuvent aussi &tre activées par des
thermorécepteurs détectant des stimulations non nociceptives thermiques froides
ou chaudes. Les fibres C non peptidergiques projettent vers les interneurones de la
lame II interne. Les fibres projettant vers les lames III et IV sont généralement
non-nociceptives (AP). La lame V recgoit des projections de fibres sensorielles
non-nociceptives et nociceptives de type AP, Ad et C (via des projections

indirectes). Les neurones de cette région sont majoritairement des neurones a
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large gamme dynamique (WDR, «wide dynamic range»), qui répondent a des
stimulations nociceptives et non nociceptives, mais aussi a des stimulations a
faible seuil et a haut seuil d’activation (Basbaum er al., 2009). Les neurones des
lames VII-VIII, comme les neurones de la lame V, répondent a des stimulations
nociceptives et non nociceptives. Cependant, ces neurones peuvent €tre activés ou
inhibés par différents types de stimulations, qu’elles soient proprioceptives ou

viscérales.

En résumé, les cornes dorsales sont importantes dans 1’étude de la douleur
puisque c’est a ce niveau que pénétre une majorité de fibres nociceptives Ad et C,
répondant aux stimuli périphériques de haute intensité. Ces fibres innervent
particulicrement les couches superficielles I et II, ainsi que plus profondément
dans les couches V, VI, VII et X. C’est a cet endroit que les fibres afférentes
primaires font synapse avec les neurones de 2™ ordre (Brasseur ef al., 1997).
Dans le cas des fibres non nociceptives AP, lors de leur entrée dans la moelle,
elles se divisent en deux branches. La premiere branche est ascendante et permet
aux fibres de pénétrer sur plusieurs segments de la substance grise médullaire. La
seconde branche rejoint la jonction cervico-bulbaire ou elle forme la voie

lemniscale (Wall et al., 2006) (Figure 5).
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Figure 5. Les voies lemniscale et spinothalamique

En fonction du type de stimulus, non nociceptif ou nociceptif, 1'influx nerveux
empruntera des voies de transmission différentes. Les stimuli non nociceptifs sont
transmis par la voie lemniscale qui emprunte la colonne dorsale vers les centres
supérieurs (en rouge). Les stimuli nociceptifs sont transmis par la voie
spinothalamique, de facon contralatérale apres décussation spinale. Image tirée du
site internet Le cerveau a tous les niveaux (Dubuc, 2002¢)(Copyleft).

Les informations nociceptives sont transmises vers de nombreuses régions
du cerveau permettant 1’intégration de la composante sensori-discriminative (voie
spinothalamique vers le cortex somatosensoriel S1 et S2), et de la composante
motivo-affective (voie spinoréticulaire vers le cortex cingulé antérieur et I’insula)
(Figure 6). En effet, les projections ascendantes peuvent étre de différents types,
soit : 1) une projection directe vers le thalamus (voie spinothalamique), 2) une
projection directe vers le tronc cérébral permettant la modulation du contrdle
homéostatique, 3) des projections directes vers [’hypothalamus (voie

spinohypothalamique) (ces voies seront décrites plus bas).
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Figure 6. L'intégration supraspinale de I'information nociceptive

L'intégration de l'information nociceptive se fait par plusieurs régions du cerveau.
Chacune de ces régions est associée a des spheres de perception de la douleur (en
rouge). Image tirée du site internet Le cerveau a tous les niveaux (Dubuc,
2002a)(Copyleft).

1.2.1 Les projections spinothalamiques

Lorsque les afférences nociceptives primaires liberent les
neurotransmetteurs dans la fente synaptique, elles activent, par l'intermédiaire
d'interneurones ou non, des neurones de 2° ordre qui traversent la moelle par la
commissure grise antérieure et forment la voie spinothalamique. Les axones des

projections spinothalamiques forment trois funicules (Figure 7). Le premier est le
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funicule médial latéral (néospinothalamique), qui provient principalement de la
lame I et projette vers les régions latérales du thalamus. Le second est le funicule
médial antérieur (paléospinothalamique), qui provient principalement des lames
V-VII et projette vers les noyaux médians du thalamus et vers certaines structures
du tronc cérébral. Le troisieme est une voie multisynaptique nommée
archispinothalamique qui rejoint la formation réticulée, la SPGA, les noyaux
intralaminaires, le thalamus, 1'hypothalamus et le systeme limbique. En résumé,
les projections supraspinales visant la formation réticulée, le mésencéphale et le
thalamus sont controlatérales au stimulus (Besson et Chaouch, 1987; Willis et
Coggeshall, 1991). Les neurones du thalamus font synapse avec un neurone de 3°
ordre qui projette vers le cortex somatosensoriel et le systeme limbique. Les voies
rejoignant les centres supérieurs permettent 1’intégration de I’information sur la
composante sensorielle de la douleur (localisation, durée, intensité) ainsi que la
mise en place des différentes spheres de la douleur mentionnées plus tot

(Guirimand et Le Bars, 1996).
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Figure 7. Les voies spinothalamiques

La transmission de l'information nociceptive se fait par trois voies dites
extralemniscales. Celles-ci transportent l'information vers différentes régions du
cerveau. Image tirée du site internet le cerveau a tous les niveaux. Image tirée du
site internet Le cerveau a tous les niveaux, (Dubuc, 2002b) (Copyleft).

1.2.2 Les projections spinoréticulaires

Les voies spinoréticulaires, ou spinobulbaires, projettent vers quatre
régions du cerveau : les groupes de cellules catécholaminergiques, le noyau
parabrachial, la SGPA et la formation réticulée du tronc cérébral. Les projections
spinoréticulaires sont constituées des axones des neurones de la lame I
(catécolaminergiques) qui projettent vers la médulla ventromédiale, c’est-a-dire le
noyau du tractus solitaire (NTS), le locus coeruleus et la protubérance
dorsolatérale (Wall et al., 2006). Ces projections sont nécessaires a 1’intégration et
a la régulation du systeme autonome. En effet, la région ventromédiale de la

moelle épiniere projette vers les noyaux de I’hypothalamus impliqués dans la
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libération  de  neurotransmetteurs et de  neuropeptides comme

I’adrénocorticotrophine (ACTH), la vasopressine et 1’ocytocine.

Les projections spinoréticulaires, particulierement celles associées au
noyau parabrachial, sont aussi nécessaires a 1’homéostasie du systeme nerveux
autonome et a la composante émotionnelle de la douleur. Ce noyau répond a la
fois aux stimuli nociceptifs viscéraux et aux stimuli transmis par les neurones de
lalame I (Bernard et al., 1994). Entre autres, le noyau parabrachial recoit de fortes
projections du NTS (Herbert ez al., 1990). Ce noyau est le relais principal du nerf
vague transportant 1’information relative au systetme nerveux autonome. Les
projections du noyau parabrachial se rendent principalement vers 1’hypothalamus
et I’amygdale, mais aussi vers la SGPA, la médulla ventrolatérale et le lit de la
strie terminale (Gauriau et Bernard, 2002). La SGPA est impliquée dans
différentes fonctions de régulation, tant associées a la modulation du systeme
nerveux autonome (par des projections vers le thalamus et I’hypothalamus) qu’a la

modulation de la douleur (par des projections vers la médulla rostroventrale).

Finalement, les projections spinoréticulaires vers le tronc cérébral sont
initiées dans les couches profondes de la moelle épiniere. Raboisson et ses
collaborateurs (1996) ont démontré, par I’injection d’un traceur rétrograde, que les
neurones de projection des lames V-VII innervent particulierement le subnucleus
reticularis dorsalis (SRD), une région dorsomédiale de la formation réticulée. Le
SRD encode I'intensité des stimuli nociceptifs (Villanueva et al., 1996). De plus,
il a été démontré que le SRD est un élément nécessaire a 1’induction du contrdle
inhibiteur diffus nociceptif (CIDN) qui sera présenté plus loin (Bouhassira et al.,
1992b). Les neurones de cette région projettent vers le thalamus ventromédial,
mais surtout vers les lames profondes (via le funicule dorsolatéral) de la moelle

épiniere (Villanueva et al., 1995; Raboisson et al., 1996; Villanueva et al., 1998).

1.2.3 Les projections spinohypothalamiques
Dado et collaborateurs (1994) ont proposé l'existence d'une voie

spinohypothalamique. Celle-ci serait initiée dans les lames superficielles et
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profondes de la moelle épinicre (I, V, VII et X) (Dado er al., 1994). Cependant,

peu d’études ont confirmé ces résultats.

Il est bien connu que I’hypothalamus a une influence considérable sur le
systeme nerveux autonome (SNA) et le systeme sensoriel. Il a été décrit que cette
région recgoit les afférences provenant des lames superficielles de la moelle
épiniere transportant I’information nociceptive (Giesler, 1995). D’autres études
physiologiques ont aussi démontré qu’il existait une voie hypothalamique
descendante rejoignant le noyeau intermédiaire de la moelle épiniere entre T1 et
L2 permettant la modulation des fonctions autonomiques et de la douleur. De
plus, I’hypothalamus relie plusieurs régions du cerveau impliquées dans la
modulation affective et cognitive de la douleur comme le NTS, la SGPA, la

médulla rostroventrale (MRV) et des structures cortico-limbiques (Millan, 2002).

Il a d'ailleurs été suggéré que certaines situations de stress ou de douleur
entraineraient la libération d'ocytocine dans la moelle épiniere par une projection
directe initiée dans le noyau paraventriculaire (NPV) de 'hypothalamus (Condes-
Lara et al., 2006; Breton et al., 2008). Ce systeme de projection est peu connu,
mais certains de nos résultats préliminaires (Coulombe, Juif et Poisbeau, données
non-publiées) démontrent l'action de l'ocytocine dans plusieurs types de
mécanismes de contrdle descendants de la douleur (MCDD), dont l'analgésie

induite par le stress de type opioidergique et non opioidergique et les CIDN.

1.3 Mécanismes de modulation de la douleur : Les voies descendantes

La douleur est une sensation qui peut étre modulée par différents
parametres environnementaux (affectif, socioculturel, géographique) et
physiologiques (hormones, stress, conditions pathologiques) (Calvino et Grilo,
2006). Les voies de modulation peuvent €tre inhibitrices ou facilitatrices. La
modulation des signaux nociceptifs peut se produire a différents niveaux et peut
étre tonique ou déclenchée par une stimulation nociceptive (Guirimand et Le Bars,

1996).
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Les mécanismes descendants de modulation de la douleur sont initi€s au
niveau supraspinal et projettent vers la moelle épiniere. Ces projections
descendent par le funicule dorsolatéral, dans le cas des influences inhibitrices, et
par la partie ventrale/ventrolatérale de la moelle, dans le cas des influences
facilitatrices (Zhuo et Gebhart, 1990, 1992; Urban et Gebhart, 1997; Zhuo et
Gebhart, 1997; Gebhart, 2004). La SGPA est une région prédominante de la
modulation de la douleur (Yaksh et Rudy, 1978). Cependant, il a été démontré que
les MCDD étaient aussi produits par le cortex somatosensoriel, le thalamus,

I’hypothalamus, le mésencéphale, le pons et la médulla (Yaksh et Kerr, 1986).
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1.3.1 Circuit SGPA-MRV-ME

1.3.1.1 Le reseau neuronal des MCDD
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Figure 8. Vue simplifiée des systémes ascendant et descendant de la douleur

L’information nociceptive est transmise vers différentes régions du cerveau par
les voies spinothalamique, spinoréticulaire et spinohypothalamique. La douleur
est modulée a différents niveaux de la moelle épiniere par le cortex, le tronc
cérébral, la médulla rostroventrale et la moelle épiniere. Ces mécanismes de
controle sont activés par différentes situations telles que le stress, la douleur,
I’exercice physique, I’effet placebo, les émotions, les taches cognitives. Image
tirée de (Basbaum et al., 2009). Droits de reproduction obtenus # 11071729.

Les projections reliant la substance grise périaqueducale, la médulla
rostroventrale et la moelle épiniecre (SGPA-MRV-ME) sont grandement
impliquées dans les MCDD (Figure 8). En effet, la stimulation électrique de

SPGA produit une analgésie importante, de méme que l’injection de morphine
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intra-SGPA (Reynolds, 1969; Yaksh et Rudy, 1978). De plus, la lésion du
funicule dorsolatéral (initié dans la MRV et projetant vers la moelle épinicre)
semble inhiber 1’analgésie produite par les MCDD (Proudfit et Anderson, 1975;
Basbaum et Fields, 1979; Mohrland et Gebhart, 1980; Proudfit, 1981). La SGPA
est une région tres hétérogene du tronc cérébral recevant de nombreuses
afférences nociceptives provenant de la moelle épiniere, mais aussi du noyau
parabrachial, de I’hypothalamus, de I’amygdale et du NTS (Gray et Magnuson,
1992; Millan, 2002). En effet, elle contient une forte densité de neurones
exprimant le récepteur W opioide, mais aussi des récepteurs GABA et
glutamatergique (Gutstein et al., 1998; Commons et al., 1999; Commons et al.,

2000).

En plus de son grand nombre de projections vers la MRV, la SGPA
projette aussi vers le locus coeruleus, la formation réticulée médullaire, le NRM,
le systeme limbique et le noyau thalamique intralaminaire (Shah et Dostrovsky,
1980; Yezierski et al., 1982b; Eberhart et al., 1985; Van Bockstaele et al., 1991;
Cameron et al., 1995; Loyd et Murphy, 2006). Les projections du NRM liberent
de la sérotonine au niveau de la moelle épiniere postérieure (Yezierski et al.,
1982a; Besson, 1990), tandis que celles allant vers le locus coeruleus produisent
une libération de noradrénaline (Brasseur et al., 1997). L’inhibition des neurones
de la corne dorsale de la moelle par ces voies descendantes peut se produire par la
libération de différents neuromédiateurs, tels que la sérotonine et la noradrénaline,
mais aussi par la libération de GABA, de glycine et de peptides opioides (Lin et
al., 1996b, 1996a, 1996¢; Peng et al., 1996a, 1996b, 1996¢; Budai et Fields, 1998;
Budai ef al., 1998; Cui et al., 1999).

Les MCDD sont souvent définis comme €tant une chaine de cellules ON et
OFF. Les cellules ON sont actives en situation de douleur (dites activatrices),
tandis que les cellules OFF sont actives lorsqu'il n'y a pas de douleur (dites
inhibitrices) (Wall et al., 2006). Les cellules ON exprimeraient des récepteurs des
opioides et seraient inhibées par les neurones projetant de la SGPA vers la MRV.

Les cellules OFF, quant a elles, seraient excitées par les projections de la SGPA.
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Les neurones descendants de la MRV vers la moelle épiniere sont généralement
sérotoninergiques, enképhalinergiques, GABAergiques ou glycinergiques (Fields

etal., 1991).

1.3.1.2 Implication des neurones gabaergiques dans les MCDD

Bien que I’on consideére majoritairement I’implication des récepteurs aux
opioides dans la SGPA, il semblerait que les interneurones GABAergiques soient
aussi impliqués dans le circuit SPGA-MRV-ME. En effet, plusieurs études ont
observé que I'injection d’un agoniste GABA dans le tronc cérébral induit une
augmentation de la réponse a la douleur, tandis que I’injection d’un antagoniste
produisait une diminution de ces réponses (Moreau et Fields, 1986; Heinricher et
Kaplan, 1991; McGowan et Hammond, 1993; Gilbert et Franklin, 2001; Hasanein
et al., 2008). Le role du GABA dans ces circuits est l'inhibition des cellules OFF.
L'activité des cellules OFF étant diminuée, il y a donc réduction de 1'inhibition de
la transmission nociceptive dans la moelle épiniere. Cet effet sur les cellules OFF
produit un effet pronociceptif. Cette théorie est conséquente avec le résultat
observé lors de l'injection d'un agoniste du récepteur GABA, dans la MRV

(Heinricher et al., 1991; Gilbert et Franklin, 2001).

Il est important de savoir qu’il n’y a pas de séparation anatomique
distinguant les controles inhibiteurs et les contrdles facilitateurs de la douleur.
Bien souvent, une méme structure peut &tre impliquée simultanément dans
I’activation des controles inhibiteurs et facilitateurs. De plus, un méme
neurotransmetteur, selon le récepteur ou le sous-type de récepteur qu'il active,
pourra aussi étre excitateur ou inhibiteur (Millan, 2002). L’inhibition et
I’excitation par les centres supérieurs peuvent se produire a différents niveaux. En
effet, 'action sur des récepteurs postsynaptiques ou 1’action des afférences
primaires sur certains interneurones médullaires peuvent influencer la
transmission de I’information nociceptive. Finalement, I’action directe sur des
récepteurs présynaptiques permet la modulation de la libération des

neurotransmetteurs (Chapman et Dickenson, 1993).
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1.3.2 Mécanismes spinaux

La modulation des voies afférentes de la douleur au niveau spinal est bien
documentée. Tel que mentionné plus haut, un systeme d'interneurones excitateurs
et inhibiteurs modulent l'information nociceptive a son arrivée dans la moelle
épiniere. Un des systetmes de contrOle inhibiteur largement discuté dans la
littérature est la théorie du portillon, présenté par Melzack et Wall en 1965. Il
s’agit en fait, d’interneurones de la moelle épiniere contrélant 1’équilibre entre les
messages nociceptifs et non nociceptifs présents dans les neurones nociceptifs non
spécifiques (Melzack et Wall, 1965). Ces auteurs ont démontré que le recrutement
de fibres AP permet I’activation d’interneurones inhibiteurs qui bloquent les
informations nociceptives provenant d’un méme segment de la moelle, produisant

une inhibition localisée sur les dermatomes de cette section de la moelle.

1.3.3 Controle inhibiteur diffus nociceptif

Le controle inhibiteur diffus nociceptif (CIDN), soit l'inhibition de la
douleur par un stimulus nociceptif dit conditionnant, est aussi décrit comme la
modulation d'une douleur par une seconde douleur. Ce concept a été présenté pour
la premicre fois par Le Bars, Dickenson et Besson a la fin des années 70 (Le Bars
et al., 1979). Par la suite, ces trois auteurs ont participé a la compréhension de ce
phénomene dans leurs laboratoires respectifs. Ils ont observé qu’une stimulation
nociceptive permet de recruter un systeme inhibiteur descendant en provenance de
structures du tronc cérébral, dont la SGPA et les noyaux du raphé magnus (NRM),

produisant une inhibition diffuse sur I’ensemble du corps (Le Bars et al., 1979).

Ce phénomene de modulation endogene de la douleur a été décrit dans un
premier temps chez 1'animal par technique d'électrophysiologie in vivo. Le Bars et
ses collaborateurs (1979) ont observé que la douleur produite par une stimulation
nociceptive aigué, dans ce cas-ci produite par des chocs électriques a une patte
arriere, pouvait €tre inhibée (diminution des décharges de neurones convergentes)
par une autre stimulation nociceptive, notamment une stimulation thermique sur la
queue (Figure 9). Les neurones qui sont impliqués dans cette modulation sont

ceux des voies spinothalamiques (Dickenson et Le Bars, 1983; De Broucker et al.,
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1990). Ce phénomene se produit lorsque le stimulus conditionnant est localisé en
dehors du champ réceptif de la stimulation nociceptive initiale et dépend
fortement de l'intensité de cette stimulation (Le Bars et al., 1981a; Villanueva et
Le Bars, 1995). Ce systeme est sensible a de faibles doses de naloxone,
impliquant donc vraisemblablement des récepteurs aux opioides (Kraus et al.,
1981; Le Bars et al., 1981b). De plus, ils ont pu définir que ce systeéme de contrdle
était descendant et impliquait des régions supraspinales du systeme nerveux
central puisque les rats spinalisés ne pouvaient pas recruter leurs CIDN (Morton et
al., 1988). Finalement, il semble que le SRD soit une région clé impliquée dans le
CIDN animal. En effet, lorsque cette région est 1ésée, 1'inhibition de la douleur ne
peut pas étre produite (Bouhassira et al., 1992a; Villanueva et al., 1996). Par la
suite, les projections du SRD descendent vers les cornes dorsales de la moelle
épiniere par le funicule dorsolatéral (Villanueva et al., 1986). Chez 1'animal, on
mesure le CIDN en utilisant une technique d'électrophysiologie in vivo, cependant
quelques équipes ont tenté de reproduire ces résultats chez 1'animal vigile (Kraus

et al., 1981; Morgan et Whitney, 1996).
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Ce schéma représente les décharges des neurones convergents de la moelle
épiniere d'un rat qui sont produites par l'application de glutamate. Lors d'une
stimulation nociceptive dite conditionnante, qu'elle soit produite par 1'immersion
de la queue dans un bain d'eau chaude ou par une stimulation mécanique de la
queue, de la patte ou du museau, il y a inhibition des décharges neuronales. Ce
schéma expérimental représente 1'activation des CIDN. Image tirée de (Le Bars,
2002). Droits de reproduction obtenus # 11076046.

Chez l'humain, on a tenté de reproduire le phénomene du CIDN et
plusieurs équipes y travaillent toujours (De Broucker et al., 1990). Notamment, il
est décrit que l'amplitude des CIDN dépend grandement de l'intensité et de la
surface du stimulus conditionnant. Ceci est logique puisque le SRD est une région

du cerveau impliquée dans l'encodage de l'intensité des stimulations nociceptives.

Il y a présentement plusieurs désaccords dans la communauté scientifique
tant sur la nomenclature de ce phénomene que dans la facon de le produire. Il est
évident que 1'implication corticale de la perception de la douleur chez I'humain est
présente en tout temps, cependant des études chez des patients avec des lésions
thalamiques et des patients atteints du syndrome de Wallenberg ont démontré que
ce n'est pas l'aspect douloureux ni l'aspect distrayant du stimulus conditionnant
qui produit l'hypoalgésie (De Broucker et al., 1990). Plusieurs auteurs ont
d'importants doutes a savoir s'il s'agit réellement d'un CIDN, versus une analgésie
induite par le stress, d'ou la nouvelle nomenclature « modulation de la douleur par
un stimulus conditionnant ». Ce terme précis définit un paradigme
psychophysique lors duquel un stimulus conditionnant est utilisé afin de moduler
une mesure nociceptive (Yarnitsky et al., 2010). Dans cette définition, le stimulus
conditionnant pourrait étre nociceptif ou non nociceptif, et la modulation pourrait
étre soit une inhibition de la douleur ou une facilitation de la douleur. En effet, la
littérature s'intéresse de plus en plus au concept de facilitation de la douleur qui

pourrait aussi étre une cause de douleurs chroniques chez certains patients.

Plusieurs types de stimulus conditionnants sont utilisés dans la littérature.
Le plus commun est I'immersion du bras dans un bain d'eau froide. Par contre, les

mesures nociceptives avant et apres le stimulus conditionnant sont de modalités
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multiples. Certaines équipes utilisent aussi des douleurs toniques telles que
l'injection de solution saline hypertonique ou la distension du colon, cependant ces

techniques sont peu communes.

I1 a été montré que le CIDN diminue avec 1'dge (Pud et al., 2005; Lariviere
et al., 2007; Tousignant-Laflamme et al, 2008; Tousignant-Laflamme et
Marchand, 2012). En ce qui concerne la différence d'amplitude du CIDN entre les
hommes et les femmes, les études divergent dans leurs résultats. Toutefois, une
méta-analyse des études du CIDN entre les hommes et les femmes a défini que le
CIDN des hommes était plus efficace que celui des femmes (Popescu et al.,
2010). Plusieurs pathologies de douleurs chroniques, dont la fibromyalgie, le
syndrome du colon irritable, le désordre temporomandibulaire, la névralgie du
trijumeau et les céphalées de tension, démontrent une absence ou un
malfonctionnement des mécanismes endogenes de modulation de la douleur
(Julien et al., 2005; Pielsticker et al., 2005; de Souza et al., 2009; King et al.,
2009; Leonard et al., 2009).

1.4 Modulation de la douleur par le systéeme nerveux autonome

Le systeme nerveux autonome (SNA) est un systeme qui controle
I’homéostasie physiologique de notre organisme. Il est nécessaire a la régulation
des fonctions « automatiques » du corps humain, par exemple, la respiration, la
pression artérielle, la sécrétion viscérale, et la fréquence cardiaque. I est

particulicrement sollicité lors de stress environnementaux.

Lors d’une douleur, comme dans d’autres situations de stress, le systéme
nerveux autonome sympathique est mis en marche. En effet, la premiere réponse a
une douleur est I’activation du systeme nerveux sympathique, ce qui entraine
I’augmentation de la fréquence cardiaque (Tousignant-Laflamme et al., 2005;
Tousignant-Laflamme et al., 2006), de la pression artérielle (Davidson et al.,
2001; Nijsen et al., 2003) et de la fréquence respiratoire (Kato et al., 2001). Cette
activation importante du systeme sympathique et des fonctions qu’il controle sera

ensuite régulée par les systemes physiologiques opposés (dont le systeme
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parasympathique) afin de rétablir 1'équilibre initial. On parle alors de charge

allostatique qui pourrait devenir insurmontable dans certains cas pathologiques.

1.5 Modulation de la douleur par l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
(HHS)

1.5.1 Le stress et ses conséquences neuropsychologiques

Le stress est une réaction physiologique du corps a une situation qui le
contraint, que celle-ci soit environnementale, physique ou psychologique. Hans
Selye décrit les situations de stress comme étant composées de trois étapes
successives : la réaction d’alarme, le stade de résistance et le stade d’épuisement.
Le stress implique a la fois le corps et le cerveau puisqu’il implique
I’hypothalamus, I’hypophyse et les glandes surrénales, d’ou le nom de 1’axe

hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS).

Lors d’un stress, il y a libération, notamment, de corticolibérine (CRH,
«corticotrophin-releasing hormone») par les cellules parvocellulaires du noyau
paraventriculaire (NPV). Le CRH est libéré dans le systeme porte hypothalamo-
hypophysaire. Cette molécule liera ses récepteurs qui sont couplés a des protéines
G dans les cellules corticotropes (Grammatopoulos et Chrousos, 2002). La liaison
du CRH a son récepteur produira la transcription de I'ARNm de la
proopiomélanocortine (POMC) qui sera métabolisée en B-lipotropine (B-LPH), en
d’adrénocorticotrophine (ACTH) et en y-mélanotropine (y-MSH). L'ACTH pourra
étre métabolisée (chez le rat, mais pas chez 1'humain) en o-mélanotropine (o-
MSH) et en «Corticotrophin Like Intermediate Lobe Peptide» (CLIP), alors que le
fragment B-LPH formera le y-LPH, la B-endorphine et la Met-enképhaline
(Goodman et al., 2001b; Greenspan et Gardner, 2004). La libération d'ACTH par
I’hypophyse antérieure permettra, suite a sa liaison a son récepteur couplé a une
protéine G, la sécrétion de glucocorticoides, de minéralocorticoides et de stéroides
par le cortex surrénalien (Goodman et al., 2001b). Une boucle de rétrocontrole par
les glucocorticoides de inhibera finalement la libération d'ACTH. La libération de

cortisol dans le sang (cortisone chez le rongeur) permettra de moduler les
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réactions du corps et du cerveau (McEwen et Kalia, 2010). Les différentes
hormones libérées en situation de stress permettent 1’adaptation du corps.
Cependant, a long terme, la plasticité engendrée par le stress peut entrainer des
effets négatifs sur le corps et les fonctions cérébrales (anxiété, trouble de

I’humeur, mémoire) (Heim er al., 2001).

Il est important de considérer le type de stress mis en jeu lors d'études
animales et humaines. Il a été décrit notamment que les stress les plus importants
étaient ceux générés par des situations inévitables (le terme inescapable pain est
d'ailleurs repris dans l'article #1) qui se résument a une perte de contrdle personnel
et individuel de la situation (Clauw, 2009). Il a été observé que certains stress,
souvent considérés comme mineurs, peuvent étre associés au développement de
pathologies douloureuses. On parle notamment d'intimidation, de situation ne
permettant pas de prise de décision, ou de surplus de travail important. Ces types
de stress sont souvent autogénérés par les personnalités perfectionnistes, un don
de soi trop important et un surengagement personnel (Kivimaki et al., 2004; Van

Houdenhove et Luyten, 2006).

Dans ces situations, le corps doit maintenir ’homéostasie de son milieu
intérieur. Celui-ci utilise des méthodes d’allostasie, c'est-a-dire un processus
ramenant un organisme a son équilibre physiologique interne (Sterling et Eyer,
1988). Les situations de stress peuvent déréguler ces processus de maintien de
I’équilibre et créer une situation de détresse engendrant des conditions
pathologiques telles que la dépression, 1’anxiété, 1’inflammation (Clark et al.,
1997; Peters et McEwen, 2012). L’allostasie implique plusieurs systemes de
controle des fonctions physiologiques comme 1’axe HHS, le systeme nerveux
autonome et le systtme immunitaire. Leurs fonctions sont principalement de
réagir aux situations stressantes de I’environnement. Les propriétés d'une
allostasie suffisante, par exemple dans un systeéme non pathologique, consistent en
une bonne capacité a s’activer en situation de stress et a se désactiver le moment

venu.
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Lors d'un évenement majeur, dépendamment des différences individuelles
et de la réponse coportementale a la situation, il y aura une réponse physiologique
produit par le corps. Cette réponse, l'allostasie, permettra l'adaptation a cette
situation. Lorsque le corps ne peut plus s'adapter, il y a ce qu'on appel une
surcharge allostatique (McEwen, 2007). Quatre types de surcharge allostatique
peuvent se présenter (McEwen, 2007). Premierement, une surcharge allostatique
peut se développer en réaction a de nombreux stress répétés provenant de
différentes sources. Deuxiemement, il peut y avoir un manque d'adaptation lors
d'un stress prolongé. Troisiecmement, il peut y avoir une absence de récupération
suivant une situation stéssante. Finalement, une surchage allostatique peut se
traduire par une absence total ou inadéquate de réaction physiologique en réponse
a un évenement. Ces déreglements de la réponse physiologique se traduisent par
une augmentation ou une diminution des médiateurs impliqués dans le stress. Cela
entraine nécessairement des mécanisme de compensation par d'autres médiateurs
produisant les symptomes associés a la surcharge allostatique tels que la mauvaise
qualité du sommeil, les troubles cognitifs, l'irritabilité, 'anxiété et la dépression

(McEwen, 2007).

L'implication du stress dans les pathologies douloureuses a été décrit par
quelques études, notamment celles qui s’intéressent au syndrome de fatigue
chronique et a la fibromyalgie (Crofford et al., 1994; Neeck et Crofford, 2000;
Harris, 2010). Ces syndromes suggerent une influence des corticostéroides et du
glutamate dans I’insula des patients atteints de conditions de douleur chronique

(Harris, 2010)

Les corticostéroides libérés pendant le stress sont également des molécules
utilisées depuis plusieurs décennies dans le traitement de la douleur (McEwen et
Kalia, 2010). Ils sont reconnus pour diminuer I’inflammation, mais aussi pour
inhiber I’expression des neuropeptides impliqués dans la transmission de la
douleur dans la moelle épiniere (Pinto-Ribeiro et al., 2009). Un stress important
entraine une analgésie (généralement nommée analgésie induite par le stress

(stress-induced analgesia), tandis qu’un stress léger produit plutdt une
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hyperalgésie (Butler et Finn, 2009; Devall et al., 2009). Cependant, les effets de la
chronicité d’un stress sont moins bien caractérisés. Certaines expérimentations

animales ont montré que 1’exposition répétée a un stress pouvait produire une

hyperalgésie (Imbe et al., 2006; Senba et al., 2008).

1.5.2 Analgésie induite par le stress

L’analgésie induite par le stress (AIS) est I'une des résultantes de la
libération hormonale par 'axe HHS qui permet a 1'étre qui subit le stress de fuir
méme en situation de blessures. Les molécules impliquées dans ce phénomene
sont les hormones de 1’axe HHS, les neurotransmetteurs monoaminergiques et les
opioides endogenes (Lewis et al., 1982; MacLennan et al., 1982; Watkins et al.,
1984). L’étude de I'AIS a été faite chez plusieurs modeles animaux. Il a été
déterminé tres tot que 1'AIS varie grandement selon I’espece animale, le sexe et le
type de stimulus utilisé. Des le début des années 80, les chercheurs ont commencé
a décrire des AIS sensibles a la naloxone (AIS dite opioidergique) et insensibles a
la naloxone (AIS dite non opioidergique) (Spiaggia et al., 1979; O'Connor et
Chipkin, 1984).

Par exemple, O’Connor et Chipkin (1984) ont démontré, chez la souris,
que I’ AIS produite par une nage forcée a 2°C pendant 2 minutes, mesurée par le
test du retrait de la queue, était inchangée suite a I’injection de naloxone, de méme
qu'a l’injection d’un inhibiteur de 1’enképhalinase thiorphane. Par contre,
I’analgésie produite par une nage forcée de 3 minutes a 32°C était sensible a
I’injection de naloxone. Ces expérimentations ont soulevé, d'une part, la notion
d’AIS opioidergique et non opioidergique, mais soulignent aussi l'importance de
la nature du stress sur les mécanismes neurophysiologiques impliqués et sur
l'issue comportementale. Cet exemple montre bien qu'un stress important sera de
type non opioidergique alors qu'un moins important sera de type opioidergique. Il
est important de mentionner ici, pour faire référence a l'effet du stress sur la
douleur décrit en 1.5.1, que les stress de nage forcée sont en tout temps des stress
produisant de l'analgésie. Un exemple de stress 1éger produisant une hyperalgésie

serait notamment celui induit par une plaque vibrante (Devall et al., 2009). En
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effet, il a ét€ démontré que le positionnement d'un rat sur une plaque qui vibre
pendant 5 minutes diminuait le seuil nociceptif au test de retrait de la queue

(hyperalgésie).

Les premieres études qui ont démontré I'implication des récepteurs
NMDA (acide N-méthyl-D-aspartique) dans le mécanisme d’ AIS ont été faites par
le groupe de Liebeskind au début des années 90. Cette équipe a étudié le role des
récepteurs opioides et des récepteurs NMDA du glutamate dans les AIS produites
par la nage forcée. Plusieurs modeles de souris ont été utilisés afin de prouver leur
point : des souris déficientes pour les récepteurs aux opioides (CXBK), des souris
riches en récepteurs opioides (CXBH), puis des souris sélectionnées pour avoir
une faible (LA) ou une forte (HA) AIS. Ce groupe a défini qu'en fonction du type
de stimulus, I’analgésie pouvait étre non opioidergique (3 minutes a 15°C), mixte
(3 minutes a 20°C) ou opioidergique (3 minutes a 32°C). De plus, ils ont démontré
que la composante opioidergique est inhibée par la naloxone et que la composante
non opioidergique est inhibée par le MK-801, un antagoniste du récepteur
NMDA. Ces observations ont €t€ validées lors de douleurs induites par la plaque
chaude, mais aussi induites par I'injection de formaline (Marek et al., 1991;

Marek et al., 1992; Vaccarino et al., 1992).

1.6 Modulation de la douleur par la gestion émotionnelle et la personnalité

La perception de la douleur peut aussi €tre modulée par de nombreux
facteurs psychologiques comme la personnalité et la gestion émotionnelle. La
personnalité est définie par 1'Association Américaine de Psychologie comme étant
I'ensemble des différences caractéristiques d'un individu dans sa fagon de penser,
de se comporter et de se sentir (American Psychological Association, 2013). La
personnalité influencera grandement la facon de réagir d'un individu a une
situation particuliere (probleme, stress, prise de décision). Plusieurs auteurs ont

tenté de définir la personnalité en fonction de différentes approches et théories.

L'approche psychobiologique de Cloninger sépare la personnalité en

caracteres et en tempéraments. Le caractere est une dimension de la personnalité
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déterminée par l'apprentissage social et l'apprentissage cognitif d'une personne.
Celui-ci se développe en fonction des différentes interactions sociales et par les
expériences de vie (Hansenne, 2001). Le tempérament est plutdt la tendance
naturelle d'un individu a activer, a inhiber ou a maintenir un comportement. Le
tempérament est plutdt décrit comme un facteur inné (Hansenne, 2001). Cloninger
justifie les tempéraments (recherche de nouveauté, évitement du danger,
dépendance a la récompense et persistance) par des différences de concentration
des neurotransmetteurs du cerveau. Il décrit la recherche de nouveauté par un état
d'activation des comportements. Les personnes ayant un haut score a ce
tempérament recherchent activement des sensations fortes, sont plutdt
extravagantes et désordonnées. Ce comportement serait vraisemblablement di a
de faibles niveaux de dopamine, ce qui fait que ces personnes seront a la
recherche de situations entrainant sa libération (Beninger, 1983; Tomer et Aharon-
Peretz, 2004; Kazantseva et al., 2009; Nyman et al., 2009; Athanasoulia et al.,
2012). L'évitement du danger est un tempérament d'inhibition du comportement. Il
s'agit généralement de personnes tres timides, qui ont peur des situations
nouvelles, qui sont souvent inquietes et pessimistes, et qui auraient de faibles
niveaux de sérotonine (Hansenne et Ansseau, 1999; Pelissolo et Corruble, 2002;
Serretti et al., 2006; Lin et al., 2007). Finalement, la dépendance a la récompense
est un maintien du comportement qui s'applique a certaines personnes qui
recherchent fortement 1'approbation sociale, la récompense et qui sont souvent des
personnes tres sentimentales et émotionnelles. Ces comportements sont souvent

associés a la présence de noradrénaline (Garvey et al., 1996; Curtin et al., 1997).

Ceci étant dit, la personnalité et la gestion émotionnelle peuvent
grandement influencer la perception de la douleur. Ce lien est particulierement
identifiable puisque les régions cérébrales et les neurotransmetteurs impliqués
dans la personnalité et les émotions sont similaires a ceux impliqués dans la
transmission et la modulation de la douleur, par exemple, le cortex cingulaire
antérieur est souvent associé a des fonctions liées aux émotions (résolution de

conflits, colere), mais est aussi une des stuctures impliquées dans l'expérience

subjective de la douleur (Apkarian et al., 2005; Beckmann et al., 2009; Denson et
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al., 2009). Dépendamment de leur importance de ces émotions chez un individu,
cela permettra une modulation plus ou moins importante de la douleur (Rhudy et

Meagher, 2000).

Plus précisément, certains traits de personnalité, tels que 1'évitement du
danger, possedent une relation directe avec la perception de la douleur.
L'évitement du danger est associé a I'anxiété d'anticipation, la peur de I'incertitude,
la timidité, et la fatigabilité/asthénie (Cloninger et al., 1993). Il a été démontré que
la peur diminue la douleur alors que l'anxiété I'augmente chez 'humain (Rhudy et
Meagher, 2000). Cette relation a d'ailleurs été adressée dans une étude utilisant
lI'imagerie cérébrale. Ochsner et collaborateurs (2006) ont déterminé que la peur et
I'anxiété associées a la douleur implique a la fois le cortex prefrontal médial et le
cortex orbitofrontal latéral (Ochsner et al., 2006). La peur est une situation
émotionnelle de stress. D'ailleur, 'analgésie résultante de la peur est souvent
étroitement liée a une analgésie induite par le stress (Rhudy et Meagher, 2000).
L'anxiété est un état psychologique distinct qui s'oriente et se définit davantage
par rapport a l'anticipation du futur. Cette anticipation entraine un état
d'hypervigilance et résulte en une augmentation de la saillance cognitive.
L'hyperalgésie associée a cet état pourrait €tre due a cette hypervigilance qui rend
plus attentif aux sensations et donc plus sensible a la douleur (Barlow et al.,
1996). La notion d'évitement du danger est aussi associée a I’amplitude de la
réponse nociceptive expérimentale, notamment on observe une corrélation
négative avec le seuil de douleur chez des sujets sains. Ce résultat est en complet
accord avec la théorie mentionnée précédemment puisqu’une forte anxiété liée au
tempérament d'évitement du danger diminue le seuil de douleur chez ces
personnes. De plus, il a été suggéré que l'évitement du danger serait un trait
prédisant d'une plus grande réponse a la douleur et permettrait aussi de prédire
l'analgésie produite par la morphine (Pud et al., 2004; Pud et al., 2006). D'ailleurs,
ce postulat peut aussi Etre transposé a certaines pathologies de douleurs
chroniques. En effet, il a été observé que les femmes souffrant de migraine ont des
scores d'évitement du danger et de persistance plus €levés, ainsi qu'un score

d'auto-détermination plus faible que les sujets sains (Mongini et al., 2005).
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Dans le méme ordre d'idée, Applegate et ses collaborateurs (2005) se sont
intéressés au lien existant entre la personnalité et la prédisposition a développer
des pathologies de douleurs chroniques. Quatre-mille-neuf-cent-quatre-vingt-cing
participants ayant répondu au «Minnesota Multiphasic Personality Inventory»
(MMPI) a leur entrée a l'université entre 1964 et 1966 ont été recrutés pour
participer a une étude longitudinale sur l'influence de la personnalit¢é comme
prédicateur de la santé. En 1997, ces participants ont répondu a différents
questionnaires permettant d'établir leurs conditions douloureuses (n = 2332). Les
auteurs ont pu observer une corrélation entre les échelles dhystérie et
d'hypocondrie du MMPI et le nombre de conditions douloureuses chez ces sujets
en milieu de vie. Un résultat trés intéressant est que, chez les hommes, un haut
score de I'échelle de masculinité-féminité (faible score étant davantage masculin
et un haut score davantage féminin) est prédictif de l'apparition de douleurs
chronique en milieu de vie. Les auteurs soulévent par contre la relation évidente
entre les scores de féminité de I'échelle de masculinité-féminité et les mesures
d'anxiété, qui comme mentionné plus haut, est en lien direct avec l'apparition de
douleur chronique (Applegate et al., 2005). Chez la femme, le score de paranoia
est aussi associé a l'apparition de douleur chronique, ce qui n'est pas présent chez

I'homme.

Un autre facteur émotionnel largement étudié chez les populations
souffrant de douleur chronique est le concept de « catastrophisation » (Hsieh et
al., 2010; Sullivan et al., 2011). Le livre « La thérapie cognitive et les troubles
émotionnels » décrit ce concept comme ceci: « La catastrophisation a ceci de
caractéristique que le sujet établit une équation entre 1'hypothese et la réalité. 1l
prétend qu'une situation dans laquelle il existe une éventuelle possibilité de
danger, constitue un danger réel, hautement probable » (Beck, 2010). En d'autre
terme, il s'agit d'une émotion négative mettant I'emphase et exagérant l'impact
d'une douleur. Le livre « Psychologie de la santé - A Textbook » décrit «la
catastrophisation comme impliquant trois composantes : 1. La rumination : une

focalisation sur l'information menacante a la fois interne et externe [...] ; 2. La
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magnification : surévaluer 1'étendue de la menace [...] ; 3. L'impuissance : sous-
estimer les ressources personnelles et environnementales qui peuvent atténuer le
danger et les conséquences désastreuses [...] » (Ogden et al., 2008). Cette
« catastrophisation » a pour résultante une augmentation des douleurs et de leur
intensité. Il est décrit que les femmes ont davantage tendance a avoir des pensées
« catastrophisantes » que les hommes et que cette relation est particulierement
associée au genre (Sullivan, 1995; Keefe et al., 2000; Thorn et al., 2004). En effet,
cette étude stipule notamment que la « catastrophisation » expliquerait 1'effet du
genre sur la douleur. Cette différence serait associée a des divergences au niveau
de l'apprentissage social chez ces individus. Finalement, la notion de

« catastrophisation » serait grandement influencée par la dépression.

Une étude faite en 2009 s'est intéressée a la relation entre la douleur et la
dépression chez les patients atteints d'arthrite inflammatoire. Ils ont observé que
les symptomes de dépression et de douleur corrélaient ensemble au début de
I'étude. De plus, les symptomes de dépression sont un bon prédicateur de
I'importance des douleurs évaluées par le «McGill Pain Questionnaire» six mois
plus tard (Schieir ez al., 2009). Cependant, il est important de faire la distinction
entre I'humeur dépressive des sujets sains ou atteints de douleurs chroniques et les
patients présentant une dépression majeure. Il est évident qu'un humeur dépressif
affectera son état général d'un sujet, autant d'un point de vue physique,
socioprofessionnel que personnel. Ces aspects influencent grandement la
perception et l'interprétation de la douleur de ces patients (Strigo et al., 2008).
Lorsque 1'on parle de douleurs expérimentales, il est vrai que la perception de la
douleur est altérée par un trouble de dépression majeure. Par contre, la direction
vers laquelle la douleur est modifiée varie beaucoup sur le plan expérimental et

dépend grandement de la modalité de la douleur utilisée (Bar et al., 2005).

La dépression correle fortement avec certains traits de personnalité
(Hansenne et Ansseau, 1999; Hansenne et al., 1999), mais aussi avec le
neuroticisme décrit par le NEO-Five (test de personnalité développé par Costa et

McCrae, dérivé du BIG-Five, et évaluant le neuroticisme, l'extraversion,
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l'ouverture a de nouvelles expériences, l'amabilité et la méticulosité). Le
neuroticisme est un trait de personnalité reflétant le degré d'instabilité émotionnel
d'une personne (Lyoo et al., 1998). 1l inclut notamment certaines facettes telles
que l'anxiété, l'hostilité, la dépression, la conscience personnelle, I'impulsivité et
la vulnérabilité au stress et est aussi associé au développement et a I'importance
des douleurs chroniques (McCrae et John, 1992). Il est décrit que les patients
dépressifs présentent aussi un tempérament d'évitement du danger plus élevé et un
score d'autodétermination plus faible que les sujets sains (Hansenne et Bianchi,
2009). Finalement, il a été observé que les sujets ayant une personnalité
dépressive présentent un tempérament de recherche de nouveauté diminué, de
méme que pour l'extraversion et les mécanismes de défense adaptatifs (Lyoo et

al., 1998).

Une étude faite en 2004 par Ramirez-Maestre et ses collaborateurs a
montré que la gestion de la douleur par des stratégies actives est différente entre
les hommes et les femmes. Les hommes sembleraient utiliser davantage de
stratégies de gestion de la douleur en comparaison des femmes. L'utilisation de
ces stratégies correle d'ailleurs avec la perception de la douleur (Ramirez-Maestre
et al., 2004). La retombée de cette observation est particuliecrement intéressante
puisque les stratégies de gestion de la douleur diminue la détresse générale

associée a une situation douloureuse (Esteve et al., 2007).

1.7 La fibromyalgie

La fibromyalgie est une pathologie présentant de multiples symptomes et
qui se caractérise par la présence de douleurs chroniques musculosquelettiques
diffuses dans le corps. Ces douleurs sont décrites principalement par des
symptomes d’hyperalgésie et d’allodynie (Moshiree et al., 2007). Les douleurs
des patients fibromyalgiques sont généralement localisées dans les muscles, les
tendons et les ligaments. Les autres symptomes associés a la fibromyalgie sont : la
présence de fatigue importante, une dysfonction cognitive, de la difficulté a
dormir et des épisodes de dépression (Bennett et al., 2007). De plus, cette

pathologie est souvent associée a un syndrome de fatigue chronique, au syndrome



36

N

du colon irritable, a des désordres temporomandibulaires et a des cystites

interstitielles (Clauw, 2009).

Le College américain de Rhumatologie a défini, en 1990, les criteres
diagnostiques de la fibromyalgie. A cette époque, le diagnostic était fait en
présence de douleurs diffuses chroniques dans les quatre quadrants du corps
jumelée a I’observation d’au moins 11 points de pression douloureux sur 18
(Wolfe et al., 1990). En 2010, ces criteres ont été revus puisqu’ils avaient
davantage été congus pour la standardisation de la recherche et non comme un
outil diagnostique. En effet, ces points de pression ne sont pas une mesure
suffisante pour le diagnostic de la pathologie puisque celle-ci est de loin plus
complexe et inclut de multiples symptdmes (Clauw, 2009). Il a été suggéré que la
mesure quantitative de la douleur par I’index de douleurs diffuses (WPI,
«Widespread Pain Index») et 1’évaluation des différents symptomes clés de la
pathologie sont de meilleurs outils diagnostiques chez cette population de sujet
(Wolfe, 2010; Wolfe et al., 2010). Puisqu’aucune cause physiologique (lésions,
inflammation) n’a été observée chez ces patients, les chercheurs se tournent
maintenant vers I’exploration d'autres causes, particuliecrement associées a des

dysfonctions au niveau du systeme nerveux central.

La fibromyalgie, qui affecte environ 1% des Canadiens, survient
généralement a la suite d'un évenement déclencheur de nature traumatique,
physiologique ou psychologique. Par exemple, la pathologie peut apparaitre
suivant un épisode de douleur aigué/chronique, une infection, un traumatisme
physique, une altération hormonale (produite par un cancer ou par le
dysfonctionnement d’une glande), la consommation de drogue, ou un stress
psychologique associé a des catastrophes ou a une détresse psychologique (Clauw,
2009). La fibromyalgie posseéde aussi une certaine composante génétique. Ces
théories ont été confirmées par des études gémellologiques (Kato et al., 2006).
Certains généticiens ont pu démontrer que les sujets fibromyalgiques possédaient
souvent un polymorphisme pour les genes encodant le récepteur SHT:4, la

protéine de transport de la sérotonine, le récepteur D4 de la dopamine, et la
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catéchol-O-méthyltransférase (Bondy et al., 1999; Offenbaecher et al., 1999;
Buskila er al., 2004). De facon globale, un dysfonctionnement monoaminergique
est fortement suggéré dans cette pathologie. En effet, des niveaux faibles de
sérotonine sont souvent présents chez les sujets fibromyalgiques et sont associés a
un faible métabolisme de la sérotonine (Russell, 1996). Dans le méme ordre
d’idée, les niveaux cérébraux de substance P sont augmentés chez ces sujets
(Pillemer et al., 1997) et la met-enképhaline est diminuée (Russell, 1996). Ces
variations sont logiques considérant que le niveau de substance P et de met-

enképhaline est régulé par la sérotonine.

L'intégrité et la réactivité de l'axe HHS chez les sujets atteints de
fibromyalgie ont été largement étudiées considérant le role du stress dans
l'instauration de la pathologie. En effet, plusieurs équipes ont observé un manque
de réactivité de I'axe HHS chez ces sujets. La réactivité de 1'axe HHS a été étudié
lors de différentes situations de stress, qu'ils soient produits par une injection
d'’hormone, une hypoglycémie ou l'injection de dexamethasone (Crofford et al.,
1996; Riedel et al., 1998). Dans tous les cas, il y a une augmentation de la
libération d'ACTH et une diminution de la libération de cortisol chez ces sujets.
De plus, il est souvent observé que le systeme nerveux sympathique des patients
fibromyalgiques ne s'active pas normalement en situation de stress (Sarzi-Puttini
et al., 2006). On parle d'ailleurs de rigidit¢ du SNA chez ces sujets (Martinez-
Lavin, 2012).
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2. Le role des stéroides et des neurostéroides dans les mécanismes de
transmission et de modulation de la douleur chez les hommes et les
femmes

Les hommes et les femmes ont une relation tres différente avec la douleur.
Le Pr Mogil (Mogil, 2012) écrivait récemment que plusieurs raisons peuvent
expliquer la prévalence plus élevée de conditions de douleurs chroniques chez les
femmes. En effet, il souleéve la possibilité que les femmes demandent de 1'aide
plus facilement aupres des institutions de soins et soient plus ouvertes a parler de
leurs malaises, douleurs et souffrances. Il est aussi possible que les femmes aient
une prédisposition qui la rend plus susceptible au développement de pathologies
de douleurs. Finalement, il est possible que les femmes, qui présentent des seuils
de douleur plus faible et une tolérance moins grande a la douleur ce qui les rend

plus propice a souscrire aux criteres diagnostiques des pathologies de douleur

chroniques.

La douleur peut étre influencée par différentes spheres sensorielles,
affectives et motivationnelles. Elle peut aussi étre modulée par différents facteurs
biologiques, dont une pléthore de neuropeptides, dhormones, de
neurotransmetteurs. Ces facteurs sont également a méme de recruter une multitude
de circuits d'activation, de boucles de rétrocontrdle, autant par des systemes
périphériques que par des mécanismes centraux. Un grand intérét a été porté aux
roles des hormones sexuelles dans les mécanismes de transmission et de
modulation de la douleur. Cependant, les facteurs psychologiques, socioculturels
et le vécu d'une personne (i.e. son histoire personnelle avec la douleur) ne peuvent
étre sous-estimés, de méme que les comportements éthologiques intrinseques a
I'€tre humain. Ces traces laissées par I'évolution peuvent €tre repoussées au second

plan, mais ne peuvent clairement pas étre ignorées.
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2.1 L'action des stéroides et des neurostéroides dans le systeme nerveux central

2.1.1 Les hormones stéroidiennes et leurs métabolites neuroactifs

Les hormones sont des molécules sécrétées par une glande (ou des
cellules) endocrine dans la circulation sanguine et qui agissent a distance en
réponse a une stimulation. Les hormones sont transportées par le sang,
généralement liées a une molécule de transport, ou bien de facon libre jusqu’a
I’organe cible. Ces substances modulent la mise en place et le fonctionnement du
corps entier, y compris le systtme nerveux central, ou elles régulent
particuliecrement le comportement, les fonctions cognitives, 1’humeur, 1’appétit,
I’apprentissage, la mémoire et les activités sexuelles. Les hormones synthétisées
et sécrétées par les cellules du systeme nerveux (les neurohormones) sont libérées
comme des neurotransmetteurs ou des neuropeptides, dans le sang ou dans les
espaces interstitiels, pour exercer leur action (Goodman et al., 2001a; Greenspan
et Gardner, 2004). A ce niveau les hormones/neurohormones peuvent avoir des
effets autocrines et paracrines. Un fait intéressant est que certains stéroides n'ont
pas besoin d'étre libéré par le neurone pour avoir un effet puisque le site de liaison

a certains récepteurs se situe a l'intérieur de la membrane plasmatique.

Les principales hormones stéroidiennes présentes dans le corps sont les
stéroides sexuels (androgenes, estrogenes, progestérone), les glucocorticoides et
les minéralocorticoides. Les gonades sont la source principale de synthese des
stéroides sexuels (hormones gonadiques), cependant ils peuvent aussi étre
synthétisés par les glandes surrénales et par les cellules du systeme nerveux
(neurones, astrocytes, glies). On les appelle alors neurostéroides, car ils sont
produits également en absence de gonades et de surrénales (Baulieu, 1998;
Greenspan et Gardner, 2004). Ces stéroides possedent tous une structure de base
composée de quatre anneaux et qui est synthétisée a partir du cholestérol
(Greenspan et Gardner, 2004) (Figure 10). On les trouve a la fois chez I’homme et
chez la femme, mais a des concentrations différentes (Greenspan et Gardner,

2004).
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Figure 10. Schéma de synthese des hormones stéroidiennes par les glandes

surrénales

Représentation schématique et simplifiée de la voie de synthese des hormones
stéroidiennes par les glandes surrénales. Schéma tiré de (Morrow, 2007). Droits
de reproduction obtenus #11105325..
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L’action des stéroides dans le systeme nerveux central peut étre effectuée
de différentes facons, soit par des effets « génomiques » et « non génomiques »
(McEwen, 1991) (Figure 11). Classiquement, les stéroides produisent leurs effets
par leur liaison a un récepteur nucléaire (Evans, 1988; Beato, 1989; Zinder et Dar,
1999). Ce mécanisme d’action est généralement appelé « génomique » puisque la
liaison au récepteur nucléaire permet la régulation de la transcription des genes
(Zinder et Dar, 1999). De plus, puisque la modification de 1’expression génique
peut prendre de quelques minutes a quelques heures, elle est souvent appelée
action a long terme (McEwen, 1991). Cependant, I’effet des stéroides peut aussi
passer par leur liaison a des récepteurs membranaires ou a des canaux ioniques
(Smith et al., 1987; Rupprecht et Holsboer, 1999; Schlichter et al., 2006). Les
mécanismes d’action associés a ces récepteurs membranaires sont souvent couplés
a des protéines G (GPCR), permettant la transduction de I’information par une
cascade intracellulaire de signalisation qui a la capacité de moduler 1’excitabilité
cellulaire ou de moduler I’expression de certains genes (AP1, c-fos/jun, c-myc)
(Wehling, 1997; Goodman et al., 2001a; Cornil et al., 2006). Ces effets associés a
des récepteurs membranaires sont parfois nommés « génomiques indirects » ou
«ionotropiques ». Ces derniers sont contrOlés par des récepteurs de type
métabotropiques ou ionotropiques. Ils sont nommés ainsi puisque la modulation
de la transcription des genes n'est pas engendrée directement par le récepteur,
mais bien par les cascades intracellulaires qui sont mises en jeu suivant la liaison
du ligand au récepteur. Cependant, plusieurs auteurs appellent aussi ce type
d’activation « non génomique » a I’opposé des effets « génomiques » produits par
la liaison aux récepteurs nucléaires. Ces mécanismes d’action des stéroides par les
GPCR ou les canaux ioniques produisent leurs effets trés rapidement, de quelques
secondes a quelques minutes, donc souvent nommés 1’action rapide des stéroides
(McEwen, 1991, 1994). Ces effets rapides sont généralement observés dans le
systtme nerveux central et tres peu en périphérie (Ke et Ramirez, 1990).
Finalement, certains stéroides présentent des caractéristiques antioxydantes
associées a leurs structures chimiques qui octroient des propriétés
neuroprotectrices par la régulation de la concentration des radicaux libres (Behl et

al., 1997). Ces effets, dépendamment des auteurs, peuvent étre appelés « non
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génomiques ». Cependant, une grande partie de la littérature ne la prend pas en
compte et définit I’action « non génomique » comme celle impliquant 1’activation
de récepteurs membranaires, métabotropiques ou ionotropiques, 1’action

« génomique » étant réservée aux récepteurs nucléaires (McEwen, 1991).

* Indirect Genomic Action
lonotropic
Action

lﬂﬂﬂ Metabotropic Action

I[P 23:

o ——

Direct Genomic Action

Steroids *
*

Nuclear Receplor

-

activation
Antioxidant

Non-genomic
action

Steroids

Figure 11. Différents mécanismes d’action des stéroides

Les hormones stéroidiennes peuvent produire leurs effets par différents
mécanismes d'action. Les hormones peuvent lier leurs récepteurs nucléaires,
activer des récepteurs-canaux ou des récepteurs membranaires associés a des
protéines G ou avoir un effet direct sous forme d'antioxydant (Figure originale,
Coulombe MA, 2008).

2.1.2Action génomique des stéroides gonadiques

Les hormones sexuelles ont un impact important sur 1’ensemble du
systeme nerveux central. En fait, plusieurs liens sont a faire avec 1’étude de la
douleur et les mécanismes de transmission et d’inhibition de la douleur. Il a tout
d’abord été démontré que les récepteurs de ces hormones sexuelles sont localisés

dans plusieurs régions impliquées dans la perception de la douleur. En effet, le
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circuit comprenant la substance grise périaqueductale, la médulla rostroventrale et
la moelle épiniere (SGPA-MRV-ME) est organisé et fonctionne différemment

entre les males et les femelles (Loyd et Murphy, 2006).

Il est important de considérer que 20 a 25% des neurones de la SGPA-
MRYV contiennent des récepteurs de 1'estrogene de type o (ERQ) et des androgenes
(AR) (Murphy et Hoffman, 2001; Loyd et Murphy, 2008). Le récepteur a
I’estrogene, de méme que le récepteur a I’androgene, puisqu’ils se lient a un
récepteur nucléaire, ont la capacité de moduler la transcription de récepteurs, mais
peuvent aussi influencer la synthése de neurotransmetteurs (Murphy et Hoffman,
2001). Plusieurs types de neurones sont présents dans la SGPA, ce qui produit des
effets parfois excitateurs et parfois inhibiteurs. Par exemple, il a été démontré que
I’injection d’opioides dans la SGPA et la MRV permettait 1’inhibition de neurones
GABAergiques toniquement actives, ce qui produit une désinhibition locale, et
donc I’augmentation de I’excitabilité du circuit (Behbehani ez al., 1990; Chieng et
Christie, 1994; Stiller et al., 1995). De plus, I'expression différentielle des
récepteurs AR, et possiblement d’ERp, pourrait expliquer la différence de

sensibilité aux opioides entre les males et les femelles (Loyd et Murphy, 2008).

2.1.3 Action des stéroides neuroactifs sur les récepteurs ionotropiques

L’effet anesthésique des stéroides a été observé par Cashin et Moravek en
1927 (Cashin et Moravek, 1927) et par la suite par Selye en 1941 (Selye, 1941a;
Selye, 1941c; Selye, 1941b) lors de l'injection de cholestérol ou d’autres
hormones naturelles chez des animaux. Il est intéressant de mentionner que, déja
en 1941, Selye observa une différence marquée des propriétés anesthésiques des
stéroides entre les males et les femelles (Selye, 1941b). De nos jours, I’influence
des stéroides 3o-50-réduits (alloprégnanolone, AP;
tétrahydroxydéoxycorticostéone, THDOC ; 3o-androstanediol, odiol) est bien
connue (Gee, 1988), de méme que celle des dérivés sulfatés (prégnénolone
sulfate, PregS ; déhydroépiandrosterone sulfate, DHEAS). Ces stéroides peuvent
moduler I’excitabilité neuronale, principalement via 1’activation des récepteurs

1onotropiques (Tableau 1) (Gee, 1988).
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Tableau 1. Action des stéroides sur les différents récepteurs du systeme

nerveux central.

Les différents stéroides neuroactifs peuvent avoir des effets positifs ou négatifs
sur plusieurs récepteurs. Tableau tiré de (Dubrovsky, 2005). Droits de

reproduction obtenus # 11076206.
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Une des premieres études ayant soulevé la possibilité de l'action des
stéroides gonadiques dans la moelle épiniere et qui suggérait un rdle de ces
hormones dans la perception de la douleur a été effectuée par Sheridan et Weaker
(1981). IIs ont observé que le 3H-dihydrotestostérone se liait dans des régions de
la moelle épiniere contrdlant les réflexes sexuels et la perception de la douleur.
Méme si la différence de perception de la douleur entre les hommes et les femmes
a été observée lors d'études aussi vieilles que celle de 1933, ce n'est que dans les
années 80 que le role des hormones gonadiques a été étudiée dans cette différence

(Herren, 1933; Romero et al., 1987; Romero et al., 1988; Forman et al., 1989).

La plupart des études s’intéressant aux actions membranaires des stéroides
ont centralisé leurs efforts sur le récepteur GABA 4, puisque ce récepteur est tres
sensible aux stéroides, particulierement aux métabolites 3o-Sa-réduits (Gee,
1988; Belelli ef al., 2005). Le récepteur GABA est composé de cing sous-unités
(Figure 12A), généralement 202y, mais plus de 19 compositions ont été décrites)
(Barnard et al., 1998; Minier et Sigel, 2004; Mohler et al., 2004; Farrant et
Nusser, 2005; Sieghart, 2006; Mohler, 2007). Ce récepteur est perméable aux ions
chlorures et bicarbonates (McEwen, 1991; Belelli e al., 2005), et dépendamment
de la composition de ses sous-unités, possede des propriétés physiologiques et
pharmacologiques différentes (Belelli et al., 2005; Farrant et Nusser, 2005). Par
exemple, s’il y a une sous-unité & dans le récepteur GABA,, ces récepteurs se
retrouvent principalement au niveau extrasynaptique du neurone et possedent une
sensibilité tres grande pour les stéroides 3o-réduits, mais une insensibilité aux
benzodiazépines (Saxena et Macdonald, 1994; Nusser et al., 1998; Haas et
Macdonald, 1999; Mihalek et al., 1999; Adkins et al., 2001; Brickley et al., 2001;
Belelli et al., 2002; Brown et al., 2002; Stell et Mody, 2002; Wohlfarth et al.,
2002; Stell et al., 2003; Wei et al., 2003; Semyanov et al., 2004; Farrant et
Nusser, 2005; Mody, 2005; Mitchell et al., 2008). Au contraire, les récepteurs
GABA, qui possédent une sous-unité € ou une hyperphosphorylation par la
protéine kinase C (PKC), sont insensibles aux stéroides 3a-réduits (Davies et al.,
1997; Hodge et al., 1999; Hodge et al., 2002; Brussaard et Koksma, 2003;
Koksma et al., 2003; Song et Messing, 2005; Vergnano et al., 2007).
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Les récepteurs GABA, peuvent étre situ€s au niveau synaptique ou au
niveau extrasynaptique (Farrant et Nusser, 2005). La libération du GABA
vésiculaire produira une inhibition de 1’excitabilité neuronale par la liaison aux
récepteurs GABA, postsynaptiques. Cependant, lors de la liaison de GABA a un
récepteur extrasynaptique cette inhibition neuronale dure plus longtemps
(inhibition tonique). Ce type d’inhibition est observé particulierement lors de

I’activation des récepteurs GABA, contenant une sous-unité o (Stell ez al., 2003).
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. Direct gating
. Potentiation

Figure 12. Le récepteur GABA,, ses domaines transmembranaires et la

liaison des neurostéroides

A) Schéma représentant une sous-unité du récepteur GABA, et ses quatre
domaines transmembranaires. B) Structure pentamérique de type 202fy du
récepteur GABA, et ses sites de liaison pour les différentes drogues modulant son
activité. C) Sites de modulation du récepteur par les neurostéroides. Il existe des
sites de potentialisation et des sites d'activation directe du récepteur ayant des
affinités différentes. Image tirée de (Akk et al., 2007). Droits de reproduction
obtenus # 11076211.
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Le récepteur GABA, possede des sites spécifiques de liaison des
neurostéroides (Figure 12B). Ils sont distincts des sites de liaison des
barbituriques ou des benzodiazépines (Callachan et al., 1987; Harrison et al.,
1987; Gee, 1988; Peters et al., 1988; Shu et al., 2004; Hosie et al., 20006).
Certaines études ont démontré qu’il existait au moins deux sites de liaison pour
les neurostéroides sur le récepteur GABAA (Figure 12C) (Belelli et al., 2005;
Hosie et al., 2006). Akk et ses collaborateurs (2005), par une technique
d'électrophysiologie, ont pu définir que les neurostéroides ne se lient pas a un site
de liaison extracellulaire. En fait, les stéroides s’accumulent dans la membrane
plasmatique afin de rejoindre un site de liaison du récepteur par diffusion latérale
ou par des voies intracellulaires (Akk et al., 2005). Par la suite, Hosie et ses
collaborateurs (2006) ont démontré que la liaison des stéroides 3o-réduits ne se
fait pas au niveau extracellulaire, mais bien entre les segments transmembranaires
M1 et M4 des sous-unités o (Hosie et al., 2006). Ce site de liaison a une tres
grande affinité pour les neurostéroides ce qui permet 1’activation a de tres faibles
concentrations, de 1’ordre du nanomolaire (Zhu et Vicini, 1997; Hosie et al.,
2006). De plus, les neurostéroides peuvent lier un site agoniste, localisé entre les
sous-unités o et B, dans une cavité hydrophobique (Hosie et al., 2006). Ce site
agoniste permet la liaison de neurostéroides présents en concentration plus élevée,

ou lorsque les autres sites de modulation sont déja occupés (Majewska et al.,

1986; Callachan et al., 1987; Akk et al., 2005; Hosie et al., 2006).

Les neurostéroides modulent la fréquence et la probabilitéd’ouverture du
canal GABA, (Callachan et al., 1987; Mellon et al., 2001), ce qui permet
d’augmenter ou de diminuer I’entrée d’ions dans les neurones. Ces composés
peuvent agir comme des modulateurs allostériques positifs ou négatifs a de tres
faibles concentrations (Mellon ef al., 2001). Les neurostéroides 3a5a-réduits sont
souvent des modulateurs positifs, tandis que les stéroides sulfatés sont des
antagonistes non compétitifs (Majewska et Schwartz, 1987; Majewska et al.,
1988; Park-Chung et al., 1999; Gulinello et al., 2001; Gulinello et al., 2002;
Smith et al., 2002; Wang et al., 2002).
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Le récepteur NMDA peut étre modulé positivement (PregS et DHEA) ou
négativement (Prégnanolone) par les neurostéroides a concentration nanomolaire
(Park-Chung et al., 1994; Rupprecht, 1997; Mellon et Griffin, 2002; Johansson et
al., 2008). Tout comme pour le récepteur GABA,, le récepteur NMDA possede
deux sites de liaison aux neurostéroides (Horak et al., 2006). Souvent, lors de la
liaison d'un stéroide, le mécanisme d’action du récepteur NMDA implique

I’activation du récepteur sigma 1 (Chen et al., 2006).

Le récepteur sigma 1 est un autre récepteur capable de lier les
neurostéroides comme la progestérone (antagoniste), la PregS (agoniste inverse)
et la DHEAS (agoniste) (Su et al., 1988; Bouchard et al., 1993; Monnet et al.,
1995; Bouchard et al., 1997; Baulieu, 1998). Le role et le mécanisme d’action du
récepteur sigma 1 n’est pas encore bien compris. Cependant, il semblerait que
I’activation du récepteur sigma 1 permette la phosphorylation du récepteur
NMDA dans la moelle épiniere, et donc modulerait sa réponse (Monnet et al.,
1990; Monnet et al., 1992; Kim et al., 2006; Kim et al., 2008; Roh et al., 2008).
Ce est exprimé dans le systeme nerveux central, particulierement dans
I’hippocampe et le systeme limbique (Walker et al., 1990; Maurice et al., 1994;
Debonnel et al., 1996; Palacios et al., 2003; Phan er al., 2003; Alonso et al., 2004;
Hayashi et Su, 2004a; Hayashi et Su, 2004b; Palacios et al., 2004). Lorsqu’il est
activé, le récepteur sigma 1 produit une augmentation de I'influx calcique. Cela
est produit par I’activation d’une cascade intracellulaire associée a une protéine G
(Hayashi et al., 2000; Cheng et al., 2008). Des essais de liaisons ont démontré que
le récepteur sigma 1 lie les neurostéroides a des concentrations de 1’ordre du
nanomolaire pour la progestérone, et de l’ordre du micromolaire pour la
testostérone, le THDOC, et la PregS (Maurice et al., 1996). Ces concentrations se
retrouvent physiologiquement lors de stress ou en période de gestation (Su et al.,
1988; Walker er al.,, 1990; Monnet et Maurice, 2006). Plusieurs études ont
suggéré un role du récepteur sigma 1 dans la modulation du récepteur NMDA,
mais aussi dans la modulation du récepteur GABA, et de la conductance
potassique (Soriani et al., 1998; Soriani et al., 1999; Maurice et al., 20006).

Puisque le récepteur sigma 1 est impliqué dans 1’analgésie opioidergique associée
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aux récepteurs opioides |, 9, et K supraspinaux, il a été suggéré que le récepteur
sigma 1 pouvait aussi étre impliqué dans la nociception (Mei et Pasternak, 2002).
En effet, il a été observé que l’activation du récepteur sigma 1 diminuait
I’analgésie produite par les récepteurs des peptides opioides (Mei et Pasternak,
2002). De plus, plusieurs neurostéroides semblent étre des agonistes ou des
antagonistes du récepteur sigma 1, particulierement la DHEA, et seraient
impliqués dans la modulation de la nociception de cette maniere (Maurice, 2001;

Maurice et al., 2006; Kibaly et al., 2008; Maurice et Su, 2009).

Enfin, D'application exogene de neurostéroides peut aussi moduler
I’excitabilité neuronale par la modulation de canaux ioniques voltage-dépendants
(Gee, 1988). 1l s’agit en effet du cas des canaux calciques, mais aussi des canaux
potassiques (Nabekura et al., 1986; Blackmore et al., 1990; ffrench-Mullen et al.,
1994; ffrench-Mullen, 1999). Les neurostéroides inhibent ces canaux ioniques a
tres faibles concentrations (nanomolaire/picomolaire). Ils agissent directement ou
indirectement par l'intermédiaire de cascades de transduction intracellulaires
associées aux protéines G. Les effets des neurostéroides sur la modulation de
I’excitabilité neuronale peuvent s’effectuer a I’intérieur d’une minute, ce qui
suggere un effet rapide non génomique (Nabekura et al., 1986; Pathirathna et al.,
2005a). Les canaux calciques voltage-dépendant sont des éléments tres importants
dans le processus de la douleur, en particulier dans la création des messages
nociceptifs par les neurones sensoriels périphériques (Julius et Basbaum, 2001;

Zamponi et al., 2009).

2.2 Différence de perception de la douleur entre les mdles et les femelles

2.2.1 Différence de la réponse nociceptive chez les mdles et les femelles
Plusieurs études ont démontré que la douleur est percue différemment
entre les hommes et les femmes (Fillingim et Gear, 2004; Racine et al., 2012b,

2012a). En plus de la perception de la douleur, 1’analgésie provoquée par certains
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agents pharmacologiques serait aussi différente (Mogil et al., 2003). Plusieurs
travaux chez l'animal ont tenté de faire la lumiere sur ces différences de
perception de la douleur. Au laboratoire, les travaux de Gaumond et ses
collaborateurs (2002), réalisés chez le rat, ont notamment permis de mettre en
évidence I'implication des hormones sexuelles dans la modulation de la douleur

lors du test a la formaline (Gaumond et al., 2002, 2005) (Figure 13).
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Figure 13. Différence de la réponse nociceptive des males et des femelles au

test a la formaline

Le test a la formaline est utilisé pour sa réponse comportementale typique
triphasique, exprimée ici en score nociceptif en fonction du temps. La premicre
phase (0-6 minutes) est une phase de douleur aigué qui est associée a l'activation
des fibres afférentes nociceptives. La seconde phase (21- 90 minutes) représente
une douleur tonique de type inflammatoire. L'interphase (9-21 minutes) implique
des mécanismes actifs d'inhibition de la douleur. Ce graphique représente la
réponse nociceptive au test a la formaline chez les rats males et femelles. Image
tirée de (Gaumond et al., 2002). Droits de reproduction obtenus #11071744.

Cependant, une tres grande controverse est présente dans la littérature
concernant ces différences de réponses a la douleur. Plusieurs études présentent
des résultats contradictoires ou incertains. Leo et ses collaborateurs (2008) ont
bien relaté cette variabilité lorsqu'ils ont tenté de mettre en relation les souches de

souris, le sexe et les différents types de douleur (Tableau 2).

Type de douleur Test comportemental Différence entre Différence entre

les souches, p les sexes, p




54

Aigué Plaque chaude fixe p <0.0001 NS
Test du retrait de la queue p <0.0001 p=0.0011
Test de Hargreave p < 0.0001 p =0.0015
Test du filament de Von Frey p <0.0001 p <0.0001
Rotarode p = 0.0056 NS

Inflammatoire Inflammation a la carragénine p <0.0001 p =0.0006
Test a la formaline p <0.0001 NS
Douleur viscérale a lacide p <0.0001 NS
acétique

Neuropathique Test de Von Frey p =0.0001 p=0.0106

lésionnelle Test de 1'acétone NS NS
Incapacitance NS NS

Tableau 2. Relation entre les souches de souris, le sexe et la réponse

nociceptive a différents tests comportementaux

La réponse nociceptive, dépendamment du type de douleur et du test
comportemental utilisé, peut varier en fonction de la souche et du sexe. NS : Non

significatif. Adaptation de (Leo et al., 2008)

La complexité de 1'étude des différences entre les males et les femelles est

aussi bien représentée par la revue de littérature publiée par Kuba et Quinones-

Jenab (2005). On peut voir que la direction des différences entre les males et les

femelles peut varier dépendamment du modele de douleur utilisé (Tableau 3).



55

Test comportemental Comparaison des douleurs

entre les males et les femelles

Test a la formaline F>M
Test de capsaicine F>M
Adjuvant de Freund F>M
Test Carragénine M>F

Constriction chronique du nerf sciatique @~ M >F

Tableau 3. Comparaison des réponses nociceptives des males et des femelles

dans différents modeles de douleur

Selon le test comportemental utilisé, les femelles peuvent avoir une réponse
nociceptive supérieure (F> M) ou inférieure (M > F) aux males. M : Méles; F:
Femelles. Adaptation de (Kuba et Quinones-Jenab, 2005).

2.2.2 Implication des hormones gonadiques dans la réponse nociceptive chez
l'aniaml

En ce qui concerne le role des hormones gonadiques, les tendances sont

aussi tres variables. Il est possible d'observer un effet dans une direction ou une

autre, ou bien pas d'effet du tout (Kuba et Quinones-Jenab, 2005) (Tableau 4).

Test comportemental Comparaison des douleurs
Test a la formaline CAST > Intact

Test a la formaline OVX > Intact

Test a la carragénine OVX < Intact

Test a la capsaicine CAST > Intact

Tableau 4. Implication des hormones gonadiques dans la réponse nociceptive

Dépendamment du test comportemental utilisé€, la gonadectomie des animaux peut
avoir des effets différents sur la réponse nociceptive. OVX : Ovariectomisés ;
CAST : castrés. Adaptation de (Kuba et Quinones-Jenab, 2005).

Ces tableaux sont bien slir non exhaustifs et ne rapportent que quelques
cas, avec des conditions expérimentales précises. L'étude de tous les projets de

recherche relatant des différences de perception de la douleur entre les males et les
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femelles gonadectomisés ou non serait bien plus longue et complexe, mais la

conclusion finale serait la méme.

2.2.3 Implication des hormones gonadiques dans les MCDD

Globalement, il existe des différences de réponse nociceptive entre les
males et les femelles, mais il existe aussi des différences de modulation de la
douleur. Romero et Bodnar (1986) ont été 1’un des premiers groupes a s’intéresser
aux différences d'analgésie associée a différents types d’AlS entre les méles et les
femelles. Ils ont démontré que I’amplitude de [’analgésie des femelles
(opioidergique et non opioidergique) était plus faible que celle des males. Un
point intéressant de leur étude est qu’ils ont démontré que I’hypothermie induite

par les nages forcées n’est pas responsable de I’AIS (Romero et al., 1987).

Par la suite, Mogil et ses collaborateurs (1993) se sont intéressés au role
activationnel des hormones sexuelles lors d’AIS. Ils ont étudié différents
paradigmes de nage forcée, tous d'une durée de 3 minutes, mais a des
températures différentes soit: 15°C (non opioidergique), 20°C (mixte), 32°C
(opioidergique). Ils ont pu observer que chez les femelles, les AIS non
opioidergiques et mixtes sont insensibles au MK-801, un antagoniste des
récepteurs NMDA. Ces résultats suggéraient une différence neurochimique dans
les MCDD. L'ovariectomie et le remplacement hormonal ont permis de définir
que cette insensibilité aux antagonistes NMDA était dépendante de la présence
d’estrogene chez la femelle. En effet, lorsque les femelles étaient ovariectomisées,
celles-ci étaient sensibles aux antagonistes NMDA. Par contre, lorsque de
I’estrogene leur était administré pendant six jours, leur insensibilité aux
antagonistes NMDA était rétablie. Etonnamment, ce mécanisme activationnel
chez la femelle ne semblait pas I’€tre chez le male. En effet, la sensibilité aux
antagonistes NMDA demeurait malgré une castration, et méme lors de castration
et de remplacement hormonal d’estrogéne (Mogil er al., 1993). Ces résultats
suggerent des mécanismes d’analgésie endogene différents entre les males et les
femelles, ce qui permet de suggérer aussi un possible effet organisationnel. En

effet, les résultats obtenus en 1995, par Mogil, démontrent que les femelles ayant
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recu de la testostérone au jour postnatal 1 avaient un comportement d’AIS
équivalent a celui d’un male, c’est-a-dire que leur AIS non opioidergique était
partiellement (et non compleétement comme les males) sensible aux antagonistes
NMDA. Aucun résultat n’est disponible chez le male puisque tous les animaux
manipulés au jour postnatal 1 (castré et non castré) ont développé une insensibilité
aux antagonistes NMDA. Ceci permettrait de suggérer que les mécanismes
neurochimiques de 1’AIS non opioidergique pourraient aussi €tre régulés par le
stress périnatal (Sternberg et al., 1995). Tant chez I'humain que chez I'animal, une
variation des réponses nociceptives a ét€ observée au cours du cycle ovarien,
certains exemples sont donnés dans ce tableau résumé par Kuba et Quinones-

Jenab (2005) (Tableau 5).
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Type de douleur Effet observé

Etudes cliniques

Migraine T phase lutéale

Douleurs T phase lutéale et folliculaire
musculosquelettiques

Douleur T phase lutéale
temporomandibulaire

Lombalgie T phase lutéale et menstruelle

Etudes précliniques

Test a la formaline Pas d'effet

Adjuvant de Freund Pas d'effet ou T en proestrus
Test a la carragénine { en proestrus

Calcule urétrale  en proestrus

Tableau 5. Variation des conditions douloureuses au cours du cycle ovarien

chez les animaux et les humains

La réponse a la douleur varie en fonction du cycle ovarien. Cette variation est
observée autant chez 1'animal que chez 'humain. T: augmentation des douleurs; {:
diminution des douleurs. Adaptation de (Kuba et Quinones-Jenab, 2005).

2.2.4 Variation de la réponse nociceptive lors du cycle ovarien

Le cycle ovarien des rongeurs est assez similaire a celui de la femme, a la
différence que le cycle du rongeur est d'une durée plus courte (4 jours vs 28
jours), ce qui le rend plus difficile a observer. Le cycle menstruel de la femme
débute par la phase menstruelle suivie de la phase folliculaire. Ces deux phases
sont caractérisées par des niveaux d’hormones gonadiques relativement faibles.
Lors de l'augmentation de LH et d’estradiol, il y a libération de 1'ovule qu'on
appelle la phase ovulatoire. Finalement, pendant la phase lutéale, il y a
augmentation de la progestérone et maintien de I’estradiol en début de phase,
suivie d’une chute de ces deux hormones permettant le retour a la phase
menstruelle. Le cycle ovarien du rat débute par une phase assez similaire a la
phase folliculaire chez I’humain, durant laquelle les niveaux d’hormones
gonadiques sont faibles. La phase que I'on nomme diestrus est représentative de la

phase lutéale, que I’on peut séparer en diestrus précoce, ou 1’on observe une
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augmentation de 1’estradiol et de la progestérone, et le diestrus tardif, ot il y a
chute des hormones gonadiques. Finalement, le proestrus représente la phase
ovulatoire. Pendant cette phase, tout comme chez 1’humain, il y a augmentation de

la LH et de I’estradiol, cependant il y a aussi augmentation de la progestérone.

Un des premiers chercheurs a étudier le role du cycle menstruel sur la
perception de la douleur expérimentale chez 1'humain a été Herren en 1933. Ce
chercheur a suivi cinq femmes pendant 11 cycles menstruels complets. Il a mesuré
le seuil nociceptif mécanique, a 1’aide d’une pression appliquée sur 1’avant-bras,
pendant la phase prémenstruelle, la phase folliculaire et la phase ovulatoire de ces
femmes. Il a pu observer que le seuil nociceptif était diminué lors de la phase
prémenstruelle (Herren, 1933). Ces résultats ont été reproduits par Proccaci et ses
collaborateurs en 1974. Cependant, les résultats deviennent plus controversés a
partir de 1980 ou les résultats sont moins explicites (Riley ez al., 1999). De facon
générale, les résultats montrent un seuil de douleur plus élevé durant la phase
folliculaire ou une plus grande sensibilité pendant la phase prémenstruelle ou
menstruelle (Riley et al., 1999). Au laboratoire, lors de 1'évaluation des seuils de
douleurs a l'aide d'une thermode a travers le cycle menstruel chez la femme,
aucune différence n'a été observée. Cependant, I'augmentation des CIDN a été
notée lors de la phase ovulatoire (Tousignant-Laflamme et Marchand, 2009); ces

résultats seront discutés plus loin.

2.2.5 Modulation de la réponse nociceptive par les MCDD lors du cycle ovarien
Ryan et Maier (1988) se sont intéressés au role du cycle ovarien par
rapport a I’amplitude de I’AIS. Leur étude a démontré une variabilité de I’ AIS
opioidergique et non opioidergique a travers le cycle ovarien. Ils ont observé une
AIS supérieure durant le diestrus en comparaison de I’estrus (Ryan et Maier,
1988). Par la suite, a I’aide de remplacement estrogénique, ils ont pu démontrer
que l’estradiol affectait particuliecrement 1’AIS opioidergique. En effet, la
gonadectomie des rats produisait une inhibition de 1I’AIS opioidergique alors que
le remplacement estrogénique le rétablissait. Un point intéressant de ce résultat est

I’effet antithétique de 1’estrogene, tout comme l'effet de plusieurs autres stéroides.
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En I’absence d’estradiol, une diminution de 1I’AIS est observée par rapport a la
phase diestrus ou au remplacement en estradiol a dose moyenne. Cependant, a

forte dose, ou a dose répétée, I’ AIS est de nouveau diminuée.

Comme mentionné plus t0t, Tousignant-Laflamme et Marchand (2009)
suggerent une modulation des CIDN pendant le cycle menstruel chez les sujets
sains. Ceux-ci proposent qu’il y ait amplification de I’efficacité du CIDN lors de
I’ovulation chez la femme (augmentation importante de la concentration
plasmatique d’estradiol et de la LH). Cette inhibition active serait beaucoup plus
importante a ce moment en comparaison aux autres phases du cycle menstruel.
D’autres études ont une perspective différente suggérant que le cycle menstruel
modifierait les contrdles facilitateurs descendants (Devall et Lovick, 2010) et que

ce serait plutdt les phases lutéale et menstruelle ot 1'analgésie seraient diminuées.

Dans le méme ordre d'idées, 1’équipe de Lovick suggere que le retrait de la
progestérone a la fin de la phase lutéale produirait une augmentation de
I’expression des récepteurs GABA, dans la SGPA. Ces récepteurs seraient de
type 04310, une composition du récepteur GABAA extra-synaptique qui induirait
une inhibition tonique ; a I’opposé d’une composition incluant la sous-unité y, qui
serait davantage synaptique et qui favoriserait une inhibition plutdt phasique.
L’augmentation de [D'expression du récepteur GABAs se produirait
particulierement sur les neurones GABAergiques de projection de I’amygdale vers
la SGPA. L’activité associée a ces récepteurs GABA, contenant des sous-unités
0uf10 serait une désinhibition des neurones de projection produisant une
augmentation de I’excitabilité du circuit et augmenterait la douleur. Ce groupe
associe la nociception a I’anxiété et mentionne que 1’augmentation de I’anxiété se
reflete par ’augmentation de la sensibilit¢ a la douleur. Cependant, quand
I’anxiété devient plutdt un stress intense, celui-ci induit I’inhibition de la douleur

par un mécanisme d’analgésie induite par le stress.

Il a été observé lors de la phase lutéale que les femmes sont souvent plus

irritables et présentent plus d’anxiété et de dépression que les hommes. Il n’est pas
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étonnant de constater que c’est aussi durant cette période que les seuils de
douleurs sont les plus bas et que la présence de douleurs est la plus élevée. Une
pathologie représentant bien ces faits est le trouble de dysphorie prémenstruelle.
Les femmes atteintes par cette pathologie présentent de [Dirritabilité, une
dépression et une instabilit¢ de I'humeur lors de la phase lutéale. Un fait
intéressant est que ces femmes rapporteraient plus de douleur que les femmes

saines au méme stade du cycle menstruel (Amital et al., 2010).

La phase lutéale est un moment de grande variation hormonale.
Cependant, il n'y a pas que les hormones gonadiques typiques qui sont modulées,
leurs métabolites 3aSa-réduits le sont aussi. L’étude de cerveaux post-mortem a
permis de décrire que les variations de concentrations plasmatiques de
progestérone, de Sa-dihydroprogestérone et d’alloprégnanolone plasmatiques se
répercutent dans le cerveau. Il a d'ailleurs été démontré que les concentrations de
ces stéroides dans le cerveau étaient supérieures lors de la phase lutéale du cycle

menstruel (Bixo et al., 1997) (Figure 14).
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Figure 14. Concentration de progestérone, d'estradiol, de LH et

d’alloprégnanolone a travers le cycle menstruel.

Ce schéma représente les variations hormonales au cours du cycle menstruel chez
I'humain. On peut observer l'augmentation parallele de la progestérone et de
l'alloprégnanolone plasmatique lors de la phase lutéale du cycle. Image tirée de
(Andreen et al., 2009). Droits de reproduction obtenus #11071751.
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2.2.6 Implicaton des métabolites 3aSa-réduits dans la modulation de la réponse
nociceptive lors du cycle ovarien

Le role des neurostéroides (dont la notion sera développée un peu plus
loin) a été observé dans plusieurs psychopathologies et pourrait trés bien
contribuer aux symptomes de I’humeur lors du cycle menstruel. Du moins, il a été
démontré que les symptomes de ’humeur ne sont pas associés a l'activation des
récepteurs nucléaires de la progestérone, ce qui supporte le role des stéroides par
un mécanisme d’action associé a I’activation de récepteurs membranaires tels que
les récepteurs GABAA. Cependant, ces allégations ne font pas consensus dans la
communauté scientifique. En effet, un effet biphasique de 1I’alloprégnanolone sur
I’humeur a été observé. A faible concentration 1’alloprégnanolone provoque des
effets dits «positifs» sur I’humeur (augmentation des comportements par rapport a
un sujet sains), tels que Dirritabilité, 1’agressivité et I’anxiété. Par contre, a
concentration plus élevée, ce sont les effets dits négatifs (déclin des fonctions
comportementales par rapport a un sujet sains), tels que 1’anesthésie, les effets

anxiolytiques et anticonvulsivants qui sont observés (Figure 15).
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Figure 15. Effet biphasique des neurostéroides.

A) Modele hypothétique de l'action biphasique médi€é par les agonistes du
récepteur GABAA chez certains individus. A faible concentration
I’alloprégnanolone provoquerait des effets dits positifs (augmentation des
comportements par rapport a un sujet sain) sur I’humeur tels que Dirritabilité,
I’agressivité et I’anxiété. Par contre, a concentration plus élevée ce sont les effets
négatifs (déclin des fonctions comportementales par rapport a un sujet sain) tels
que I’anesthésie, les effets anxiolytiques et anticonvulsivants qui sont observés.
Image tirée de (Andreen et al., 2009). Droits de reproduction obtenus #11071751.
B) Ces effets sont mesurés de facon plus concrets lors de 1'évaluation des
symptomes négatifs en relation avec les concentrations plasmatiques
d'alloprégnanolone chez des femmes pendant la phase lutéale de leur cycle
menstruelle (concentrations marquées d'un rectangle gris) et chez des femmes
postménopausée. Image tirée de (Bickstrom et al., 2011). Droits de reproduction
obtenus #11105789. C) Cet effet biphasique se réflete aussi sur le potentiel de
membrane. En effet, celui-ci est est modifié par l'activation du récepteur GABAA
a des concentrations intracellulaires de Cl" de 5, 10, 15, et 20 mM. Image tirée de
(Béckstrom et al., 2011). Droits de reproduction obtenus #11105789.



65

Il a été observé que de faibles concentrations de neurostéroides activaient
particulierement les récepteurs GABA 4, impliqués dans I’inhibition tonique, tandis
que de fortes concentrations de neurostéroides activaient davantage les récepteurs
GABA, impliqués dans I’inhibition phasique (Farrant et Nusser, 2005; Herd et
al., 2007). En effet, les récepteurs GABA, contenant la sous-unité & sont
impliqués dans I’inhibition tonique et possedent un tres faible ECsy (ECsp:
concentration nécessaire pour produire 50% de 1'effet maximal) en comparaison
aux récepteurs d’autres compositions (Belelli er al., 2009). Etonnamment, seuls
les récepteurs chargés de I’inhibition tonique varient au cours du cycle ovarien,
mais pas ceux chargés de I’inhibition phasique (Maguire et al., 2005; Maguire et
Mody, 2007, 2009). En effet, un des points intéressants est 1’augmentation de
I’expression des sous-unités a4 et d lors de la phase lutéale (Griffiths et Lovick,
2005a; Griffiths et Lovick, 2005b; Smith er al., 2007). Cette variation est
possiblement une des causes qui expliquerait 1’altération de la capacité de liaison
des neurostéroides et des benzodiazépines au cours le cycle. Cette altération est
aussi présente chez les sujets atteints du trouble de dysphorie prémenstruelle chez
qui il y a une modification de la sensibilité des récepteurs GABA » (Maguire et al.,
2009). En effet, il semblerait que chez cette population, les récepteurs GABA4
soient moins sensibles aux neurostéroides et aux benzodiazépines (Andreen et al.,
2009). Cependant, lors de traitement avec des inhibiteurs de la recapture de la
sérotonine, la sensibilité des récepteurs GABA, serait retrouvée (Andreen et al.,

2009).

2.3 L'action des stéroides et des neurostéroides dans la modulation de la

douleur

2.3.1 La progestérone et ses métabolites 3a5a-réduits

La progestérone est un stéroide gonadique qui lie des récepteurs
nucléaires, PR-A et PR-B. Cependant, ces métabolites 3aSa-réduits peuvent lier le
récepteur GABA, ce qui leur donnent des propriétés neuroactives (Giangrande et
McDonnell, 1999). L'expression des récepteurs de la progestérone (PR),

notamment dans le noyau du raphé dorsal, est régulée, en partie, par l'estrogene
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(Bethea, 1994; Alves et al., 1998b). En effet, ce dernier augmente 1'expression des
PR, par contre, la progestérone produit un rétrocontrdle sur l'action de 1'estradiol.
L'existence de cette signalisation croisée entre les récepteurs de l'estrogéne et de la
progestérone a souvent été démontrée. Lors de l'activation des PR, il y a
répression de I'expression des récepteurs de 1'estrogene, ce qui module son activité
dans le systeme nerveux central (Kraus et al., 1995). Ces différentes observations

ont aussi été rapportées lors d'études comportementales (Kuba et al., 2006).

L'effet antinociceptif de la progestérone, de méme que celui de ses
métabolites 3aSa-réduits, a ét€ observé lors de plusieurs €tudes (Kavaliers et
Wiebe, 1987; Winfree et al., 1992; Caba et al., 1994; Frye et Duncan, 1994; Kuba
et al., 2006; Charlet et al., 2008). En effet, l'injection d'alloprégnanolone entraine
une diminution de la réponse nociceptive induite par une stimulation mécanique
viscérale (Winfree et al., 1992). Plus tard, Frye et Duncan (1994) ont fait une
évaluation exhaustive des propriétés de ces métabolites. En utilisant de multiples
voies d’administration, ils ont injecté l'alloprégnanolone, le THDOC, Ila
progestérone, la 5o-dihydroprogestérone (DHP), la 17-OH-progestérone, la
DHEAS et la PregS et caractérisé la réponse nociceptive par le test de retrait de la
queue. Ce test reflete particulierement la réponse réflexe spinale a une stimulation
douloureuse (Irwin et al., 1951; Devor et al., 1982; Carstens et Wilson, 1993).
Cette étude a permis d'observer les effets antinociceptifs de 1'alloprégnanolone, du
THDOC, de la progestérone et du DHP (Frye et Duncan, 1994). De plus, d'autres
expérimentations utilisant des stimulations nociceptives thermiques ont montré
que l'effet des métabolites 3a5a-réduits est potentialisé par I'estradiol (Frye et
Duncan, 1996). Ces résultats n'ont cependant pas été reproduits par tous les
groupes. En effet, Caba et ses collaborateurs (1994), ainsi que d'autres, n'ont pas
pu mesurer de variation de la réponse nociceptive suivant l'injection de ces
métabolites 3aSa-réduits, mais ont plutdt mesuré une potentialisation du récepteur
GABA,, se traduisant par une augmentation de la réponse au muscimol (agoniste

GABA,) (Caba et al., 1994; Uchida et al., 2003).
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L'effet antinociceptif des stéroides 3oSa-réduits a aussi été mesuré dans
des modeles de douleur inflammatoire, tels que ceux résultant de l'injection de
carragénine et de formaline (Gilron et Coderre, 1996; Gambhir et al., 2002;
Charlet et al., 2008; Ocvirk et al., 2008). Cependant, ces résultats semblent
hautement dépendants des concentrations de métabolites injectées, de méme que
de la concentration de formaline utilisée. Il est important de mentionner qu'une
faible concentration de formaline (< 2,5%) est connue pour produire une douleur
neurogénique alors qu'une concentration plus élevée agit par l'intermédiaire de
mécanismes neurogéniques et inflammatoires (Sawynok et Liu, 2003). De plus,
les faibles propriétés analgésiques peuvent étre difficiles a observer lors de

I'utilisation de fortes concentrations de formaline (> 5%).

Méme si les effets antinociceptifs des métabolites 3aSa-réduits sur des
douleurs inflammatoires sont faibles, leurs effets sur les douleurs neuropathiques
sont tres importants. L'injection locale, intrathécale ou encore la stimulation de la
neurostéroidogénese par ['étifoxine, un anxiolytique de la famille des
benzoxazines liant la protéine de translocation (TSPO), peut soulager des
hyperalgésies thermiques et mécaniques produites par la ligature du nerf sciatique
ou des dommages neuropathiques induits par la vincristine (Pathirathna et al.,
2005b; Meyer et al., 2008; Aouad et al., 2009; Kondo et al., 2009; Chang et al.,
2010). Ces différentes observations supportent fortement l'effet analgésique des
stéroides neuroactifs dont l'action peut €tre en périphérie et au niveau central.
Certaines études ont d'ailleurs suggéré que l'effet périphérique des stéroides
neuroactifs se produit par l'inhibition des canaux calciques de type T et par la
potentialisation des récepteurs GABA, exprimés par les neurones sensoriels
(Pathirathna et al., 2005a; Pathirathna et al., 2005b). L'injection de progestérone,
de dihydroprogestérone et de tétrahydroprogestérone produisent tous une
amélioration significative des neuropathies diabétiques caractérisée par une
démyélinisation axonale (Veiga et al., 2006). En effet, il a été décrit que la
progestérone et ses métabolites ont des propriétés remyélinisantes,
particulierement par la stimulation de la prolifération des cellules de Schwann

(Melcangi et al., 2003). Cet effet de la progestérone et de la dihydroprogestérone
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résulterait de 1'amplification de I'expression génique de la protéine de myéline et

de la glycoprotéine zéro (Melcangi et al., 2000; Melcangi et al., 2003).

La synthese des neurostéroides peut étre stimulée lors de douleurs
neuropathiques (Patte-Mensah et al., 2006; Leonelli et al., 2007; Caruso et al.,
2008; Roglio et al., 2008) ou inflammatoires (Poisbeau et al., 2005). En utilisant
un modele de douleur par injection de carragénine, le laboratoire du Pr Poisbeau a
montré qu'une douleur inflammatoire stimule la production de neurostéroides
endogenes dans la moelle épiniere des rats males (Poisbeau et al., 2005). Plus
précisément, l'activité enzymatique menant a la production d'alloprégnanolone et
de THDOC semble étre particulierement augmentée. Il a d’ailleurs été noté,
suivant une inflammation a la carragénine, qu'une inhibition GABAergique
soutenue était présente dans la moelle épiniere et vraisemblablement produite par
des neurostéroides (Poisbeau ez al., 2005). L'action intrinseque de ce phénomene
semble étre une limitation des symptdomes nociceptifs suivant une douleur
importante. Celle-ci serait produite par une plasticité neuronale de la moelle
épiniere augmentant l'activité inhibitrice des interneurones GABAergiques. Un
traitement par le finastéride, empéchant la synthese endogene de neurostéroides,
diminue significativement l'amplitude et la durée de l'hyperalgésie thermique
associée a l'inflammation (Poisbeau et al., 2005). Finalement, les métabolites
3aSa-réduits semblent produire un effet analgésique associé a la potentialisation
des fonctions inhibitrices des récepteurs GABA 4 de la moelle épiniere. Par contre,
les métabolites 3a5p-réduits ne produisent pas les mémes effets analgésiques

(Kavaliers et Wiebe, 1987; Charlet et al., 2008).

2.3.2 Pregnenolone et pregnenolone sulfate

La pregnenolone (Preg) et la pregnenolone sulfate (PregS) lient
principalement le récepteur glutamatergique NMDA et le récepteur sigma 1. De
plus, ils peuvent aussi lier le récepteur GABA4. Toutefois, leur affinité pour ce
récepteur est beaucoup plus faible. Le mécanisme d'action de ces deux stéroides a

été décrit de facon tres générale, mais peu d'expérimentations confirment ses
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effets directs sur la douleur. Certaines études décrivent un effet lors du test a la
capsaicine, cependant on suggere une liaison directe de la PregS au récepteur

TRPV1 afin d'inhiber son courant (Chen et Wu, 2004; Borzan et Fuchs, 2006).

2.3.3 Estradiol et ses métabolites

Les estrogenes sont principalement synthétisés par les ovaires et par
I'aromatisation de la testostérone par les glandes surrénales. La découverte de
l'enzyme de synthese de l'estrogéne P450 aromatase dans le systtme nerveux
central a suggéré une possible synthése de novo dans le cerveau (Naftolin et al.,
1975; MacLusky et al., 1994). De plus, les récepteurs de I'estrogene (ERo et ERP)
sont aussi largement distribués dans tout le systeéme nerveux central (Pfaff et
Keiner, 1973; Amandusson et Blomqvist, 2001). Ces récepteurs nucléaires sont
bien connus, et plus récemment des récepteurs membranaires ont aussi été
observés (Kelly et al., 1977; Pietras et Szego, 1977; Ronnekleiv et Kelly, 2005;
Raz et al., 2008). L'ERa est généralement impliqué dans les comportements
sexuels, alors que I'ERP est plutdt décrit dans des régions du cerveau impliquées
dans la perception de la douleur et la production de neuropeptides (Koch, 1990;
Simerly et al., 1990; Lauber et al., 1991; Yuri et Kawata, 1991; Shughrue et al.,
1992; DonCarlos et al., 1995; Handa et al., 1996; Alves et al., 1998a; Hrabovszky
et al., 1998; Osterlund et al., 1998; Mitra et al., 2003; Nomura et al., 2003). Les
deux récepteurs nucléaires (ERo, ERP) sont responsables d’une action
différentielle des estrogenes dans le systéme nerveux central. Cet effet a d'ailleurs
été démontré dans les voies de transmission et de modulation de la douleur, ou
l'estrogene peut avoir des effets a la fois excitateurs et inhibiteurs (Woolley et

Schwartzkroin, 1998; Coulombe et al., 2011b).

L’estradiol influence plusieurs neurotransmetteurs qui sont impliqués dans
les mécanismes de transmission et de modulation de la douleur. En effet,
I’estrogene et la progestérone modifient I’expression de plusieurs génes associés
au métabolisme de la sérotonine (Sumner et Fink, 1997, 1998). De plus, certaines
études ont démontré qu’une supplémentation en estrogene chez des souris

ovariectomisées augmente la synthese et la recapture de la sérotonine. L’inverse
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se produit lors du retrait de I’estrogene (Ladisich, 1974; Munaro, 1978; Crowley
et al., 1979; Cone et al., 1981; Biegon et al., 1983; Di Paolo et al., 1983; Johnson
et Crowley, 1983; Chomicka, 1986; Evrard, 2006). Puisque la sérotonine est un
médiateur important de la voie inhibitrice descendante de la douleur, une synthese
plus importante pourrait augmenter 1’activité de cette voie. L’estrogene influence
aussi les neurones contenant du GABA. En effet, il permet la diminution du
glutamate décarboxylase (GAD) (McEwen et Alves, 1999), I’enzyme permettant
la synthese du GABA, au niveau de certains noyaux des centres supérieurs.
Puisque I’estrogene a un effet inhibiteur sur I’activit¢é GABAergique, il est
possible de suggérer une augmentation de la transmission au niveau des centres
supérieurs. Cependant, la résultante concrete pourrait étre une balance entre les

effets produits par les centres supérieurs et la moelle épiniere.

De nombreuses évidences démontrent aussi une modulation par I’estradiol
des voies de signalisation opioidergiques. L’administration d’un bolus d’estradiol
chez des femelles ovariectomisées produit entre autre une augmentation de la
production d’enképhaline dans la moelle épiniere (Amandusson et al., 1996;
Amandusson et al., 1999). D’autres études ont démontré que 1’estradiol provoque
I’augmentation de la libération de peptides opioides dans le noyau supraoptique de
I’hypothalamus des rats femelles (Sinchak et Micevych, 2001; Micevych et al.,
2003). Suite a I’activation des récepteurs opioides, une boucle de rétrocontrdle
inhibitrice permet la modification de la densité des récepteurs opioides de type p
(MOR) a la surface de la cellule, ce qui entraine, d’une part, une diminution de
I’efficacité des peptides opioides et, d’autre part, une diminution de I’efficacité
des contrdles impliquant ces voies d’activation, donc une augmentation de la
douleur percue (Amandusson et al., 1999; Micevych et Sinchak, 2001).
Finalement, un niveau élevé d’estrogenes est associé a une grande activation de la
neurotransmission associée a la libération d’opioides, donc un effet antialgésique,
tandis que des niveaux estrogéniques bas diminuent la signalisation par les

peptides opioides, donc un effet proalgésique (Smith et al., 2006).
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En situation de douleur inflammatoire et de douleur aigug, 1'estradiol induit
des effets antihyperalgésiques (Gaumond et al., 2005; Kuba et al., 2006;
Coulombe et al., 2011b). D'ailleurs, notre laboratoire a récemment démontré que
le récepteur ERa serait impliqué dans la douleur aigué, notamment lors de la
premiere phase du test a la formaline (Coulombe et al., 2011b). Chaban et ses
collaborateurs (2003, 2005) ont démontré que l'estradiol, par sa liaison aux
récepteurs ERa, pouvait inhibé 1'activité des fibres afférentes nociceptive, et donc
diminuer une réponse nociceptive aigué¢ (Chaban et al., 2003). Cet effet de
l'estradiol semblerait étre associ€é a une inhibition rapide de la signalisation
calcique (courant calcique entrant [Ca2+]i) produite lors de la liaison de
I'adénosine triphosphate (ATP) a son récepteur purinergique P2X (Chaban et al.,
2003). 1l a été documenté que l'estrogéne pouvait aussi diminuer les courants
calciques par l'inhibition des canaux calciques voltages-dépendants de type L
(Chaban et al., 2003). Finalement, lors de douleurs viscérales, neuropathiques et
postopératoires, 1'estrogene semble avoir des propriétés antihyperalgésiques chez
la souris (Bradshaw et Berkley, 2002; Sanoja et Cervero, 2005, 2008; Hubscher et
al., 2010; Sanoja et Cervero, 2010).

2.3.4 Testostérone et ses métabolites

La testostérone est un stéroide synthétisé par les testicules et les glandes
surrénales, mais il est aussi présent dans le systeme nerveux central. Ce stéroide
lie un récepteur nucléaire AR, mais il peut aussi avoir un effet neuroactif par
l'activation de récepteurs membranaires. La testostérone a été décrite comme étant
un modulateur positif du récepteur GABA 4 et un modulateur négatif du récepteur
SHT; (Wetzel et al., 1998; Rupprecht et Holsboer, 1999; Rupprecht, 2003;
Dubrovsky, 2005). De plus, il peut étre aromatisé en estradiol et activer les

récepteurs de l'estrogene (Kawata, 1995).

La testostérone a généralement été décrite comme étant antinociceptive
dans différents modeles de douleur. Il a longtemps été suggéré que son action se
produisait grace a sa liaison au récepteur nucléaire. Les nouvelles connaissances

suggerent sa liaison a des récepteurs membranaires, notamment au récepteur
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GABA4, NMDA (pour une liste exaustive voir le Tableau 1). Cette information
permet de supposer un effet de la testostérone sur la douleur par l'activation de ces
récepteurs. La littérature rapporte que la castration des animaux males diminue la
réponse nociceptive lors de plusieurs tests comportementaux (Forman et al., 1989;
Molina et al., 1994; Pednekar et Mulgaonker, 1995; Frye et Seliga, 2001; Edinger
et Frye, 2004). Cet effet de la castration est généralement renversé par l'injection
de testostérone propionate (Forman et al., 1989; Frye et Seliga, 2001; Edinger et
Frye, 2004; Hau et al., 2004). Aussi, lors de douleurs neuropathiques, la castration

des souris augmente 1'hyperalgésie découlant de la 1ésion nerveuse (Robichaud).

La testostérone a été associée a différentes pathologies de douleur
chronique, particulicrement a la fibromyalgie et a l'arthrite (Dessein et al., 1999;
Straub et Cutolo, 2001). Aucune corrélation n'a pu étre établie entre la sévérité des
symptomes de la fibromyalgie, évalués par le Fibromyalgia Impact Questionnaire
(FIQ), et les niveaux sanguins de testostérone chez des sujets atteints de
fibromyalgie. Cependant, cette méme équipe a tout de méme relié les niveaux de
testostérone a la fonctionnalité physique (Dessein et al., 1999). Les injections de
testostérone chez I'humain ont aussi montré des effets positifs chez des patients
atteints d'arthrite rhumatoide et d'algie vasculaire de la face (cluster headaches)
(Klimek, 1985; Straub et Cutolo, 2001). Finalement, une étude a été effectuée
chez des sujets transsexuels afin d'évaluer leur douleur avant et apres leur
traitement hormonal (Aloisi et al., 2007). Sur les 26 sujets subissant une
transformation de la femme vers 'homme (FtM), 14 présentaient une forme de
douleur (53,8%) avant le changement de sexe. Apres leur traitement, seulement 2
personnes sur 26 présentaient des douleurs (7,7%). A l'opposé, chez les
transsexuels passant d'un statut homme a un statut femme (MtF), 3 sujets sur 47
présentaient des douleurs avant leurs traitements, alors que 11 sur 47 rapportaient

la présence de douleur une fois le traitement terminé (Aloisi et al., 2007).

La testostérone est métabolisée en dihydrotestostérone et en 3a-diol par
les enzymes 3B-hydroxystéroide déhydrogénase et la Sa-réductase. Le 3a-diol,

comme les autres métabolites 3a5a-réduits, est un modulateur positif du récepteur
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GABA, (Frye et al., 1996). 1l a été démontré que la testostérone possede des
propriétés neuroprotectrices dans certains modeles de douleur neuropathique. En
fait, il augmenterait la vitesse de conduction dans le nerf et diminuerait
I'hyperalgésie produite par la streptozotocine (Roglio et al., 2007). Les effets
neurophysiologiques de cette molécule semblent €tre associés a l'activité de la
pompe Na",K'-ATPase, la densité des fibres afférentes et l'expression de la

protéine myéline PO dans le systeme nerveux périphérique (Roglio et al., 2007).

2.3.5 DHEA et DHEAS

La DHEA et la DHEAS (qui seront présentées comme la DHEA(S)
lorsque ces molécules seront mentionnées ensemble) sont considérées comme des
androgenes (Maninger et al., 2009). Ces molécules sont synthétisées
principalement par les glandes surrénales (zona reticularis). Cependant, chez les
femmes, 20% de la DHEA(S) est aussi produite par les ovaires (Nieschlag et al.,
1973; Havelock et al., 2004; Maninger et al., 2009). De plus, il a été décrit que la
DHEAC(S) peut aussi étre produites par les cellules du systeme nerveux central et
par la peau (Corpechot et al., 1981; Kalimi et al., 1994). 1l est connu que la
DHEAS est métabolisée en DHEA par la DHEA sulfatase, tandis que la DHEA
peut étre transformée en DHEAS par I'hydroxystéroide sulfotransférase. Alors que
la DHEAS est un modulateur positif de sigma 1 et un modulateur négatif de

GABA,, la DHEA est un modulateur positif du récepteur GABA 4.

A T'état basal, la DHEA(S) est présente en concentration supérieure chez
I'homme comparativement a la femme et, tout comme la testostérone, diminue
avec l'age (Maninger et al., 2009). Finalement, de faibles concentrations de
DHEA(S) sont souvent associées a des troubles du sommeil, certaines formes de
détresse psychologique et la présence de douleurs (Schell er al., 2008; Maninger
et al., 2009).

Il est bien connu que la DHEA(S) fait partie d'une boucle de rétrocontrole
de la synthese des glucocorticoides (Kalimi ef al., 1994). En effet, la syntheése de

ces molécules est directement stimulée par la libération d'ACTH (Nieschlag et al.,



74

1973; Leowattana, 2004). Une étude a démontré que 1'absorption orale de DHEA
diminuait la concentration plasmatique de cortisol (Wolf et al., 1997). En plus, les
traitements antiglucocorticoides produisent une diminution des concentrations de
DHEAS dans le sang (Rhodes et al., 1996; George et al., 2006). Certains
suggerent que de faibles concentrations de DHEAS sont le signe d'une

hypofonction de I'axe HHS (Leowattana, 2004).

Quelques études ont examiné 1'implication de la DHEAS sur la réponse
nociceptive chezl'animal. En effet, l'injection spinale produit un effet précoce
pronociceptif et un effet tardif antinociceptif (Kibaly ez al., 2008; Yoon et al.,
2009). L'effet pronociceptif de la DHEAS est associé a la fois a son effet agoniste
sur le récepteur sigma 1 et a son effet antagoniste sur le récepteur GABAA (Yoon
et al., 2009). De plus, il a ét€¢ démontré que l'injection intraplantaire de DHEAS
produit des symptomes douloureux inflammatoires, e.g. de I'hyperalgésie et une
perméabilité vasculaire pouvant €tre renversées par un antagoniste du récepteur a

I'histamine (H;) (Uchida et al., 2003).

Certaines études cliniques se sont intéressées a la relation entre la DHEAS
et la perception de la douleur dans différentes pathologies de douleur chronique
(Dessein et al., 1999; Hasselhorn et al., 2001; Finset et al., 2004; Blackman et al.,
2007; Schell et al., 2008; Kilts et al., 2010). 11 a été observé que les femmes
présentant de faibles niveaux de DHEAS ont davantage de douleurs (Morrison et
al., 1998). D'autres études, de méme qu'une effectuée au laboratoire, ont observé
des concentrations plus faibles de DHEAS chez les sujets fibromyalgiques en
comparaison de sujets sains (Coulombe e al., 2010), de méme que certaines
corrélations avec la douleur rapportée par ces patients. En plus, un lien a été
observé entre les faibles concentrations de DHEAS et la prédiction de douleur
dans les 12 mois suivants chez des travailleurs (Schell er al., 2008). Cette
information est tres importante afin de tenter de prédire le développement de
douleurs chroniques. D'autres études ont plutdt corrélé les niveaux d'androgene a
I'état de santé médiocre et a la faible qualité de vie des sujets (Dessein et al., 1999;

Finset et al., 2004). 11 a été observé qu'un supplément en DHEA pouvait renverser
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cette corrélation et augmenter la qualité de vie des sujets, ainsi que diminuer leurs
symptomes douloureux (Himmel et Seligman, 1999; Finckh et al., 2005). Ces
études, décrivant des effets antinociceptif de la DHEA(S), sont trés peu
compatibles avec la littérature animale présentant plutdt des effets pronociceptifs
de la DHEA(S). Ces disparités peuvent s'expliquer par un écart important des
concentrations de DHEA(S) dans le sang entre le rongeur et 'humain (Corpechot
et al., 1981; Guazzo et al., 1996). De plus, les études animales utilisent
principalement la DHEA(S) injectée directement dans le systeéme nerveux central,
tandis que chez l'humain on parle généralement de DHEA(S) endogene et a

quelques reprises de traitement par voie orale.
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OBJECTIFS

Objectif général

Plusieurs études ont porté sur les causes et les mécanismes physiologiques
soutendant les différences de perception de la douleur entre les hommes et les
femmes, cependant, plusieurs questions restent irrésolues. L'objectif général de
cette these est de mieux comprendre les différents facteurs impliqués dans la la
perception de la douleur chez les hommes et les femmes; Evaluer leur importance
dans les mécanismes de transmission et de modulation de la douleur; Cibler les
éléments pouvant influencer la prévalence plus importance chez les femmes de
certaines pathologies de douleur chroniques de méme que 1’évolution de leur

symptomes

Objectif #1
Mieux comprendre les différents facteurs physiologiques, psychologiques

et émotionnels influencant la différence de perception de la douleur chez I'humain.

Objectif #2
Mettre en relation les niveaux d'androgeénes et de cortisol avec les
symptomes cliniques et la perception de la douleur chez des sujets atteints de

fibromyalgie et des volontaires sains.

Objectif #3
Evaluer I'implication des hormones gonadiques et de leurs métabolites
3a50-réduits dans les voies ascendantes et descendantes de la douleur chez les

males et les femelles.
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CHAPITRE TRADITIONNEL

Ce projet intitulé « Différence de perception douloureuse et implication des
facteurs psychologiques, émotionnels, et du systeéme nerveux autonome lors d'une
douleur thermique croissante tonique chez des hommes et des femmes : Une étude
pilote » a été approuvé par le comité scientifique et le comité éthique de la
recherche en santé chez I'humain du CHUS et de 1'Université de Sherbrooke

(projet 12-109).

1. Mise en contexte

En laboratoire, plusieurs études ont démontré que les femmes étaient plus
sensibles a la douleur thermique expérimentale que les hommes. Il a été observé
que celles-ci rapportaient des seuils de douleurs plus faibles, de méme qu’une
tolérance inférieure aux hommes (Fillingim et al., 2009). Des travaux réalisés
dans nos laboratoires ont permis de vérifier 1’influence des hormones sexuelles
dans la réponse nociceptive chez la souris et chez les rats. En effet, plusieurs de
nos études ont démontré que les femelles étaient plus sensibles que les males vis-
a-vis des stimulations douloureuses thermiques, mécaniques et chimiques
(Gaumond et al., 2002, 2005; Spooner et al., 2007; Coulombe et al., 2011a).
Cependant, nous avons observé récemment qu’une douleur se mettant en place
progressivement ne produit pas cette réponse typique dans une population de
souris males et femelles. Nous avons montré qu’une douleur thermique produite
par une température croissante a une vitesse de 2 degrés par minute (qui s’installe
lentement et qui est soutenue) induit une réponse nociceptive plus rapidement
chez les méles que chez les femelles (Article #2). De plus, nous avons démontré
que les hormones sexuelles influencent la réponse a cette stimulation puisque les
animaux gonadectomisés présentent une réponse nociceptive plus tardive et

diminuée.

Les avantages associés a I'utilisation d’une douleur tonique (d’une durée

plus longue) plutdt que 1'utilisation d’une douleur aigué (de courte durée) est que
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ce type de douleur mime de fagon plus juste les douleurs cliniques. En effet, les
douleurs cliniques s’étendent généralement sur une plus longue durée (Chen et
Treede, 1985). Non seulement ce protocole permet d’obtenir un seuil de douleur
plus précis (Treede et al., 1998), mais il permet aussi 1’évaluation subjective de

'aspect émotionnel associé a la douleur (Dixon ef al., 2004).

Plusieurs parametres (Tjolsen et al., 1991; Le Bars et al., 2001; Dixon et
al., 2004) peuvent étre impliqués pour tenter d'expliquer cette différence de
réponse nociceptive tels que :

— L’épaisseur de la peau ;

— La microcirculation des tissus en contact avec la stimulation thermique ;

— Le nombre de fibres Ad et C ;

— Lalibération de neurotransmetteurs dans la moelle épiniere ;

— L’activité de I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien associée au stress ;
— La réponse émotionnelle produite par la douleur ;

— Laréponse du systetme nerveux autonome.

Une hypothese que nous avons suggérée d'aprés une expérimentation
animale (voir article 2) est que la perception consciente de la douleur serait plus
grande chez la femme que chez I'homme (seuil de douleur plus faible chez la
femme). Cependant, l'activation supraspinale, notamment du systeme nerveux
autonome, lors d'une douleur tonique serait alors produite différemment chez
I'homme et la femme. Dans cette hypothese, nous suggérons que 'homme aura
une gestion active de la stimulation, représentée par une tachycardie légere
associée a l'activation du systeme nerveux sympathique. La femme présenterait
une gestion plus passive de la stimulation qui serait représentée par une
bradycardie légere associée a l'activation du systéme nerveux parasympathique.
La suggestion reprend l'idée d'une intégration émotionnelle, particulierement vis-

a-vis du stress appliqué, tres différente entre les hommes et les femmes.

Cependant, une des grandes difficultés lors d’expérimentation animale est

justement d’obtenir des informations quantitatives sur cette intégration



79

supraspinale, telles que 1) la perception du stress et la réponse émotionnelle, 2)
I’activité de 1’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, et celle du 3) systeme
nerveux autonome. Par contre, chez 1’humain, ces parametres sont facilement
mesurables par I'utilisation de questionnaires validés, de prélevements salivaires

de cortisol, la mesure du rythme cardiaque et de la pression artérielle.

Le transfert de ce modele animal chez 1’humain pourrait nous permettre de
mieux interpréter les résultats obtenus avec cette méthode, ainsi que de mieux
caractériser la différence de perception de la douleur entre les hommes et les
femmes lors d'une douleur tonique s’installant lentement. Il est a noter que méme
si la littérature scientifique a généralement confirmé un r6le des hormones
sexuelles dans la perception et la modulation de la douleur, les mécanismes
impliqués dans cette modulation par les centres supraspinaux demeurent mal
compris. Ceci peut étre dii a la complexité des éléments considérés dans cette
hypotheése, a savoir le phénomene de la douleur, la nature de la douleur, la

complexité des fonctions des hormones et le fonctionnement du systéme nerveux.
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2. Objectif de 1'étude

2.1 Questions de recherche

1) Est-ce que la perception d’une douleur tonique thermique est la méme chez
I’homme que chez la femme?

2) Quelles sont les implications supraspinales lors de ce type de douleur? (réponse
autonomique, réponse de 1’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, gestion

émotionnelle de la douleur)

2.2 Objectif général

L’étude proposée a pour objectif d’évaluer, a 1’aide d’approches
psychophysiques, les relations entre la perception d’une douleur tonique
thermique, 1’activation du systeme nerveux autonome et l’intégration de la

stimulation nociceptive chez des hommes et des femmes.

2.3 Objectifs spécifiques

1) Evaluer I’intensité, la tolérance et I’aspect désagréable reliés a une
stimulation nociceptive thermique tonique entre les hommes et les
femmes.

2) Comparer 1’anxiété, la gestion de la douleur et la « catastrophisation » lors
d’une stimulation nociceptive thermique tonique entre les hommes et les
femmes.

3) Déterminer ’activité autonomique suite a une douleur thermique tonique
chez des hommes et des femmes: fréquence et variabilité cardiaque,
pression artérielle, flot sanguin, température de la peau et sudation.

4) Décrire D’activité de 1’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, par la
mesure du cortisol salivaire, lors d’une douleur tonique thermique chez les

hommes et les femmes.
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3. Matériel et méthodes

3.1 Devis de I’étude
Afin de répondre a nos questions de recherche, nous avons fait une étude
de type comparative descriptive. Nous proposons donc d’étudier 2 groupes, soit

des groupes de sujets sains composé d’hommes et de femmes.

3.2 Population a I’étude

Quarante-deux sujets ont été recrutés, 21 hommes et 21 femmes, par
méthode d’échantillonnage de convenance. Tous étaient en bonne santé et agés
entre 18 et 45 ans. Aucun sujet n'avait de pathologies métaboliques,
neuropathiques ou de déficits cognitifs. Aucun sujet n'avait de diagnostic de
maladies cardiovasculaires ou endocriniennes. Un sujet homme et un sujet femme
avaient un diagnostic de dépression traité et stabilisé avec des antidépresseurs

depuis plus d'un an. Aucun sujet ne consommait d'analgésiques de facon continue.

3.3 Variables et instruments de mesure

3.3.1 Groupe (variable indépendante)
La variable indépendante est le sexe, soit des sujets sains hommes et des

sujets sains femmes.

3.3.2 Perception de la douleur (variable dépendante)

La variable dépendante principale de I’étude est la perception de la
douleur. Afin de diviser les composantes sensorielles et émotionnelles de la
douleur, nous avons demandé aux sujets d’évaluer D'intensité et I’aspect
désagréable de la douleur. L'intensité de la douleur était évaluée a 1’aide d’une
échelle visuelle analogique (EVA), allant de 0 (aucune douleur) 2 100 (douleur la
plus intense que je puisse tolérer) pendant toute la stimulation nociceptive (Figure
16). A la fin de la stimulation douloureuse, le sujet évaluait sur une échelle
verbale numérique 1’aspect désagréable de la douleur ressentie. L'échelle visuelle

analogue est un instrument de mesure grandement utilisé puisqu'il est sensible aux
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petites variations de douleur et est facilement compréhensible par la majorité des
sujets (Rosier et al., 2002). Ces échelles permettent de dissocier les deux

composantes de la douleur (Rainville et al., 1999).

n 1aon
Aucune doimr Do r madirake rolires

Figure 16. Echelle visuelle analogue

L'échelle visuelle analogique est un instrument de mesure de la douleur tres
précis qui implique a la fois des éléments visuels et nominaux afin de quantifier la
douleur (image de gauche). L'échelle visuelle analogique électronique (CoVAS)
permet I'évaluation de la douleur par une échelle visuelle analogique en temps réel
et en continue (image de droite).

3.4 Mesure de la douleur: Test de la thermode

Les stimulations thermiques sont générées par une thermode de type
Peltier de 9 cm” CHEPS (Neurosensory Analyser, Medoc Instruments) (Figure
17). Le test de la thermode est fait a deux reprises, selon deux protocoles
différents, sur deux sites distincts de 1’avant-bras. Dans un premier temps, le seuil
de douleur et la tolérance au chaud sont mesurés en utilisant une rampe de
température rapide (0,3°C/s) allant de 30°C a 50°C. Le seuil de douleur au chaud
correspond a la température a laquelle le participant commence a ressentir de la
douleur. Le seuil de tolérance au chaud correspond a la température maximale que
le participant peut endurer. L’intensité de la douleur est mesurée tout au long du
test avec la CoVAS. A la fin de cette stimulation nociceptive, le sujet évalue, a

I’aide d’une échelle verbale numérique allant de 0 a 100, I’aspect désagréable

global associ€ a la stimulation.
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Figure 17. Thermode de type «<CHEPS»

Thermode CHEPS (contact heat-evoked potential stimulator) standard d'un
diametre de 27 mm commercialisée par Medoc.

Le deuxieme test consiste a évaluer le seuil de douleur et le seuil de
tolérance d’une douleur tonique comparable a une douleur aigué persistante. Pour
ce faire, la stimulation thermique est produite par une rampe de température lente
(2°C/min) allant de 30°C a 46°C. Encore une fois, I’intensité de la douleur est
évaluée avec la CoVAS. Lors de ce test, si le sujet n’a pas atteint son seuil de
tolérance lorsque la thermode atteint la température de 46°C, la température
demeure fixe jusqu’a ’obtention d’un seuil de tolérance ou a concurrence de 5
minutes a 46°C (pour un maximum de stimulation totale de 13 minutes). A la fin
de cette stimulation nociceptive, le sujet évalue, a 1’aide d’une échelle verbale

numérique allant de 0 a 100, I’aspect désagréable global associé a la stimulation.

3.5 Activité du systéme nerveux autonome : Variabilité du rythme cardiaque
La mesure du rythme cardiaque est faite a I'aide d'un électrocardiogramme
(ECG). A partir de ’'ECG, le rythme cardiaque moyen est calculé, de méme que
plusieurs indices de la variabilité du rythme cardiaque (VRC). Ces indices sont :
1) La déviation standard des intervalles NN (SDNN) qui est une mesure
générale de la VRC;
2) La racine carrée de la moyenne des différences des intervalles RR

successifs au carré (RMSSD) et I’analyse spectrale de la VRC dans les
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basses fréquences (LF) qui sont des mesures de [Dactivité
parasympathique;
3) L’analyse spectrale de la VRC dans les hautes fréquences (HF) qui est une

mesure de I’activité sympathique.

3.6 Flot sanguin :

Le laser doppler PeriScan PIM 3 (Perimed, Suede) permet de mesurer le
flot sanguin de la microcirculation a la surface de la peau du site de la stimulation
nociceptive. Cela donne un indice du niveau de vasoconstriction/vasodilatation
des artérioles et des capillaires par la stimulation thermique, donc une
approximation du tonus sympathique vasculaire produite par cette stimulation. Il
s’agit d’une procédure non invasive et sans douleur. Le flot sanguin est évalué a
I'état basal, apres la rampe rapide et apres la rampe lente a 1’endroit ou la

thermode a été appliquée.

3.7 Activité de I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

Des prélevements salivaires sont faits avant et apres 1’expérimentation
dans le but de doser le cortisol salivaire et d’obtenir un indice de I’activité de 1’axe
hypothalomo-hypophysosurrénalien. Ce dosage a été effectué par le laboratoire de
biochimie du CHUS sous la supervision de Guy Fink, PhD. Les préleévements ont
été effectués a I’aide d’une salivette et analysés par chromatographie en phase
liquide couplée a un spectrophotometre de masse en tandem (LC/MS/MS, Liquid

Chromatography coupled to tandem mass spectrometry) (Cyr et Fink, 2009).

3.8 Mesures psychométriques

Les participants ont rempli différents questionnaires afin de mieux décrire
I'échantillon expérimental. Certains questionnaires ont €té remplis avant la session
expérimentale et d’autres apres dans le but de bien caractériser et différencier les
états émotionnels avant et apres les tests de douleur. Afin de diminuer la fatigue

pouvant résulter de la concentration requise pour la réponse aux nombreux
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questionnaires, ceux pouvant étre remplis avant la séance expérimentale étaient

transmis par courrier pour que le sujet puisse les remplir sur leur propre temps.

3.8.1 Questionnaires préexpérimentaux

1y

2)

3)

4)

Le questionnaire de I’état de santé. L’état de santé de tous les
participants est mesuré a l'aide du questionnaire « Formulaire
d’information démographique et de santé ». Ce questionnaire permet de
s’assurer de I’admissibilité et d’avoir une vue d’ensemble de I’état de santé
des sujets, notamment les antécédents médicaux et la médication. Ce
questionnaire contient aussi des informations sociodémographiques (age,

scolarité, état civil, emploi, etc.)

L’inventaire du tempérament et du caractére (ITC) mesure la
personnalité du participant selon 7 spheres (Cloninger et al., 1993). Ce
questionnaire est constitué de 240 questions de type vrai ou faux. La
version frangaise a été€ validée par Trudel et collaborateurs en 2001 (Trudel
et al.,2001). Plusieurs traits de personnalité ont été corrélés a la perception
de la douleur et au développement de pathologie de douleur chronique
dans le passé (Aoki et al., 2004; Mongini et al., 2005; Sanchez-Roman et
al., 2007; Miettunen et al., 2008).

L’inventaire de dépression de Beck (IDB) mesure 1’état dépressif du
participant. Il s’agit de I’'un des instruments les plus utilis€s pour mesurer
la sévérité de I’état dépressif (Gallagher et al., 1982). Il est connu que le
statut émotionnel est un important facteur psychosocial impliqué dans la
douleur (Chapman et Gavrin, 1999). La validité et la fidélit¢ de cet

instrument de mesure sont d’ailleurs bien démontrées (Beck et al., 1988).

Pour évaluer ’auto description du role social selon le sexe, I'inventaire
des rdles sexués de Bem (BSRI ou Bem Sex Role Inventory) a été utilisé.
Ce questionnaire a été €élaboré en 1971 par le Dr Sandra Lipsitz Bem,

comprenant 60 caractéristiques de la vie sociale souvent utilisée pour
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explorer la perception des roles des hommes et des femmes dans la société.
Pour chaque caractéristique, 7 possibilités sont proposées pour décrire au
mieux son opinion (1 = jamais, 2 = rarement, 3-4-5 = neutre, 6 = souvent,

7 = toujours) (Bem, 1974).

Une version frangaise du Gender Role Expectation of Pain (GREP) a aussi
été remplie afin de mesurer la perception de la douleur selon les attentes
sociales de chaque sexe. Ayant de tres bonnes qualités métrologiques, ce
questionnaire comportant 12 questions est utilisé pour explorer les
différences de perception de la douleur entre les hommes et les femmes

dans la société (Robinson et al., 2001).

L’inventaire sur le controle de soi (ICS) a pour objectif d’évaluer les
capacités reliées au controle de soi dans le maintien a long terme d’un
comportement li€é a la sant¢ (Rosenbaum, 1980b, 1980a). En d’autres
termes, la personne évalue ses tendances personnelles a utiliser des
méthodes d’autocontrdle pour gérer des sensations physiologiques et
émotives. Il est composé de 36 énoncés dont le répondant indique jusqu’ou
les énoncés s’appliquent a lui (-3 : «tres différent de moi, extrémement non
descriptif» a +3 : «tres semblable a moi, extrémement descriptif»). La
version francophone du questionnaire a été validée en 1995 par Lévesque
et ses collaborateurs (Lévesque er al., 1995). Ceux-ci ont décrit que les
personnes obtenant un résultat supérieur a 24 ont tendance a mieux gérer
leurs émotions et leurs réactions physiologiques par des techniques
d’autogestion cognitives et d’autosuggestion. La version francaise du Self-

Control Schedule possede de bonnes qualités psychométriques et

semblables a celles de la version anglaise.

L’échelle de « catastrophisation » de la douleur (ECD) permet d’évaluer
le comportement catastrophisant du sujet face a la douleur dans la vie de
tous les jours. La « catastrophisation » face a la douleur est une orientation

psychologique ou la personne a tendance a porter toute son attention sur
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les symptomes de la douleur et a en amplifier la menace (Pavlin ef al.,
2005). Dans un contexte ou il est connu que les attentes ont une influence
sur la perception de la douleur (Goffaux et al., 2007), cette caractéristique
devient importante a mesurer. Pour ce faire, nous avons utilisé 1I’échelle de
« catastrophisation » face a la douleur qui est couramment utilisée dans
nos recherches et dont la fidélité et la validit¢é ont été démontrées

(Sullivan, 1995).

8) L’inventaire d'anxiété situationnelle et de trait d'anxiété (IASTA Y1 et
Y2) permet d’évaluer I'anxiété du moment (situationnelle) ainsi que
I’anxiété en général (trait d'anxiété) (Spielberger et Vagg, 1984). L’anxiété
situationnelle se définit comme un €tat émotionnel transitoire, caractérisé
par un sentiment subjectif et conscient de tensions, d’appréhensions, de
nervosité, d’inquiétudes et d’une augmentation de 1’activité du systeme
nerveux autonome (Spielberger et Vagg, 1984). Cette mesure varie selon
la situation vécue. Il est pertinent, dans un contexte de douleur, d’évaluer
ces caractéristiques, car l’anxiété peut exacerber la perception de la
douleur (Chapman et Gavrin, 1999). L’inventaire d’anxiété situationnelle,
tout comme des traits anxieux, est I'un des questionnaires les plus utilisés
pour mesurer ces variables et possede d’excellentes qualités
psychométriques (Gauthier et Bouchard, 1993). Il se démarque des autres
questionnaires par la distinction qu'il fait entre le trait de personnalité et la
réaction d’anxiété liée a une situation. Une échelle visuelle analogue pour
évaluer I'anxiété du moment a également été utilisée avant la séance

expérimentale.

3.8.2 Questionnaires postexpérimentaux
1) Une version francaise du McGill Pain Questionnaire (MPQ) a été utilisée
composé de 20 items divisés en quatre catégories: 1- sensorielle (items 1 a
10), 2- affective (items 11 a 15), 3- évaluative (item 16) et 4- catégorie
indéterminée ou variée (items 17-20) (Melzack, 1975, 2005). Pour chacune

de ces catégories, le sujet identifie le ou les adjectifs correspondant le
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mieux a la douleur ressentie. L’utilisation de ce questionnaire ajoute une
dimension subjective a I’évaluation de la douleur quantitative recueillie

lors du test.

Echelle de « catastrophisation » situationnelle (ECS): Cette échelle
correspond a une version modifiée de 1’échelle de « catastrophisation » de
la douleur (voir ci-haut ECD). La syntaxe de six questions a été modifiée
afin de les rendre spécifiques a la stimulation nociceptive vécue. Cette
approche a été utilisée lors de différentes expérimentations dans le passé
(Edwards et al., 2006; Campbell et al., 2010). Les six questions utilisées
représentent les trois dimensions primaires de la « catastrophisation » : la
rumination, l'amplification et 1’impuissance. La « catastrophisation »
situationnelle par rapport a la douleur est mesurée par la sommation des

six €éléments.

Une version modifiée de 1'inventaire d'anxiété situationnelle (IASTA
Y1 modifié) a été utilisée afin d’évaluer I’anxiété par rapport au test au
laboratoire (Spielberger et Vagg, 1984). Tout comme pour 1’échelle de
« catastrophisation » situationnelle de la douleur, la syntaxe des phrases du
IASTA Y1 a été ajustée afin de convenir a 1’évaluation de I’anxiété a un
moment précis. Une échelle visuelle analogue afin d'évaluer 1’anxiété du

moment a également été utilisée apres la stimulation douloureuse.

Le coping strategies questionnaire de Rosenstiel et Keefe (CSQ) est
I’outil le plus fréquemment utilisé pour évaluer les stratégies d’adaptation
spécifiques a la douleur (Rosenstiel et Keefe, 1983). La validité de
I’adaptation francaise du CSQ a été effectuée par Irachabal et ses
collaborateurs en 2008 (Irachabal et al., 2008). Ce questionnaire comporte
21 questions qui sont notées par le sujet «jamais », « parfois »,
« souvent » et « toujours ». Il permet d’identifier a I’aide d’'un modele a six
facteurs la distraction, la dramatisation, 1'ignorance, la prise de distance, la

stratégie d’autocontrole et la priere.
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3.9 Schéma expérimental

Ordre Test Durée
1 Explication et signature du formulaire de 5 min
consentement
2 Questionnaires 90 min
3 Mesures électrophysiologiques de base 10 min
4 Mesure du flot sanguin 5 min
5 Prélevement salivaire 5 min
6 Familiarisation avec la thermode 15 min
7 Stimulation thermique rapide 2 min
8 Prélevement salivaire 5 min
9 Mesure du flot sanguin 5 min
10 Stimulation thermique lente 13 min
11 Prélevement salivaire 5 min
12 Mesure du flot sanguin 5 min
13 Questionnaires 10 min
Temps total de la rencontre 3 heures

Tableau 6. Séance expérimentale

Descriptif d'une séance expérimentale type tel que décrit dans le formulaire de
consentement signé par le participant. Il est important de noter que le sujet a déja
été contacté par téléphone ou par courriel. Lors de cette communication antérieure
le projet de recherche lui a été présenté et le rendez-vous a été cédulé. Le
formulaire de consentement et plusieurs questionnaires sont remis au participant
avant la séance expérimentale afin qu'il puisse lire et remplir les documents a son
aise et a la vitesse qui lui convient. Le temps total réel de la rencontre était
approximativement de 90-120 minutes.

3.10 Analyse statistique

3.10.1 Devis descriptif comparatif
Afin de répondre au premier objectif et de comparer les différentes

variables dépendantes en fonction du sexe, des tests  de Student ont été faits pour
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comparer les moyennes des deux groupes pour les différentes variables
(évaluation de la douleur, mesure du SNA, questionnaires). Des ANCOVA sont

aussi utilisés afin de déterminer I'implication de certaines variables.

3.10.2 Devis descriptif corrélationnel

Afin de déterminer quelles variables sont impliquées dans la perception de
la douleur, des corrélations de Pearson ont été effectuées afin de déterminer s’il y
a une association entre les différentes variables dépendantes. Des régressions
linéaires hiérarchiques ont aussi été effectuées afin de décrire l'implication de

certaines variables.
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4. Résultats
4.1 Description de l'échantillon

4.1.1 Description sociodémographique des sujets

La population étudiée lors de cette expérimentation est composée
majoritairement d'étudiants ou de travailleurs au CHUS Fleurimont, tous recrutés
entre septembre et décembre 2012. La description des deux groupes est présentée
dans le Tableau 7. Des tests ¢ de Student ont été effectués afin de comparer les
moyennes (les différentes valeurs analysées étaient distribuées normalement selon
le test de Shapiro-Wilk, p>0,05). Les regroupements catégoriques ont été

comparés a l'aide d'un test de Chi-carré.

4.1.2 Description de la personnalité, de l'humeur et du genre

Les différents traits de personnalité et de I'humeur ont ét€é comparés entre
les hommes et les femmes (Figure 18 et Figure 19). Puisque plusieurs variables
n'étaient pas distribuées normalement (test de Shapiro-Wilk, p>0,05) les
comparaisons ont été évaluées par le test non paramétrique de Mann-Whitney. Les
résultats montrent que les femmes ont des scores de tempérament d'évitement du
danger et de dépendance a la récompense plus élevés (Figure 18A). Il est possible
d'observer une différence d'expression du genre et de ses composantes dérivées
entre les hommes et les femmes (Figure 18B). En effet, le score de masculinité est
plus élevé chez les hommes, cependant aucune différence n'est notable quant au
score de féminité. Le score brut du genre difféere aussi entre les sexes. Ce score
représente a la fois la féminité (score négatif) et la masculinité (score positif). On
peut voir que le genre semble correspond au sexe. En effet, les femmes semblent
présenter un score négatif (féminin) alors que les hommes semblent décrire un
score positif (masculin), cependant lors de 1'analyse a l'aide du test t de Student, ni
le score des femmes ni celui des hommes n'est statistiquement différent de zéro.
Par contre, lorsque 1'on demande au participant sur une échelle de 1 a 7 combien
il/elle est féminin(e) ou masculin(e), les hommes se décriront plus masculins que
les femmes, et ces dernieres se décriront plus féminines que les hommes.

Finalement, aucune relation n'est observée quant a l'estime de soi entre les
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hommes et les femmes. Aucune différence de 'humeur n'est présente entre les
hommes et les femmes en ce qui a trait a l'anxiété, la dépression, la
« catastrophisation » et le contrdle de soi (Figure 19A). Lorsque 1'on compare les
stratégies de gestion de la douleur, on observe que les hommes vont davantage

utiliser des stratégies actives d'ignorance de la douleur (Figure 19B).

4.1.3 Les attentes par rapport a la douleur en fonction du sexe

Les attentes par rapport au role du sexe et du genre dans la douleur ont été
évaluées chez les hommes et les femmes (Figure 20). Ce questionnaire tentait
d'évaluer les attentes d'une personne par rapport a la perception de la douleur entre
les hommes et les femmes. C'est-a-dire que les participants devaient comparer, sur
une échelle de 0 a 10 (0: beaucoup moins grand, 10: beaucoup plus grand), la
douleur des hommes et des femmes. Dans un premier temps, un test ¢ de Student a
été effectué afin de déterminer si, dans un groupe étudié, les scores obtenus étaient
différent de 5 (égalité entre les hommes et les femmes). Ensuite, puisque plusieurs
variables n'étaient pas distribuées normalement (test de Shapiro-Wilk, p < 0,05)
les comparaisons inter-groupes ont été évaluées par le test non paramétrique de

Mann-Whitney.

Les résultats montrent (Figure 20A) que les participants décrivent une
sensibilité plus faibles des hommes en comparaison des femmes (les femmes:
p =0,0317; les hommes: p = 0,0675). Cependant, aucune différence significative
n'a été observé lorsqu'on leur demandait de décrire la sensibilité a la douleur d'une
femme en comparaison d'un homme (les femmes: p =0,1816; les hommes:
p =0,1516). Concernant la tolérance a la douleur, seul les participants males ont
mentionné que les hommes avaient une tolérance plus grande a la douleur que les
femmes (les femmes: p = 0,5325; les hommes: p = 0,0283) et que ces dernieres
présentaient une tolérance a la douleur inférieure en comparaison des hommes (les
femmes: p = 0,5185; les hommes: p = 0,0050). Tous les participants ont jugé que
la volonté de parlé de la douleur d'un homme était inférieure a celle d'une femme
(Ies femmes: p < 0,0001; les hommes: p < 0,0001) et que les femmes avaient une

volonté de parler de leur douleur supérieure a celle des hommes (les femmes:
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p =0,0002; les hommes: p = 0,0014). Finalement, aucune différence significative
concernant les attentes socioculturellement véhiculées n'était présente entre les

hommes et les femmes (Figure 20A).

Lorsque les gens se comparent eux-mémes a la majorité des hommes ou
des femmes (Figure 20B), les hommes diront qu'ils sont plus tolérants a la douleur
que la majorité des femmes (p = 0,0028), mais aussi des hommes (p = 0,0069).
Cette affirmation n'est cependant pas vraie pour la sensibilité a la douleur. Les
femmes rapportent plutot étre ni plus ni moins sensibles ou tolérantes a la douleur
que les autres hommes ou femmes (p > 0,05). En ce qui concerne la volonté de
parler de leur douleur, les hommes (et non significativement les femmes aussi,
p =0,0558) se décriront avec une moins grande volonté en comparaison des
femmes en général (p = 0,0066), alors que les participantes se décriront avec une
plus grande volonté a parler de leur douleur que les hommes (p = 0,0091). Une
différencesignificative entre les groupes est observée seulement lorsque la

comparaison est faite par rapport a la tolérance d'un homme typique (Figure 20B).
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Homme Femme P
(n=21) (n=21)
Age (ans) 26,86 + 3,45 25,43 +4,94 0,284
IMC 24,57 + 3,37 22,11 £ 3,09 0,018*
Contraception
Aucun N/A 6 (28,6%) N/A
CH cyclique 8 (38,1%)
CH continue 7 (33,3%)
Origine
Caucasienne 21 (100%) 20 (95,8%) 0,311
Asiatique 0 (0%) 1 (4,8%)
Religion
Aucun/Athée 12 (57,1%) 7 (33,3%) 0,218
Catholique/chrétienne 9 (42,9%) 14 (66,7%)
Pratiquant 1 (4,8%) 2 (9,5%) 0,549
Non pratiquant 20 (95,2%) 19 (90,5%)
Scolarité
Secondaire 1 (4,8%) 0 (0%) 0,174
Collégiale 4 (19%) 9 (42,9%)
Universitaire 16 (76,2%) 12 (57,1%)
Situation actuelle
Etudiant 17 (81%) 18 (85,7%) 0,526
Temps-Partiel 1 (4,8%) 0 (0%)
Temps Plein 2 (9,5%) 3 (14,3%)
Sans emploi 1 (4,8%) 0 (0%)
Main dominante
Droitier 18 (85,7%) 210 0,072
Gaucher 3 (14,3%) 00
Sport par semaine (heures) 4,8 +4,13 3,43 +2,13 0,186
Fumeur
Oui 4 (19%) 2 (9,5%) 0,378
Non 17 (81%) 19 (90,5%)
Consommation alcool
Jamais 1 (4,8%) 1 (4,8%) 0,023*
Parfois 8 (38,1%) 18 (85,7%)
Souvent 12 (57,2%) 2 (9,5%)
Café par jour (habituel, nombre) 1,38 + 1,04 1,07 £ 1,47 0,435
Expérience douloureuse passée
Oui 18 (85,7%) 18 (85,7%) 1,000
Non 3 (14,3%) 3 (14,3%)
Douleur persistente passée
Oui 12 (57,1%) 9 (42,9%) 0,355
Non 9 (42,9%) 12 (57,1%)

Tableau 7. Description sociodémographique des populations a 1'étude

Les valeurs sont exprimées en moyenne
(pourcentage de la population). Lors de comparaisons de moyenne un test ¢ de
Student a été utilisé. Lors de comparaisons de fréquence un test du Chi® a été
utilisé. CH: contraceptif hormonal (pris en continue ou avec temps arrét/cycle).

écart-type ou en nombre de sujets
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Figure 18. Description du tempérament, du caractere et du genre des des

hommes et des femmes participants a 1'étude

Histogrammes comparant les hommes (bandes claires) aux femmes (bandes
foncées) représentant A) les différents tempéraments et caracteres évalués par le
test de personnalité de Cloninger; B) les composantes du genre; Les résultats sont
exprimés en moyenne * erreur-type. Les comparaisons sont faites en utilisant le
test non paramétrique de Mann-Whitney. *: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p =0,001; ****: p <0,001.
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Figure 19. Comparaison de 1'état émotionnel et des stratégies de gestion de la

douleur entre les hommes et les femmes

Histogrammes comparant les hommes (bandes claires) aux femmes (bandes
foncées) représentant A) les différentes composantes de 1'état émotionnel, telles
que le controle de soi, I'anxiété et la « catastrophisation »; B) les stratégies de
gestion de la douleur. Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur-type. Les
comparaisons sont faites en utilisant le test non paramétrique de Mann-Whitney.
*:p <0,05; **: p<0,01; ***: p =0,001; ****: p <0,001.
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Figure 20. Roéle du sexe dans les attentes envers la douleur

Histogrammes comparant les hommes (bandes claires) aux femmes (bandes
foncées) représentant les résultats du questionnaire roles du sexe dans les attentes
envers la douleur. A) Les attentes socioculturellement véhiculées; B) les attentes
représentant leur auto-€évaluation de la douleur par rapport a un homme ou une
femme typique. Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur-type. Les
comparaisons entre les groupes sont faites en utilisant le test non paramétrique de
Mann-Whitney. *: p < 0,05; **: p <0,01. Un test ¢ de Student a été effectué afin
de tester 1'égalité des moyennes par rapport a une valeur donnée (valeur
hypothétique = 5). #: p < 0,05; ##: p < 0,01; ###: p < 0,001; ####: p < 0,0001.
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4.2 Perception de la douleur chez les hommes et les femmes

4.2.1 Différence de réponse a une stimulation nociceptive chez les hommes et les
femmes

Dans un premier temps, les seuils de douleur et de tolérance ont été
comparés chez les hommes et les femmes en utilisant un test de Mann-Whitney
(test de Shapiro-Wilk, p < 0,05). Autant lors de la rampe rapide que lors de la
rampe lente, les femmes ont rapporté un seuil de douleur inférieur a celui des
hommes et une tolérance diminuée (Figure 21A-B). Etonnamment, l'aspect
désagréable de la douleur était supérieur chez les hommes en comparaison des
femmes (Figure 21C). Cette différence ne semble pas non plus étre associée au
temps de stimulation ni 2 'EVA maximum atteint (ANCOVA, covarié pour le
temps a la tolérance et le maximum atteint, F=9,258, p=0,004, nz
partiel = 0,205). La comparaison de l'aspect désagréable entre la rampe rapide et
la rampe lente a été faite chez les hommes et chez les femmes par un test des
rangs signés de Wilcoxon. Dans les deux groupes, la variation de l'aspect
désagréable entre la rampe rapide et la rampe lente est observée. Cependant, on
mesure une augmentation de l'aspect désagréable lors de la rampe lente chez les
femmes (moyenne + erreur-type: 30,71 +£4,88 vs. 41,90 + 6,19, p =0,005), alors
que I'on mesure une diminution de 1'aspect désagréable lors de la rampe lente chez
les hommes (moyenne * erreur-type: 47,00 £5,87 vs. 34,31 +6,22, p =0,038).
Finalement, autant lors de la rampe lente que de la rampe rapide, les femmes ont
rapporté une douleur supérieure par rapport aux hommes (le maximum atteint,

c'est-a-dire la plus haute douleur rapportée au cours du test, était supérieur).

4.2.2 Différence de perception de la douleur entre les hommes et les femmes
Lorsque 1'on a demandé aux participants de nous dire comment ils avaient
vécu la stimulation nociceptive produite par la rampe lente, il n'y avait pas de
différence statistiquement significative entre les hommes et les femmes. Par
contre, les femmes présentaient une légere tendance dans le choix des mots qui

qualifiait la douleur qu'elles avaient ressentie (Figure 22A). Cependant, 1'anxiété
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et la « catastrophisation » produites par la stimulation n'étaient pas différentes

chez les hommes et chez les femmes (Figure 22B).

4.2.3 Différence de réactivité du systeme nerveux autonome

La réactivit¢ du systeme nerveux autonome a été évaluée en utilisant
I'étude de la variabilité du rythme cardiaque (VRC). Les comparaisons entre les
hommes et les femmes ont été faites par des tests de Mann-Whitney (test de
Shapiro-Wilk, p < 0,05). Dans un premier temps, aucune différence de VRC n'est
observée entre les hommes et les femmes au repos (Figure 23). En situation
douloureuse (lors de la rampe lente, mesurée pendant les 5 dernieres minutes), les
hommes ont des mesures de basses fréquences (LFnu, modulation sympathique du
SNA) plus élevées et des mesures de hautes fréquences (HFnu, modulation
parasympathique du SNA) moins élevées que les femmes (Figure 24A). Au final,
ce résultat est globalement représenté par un ratio LF/HF (balance
sympathovagale) plus élevé chez les hommes. Ainsi, les hommes ont une
réactivité sympathique du SNA plus élevée que les femmes pendant une situation
douloureuse. Lorsque 1'on compare les résultats mesurés pendant toute la
stimulation lente, uniquement chez les participants ayant complété la rampe en
entier, les résultats demeurent semblables (résultat non présenté). Par la suite, la
variation de l'activité du SNA en situation nociceptive par rapport a l'état basal a
été mesurée ((Nociceptif-Basal)/Basal*100) (Figure 24B). Des tests ¢ de Student
ont permis de mesurer si cette variation est significative (valeur hypothétique = 0).
Les résultats obtenus ont montré que les variations du SNA sont significatives
uniquement chez les hommes (SDNN: p = 0,0218; RMSSD: p = 0,0145; LF(nu):
p = 0,0125; ratio LF/HF: p = 0,0128). Aucune variation significative n'est présente
chez les femmes. Lorsque les variations en pourcentage sont comparées entre les
hommes et les femmes, certaines tendances sont présentes, cependant la
différence entre les ratios LF/HF est la seule qui soit statistiquement significative.
C'est-a-dire qu'en situation douloureuse les hommes ont une réactivité du systeme

nerveux sympathique beaucoup plus importante que les femmes.
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Figure 21. Douleur rapportée lors de la rampe rapide et de la rampe lente

Histogrammes comparant la douleur des hommes (bandes claires) et des femmes
(bandes foncées). A) Seuil et tolérance a la douleur lors de la rampe rapide; B)
Seuil et tolérance a la douleur lors de la rampe lente; C) aspect désagréable de la
douleur lors de la rampe rapide et lente; D) maximum de douleur atteint sur une
EVA lors de la rampe rapide et lente. Les résultats sont exprimés en
moyenne + erreur-type. Les comparaisons sont faites en utilisant le test non
paramétrique de Mann-Whitney. *:p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p =0,001; ****;
p < 0,001.
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Figure 22. Perception de la douleur et gestion émotionnelle

Histogrammes comparant la perception de la douleur des hommes (bandes claires)
et des femmes (bandes foncées) lors de la rampe lente. A) Utilisation de
qualificatifs (MPQ) appartenant a différentes spheres de perception de la douleur;
B) Gestion émotionnelle vécue pendant la stimulation lente. Les résultats sont
exprimés en moyenne * erreur-type. Les comparaisons sont faites en utilisant le
test non paramétrique de Mann-Whitney. Aucune différence statistiquement
significative.
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Figure 23. Comparaison l'activité du systéme nerveux autonome au repos

chez les hommes et les femmes

Histogrammes comparant l'acticité du SNA des hommes (bandes claires) et des
femmes (bandes foncées) au repos. Les résultats sont exprimés en
moyenne + erreur-type. Les comparaisons sont faites en utilisant le test non
paramétrique de Mann-Whitney.Aucune différence significative n'est observée..
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Figure 24. Comparaison de la réactivité du systeme nerveux autonome chez

les hommes et les femmes en situation nociceptive

Histogrammes comparant la réactivité du SNA des hommes (bandes claires) et des
femmes (bandes foncées). A) variabilité cardiaque pendant les 5 dernieres minutes
de la rampe lente; B) variation en pourcentage de la variabilité cardiaque lors des
5 dernieres minutes de la rampe lente. Les résultats sont exprimés en
moyenne + erreur-type. Les comparaisons sont faites en utilisant le test non
paramétrique de Mann-Whitney. *: p < 0,05; **: p <0,01. Un test ¢ de Student a
été effectué afin de tester 1'égalité des moyennes par rapport a une valeur donnée
(valeur hypothétique = 0). #: p < 0,05.
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4.2.4 Différence de réactivité de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

La libération de cortisol a été comparée chez les hommes et les femmes, avant et
apres chacune des stimulations nociceptives en utilisant des tests de Mann-
Whitney (test de Shapiro-Wilk, p < 0.05). Aucune différence n'est observable a
aucun moment entre les hommes et les femmes (Figure 25). L'analyse de la
variation du cortisol suivant la rampe rapide et la rampe lente montre que seul les
hommes ont une variation significative (statistiquement différente de 0) lors de la
rampe lente (p = 0,0022). Les analyses appariées de variation de cortisol salivaire
vont dans le méme sens; c'est-a-dire que seul les hommes ont une diminution
significative du cortisol pendant la rampe lente (Rampe rapide, p > 0,05; Rampe
lente, moyenne * écart-type; hommes: Avant 2,021 + 1,406 nM vs Apres
1,703 £ 1,29 nM, Z:-2,240, p = 0,025; femmes: Avant 1,412 + 0,789 nM vs Apres
1,867 £2,81 nM, Z:-1,831, p = 0,067).

4.2.5 Différence de microcirculation entre les hommes et les femmes

La microcirculation de la peau a ét¢ comparée chez les hommes et les
femmes, avant et apreés chacune des stimulations nociceptives en utilisant des tests
de Mann-Whitney (Shapiro-Wilk, p<0,05). Une augmentation de Ila
microcirculation plus importante est observée chez I'homme lors de la rampe
rapide et de la rampe lente (Figure 26A). Lorsque 1'on compare la variation de
microcirculation en pourcentage, cette différence est toujours présente (Figure
26B). Cependant, lorsque 1'on fait une analyse de covariance en fonction du temps
de tolérance, que ce soit lors de la rampe rapide ou lors de la rampe lente, les
résultats ne sont plus significatifs (ANCOVA, Rampe rapide: F = 0,464,
p=0,501, nz partiel = 0,015; Rampe lente: F=0,575, p =0,454, n2 partiel =
0,017). Cela signifie que cette augmentation de la microcirculation chez I'homme

est uniquement due au fait qu'il tolere la chaleur plus longtemps que la femme.
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Figure 25. Réactivité de 1'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

Histogrammes comparant la réactivité de I'axe HHS des hommes (bandes claires)
et des femmes (bandes foncées). A) Valeurs de cortisol salivaire a 1'état basal,
apres la rampe rapide et la rampe lente; B) Variation en pourcentage des valeurs
de cortisol salivaire apres la rampe rapide et la rampe lente. Les résultats sont
exprimés en moyenne * erreur-type. Les comparaisons sont faites en utilisant le
test de Mann-Whitney. Aucune différence statistiquement significative n'est
observée. Un test ¢ de Student a été effectué afin de tester 1'égalité des moyennes
par rapport a une valeur donnée (valeur hypothétique = 0). ##: p < 0,01.
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Figure 26. Différence de microcirculation entre les hommes et les femmes

Histogrammes comparant la microcirculation de la peau des hommes (bandes
claires) et des femmes (bandes foncées). A) Microcirculation de la peau a 1'état
basal, apres la rampe rapide et la rampe lente; B) variation en pourcentage de la
microcirculation de la peau apres la rampe rapide et la rampe lente. Les résultats
sont exprimés en moyenne + erreur-type. Les comparaisons sont faites en utilisant
le test de Mann-Whitney. *: p <0,05; **: p<0,01. Toutes les variations de
microcirculation sont significativement différentes de 0, p < 0,0001.
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4.3 Facteurs influencant la perception de la douleur chez l'"humain

4.3.1 Facteurs influencant la douleur: étude de la personnalité, de ['état
émotionnel et du genre

Des corrélations non paramétriques de Spearman ont été utilisées afin
d'étudier les facteurs influencant la douleur chez tous les participants de 1'étude.
Ici, aucune distinction entre les hommes et les femmes n'a été faite. Les résultats
montrent que plusieurs facteurs sont en étroite relation avec la douleur lors des
deux tests de thermode. Certains éléments ressortent, notamment la peur du
danger, l'anxiété situationnelle et plusieurs composantes représentant le genre

(Tableau 8).

4.3.2 Facteurs influencant la douleur: étude de l'état émotionnel situationnel et de
la gestion active de la douleur
L'état émotionnel pendant la stimulation nociceptive (rampe lente) a été
évalué par des corrélations de Spearman. Les résultats montrent que l'anxiété
vécue pendant la stimulation influence particulierement l'aspect désagréable de la
douleur tandis que les stratégies de gestion active de la douleur telles que
l'ignorance influencent davantage la tolérance a la douleur de méme que le

maximum atteint (Tableau 9).

4.3.4 Facteurs influencant la douleur: étude des parametres physiologiques
Aucune corrélation n'était statistiquement significative entre le cortisol ou
les variations de cortisol et la perception de la douleur (corrélation de Spearman,
p > 0,05). Aucune corrélation n'était présente entre la microcirculation de la peau
a I'état de base et la perception de la douleur (corrélation de Spearman, p > 0,05).
Des corrélations significatives étaient présentes entre la mesure de flot sanguin
apres les stimulations nociceptives (rapide et lente) et la tolérance a la douleur
(variation de la mesure de doppler apres la rampe rapide en pourcentage et la
tolérance a la douleur : Spearman r = 0,561, p < 0,001; variation de la mesure de
doppler apres la rampe lente en pourcentage et la tolérance a la douleur: Spearman

r=0,707, p < 0,001).
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Des corrélations significatives ont été observées entre la variabilité
cardiaque et la perception de la douleur (Tableau 10). La variabilité cardiaque,
mesurée par les hautes fréquences (indicateur de l'activité parasympathique), les
basses fréquences (indicateur de l'activité sympathique), et le ratio LF/HF
(indicateur de la balance autonomique), semble étre en lien direct avec la
perception de la douleur, particulierement la tolérance a la douleur et le maximum
atteint au cours de la rampe lente. Ces parametres semblent aussi tendre a corréler
avec le seuil de douleur. Cependant, la force de ces corrélations est moindre (LF :
Spearman r = 0,270, p=0,088; HF: Spearman r=-0,333, p=0,033; Ratio
LF/HF : Spearman r = 0,305, p = 0,052).
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Rampe rapide

Rampe lente

Seuil Tolérance Aspect Maximum Seuil Tolérance Aspect Maximum
désagréable atteint désagréable atteint

Personnalité
Recherche de nouveauté -017 ,057 -,089 -,167 ,027 -,106 - 172 -,026
Evitement du danger -,306 -,425** -,056 ,182 -,248 -, 158 225 ,303
Dépendance a la -248 -236 -,240 -,046 -,141 -223 -116 ,165
récompense
Persistance -,001 ,049 ,184 116 -,198 081 077 ,092
Autodétermination ,029 -,057 ,008 113 -,062 -,185 ,084 161
Coopération 139 ,168 -013 -243 ,082 -,009 -,188 -,028
Transcendance -,017 ,057 -,089 -,167 ,027 -,106 -, 172 -,026

Etat émotionnel
Contrdle de soi 235 ,067 -,196 -,032 -,006 =227 -,153 164
Anxiété situationnelle -,336" 056 323 033 171 ,049 ,168 063
Trait d'anxiété -,046 164 273 -,101 ,196 213 072 -135
EVA anxiété -259 -,009 ,195 -,048 034 -,008 -,004 -,030
Dépression -,006 ,037 -,051 -,026 -,001 ,086 -,094 -,054
Catastrophisation -, 435" -,108 ,197 ,098 -212 -,049 179 ,065

Genre
Score de masculinité ,342° ,385" -,079 -,110 222 134 -,349° -,306"
Score de féminité -,200 -,403" 117 -,079 -,336" -222 096 ,238
Score globale ,389" ,520" -076 -,008 ,438" 3117 -,261 -,414"
Autocotation masculinité ,446" ,665™ 247 -,313° 418" ,517 -211 -,552"
Autocotation féminité -,405™ -,596™ -,206 ,100 407" -,501" ,049 ,445™
Haute estime ,080 -,025 -,136 -,195 -,187 -,065 -267 -,002
Basse estime 144 076 019 -202 111 204 -,020 222

Tableau 8. Facteurs influencant la douleur

Tableau représentant les corrélations de Spearman entre les états psychologiques

et la perception de la douleur lors de la rampe rapide et de la rampe lente. * :
p <0,05; **: p<0,01.
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Seuil Tolérance Aspect Maximum
désagréable atteint
Perception qualitative de la douleur
Index de douleur -,077 ,080 ,081 015
Sphere sensorielle -,121 ,076 ,004 -,034
Sphere affective 174 ,084 ,027 ,082
Sphere évaluative -,006 ,006 251 ,044
Autre sphere ,054 ,156 ,073 -,064
Utilisation active de stratégies de gestion de la douleur
Distraction -,001 -,180 ,183 ,302
Dramatisation -,274 -,108 ,173 ,071
Réinterprétation -,017 117 -,063 -,096
Ignorance ,089 ,305° -,197 -,346"
Priere -,025 -,126 141 ,187
Total -,026 ,013 ,018 ,016
Gestion émotionnelle situationnelle .
Anxiété -,199 -,102 ,459 ,205
EVA anxiété -,135 -014 ,450™ 245
Catastrophisation -,034 ,006 211 ,069

Tableau 9. Perception de la douleur et gestion active de celle-ci

Tableau représentant les corrélations de Spearman entre les états psychologiques
pendant la stimulation nociceptive et la perception de la douleur lors de la rampe
lente.*: p < 0,05; **: p <0,01.
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Rampe rapide

Rampe lente

Seuil Tolérance Aspect Maximum Seuil Tolérance Aspect Maximum

désagréable atteint désagréable atteint
Variabilité cardiaque a l'état basal
FC moyenne (bpm) -,020 -,229 ,036 ,094 -,140 -.088 198 152
LF (nu) -,180 ,078 ,149 -,063 -,066 153 -.054 -.206
HF (nu) -011 -,187 -,159 ,122 -,119 -281 -.018 297"
Ratio LF/HF -,072 ,146 131 -,133 ,029 201 -.077 -.245

Delta variation pendant les 5 derniéres minutes de la rampe lente

FC moyenne (bpm) N/A ,006 ,008 ,109 016
LF (nu) N/A ,270 ,356%* -,269 -,518%*
HF (nu) N/A -,333%* -,378%* 252 549k
Ratio LE/HF N/A ,305" ,375% -288 -,538

Tableau 10. Influence de la variabilité cardiaque sur la

douleur

perception de la

Tableau représentant les corrélations de Spearman entre la variabilité cardiaque et
la perception de la douleur lors de la rampe rapide et de la rampe lente. FC:
fréquence cardiaque; LF: Basse fréquence en unité normalisée ; HF : Haute
fréquence en unité normalisée. *: p <0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; T.

valeur de p entre 0,050 et 0,065.
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4.4 Interrelation entre le sexe et les facteurs psychologiques influencant la

douleur

4.4.1 Implication concreéte du sexe

Afin de comprendre l'implication concrete du sexe sur la réponse
nociceptive, nous avons covarié la différence de perception douloureuse entre les
hommes et les femmes aux différents parametres psychologiques observés, c'est-
a-dire le tempérament d'évitement du danger, de l'anxiété situationnelle, la
« catastrophisation » et le genre (score de masculinité, féminité et score global).
Le tableau 11 montre que, méme en excluant la variabilité produite par ces

facteurs psychologiques, la différence entre les sexes demeure présente.

Lors de l'analyse de I'implication du sexe dans la perception de la douleur
produite par la rampe lente, nous avons ajouté aux covariables les stratégies de
gestion de la douleur par l'utilisation active de 1'ignorance et la dramatisation. Le
tableau 12 montre que, malgré ces facteurs, la tolérance a la douleur et le

maximum atteint pendant le test demeurent tres significatifs entre les deux sexes.
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Valeur observée Valeur estimée
Moyenne * écart-type Moyenne * erreur-type
Femme Homme Femme Homme F y n2 R’
partiel
Seuil (°C) 42,07+£1,97 4393+1,52 4296+041 4390+043 7,206 0,011 0,175 0,433
Tolérance (°C) 46,11 +1,22 4896+122  46,07+0,30 49,00+0,30 36,462 <0,001 0,51 0,668
Aspect 30,71 £22,38 47,00 £26,88 28,48 +£6,11 49,23+6,11 4,495 0,041 0,114 0,280

désagréable (%)
Maximum 100,00 £0,00 94,19 +13,57 101,36 £2,583 92,83+2,58 47245 0,047 0,108 0,131
atteint (%)

Tableau 11. Covariation de la perception de la douleur lors de la rampe

rapide

Ce tableau représente ' ANCOVA de la perception de la douleur lors de la rampe
rapide covariée pour le tempérament d'évitement de la punition, de l'anxiété
situationnelle, de la catastrophisation et du genre. Les valeurs observées sont les
données réelles mesurées au laboratoire alors que les valeurs estimées
représentent les valeurs pondérées pour les différentes covariables.
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Valeur observée Valeur estimée
Moyenne * écart-type Moyenne * erreur-type
Femme Homme Femme Homme 17 p n2 R’
partiel

Seuil (min) 6,30+ 1,18 7,09 + 1,19 6,42 £ 0,32 6,96+032 1,058 0311 0,031 0,234
Tolérance (min) 10,06 £2,71 12,84 +1,33 9,94 +£ 0,56 12,97 £0,56 10,831 0,002 0,247 0,442
Aspect 41,90 +28,35 34,31 +28,53 36,83+7,68 39,38+7,68 0,041 0,840 0,001 0,173
désagréable (%)

Maximum 92,14 £19,38 64,29 £29,52 93,19 + 6,86 62,52 +6,86 7,870 0,008 0,193 0,344
atteint (%)

Tableau 12. Covariation de la perception de la douleur lors de la rampe lente

Ce tableau représente ' ANCOVA de la perception de la douleur lors de la rampe
lente covariée pour le tempérament d'évitement de la punition, de l'anxiété
situationnelle, de la catastrophisation, du genre, les stratégies de gestions de la
douleur utilisant 1ignorance et la dramatisation. Les valeurs observées sont les
données réelles mesurées au laboratoire alors que les valeurs estimées
représentent les valeurs pondérées pour les différentes covariables.
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4.4.2 Facteurs impliqués dans la douleur indépendamment du sexe

Des différents facteurs impliqués dans la perception de la douleur,
plusieurs d'entre eux varient en fonction du sexe (test # de Student). On note
particulicrement le tempérament d'évitement du danger (¢ = 3,822, p < 0,001), le
score de masculinité (1 =-2,293, p = 0,027), le score global du genre (¢t =-2,778,
p =0,008) et la stratégie de gestion de la douleur impliquant l'ignorance (= -
2,761, p = 0,009). Certains parametres ne sont pas différents entre les hommes et
les femmes : l'inventaire d'anxiété situationnel, la « catastrophisation », le score de

féminité et 1'anxiété pendant la stimulation nociceptive (p > 0,05).

Nous avons voulu savoir si le fait que ces facteurs soient impliqués dans la
douleur était associé directement au sexe. L'utilisation de régression linéaire
hiérarchique en terme théorique permet «de déterminer l'ordre d'entrée des
variables dans le modele a I'aide de création de blocs de variables qui seront entrés
de maniere hiérarchisée dans le modele » (Yergeau et Poirier, 2013). Dans notre
situation, l'utilisation de régression linéaire hiérarchique permet de calculer la
contribution ajoutée d'un facteur. Ce processus calcule le R? associé au sexe, puis
le R? associé au sexe et au facteur évalué. Ensuite, la variation du R? est mesurée
afin de définir quelle partie est associée au facteur évalué en tant que tel. Une
ANOVA permet d'évaluer la signification de ce changement. Le tableau 13
présente les différences de R? associées aux différents facteurs psychologiques
impliqués dans la douleur. Les résultats montrent que l'anxiété et de fagon
moindre la « catastrophisation », indépendamment du sexe, explique 7,8% et 7,0%
de la variabilité du seuil de douleur de la rampe rapide, respectivement. Le score
de masculinité, indépendamment du sexe, explique 10,3% de 1'aspect désagréable
de la rampe lente. Le score de féminité, indépendamment du sexe, explique 4,1%
de la tolérance a la douleur lors de la rampe rapide et 9,1% du seuil de douleur
lors de la rampe lente. Le score global du genre, indépendamment du sexe,
explique 4,9% de la tolérance a la douleur lors de la rampe rapide, et de fagon
tendancielle 8% de la variation de l'aspect désagréable de la douleur lors de la

rampe rapide. Finalement, I'anxiété vécue pendant la douleur, indépendamment du
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sexe, est associée a 17% de l'aspect désagréable de la douleur pendant la rampe

lente, et 7,3% du maximum atteint pendant la rampe lente.

L'implication de la VRC sur la douleur per¢ue pendant la rampe lente a
aussi €été€ mise en relation. Il semblerait que la variabilité cardiaque en lien avec la
tolérance a la douleur serait dépendante du sexe, mais pas le maximum atteint
pendant la stimulation lente. Cela signifie qu'indépendamment du sexe, la VRC
est impliquée dans la modulation de la douleur. Cette implication est toujours
valide méme si l'on considere le temps total de la stimulation, donc
indépendamment du sexe et du temps total de la stimulation, la variabilité
cardiaque influence significativement le maximum atteint lors de la rampe lente
(LF nu: Variation du R*=0,063, p = 0,057 ; HF nu : variation du R*= 0,082,
p = 0,024 ; Ratio LF/HF : Variation du R’= 0,137, p =0,003).
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Rampe rapide Rampe lente
Seuil Tolérance Aspect Maximum Seuil Tolérance Aspect Maximum
désagréable atteint désagréable atteint
Personnalité
Evitement du danger ,002 ,001 018 ,003 ,001 .023 047 .007
Etat émotionnel
Anxiété situationnelle ,078* ,007 ,058 ,026 ,002 .003 .019 .059
Catastrophisation ,070" ,005 ,043 ,000 ,010 .005 014 .000
Genre
Score de masculinité ,044 014 ,058 ,005 ,002 .004 103* 018
Score de féminité 012 ,041%* ,031 ,000 ,091%* .005 .002 .005
Score global ,049 ,049% ,080" ,003 ,058 .000 .056 .019
Utilisation active de stratégies de gestion de la douleur
Ignorance N/A ,009 ,009 014 ,010
Gestion émotionnelle situationnelle
Anxiété N/A ,019 015 L170%% ,073%
Variabilité cardiaque en situation douloureuse
LF (nu) N/A 000 016 046 ,090%
HF (nu) N/A ,002 ,007 ,021 ,102%
Ratio LF/HF N/A ,003 ,010 077 ,167%*

Tableau 13. Facteurs psychologiques impliqués dans la douleur

indépendamment du sexe

Tableau représentant les corrélations associées au régression linéaire hiérarchique
mettant au premier niveau le sexe et au second niveau les différents facteurs
psychologiques impliqués dans la douleur. Le tableau représente les différences de
R calculé entre le premier et le second niveau. * : p < 0,05; ***: p <0,001; ":
valeur de p comprise entre 0,051 et 0,065.
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S. Discussion

Au cours de ce projet, nous avons étudié les différents facteurs impliqués
dans la différence de perception de la douleur chez les hommes et les femmes.
Nos résultats ont démontré une différence indéniable de la réponse a la douleur
chez les participants hommes et femmes observés au laboratoire. Un seuil de
douleur plus faible et une tolérance moins grande ont été observés chez les
femmes en comparaison des hommes, tant pendant la stimulation rapide que la
stimulation lente. Plusieurs facteurs sont impliqués dans la perception de la
douleur, que ce soit des traits de personnalité, de 1'humeur, des stratégies de
gestion de la douleur, ou des facteurs physiologiques comme la variabilité du
rythme cardiaque. Ce sont des facteurs impliqués d'une part dans la modulation de
la douleur, mais aussi, des facteurs qui sont exprimés différemment chez les
hommes et chez les femmes. Finalement, nous avons pu conclure par cette étude
que le sexe, bien que plusieurs facteurs viennent l'influencer par la suite, est
incontestablement un facteur extrémement important dans la réponse a la douleur.
Cependant, plusieurs facteurs semblent apporter une modulation propre et

particuliere indépendamment du sexe.

La premiere hypothese de ce projet de recherche était I'implication de la
personnalité dans la perception de la douleur. Ce facteur est souvent oublié dans
les recherches sur la douleur et il définit de facon importante la fagcon d'étre et
d'agir des personnes. La relation entre la perception de la douleur et la
personnalité se fait particulierement par le tempérament d'évitement du danger. Ce
tempérament regroupe plusieurs sous-catégories, entre autres, la timidité, 1'anxiété
d'anticipation, la peur de l'incertitude et la fatigabilité/asthénie (Cloninger et al.,
1993). Dans notre cas, le tempérament d'éviterment du danger est tres bien corrélé
a la dépression (Pearson r = 0,412, p < 0,001). La relation entre la perception de la
douleur et l'évitement du danger avait déja été présenté quelques fois dans le
passé. En effet, Dixon et ses collaborateurs (2004) avaient observé une différence
de perception de la douleur entre les hommes et les femmes lors d'un bain d'eau
froide a 4°C. Ils avaient pu corréler l'intensité de cette douleur et son aspect

désagréable avec la vulnérabilité émotionnelle de ces sujets (Dixon et al., 2004).
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Ce résultat est fortement compatible avec ceux observés lors de notre étude. Bien
que leur vulnérabilité émotionnelle ait été évaluée par un test de personnalité
différent, celui-ci s'apparente fortement a la notion d'évitement du danger de I'lCT
de Cloninger utilisé dans notre projet de recherche. Tout comme eux, cet aspect de
la personnalité est différent entre les hommes et les femmes. Cependant, un point
d'analyse important, qui apporte une force a notre étude, est la régression linéaire
hiérarchique que nous avons faite. Cette analyse a permis de définir cette variable
davantage comme un confondant plutot qu'une cause réelle. En effet, si 1'on retire
la variable du genre de la corrélation par une analyse de régression linéaire
hiérarchique, cette variable n'est plus significative. Par contre, si 1'on retire la
composante d'évitement du danger par cette méme procédure, le sexe est toujours

corrélé a la perception de la douleur.

Un second parametre important dans la considération des différents
facteurs psychologiques est I'évaluation de 1'anxiété et de la « catastrophisation ».
Ces deux concepts sont différents, mais chez les sujets sains (sans douleur ni
pathologie psychiatrique), ils sont tout de méme assez proches. L'anxiété a été
définie comme étant un état psychologique distinct qui s'oriente et se définit
davantage par rapport a l'anticipation du futur, alors que la « catastrophisation »
est une exagération et une surévaluation de la situation menacante et une sous-
estimation des ressources disponibles pour la contrer. Il est étonnant de voir que
ces deux facteurs influencent le seuil de douleur uniquement lors de la rampe
rapide. Comme son nom l'indique, cette rampe dynamique produit une
augmentation de température qui se fait rapidement et que les personnes
n'anticipent pas aussi longtemps que pendant la rampe lente. Bien que les sujets
aient effectué plusieurs prétests utilisant cette méme rampe, il est possible de
suggérer que l'anxiété d'anticipation est davantage présente lors de cette
stimulation qui augmente rapidement puisqu'elle laisse moins de temps a
I'adaptation. Aussi, 'anxiété, tant celle a l'arrivée au laboratoire que celle vécue
pendant la stimulation lente, est particulierement associ€e a 1'aspect désagréable

de la douleur. Ces €éléments n'étaient pas différents entre les deux groupes et les
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régressions linéaires hiérarchiques ont confirmé que ces éléments étaient

impliqués indépendamment du sexe.

Nos résultats démontrent une attente quant au rdle du genre dans la
douleur qui n'est pas différente entre les hommes et les femmes, mais qui rejoint
les concepts connus de la douleur. Entre autres, autant les hommes que les
femmes mentionnent que les femmes sont plus ouvertes a verbaliser leur douleur.
Ce phénomene n'est pas surprenant considérant que la sociabilité des hommes et
des femmes est différente et que celle-ci se met en place en tres bas dge (Fearon et
al., 1996; Keefe et al., 2000). Il est connu que le genre, tel que mesuré par
l'inventaire du rdle du sexe de Bem (BSRI), influence la perception de la douleur.
Les personnes ayant un score de masculinité plus élevé sont connues comme
présenterant un seuil de douleur et une tolérance a la douleur plus élevés que les
gens moins masculins (Otto et Dougher, 1985). Le BSRI est grandement critiqué
depuis le début des années 2000 (Fernandez et Coello, 2010). On mentionne que
le genre n'est plus un sujet d'actualité et que la société est passée a autre chose.
Cependant, tres peu de tests d'évaluation du genre sont disponibles. Il existe le
PAQ (Personnality attributes Questionnaires), qui est autant critiqué que le BSRI.
Les autres alternatives sont souvent associées a l'utilisation de tests de
personnalité. Nous avons nous-mémes constaté les fortes corrélations entre le
genre et les différents tempéraments et caracteres de I'lCT de Cloninger. Dans ce
document, nous avons séparé le genre en un score de masculinité, un score de
féminité, un score global, l'autocotation de la féminité, l'autocotation de la
masculinité. Nous avons aussi utilisé certains scores références tels que ceux de
l'estime de soi. Les corrélations entre les différents scores de masculinité et de
féminité sont particulierement grandes. Cela a soulevé plusieurs questions a savoir
si le genre était prédominant sur le sexe. Les analyses de régression hiérarchique
ont démontré que le genre n'était en fait qu'un facteur dérivé du sexe et qu'il

n'avait aucune puissance réelle sur la modulation de la douleur.

Un autre élément important est l'utilisation préférentielle de stratégies de

gestion de la douleur impliquant 1'ignorance chez les hommes en comparaison des



122

femmes. Cette différence dans la gestion de la douleur est en accord avec d'autres
études (Ramirez-Maestre et al., 2004), et tout comme l'a suggéré cette équipe
l'utilisation de stratégies actives comme l'ignorance est associée directement aux
traits de personnalité, notamment I'évitement du danger (Pearson r=-,489,
p=0,001) et a la dépendance a la récompense (Pearson r=-,386, p=0,012).
L'étude corrélationnelle de ce facteur dans la perception de la douleur a montré un
lien important sur la tolérance a la douleur lors de la stimulation lente et le
maximum atteint lors de cette méme stimulation. Les régressions linéaires

hiérarchiques ont cependant montré que ce facteur est intrinsequement lié au sexe.

L'évaluation de la libération de cortisol salivaire lors de stress et de
douleur est relativement commune. L'utilisation du dosage de cortisol salivaire est
de plus en plus utilisée en recherche puisqu'il représente le cortisol libre, c'est-a-
dire celui qui est biologiquement actif dans le corps (Vining et al., 1983). Dans le
cas de l'étude de Dixon et collaborateur, ces derniers avaient observé une
différence du cortisol salivaire apres le bain d'eau froide. De plus, ils ont aussi
mesuré une corrélation entre les niveaux de cortisol apres le bain et la tolérance a
celui-ci. Les résultats que nous avons observés ont montré une variation du
cortisol salivaire intra-sujets. Cependant, ces variations ne sont pas aussi
importantes que dans 1'étude de Dixon et collaborateurs (ni en terme de direction,
ni d'amplitude), et ces variations ne correlent en aucun cas avec la perception de la
douleur. Plusieurs facteurs peuvent expliquer les résultats obtenus. D'une part,
leur échantillon est beaucoup plus grand que le ndtre. En effet, ils ont recruté 112
femmes et 91 hommes pour cette étude. De plus, leur stimulation nociceptive était
particulierement importante (bain d'eau froide entre 0 et 2°C pendant un
maximum de 5 minutes). Il est possible que les stimulations nociceptives utilisées
au laboratoire ne soient pas un stress suffisant pour libérer le cortisol selon un
modele typique (Kirschbaum et Hellhammer, 1994). Finalement, leurs
prélevements salivaires étaient faits 15 minutes suivant la fin de la stimulation
nociceptive, alors que notre prélevement €était fait pendant les 5 minutes suivant la
fin de la stimulation douloureuse. Bien que nous n'ayons pas observé de relation

entre le cortisol salivaire et le tempérament de recherche de nouveauté (Pearson
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r=-281, p=0,071), cette relation a été observée par une autre équipe utilisant le
cortisol plasmatique (Tyrka et al., 20006). Il est a noter que leur étude évaluait le
cortisol plasmatique a 15h00. Dans notre cas, il s'agissait de cortisol salivaire,
prélevé pendant une fenétre de temps allant de 12h00 a 20h00, ce qui peut avoir

influencé la variabilité des données.

Des mesures de l'activité du systeme nerveux autonome ont aussi été
effectuées. Bien que les mesures de températures de la peau et de la
microcirculation n'aient pas €été différentes entre les hommes et les femmes,
certaines différences dans l'analyse de la variabilité cardiaque ont été observées.
Dans un premier temps, aucune différence de VRC n'a été observée a 1'état basal.
Ce résultat est conséquent avec ceux observés par Tousignant-Laflamme en 2005.
Cependant, plusieurs autres équipes utilisant de plus grands échantillons ont
mesuré une différence de la VRC entre les hommes et les femmes, notamment une
valeur de LF et un ratio LF/HF plus élevés chez les hommes (Liao et al., 1995;
Ramaekers et al., 1998; Saleem et al., 2012). Nos résultats montrent cependant
une différence de la VRC entre les hommes et les femmes en situation
douloureuse. Les hommes présentent une activation sympathique (variabilité LF)
plus grande et une activité parasympathique (variabilité HF) plus faible que celle
des femmes. En d'autres termes, on pourrait dire que les hommes sont davantage
préts a combattre ou a fuir en comparaison des femmes. Cependant, contrairement
a l'étude précédente faite au laboratoire (Tousignant-Laflamme ez al., 2005), une
différence de la fréquence cardiaque n'a pas été observée entre les groupes.
Certaines différences méthodologiques pourraient expliquer que Tousignant-
Laflamme et ses collaborateurs observent une variation de la fréquence cardiaque
et pas de la VRC et nous l'inverse. Un point important est la modalité de la
stimulation qui était différente. En effet, la stimulation nociceptive de leur étude
était I'immersion de la main dans un bain d'eau chaude a 47°C pendant 2 minutes.
Cette équipe mentionne elle-méme qu'une stimulation de 2 minutes est une
période relativement courte pour évaluer la variabilité cardiaque. De plus, leurs
participants rapportent une douleur moyenne en fin de test autour de 50/100 alors

que nos participants rapportent une douleur plutot entre 70 et 100% en fin de test.
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Finalement, nous avons pu déterminer que 1'implication de la variabilité cardiaque
sur la perception de la douleur n'est pas entierement liée au sexe. En effet,
indépendamment du sexe ou de la durée de la stimulation, la variabilité cardiaque

en situation douloureuse influence la douleur percue lors de la rampe lente.

Les résultats de cette étude, comme plusieurs autres auparavant, ont
montré une différence importante de perception de la douleur entre les hommes et
les femmes. Cette étude visait a évaluer concretement le rdle des différents
facteurs en lien avec la douleur. Nous avons observé que plusieurs facteurs
influencent la douleur, dont des relations directes entre les facteurs
psychologiques et la perception de la douleur. Malgré tous les facteurs
psychologiques distinguant les hommes des femmes, le sexe demeure un élément
prédominant de la différence de perception de la douleur. De plus, des résultats
intéressants concernant la réactivité du SNA ont été observés chez les hommes et
les femmes. Les relations entre la réactivité du SNA et la perception de la douleur

serait indépendante du sexe du participant.
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Avant-propos: L'écriture de ce projet, qui était partie intégrante du protocole de
recherche 07-132 (Quetiapine (Seroquel XR) for the treatment of fibromyalgia: a
clinical and mechanistic pilot study), a été effectuée par Mélanie Morin et
Stéphane Potvin. Les données psychophysiques ont été collectées par Mélanie
Morin et une infirmiere clinique a Sherbrooke et a Québec. Mon rdle dans ce
projet a été le choix des analyses sanguines, la compilation d'une partie des

données, 1'analyse statistique et la rédaction de 'article scientifique en découlant.

Résumé : Cette étude avait pour objectif d'étudier la relation entre les fonctions
neuroendocriniennes, le systeme nerveux autonome et la perception de la douleur
chez des sujets sains (SS) et des sujets atteints de fibromyalgie (FM). Quarante
(40) sujets FM et 23 SS ont été recrutés. La sévérité des symptOomes cliniques des
sujets FM a été mesurée par différents questionnaires évaluant 1'impact de la
fibromyalgie dans la vie des sujets, I'anxiété, la dépression, la qualité du sommeil
et la qualité de vie de ces sujets. La douleur expérimentale a été évaluée au
laboratoire chez les SS et FM. Des mesures de seuil de douleur et de tolérance ont
été effectuées. Les contrdles inhibiteurs diffus nociceptifs (CIDN) ont été évalués
a l'aide d'un stimulus conditionnant consistant en un bain d'eau froide a 12°C. Le
cortisol, la testostérone, la DHEA et la DHEAS ont été dosé dans le sang. Par la
suite, le ratio cortisol/DHEA et le ratio DHEAS/DHEA ont été calculé afin
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d'évaluer la direction de l'activité enzymatique. La variabilité cardiaque par
analyse spectrale a été effectuée afin d'évaluer la composante sympathique et
parasympathique du systéme nerveux autonome. Les résultats ont montré une
sensibilité a la douleur plus importante, de méme qu'un CIDN inférieur chez les
sujets FM. Une augmentation du cortisol plasmatique a aussi été observée chez les
sujets FM, ainsi qu'un débalancement de l'activité sympathique et
parasympathique basale. Des études corrélationnelles ont permis de montrer
certains liens entre la neuroendocrinologie et la douleur. Les résultats observés
suggerent une implication des hormones gonadiques et adrénergiques dans les
symptomes cliniques et la perception de la douleur chez les sujets FM. La sévérité
des symptomes cliniques semble, en partie,li€ée aux concentrations hormonales.
Ces résultats corroborent les hypotheses formulées par d'autres équipes, suggérant

une surcharge allostatique chez les sujets atteints de fibromyalgie.
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Abstract

Fibromyalgia syndrome (FMS) is a chronic pain condition with a higher
prevalence in women. Many factors could be involved in this pathology.
Objective: The aim of this study was to evaluate the influence of androgens and
adrenal hormones on clinical pain symptoms and experimental pain perception.
Methods: Forty FMS patients and 23 healthy controls (HC) were recruited.
Plasmatic cortisol, dehydroepiandrosterone (DHEA), DHEA sulfate (DHEAS)
and testosterone were dosed and correlated with clinical symptoms (depression,
anxiety, pain, sleep quality and quality of life) and experimental pain (thermal
pain threshold, pain during cold pressor test (CPT) and inhibitory conditioned
pain modulation (ICPM) induced by the CPT). Autonomic nervous system (ANS)
was also analysed using heart rate variability spectral analysis. Results: Lower
pain threshold and tolerance, and decreased ICPM were observed in FMS
subjects. Higher cortisol levels and an alteration of the basal activity of ANS were
measured in FMS patients. Furthermore, results showed that high DHEAS
increased clinical symptoms associated with FMS (FIQ, pain score, anxiety, sleep
disturbance). A positive correlation was also observed between DHEAS levels,
DHEAS/DHEA ratio and pain rating during CPT in FMS. Also, a negative
correlation between testosterone and pain rating during CPT was observed in
FMS. Conclusion: These results show an important implication of adrenal and
gonadal hormones in clinical and experimental pain perception. These results
sustain the hypothesis of an allostatic load in FMS and bring new insight in the

understanding of the pathophysiology of FMS.

Key words Pain; Fibromyalgia; Allostasis; Androgens; Cortisol; DHEAS;
Heart Rate Variability.
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Introduction

Sex differences in pain perception and analgesia are supported by both
clinical and pre-clinical research (1, 2). These differences may be explained by
multiple factors, including biological and sociocultural ones. Biological factors
such as gonadal hormones and sexual dimorphisms of the central nervous system
have been identified as potential factors contributing to the increased prevalence
of some chronic pain conditions in women compared to men, such as
fibromyalgia, temporomandibular joint disorder, migraine, osteoarthritis, irritable

bowel syndrome and rheumatoid arthritis (1).

Fibromyalgia syndrome (FMS) is characterized by chronic widespread
pain, muscle tenderness to palpation at anatomically defined tender points
(presence of 11 out of 18), persisting fatigue, and sleep disturbances in absence of
physiological causes (3, 4). FMS has a female-to-male ratio of 6:1, and this
syndrome is observed in 1% of women between 18-29 years old and in about 7%
of those aged between 70-79 years old (5).Given the higher prevalence of FMS in
women compared to men, sex hormones are considered as potential factors
involved in the pathophysiology of this syndrome. Androgens and their derived
metabolites are well-known modulators of pain mechanisms; they can also
modulate neurotransmission and neuronal activity (1, 6, 7). For a long time, it was
believed that the sex steroids acted only through their binding to nuclear receptors.
However, it is now well demonstrated that sex steroids and their metabolites also
bind membrane receptors, such as gamma-amino-butyric acid (GABA)a, N-

methyl-D-aspartate (NMDA), glycine and serotonin receptors (8-11).

FMS is associated with hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA)
hyporeactivity, characterized by a loss of HPA axis resiliency (12, 13).
Interestingly, cortisol and androgens are both synthesized, at least in part, by the
adrenal glands and their synthesis seems to be auto-regulated by each other. Many
groups tried to show a causal effect of circadian rhythm of cortisol on pain
symptoms in FMS. It was first showed that circadian rhythm is different between

FMS patients and healthy controls (13). However, only a small correlation was
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observed between morning cortisol levels and waking pain symptoms (14). In
fact, the loss of HPA axis resiliency is a clear sign of allostatic load, which means
that the system processing the adaptation to stress is not working as it should be
(15). Allostasis is a complex system involving neurotransmitters, neuropeptides,
hormones, cytokines, the autonomic nervous system (ANS), and the HPA axis
(16). Autonomic nervous system dysregulation has been observed in FMS patients
(17). Many groups have observed hypersympathetic and hypoparasympathetic
tone of the nervous system in FM (17, 18). There is a relationship between the
ANS and adrenal secretion. Indeed, sympathetic activation is having a strong

influence on cortisol secretion and the regulation of steroidogenic enzymes (19).

Few studies have explored the relationship between FMS and
androgens. The studies on the neuroendocrinology of FMS are often limited to
specific sex steroids and clinical symptoms. In fact, FIQ or pain scales were
almost always used as the pain marker in other studies, without comparing clinical
symptoms with experimental pain perception in FMS. This study aimed to
evaluate the relationship between some elements involved in the FMS pathology
and understand what might explain the clinical symptoms and the increased
experimental pain perception in those patients. We sought to examine the
relationship between endocrine function and pain perception in association with
the ANS in FMS patients and healthy controls (HC). We measured androgens and
adrenergic metabolites and correlated them with clinical symptoms, experimental
pain perception and ANS measures. Moreover, we examined the molar ratio of
these hormones in order to evaluate adrenal pathways and enzyme activity. For
example, the ratio between dehydroepiandrosterone (DHEA) and its sulfate ester
(DHEAS) indicates the activity of the DHEA sulfotransferase (DHEAS/DHEA
ratio), and the cortisol/DHEA ratio indicates the direction of the reaction of

cortisol to adrenal androgens (20).
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Methods
Participants

Forty patients suffering from FMS and 23 HC participated in this study.
Patients were diagnosed with FMS using American College of Rheumatology
criteria (4) by neurosurgeons, rheumatologists and physicians specialized in pain.
Healthy controls did not suffer from any chronic pain condition. Participants
(FMS patients and HC) who were pregnant or breastfeeding, who suffered from
diabetes, lupus, rheumatoid arthritis or a cardiac pathology were excluded from
the study. The Human Ethics Committees of the Université de Sherbrooke
approved the research protocol, and all participants gave their written, informed
consent. FMS patients and HC did not differ in terms of age [HC=50.8 £6.8
years; FMS =50.1 £ 10.5 years; ¢ = 0.321; p = 0.749], and the presence or absence
of a regular menstrual cycle [HC: 7 presence, 18 absence; FMS: 7 presence, 33
absence; X2 = 1.004; p = 0.316]. FMS patients were treated with one or more of the
following medications [opioids =21 (52.5%); anxiolytics=3 (7.5%);
anticonvulsants = 18 (45%); antidepressants =25 (62,5%); anti-inflammatory
drugs = 26 (65%); benzodiazepine = 14 (35%); antipsychotic = 19 (47.5%)], and

none were drug-free. HC were all drug-free.

Clinical assessment

The symptoms severity in FM was evaluated using the French version of
the self-administered Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ) that measures
functional disabilities such as pain, stiffness, fatigue, anxiety, depression, physical
functioning, work status, and well-being (21, 22). Depressive mood and anxiety
disorders were assessed using the French version of the Hamilton Depression
Rating Scale (HAM-D) and the Hamilton Anxiety Rating Scale (HAM-A) (23,
24). Sleep quality was measured with the French version of Pittsburgh Sleep
Quality Index (PSQI) (25). The PSQI evaluates sleep difficulties, including
subjective sleep quality, sleep latency, sleep duration, sleep efficiency, sleep
disturbances, sedative medication use and daytime functioning. Finally, the
quality of life was assessed using the French version of the short form of the

Quality of Life Enjoyment and Satisfaction Questionnaire (Q-LES-Q- SF) (26).
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All questionnaires have acceptable internal consistency and construct validity.

The HAM-D and HAM-A were both administered by a trained nurse.

Pain measures
Thermal Pain Thresholds

Thermal pain thresholds (TPTs) and pain tolerance were measured during
the pretest by applying a thermode on the left forearm of participants. The Peltier
thermode used [TSA II, Medoc, Advanced medical systems, Minneapolis, MN
55435] consisted of a heating plate controlled by a computer. This allowed a
precise setting of experimental temperature used during the 2-min stimulation
described below. In this pretest, the thermode's temperature varied between 32°C
and 50°C, increasing at a rate of 0.3°C per second. Subjects were instructed to
verbally report when their sensations changed from heat to pain (TPT), and from
TPT to pain tolerance. Between these two points, the pain was continuously
measured during the full thermal stimulation. Pain intensity (from O - no pain to
100 - most intense pain tolerable) was measured using a computerized visual
analog scale (COVAS). The pain threshold and the thermal pain tolerance shown

in the results section were measured during this pretest.

A 2-minute stimulation at predetermined fixed temperature was used to
evaluate differences in pain responses before and after the cold pressor test (CPT)
to evaluate the inhibitory conditioned pain modulation (ICPM). The experimental
temperature corresponded to a temperature predetermined to induce 50% pain
rating. Participants were not told that the temperature was remaining constant
after the thermode reached their predetermined experimental temperature; they

were asked to evaluate their pain using the COVAS.

Cold pressor test (CPT)
The CPT consisted in the immersion of the right arm up to the elbow for 2

minutes in a cold-water bath. Based on previous studies from our laboratory (27),
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the temperature of the water was set at 12°C to ensure that the CPT was painful
while tolerable for 2 minutes in FMS. During the test, subjects rated verbally their

pain intensity every 15 seconds using a numerical pain rating scale.

Cardiac activity

Cardiac activity was measured as previously described by our group (18).
Electrocardiogram (ECG) was recorded and analysed before the pain experiments
(baseline) and during CPT. The baseline was recorded at the beginning of the
session while participants were at rest. The ECG was recorded using a standard 3-
lead montage sampled at a frequency of 1000 Hz using the PowerLab system with
Chart software (AD Instruments, Colorado Springs, CO). Instantaneous RR
intervals were obtained from the ECG waveform with a peak detection algorithm
to detect successive R-waves. All data were manually checked to ensure that only
normal-to-normal intervals were analysed. Heart rate variability (HRV) was
analysed in the frequency domain. Fast Fourier transforms were used to calculate
the power spectral density of HR oscillations. Low frequency (LF, 0.04-0.15 Hz)
and high frequency (HF, 0.15-0.4 Hz) were distinguished from the spectrum
analysis of HRV. LF and HF were used to evaluate the cardiac ANS activity (28).
HRYV in the LF range reflects baroreflex-mediated sympathetic activity, whereas
variation in HF range constitutes a measure of cardiac vagal activity (28).
Normalized units (nu) for HF and LF were computed and analyzed.
Sympathovagal LF/HF ratios were not analysed considering that the
sympathovagal balance indexed by the LF/HF ratio is already taken into account
in normalized units (29). ANS responsivity to pain was determined only by heart

rate change (due to variability in the immersion time in FMS subjects).

Peripheral hormonal levels

Blood samples were collected into serum separator tubes and were allowed
to clot for 1 hour before centrifuging and pipetting the serum into aliquots, which

were then immediately frozen at -80°C until assay. Serum levels of cortisol were
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determined using electrochemiluminescent immunoassay methods (MODULAR
from Roche) and DHEAS was analysed by a competitive chemiluminescent assay
(Immulite 2000 from Siemens). Serum levels of DHEA were determined by LC-
MS/MS (liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry) method
(MicroQuatro from Waters). Testosterone was measured using a competitive
immunoassay on the ADVIA Centaur Testosterone assay using the manufacturer's
protocol for serum (Siemens Medical Solutions). All assays were done by the
Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke laboratory. The assay protocols

are available upon request.

Statistical analyses

Potential differences between FMS patients and HC in hormones,
psychophysical measures and ANS variables were examined using analyses of
variance with group as the independent variable. Age, BMI and/or time of blood
test were used as covariates (30, 31). In FMS patients as well as in HC, we
examined relationships between hormones, psychophysical measures, symptoms
and ANS measures using Pearson’s partial correlation analyses. For these
correlation analyses, outlier hormonal variables were carefully excluded, using
routine medical normative values. For all analyses, the level of significance was

set at p < 0.05.
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Results

Population description

Table 1 describes the demographic profile and symptomatology of our
FMS population. The symptomatology was not measured in healthy controls.
FMS subjects have a BMI average slightly higher than HC (student-7 test, FMS
(n=40): 30.19+6.40 vs. HC (n=18) 24.50 £5.26, t=-3.296, p =0.002). A
tendency to be overweight in FMS population have been previously reported (32).
Based on available normative data, subjects included in this study had moderate
FMS severity symptoms (33), mild anxiety (24) and depression (23), they had
poor sleep quality (25) and a relatively low quality of life (34).
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Fibromyalgia patients (n = 40) Mean £ SD
Age (years) 50.1 £10.5
Body Mass Index (BMI) 30.2+6

Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ) total 57.6 +16.5
score

Physical impairment 1.5+£0.6
Feel good 46+19
Missed work:: 0.9 +1.5 (n=10)
Do jobi 5.6 £ 1.8 (n=10)
Pain 6.7+ 1.8
Fatigue 6.9+2.0
Rested 6.7+2.4
Stiffness 6.5+£2.2
Anxiety 53+2.7
Depression 3.8+£28
Hamilton Anxiety Scale (HAM-A) 97+3.8
Hamilton Depression Scale (HAM-D) 11.3+4.5
Pittsburg Sleep Quality Index (PSQI) 11.1+44
Quality of Life Enjoyment and Satisfaction 40.6 +£10.5
Questionnaire (Q-LES-Q)
Tender points threshold (kg) 1.2+0.8
Number of tender points 17.8 £0.6

Table 1: Demographic data and questionnaire scores of FMS participants. SD
indicates standard deviation. I: n = 10 for this criteria.

Comparison of FMS and HC population

Psychophysical measures
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Experimental pain responses were compared between FMS and HC using
ANCOVA (Table 2). FMS responded with lower pain threshold and tolerance and
with higher pain ratings during CPT compared to HC. The variation of subjective
pain before and after CPT, which is an indicator of ICPM measured as a delta (A),
is significantly different between FMS and HC (higher ICPM in HC compared to
FMS).

Heart rate variability (HRV) spectral analysis

Heart rate variability spectral analysis was compared between FMS and
HC using ANCOVA with age as a covariate (Table 3). Differences between FMS
and HC were observed in basal heart rate, LF nu and HF nu. The variation of the
heart rate during the CPT did not significantly differ between the two groups.
[Note: Sex hormones levels were correlated with HRV in FMS using partial
correlation, with age, BMI and time of blood test when appropriate as covariates.

No significant correlation was observed.]
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Experimental pain (mean + SD)

FMS (n=38) HC F Sig.
(n=23)
TP threshold (°C) 37.3+4.0 433+3.1 36.716 p<0.001
TP tolerance (°C) 42.7+3.9 48.6 1.6 42.013 p<0.001
CPT pain 8215 54 £26 26.655 p<0.001
ICPM (A) 7+25 19 +21 4255 p=0.044

Table 2: Experimental pain in fibromyalgia women and healthy controls.
SD indicates standard deviation. FMS: Fibromyalgia subjects; HC:
Healthy control subjects; TP: Thermal Pain; ICPM: Inhibitory
conditioned pain modulation (diffuse noxious inhibitory control); CPT:
Cold pressor test. ANCOV A using age as a covariate.
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Power spectral analysis (Mean + SD)

FMS  HC (n=11) F Sig.

(n=39)

Baseline HR (bpm) 76 + 10 67 +10 7.004 p=0.011
Baseline LF (nu) 63 £20 47 +£19 5.698 p=0.021
Baseline HF (nu) 20+ 16 47 £22 9.503 p=0.003
Variation of HR 7.6+6.7 8.6+6.5 0.190 NS

after CPT (% bmp)

Table 3: Power spectral analysis in fibromyalgia women and healthy controls. SD
indicates standard deviation; FMS: Fibromyalgia subjects; HC: Healthy control
subjects; HR: Heart rate; LF nu: Low frequency power in normalized unit; HF nu:
High frequency power in normalized unit. ANCOVA using age as a covariate.
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Hormone levels
Hormone concentrations were compared between FMS and HC using
ANCOVA (Table 4). Differences between FMS and HC were observed in cortisol

levels.

Correlational study with hormones
Clinical symptoms

Hormone levels were correlated with clinical symptoms in FMS (Table 5).
DHEAS is correlated with PSQI and the tender points threshold. Although not
statistically significant, positive correlations between DHEAS, FIQ and

depression scores were observed.

Psychophysical measures

Hormones levels were correlated with experimental pain responses in HC
and FMS subjects (Table 6). There are significant positive correlations between
cortisol levels and the ICPM (A). This result means that high cortisol levels are
associated with high pain inhibition. Moreover, DHEAS, testosterone and
DHEAS/DHEA ratio are all correlated with CPT rating in this population. A non-
significant trend for a correlation between DHEAS/DHEA and pain tolerance is
also found in FMS. Finally, relationships between DHEA levels and
DHEAS/DHEA ratio and the pain tolerance were observed in HC subjects.
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Hormone levels (mean + SD)

FMS HC (n=18) F Sig.
(n=38)

DHEA (nmol/l) 105+120 9.1+45 1.235 NS
DHEAS (umol/T) 23+1.8 29+£20 1.754 NS
TEST (ng/dL) 17.2+16.1 12.6 £4.7 0.886 NS
CORT (mmol/l)F 398 +189 260 + 124 7.263 p=0.010
CORT/DHEAY 67 £82 36+ 19 0.446 NS
DHEAS/DHEA 0.09+0.17 0.10£0.09 0.051 NS

Table 4: Mean hormone levels in fibromyalgia women and healthy control. SD
indicates standard deviation; FMS: Fibromyalgia subjects ; HC: Healthy control
subjects; DHEA: Dehydroepiandrosterone; DHEAS: Dehydroepiandrosterone
sulfate; TEST: testosterone; CORT: Cortisol. ANCOVA using age and BMI as

covariates. T: time of the blood test was used as a covariate.
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CORTY DHEA DHEAS TEST CORT/ DHEAS/

DHEATY DHEA

FIQ total score -.081 -.025 314" -.156 -.151 211
Pain -130 -204 183 -.161 032 061
HAM-A -134 -121 277 -167 -076 151
HAM-D -.024 -.056 3157 -.138 -.190 153
PSQI 022 053 407+ -115 -264 268
Q-LES-Q -.008 -123 -.164 .003 -.038 -135
Tender points threshold -.206 -.288 -370% -.122 -.065 -.286

Table S: Correlation between hormones and clinical symptoms in fibromyalgia
women (n=40), controlled for age and BMI. FIQ: Fibromyalgia Impact
Questionnaire; HAM-A: Hamilton Anxiety Scale; HAM-D: Hamilton Depression
Scale; PSQI: Pittsburgh Sleep Quality Index;Q-LES-Q: Quality of Life
Enjoyment and Satisfaction Questionnaire; CORT: Cortisol; DHEA:
Dehydroepiandrosterone; DHEAS: Dehydroepiandrosterone sulfate; TEST:
Testosterone. *p <0.05; **p <0.01; T p value between 0.51 and 0.055,
considered as a trend. §: covariated for time of the blood test.
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CORTY DHEA DHEAS TEST CORT/ DHEAS/

DHEA T DHEA

Fibromyalgia subjects

TP Threshold (°C) -.141 .001 -.060 -.043 -224 -.095
TP Tolerance (°C) .044 -.078 -.238 .248 -.068 -.346"
CPT reported pain -.096 -.092 342% -352% .019 362%
ICPM (A) 384% 173 .059 .085 -.032 .064

Healthy subjects

TP Threshold (°C) 421 .356 443 291 115 224
TP Tolerance (°C) -.048 S558%* 423 134 -.484 567%
CPT reported pain .014 -416 -.183 015 .339 -431
ICPM (A) .034 -.337 .366 130 298 .017

Table 6: Correlation between hormones and pain perception in fibromyalgia
women (n=40) and healthy subjects (n = 19), controlled for age. DHEA:
Dehydroepiandrosterone; DHEAS: Dehydroepiandrosterone sulfate; TEST:
Testosterone; CORT: Cortisol; TP: Thermal Pain; ICPM: Inhibitory conditioned
pain modulation; CPT: Cold Pressor Test. *p < 0.05; T p value between 0.51 and
0.055, considered as a trend. T : covariated for time of blood test.
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Discussion

To our knowledge, this is the first study examining the relationship
between androgens, ANS, clinical symptoms and experimental pain in FMS
patients and HC. FMS patients in this study showed moderate symptoms severity
(33), mild anxiety (24) and depression (23), they had poor sleep quality (25) and a
relatively low quality of life (34). Moreover, their pain response to experimental
nociceptive stimulations demonstrated an hyperalgesic state, expressed by higher
pain ratings, lower thermal pain thresholds, and less pain inhibition after a
conditioning stimulus (ICPM) compared to healthy subjects. These signs of
hyperalgesia are consistent with results from previous studies among this
population (27, 35). Furthermore, higher basal heart rate, higher basal sympathetic
activity (LF nu) and lower basal parasympathetic activity were observed in FMS.
This hyperactive sympathetic activity at rest has been demonstrated previously
(36). Finally, the variation in cortisol levels between FMS and HC suggests an
allostatic load in FMS (37).

An important result of this study is the difference in the basal hormonal
levels between FMS and HC. Higher basal cortisol levels were observed in FMS
patients. Furthermore, nine subjects had their cortisol levels higher than the
normal limit defined by biological analyses center of the Centre Hopitalier
Universitaire de 1'Université de Sherbrooke. Even, if the alteration of cortisol
levels is highly debated in FMS, this result is in accordance with previous studies
(13, 38, 39). This increase in cortisol levels in FMS patients, in addition with the
basal ANS alteration, is consistent with the idea of an allostatic load, a state that
could be compared to a system that cannot relax when the stressful event is over.
It also can be described as a lack of resiliency of the HPA axis (13). Furthermore,
the hyporeactivity of the HPA axis in a stressful situation has been shown

repeatedly in FMS (12, 40, 41).

Our results showed a higher basal heart rate in FMS subjects compared to
HC. Furthermore, our FMS subjects presented higher LF nu and lower HF nu,

which indicate a higher sympathetic activity and a lower parasympathetic (vagal)
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activity. These results are completely in line with previous results (17, 18, 42). In
fact, FMS patients are often characterized by a high basal sympathetic activity and
an impaired sympathetic reaction to stress (42). However, we did not observed
any difference of the heart rate variation during the CPT between FMS and HC
subjects. It is known that sympathetic nervous system can have an influence on
adrenal hormone secretion (20). In our case, no significant correlation was

observed between HRV and hormone levels.

Many observations have suggested that androgenic metabolites and
testosterone are able to produce antinociceptive effects (43-46). In our case, there
were no between-group differences in testosterone concentrations. However, we
observed a negative correlation between testosterone levels and pain reported
during the CPT. This result means that subjects with high testosterone levels are
reporting less pain during the CPT. It is in complete agreement with previous

reported literature (45, 46).

The quantification of DHEAS positively correlates with poor sleep quality,
high FIQ score (FMS symptoms severity), high depression score and negatively
correlates with tender point threshold. This means that high DHEAS levels seem
to be associated with a greater severity of FMS symptomatology. Echoing these
clinical relationships, the positive correlations were also observed in this study
between DHEAS levels, DHEAS/DHEA ratio and pain ratings during CPT in
FMS. On the other hand, in HC, positive correlations were found between DHEA
and DHEAS/DHEA and pain tolerance. A few clinical studies have related
DHEAS levels to pain ratings in various chronic pain pathologies (47-51). Low
DHEA and DHEAS levels have been often associated to many disabilities such as
insomnia, psychological distress and pain (47, 52). It has been reported that
women with low DHEAS levels have a greater number of pain sites (53). Low
DHEAS is also a good predictor of pain 12 months later in a working population
(47). However, many other studies did not observe any effect of DHEA or
DHEAS on pain perception (54-56). It is important to mention that a lot of these

preceding studies used only the FIQ or a numeric scale for pain evaluation. Many
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of those did not control for age, BMI and time of the blood test in their analyses,
which may have biased the results. In counterpart, pre-clinical studies have
examined the involvement of DHEA and DHEAS treatment, injected directly at
the spinal level, on nociceptive responses in rats (57). They have shown that
treatment with DHEA and/or DHEAS produces an early pronociceptive effect on
pain perception and a late antinociceptive effect (43, 58). In this study, the
positive relationship between DHEA, DHEAS and pain perception observed
seems to be representative of the pronociceptive effect of DHEAS. In fact, this
effect could be explained by the binding of DHEAS to NMDA receptors, which is
an important player in pain transmission. In summary, this is the first time that an
opposite effect of DHEAS on pain perception in FMS and HC is reported, as well
as a correlation between cortisol and ICPM. However, it is important to mention
that this is the first time that these measures were done in both populations, using
clinical symptoms and experimental pain evaluation. These results are
exploratory, and will need to be described in a larger population, particularly
knowing that it might be different in pre-menopausal and menopausal women.
Finally, these results are taking into account many factors that are often forgotten

or dismissed in this kind of studies, such as BML.

The large diversity of questionnaires used, combined with psychophysic
measures and the use of many control variables are the main strengths of the
current study. Moreover, we used molar ratio of cortisol, DHEAS and DHEA to
demonstrate the direction of the adrenal pathway and the enzyme activity. Indeed,
it is known that DHEA and DHEAS is part of the retrocontrol loop of the
corticosteroid synthesis, which is directly stimulated by ACTH release (59, 60).
Consequently, the relation between cortisol and DHEA shows the balance
between cortisol and androgens synthesis (20). Also, the molar ratio of
DHEAS/DHEA represents the combined action of the DHEA sulfotransferase and
the DHEAS sulfatase in the direction of DHEAS (20).

Conclusion
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Taken together, these results support the hypothesis of an allostatic load in
FMS. This conclusion is supported by hormone dosages, HRV spectral analysis
and related to both clinical symptoms and psychophysical measures. The precise
mechanisms underlying correlations of DHEA and DHEAS with pain perception

and clinical symptoms remain elusive and further investigations are needed.
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Male have a lower nociceptive threshold than female using a dynamic hot
plate model: Greater involvement of gonadal hormones compared to derived

metabolites

Auteurs de Darticle: Marie-Andrée Coulombe, Serge Marchand, Pierrick

Poisbeau.

Statut de P’article: soumis a Brain Research le 28 février 2013

Avant-propos: J'ai participé activement a toutes les étapes de ce projet de
recherche, que ce soit I'écriture du protocole, les soumissions éthiques, la
chirurgie des animaux, les expérimentations comportementales, 1'analyse des
données et I'écriture du manuscrit. Prs Marchand et Poisbeau m'ont

particulicrement aid€ en révisant et corrigeant le manuscrit final.

Résumé : Le test de la plaque chaude dynamique (PCD) est trés pertinent dans
I’étude de la douleur. Il permet a la fois d’évaluer I’hyperalgésie et I'allodynie,
tout en produisant des valeurs fiables et reproductibles. En 2009, Ipek Yalcin
décrit une nouvelle PCD commercialisée par Bioseb et controlée par ordinateur
(Yalcin et al., 2009b). Ils ont établi une méthode d’évaluation des comportements
nociceptifs des rats et des souris pour 1’utilisation de la plaque chaude dynamique
(PCD) ainsi que la plaque froide dynamique (PFD). Cette méthode a été validée
pour les animaux avec ou sans symptomes douloureux (Yalcin et al., 2009b). La
différence de perception de la douleur entre les males et les femelles est bien
décrite dans la littérature (Fillingim et al., 2009). L'objectif de ce projet était de
vérifier si, lors de ce test, 1) une différence entre les males et les femelles était
présente, 2) l'implication des hormones gonadiques chez ces animaux, et 3) la
participation des métabolites 3a5a-réduits lors de ce test. Les résultats de ce projet

ont été tres surprenants. En effet, les résultats démontrent que les males ont un
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seuil de douleur plus faible que celui des femelles. En 1’absence de leurs gonades,
tant les males que les femelles présentaient des seuils de douleur plus élevés que
leurs équivalents avec gonades. Finalement, les métabolites 3a5a-réduits semblent
uniquement avoir un effet sur la douleur chez les méales. Plusieurs questions sont
soulevées par ce projet de recherche, notamment par rapport a l'intégration de
l'information nociceptive et a la gestion d'une stimulation a risque. Les résultats
inattendus observés ont permis de diriger la réflexion concernant les différences
de perception de la douleur vers l'importance et les nuances associées a
l'intégration de l'information nociceptive et a la gestion d'une stimulation a risque,
de méme qu'aux roles éthologiques des différences de perception de la douleur,

mais aussi de la gestion des situations douloureuse, chez I'humain et I'animal.
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Abstract

Difference of nociceptive responses between male and female is observed in many
behavioral model. Recently, a dynamic hot plate has been described using a slow
ramp of temperature. The aim of this study was to evaluate the involvement of sex
hormones, and their 3a50 reduce metabolites on pain behaviors induced by the
dynamic hot plate in mice. In this study, the dynamic hot plate was used to study:
1) the involvement of hormonal status using comparison between gonadectomised
or sham-gonadectomised male and female C57BL/6j mice; 2) the contribution of
afferent fibers of these hormonal status using topical application of capsaicin or
dimethyl sulfoxide (DMSO) on mice hind paws; and 3) the involvement of
derived metabolites of sex steroids, using provera injections, on nociceptive
behaviors. Results: 1) surprisingly, male mice showed lower nociceptive threshold
compared to female mice, whereas gonadectomy of male and female mice
increased it; 2) application of topical capsaicin decreased pain threshold in every
group; 3) provera treatment increased nociceptive threshold in both castrated and
sham-castrated male mice. This effect of provera injection is in good agreement
with modulation on nociceptive behavior during formalin test. Interestingly, these
results not only confirm that the hormonal status is affecting thermal nociception
but also highlight the complex and sometimes paradoxal shaping of sex-specific
pain responses. Results obtained using this technique raised several questions
about sexual dimorphism in pain perception particularly in regard to escapable vs

inescapable pain models.



158

1. Introduction

In 2009, Yalcin and collaborators described a commercial dynamic hot
plate precisely controlled by computer (Yalcin et al., 2009). They studied a
dynamic method evaluating thermal nociception, and they established a reliable
method to score mouse and rat nociceptive behaviors, using a dynamic hot plate
(DHP) and a dynamic cold plate (DCP). They validated their method in animals
with and without pain symptoms (Yalcin et al., 2009). This DHP provides several
advantages compared to the original fixed temperature hot plate. It reduces the
stress associated with the experimentation (Wilson and Mogil, 2001), it produces
an experimental pain model sensitive to weak analgesia as obtained with
ibuprofen and paracetamol (Hunskaar et al., 1986a), and finally, offers the
possibility to modify the heating slope. When the heating rate is slow (1°C/s), C-
type thermonociceptors are predominantly activated (Yeomans et al., 1996;
Yeomans and Proudfit, 1996). More importantly, when the temperature increases
gradually, there is a successive, organized and unalterable sequence of activation
of thermoreceptors (Duclaux and Kenshalo, 1980; Treede et al., 1995; Wall et al.,
2006). Thus, it allows the characterization of C-type and A-type nociceptors

activation.

It is known that threshold of activation of mechano-heat-sensitive C-fibers
(CMH) depends on the temperature reached at the tissue depth of these receptors
(Tillman et al., 1995). A method used to secure that the heat will have the time to
reach these receptors is to use a slow ramp of increase temperature or a prolonged
thermal stimulation (Tillman et al., 1995). Interestingly, typical CMH heat
threshold range between 41-49°C (LaMotte and Campbell, 1978), but the use of a
long stimulus is more likely to provide a heat threshold ranging between 39-41°C
(Tillman et al., 1995). Similarly, type I A-fiber nociceptors, also called high-
threshold mechanoreceptors, are generally responsive to heat threshold of around
53°C, but when using long duration stimulation, the threshold decreases, ranging

between 40-50°C (Wall et al., 2006).
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Several studies have shown that women are more sensitive to experimental
heat pain than men. Moreover, women often report lower pain threshold and
lower tolerance compared to men (Fillingim et al., 2009). In animal models,
higher nociceptive thresholds of males are also often described (Aloisi and
Bonifazi, 2006; Gaumond et al., 2002; Kuba and Quinones-Jenab, 2005; Leo et
al., 2008). This difference of nociceptive responses between males and females
may be associated with organizational, dimorphism established during the period
of sexual differentiation, or with activational mechanisms, acute effect maintained
by circulating levels of sex hormones on a fully developed system (Borzan and
Fuchs, 2006; Lacroix-Fralish et al., 2008). Activational mechanisms of sex
hormones on pain transmission and modulation are often associated with the
modulation of neurotransmission in the central nervous system (CNS) (Aloisi et
al., 2003; Aloisi and Bonifazi, 2006; Bethea et al., 2002). In fact, sex hormone
receptors are located throughout the CNS and the peripheral nervous system
(PNS) (Loyd and Murphy, 2008; McEwen, 2001; Pfaff et al., 2000). Interestingly,
through their binding to nuclear receptors, gonadal hormones may regulate the
transcription and the expression of neurotransmitter receptors or ion channels (Cyr
et al., 2000a; Cyr et al., 2000b; D'Souza et al., 2003; Truss and Beato, 1993).
However, gonadal hormones may also act as neuroactive steroids. It has been
shown that sex steroids can bind to membrane receptors, ligand-gated ion
channels, or voltage-gated ion channels to modulate neuronal excitability
(McEwen et al., 1991; Moggs and Orphanides, 2001; Rupprecht, 2003; Simoncini
and Genazzani, 2003; Smith et al., 1988).

Since Yalcin and collaborators established a reliable method using a
dynamic hot plate (DHP) (Yalcin et al., 2009), the aim of this study was to
evaluate the involvement of sex hormones, and their 3050 reduce metabolites
(3a5a NS, 3a5a neuroactive steroids) on pain behaviors induced by the dynamic
hot plate in mice. The type of afferent fiber primarily involved in this nociception
model was evaluated using capsaicin (C fibers sensitization) and DMSO (aé fibers

sensitization) topical applications.
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2. Results
2.1 Dynamic hot plate

2.1.1 Nociceptive behaviors

Each graphic of figure 1 represents the nociceptive response (jumps) of
different mice groups to an increasing thermal hot stimulation delivered by the
dynamic hot plate at a rate of 2°C/min, from a value of 30°C to 46°C and a
subsequent sustained 5 minutes plateau at 46°C. Since each mouse reacted
differently to the thermal stimulus and reached the cut-off limit at different time-
points, comparison of curves using a two-way ANOVA test was impossible.
However, a first look to these curves allows us to observe that, surprisingly, sham-
operated females (F_SHAM) show less nociceptive behaviors than sham-operated
males (M_SHAM) (Figure 1A). Gonadectomized mice (ovariectomized females
or castrated males) show less nociceptive behaviors compared to sham-operated
male and female mice (Figure 1B and 1C). Finally, castrated males had greater

responses to the nociceptive stimulus than ovariectomized females (Figure 1D).
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Mean number of nociceptive behaviors calculated every 30 seconds for male
n=24) and gonadectomized mice

(M_SHAM:

n=24), female (F_SHAM:

T By
- = HHuRl
w ! . o = O
_i & bl E TR T TR T
: i
-1  E.
i =
— B
E
=
L) I S ST | L_:/f:f}:ﬂ u
r [ < b - r " T
e T
1
= F4 ZAET

1. mremrdinm g
KL noecleop b e Boa parses

-

TI'I'-|I:' froanl

— T ek D25

161

’ |:|,,|| LILIL L R T

(M_CAST: n=22; F_OVX: n =24). Data are expressed as means + SEM.

[0 Lngeszdag



162

2.1.2 Thresholds and latency

A straightforward way to analyze these data is to measure the nociceptive
threshold, which is represented here by the latency (in minute) to observe the first
nociceptive behavior. In addition, the tolerance (the latency to reach the cut-off limit,
in minutes) can be measured. We interpret the reach of the cut-off limit as a
maximum. However, several mice did not show enough nociceptive behaviors to
reach the cut-off limit, which initiate the measure of the percentage of mice that reach
the cut-off limit. Finally, we analyzed the slope of the curve ((maximal nociceptive

response — minimal nociceptive response)/(tolerance — threshold)).

The latency before the first jump (nociceptive threshold) was compared
between groups (Figure 2A). The nociceptive thresholds of all groups were normally
distributed. Thresholds were compared using a one-way ANOVA test and a
Bonferroni post-hoc test was applied (p < 0.0001, F =42.48). Female threshold was
higher compared to male mice (F_SHAM: 82+04min vs. M_SHAM:
5.5+0.3 min, p<0.001, r=6.171). As for castrated mice, ovariectomized mice
showed an increased threshold compared to sham-operated mice (F_SHAM:
8204 min vs. F_OVX: 105+£03min, p<0.001, 7r=5.075; M_SHAM:
5.5+03 min vs. M_CAST: 8.5+0.2 min, p <0.001, #=6.696). Finally, a greater
nociceptive threshold was observed in F_OVX mice compared to M_CAST mice

(F_OVX:10.5£0.3 min vs. M_CAST: 8.5 £ 0.2 min, p < 0.001, 7 = 4.180).

The latency before reaching the cut-off limit was measured in the different
groups (Figure 2B). Latencies were normally distributed and were compared between
the 4 groups using a one-way ANOVA (p =0.0001, F=34.09) with Bonferroni’s
multiple comparison post-hoc test. As observed with the measurement of nociceptive
thresholds, female mice seemed to have a higher tolerance compared to male mice
when comparing latencies to reach the cut off (F_SHAM: 9.7+0.5 min vs
M_SHAM: 6.5 £0.1 min, p <0.001, #="7.072). Gonadectomized mice show higher
tolerance compared to sham-operated mice (F_OVX: 11.4 £0.4 min vs. F_SHAM:
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9.7+0.5min, p<0.05, r=2.963; M_CAST: 9.6+0.3min vs. M_SHAM:
6.5+0.1 min, p<0.001, #=6.837). Finally, ovariectomized mice show higher
tolerance values compared to castrated mice (F_OVX: 11.4 +0.4 min vs. M_CAST:
9.6 £ 0.3 min, p < 0.01, r = 3.148).

Then, the percentage of mice having reached the maximal response was
calculated (Figure 2C). A chi-square test was used to evaluate the relationship
between the groups and the reach of the maximal response (o0 = 0.05, p <0.0001).
Comparisons between groups were done using a chi-square with an adjusted o value
(o/nb of comparison, 0.05/4 =0.0125). No significant difference, but a trend was
observed between F_SHAM and M_SHAM (F_SHAM: 79 % vs M_SHAM: 100 %,
p =0.016). These results suggest that F_ SHAM are less susceptible to reach the cut-
off limit compared to M_SHAM mice. No difference was observed between
M_SHAM and M_CAST (M_SHAM: 100 % vs M_CAST: 86 %, p=0.061).
F SHAM and M_CAST groups both show a higher percentage of mice having
reached the cut-off limit compared to F_OVX (F_SHAM: 79% vs. F_OVX: 41%,
p=0.011; M_CAST: 86% vs. F_OVX: 41%, p = 0.002).

Finally, the increasing rate of the nociceptive behaviors (slope) was compared
(figure 2D). These data were not normally distributed, so groups were compared
using the non-parametric Kruskall-Wallis test (p < 0.0001, KW statistic: 25.99). A
difference between male and female mice was observed. Male mice showed faster
and greater number of nociceptive responses compared to female mice (F_SHAM:
4.0 £ 0.6 jumps/min vs. M_SHAM: 6.9 + 0.5 jumps/min, p < 0.01, difference in rank
sum -26.78).

No differences were observed between repetitive experiments (without
treatment) in nociceptive thresholds (Data not shown, Spearman nonparametric
correlation, Spearman r=0.80 p=0.33), survival (Data not shown, Spearman

nonparametric correlation, Spearman r = -0.74, p = 0.33), tolerance (Data not shown,
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Spearman nonparametric correlation, Spearman r = 0.8, p = 0.33) or slope (Data not

shown, Spearman nonparametric correlation, Spearman r = 0.40, p = 0.75).

No differences has also been observed between the application of 50%
saline:ethanol and saline on nociceptive thresholds (Data not shown, Wilcoxon
matched-pairs signed rank test; p > 0.05), survival (Data not shown, Wilcoxon
matched-pairs signed rank test; p > 0.05), tolerance (Data not shown, Wilcoxon
matched-pairs signed rank test; p > 0.05) and slope (Data not shown, Wilcoxon

matched-pairs signed rank test; p > 0.05).

Finally, no effect of treatment sequence was observed on nociceptive
thresholds (Data not shown, Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple
comparison test for selected pairs, Kruskal-Wallis statistic 59.51; p > 0.05), survival
(Data not shown, Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test
for selected pairs, p > 0.05), tolerance (Data not shown, Kruskal-Wallis test followed
by Dunn’s multiple comparison test for selected pairs, Kruskal-Wallis statistic 63.43;
p > 0.05) or slope (Data not shown, Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple
comparison test for selected pairs, Kruskal-Wallis statistic 22.67, p > 0,05).
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Figure 2

Histograms illustrating the mean nociceptive threshold (A), latency to the maximal
nociceptive response allowed (min), percentage of mice who reach the maximal
response (C) and latency between the first jump and the latency to the maximal
response (seen as an increasing behavioral slope) for male (M_SHAM: n =24),
female (F_SHAM: n =24) and gonadectomized mice (M_CAST: n=22; F_OVX:
n = 24). Significant differences of nociceptive threshold and tolerance are observed
between groups (A-B). Some of these differences can also be observed in the
percentage of mice reaching the cut-off limit. No significant difference is observed
with the analysis of the slope (D). Data are expressed as means + SEM. Asterisk
indicates statistical differences: *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001.
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2.1.3 Alternative nociceptive behavior

Since licking behaviors were observed in few animals, we decided to verify if
the use of this behavior as nociceptive threshold (licking or jumping, instead of only
the jumping behavior) would change our initial observations (Figure 3). Data were
normally distributed and comparisons between means were done using a one-way
ANOVA (p <0.0001, F =43.02) with Bonferroni’s multiple post-hoc test. As for the
jumping behavior, male mice presented lower threshold compared to female mice
(M_SHAM: 52 +03 min vs. F SHAM: 7.8+0.4 min, p<0.001, 7=6.508).
Gonadectomy was associated with an increase in the threshold values compared to
their sham-operated littermates in both females (F_OVX: 9.7+0.2 min vs.
F_SHAM:7.8 £ 0.4 min, p < 0.001, t = 4.497) and males (M_CAST: 8.5 £ 0.2 min vs.
M_SHAM:5.2 +£0.3 min, p<0.001, t=7.916). Finally, ovariectomized females
showed higher threshold compared to castrated males (F_OVX: 9.7 £0.2 min vs.
M_CAST: 8.5 £0.2 min, p < 0.05, t = 2.735).



167

- ]

- iy
I T
[l ']

=3
i
1

==
=
']

=
i

T3 e

i I < i

Threshold of the first nociceptive behavior {min)

M_SHAM M_CAST

Figure 3

Mean nociceptive threshold (latency in min) to the first nociceptive behavior (licking
or jumping behavior) for each animal group: male (M_SHAM: n=24), female
(F_SHAM: n =24) and gonadectomized mice (M_CAST: n=22; F_ OVX: n=24).
Data are expressed as means + SEM. Asterisk indicates statistical significance using
the following code: *: p < 0.05; ***: p < 0.001
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2.1.4 Afferent fibers caracterization
In order to understand which type of primary afferent fibers were involved in

this nociceptive response, we used capsaicin (CAPS) and DMSO to sensitize C-type

and Ad-type fibers, respectively (Treede et al., 1995).

Threshold to jumping behavior was compared between animals receiving a
topical application of capsaicin or its vehicle (Figure 4A). Since the same animal was
tested one week with the vehicle and the other week with the topical application of
capsaicin, Wilcoxon paired test analysis were used (data were not normally
distributed). A decreased threshold was observed in every group (F_SHAM: CTRL:
8.1 £0.7 min vs. CAPS: 2.0 £ 0.3 min, p <0.0001; F_OVX: CTRL: 10.3 £ 0.4 min
vs. CAPS: 43+0.7, p<0.0001; M_SHAM: CTRL: 54 +0.5 min vs. CAPS:
2.6 £0.4 min, p < 0.01; M_CAST: 8.5 £ 0.3 min vs. 4.8 £ 0.7 min, p < 0.004).

Topical application of DMSO (100%) on the hindpaw allowed us to sensitize
afferent Ad-fibers (Treede, 1995). The nociceptive threshold of animals receiving
DMSO application or its vehicle was compared (Figure 4B). Since the same animal
was tested one week with the vehicle and the other week with the topical application
of DMSO, paired t-test analysis were used (data were normally distributed). A
decreased nociceptive threshold was observed in F_OVX (CTRL: 10.6 £ 0.3 min vs
DMSO: 9.2 +0.7 min, p<0.05), M_SHAM (CTRL: 5.5+£0.2 min vs. DMSO:
4.1 £0.6 min, p <0.05) and M_CAST (CTRL: 8.6 +£0.3 min vs. DMSO: 7.8 £0.5
min, p < 0.05) groups (Figure 4B).
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Figure 4

A: Mean threshold for male (M_SHAM: n = 12), female (F_SHAM: n=12), and
gonadectomized mice (F_OVX: n=12; M_CAST: n = 11) after topical application of
capsaicin or its vehicle on the plantar surface of the hindpaws. In every case,
application of capsaicin decreased the nociceptive threshold. B: Mean nociceptive
threshold latencies before and after a topical application of DMSO (100%) in intact
(F_SHAM: n=12; M_SHAM: n = 12) and gonadectomized mice (F_OVX: n = 12;
M_CAST: n=11). DMSO application decreased the nociceptive threshold, except
for F_SHAM. Asterisk indicates statistical significance: *: p <0.05; **: p <0.01;
*#%: p <0.001. All data are expressed as means + SEM.
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2.1.5 Implication of 3050 neuroactive steroids

We next evaluated the influence of 3a500 NS on nociceptive response
(jumping behavior). In animal treated only with the vehicle, we first compared the
latency (in minute) to the first nociceptive behavior (threshold), the tolerance (the
latency to reach the cut-off limit, in minutes), the percentage of mice who reach the
cut-off limit and, the slope of the curve. As observed before, male nociceptive
response appeared earlier compared to female mice or to castrated male mice (Figure
1A, One-way ANOVA, M_SHAM 6.4+0.2 min vs. F_.SHAM 9.1 £0.3 min,
p <0.0001; M_SHAM 64 +0.2 min vs. M_CAST 8.6 +0.3 min, p<0.01). In
addition, they reached the cut-off limit earlier (Figure 1B, One-way ANOVA,
M_SHAM 7.3£0.2 min vs. F. SHAM 10.6 £0.3 min, p<0.0001; M_SHAM
7.3 £0.2 min vs. M_CAST 10.4 £ 0.6 min, p <0.01). No significant difference was
observed for the percentage of mice reaching the cut-off limit (Figure 1C, Chi-Square
test, p > 0.05) or the number of jumps per minutes (slope) (Figure 1D, One-way
ANOVA, p > 0.05).

The next step was to evaluate how these behaviors were modulated by an
inhibitor of 3a-hydroxysteroid dehydrogenase (3a-HSD). Following a provera
treatment, the threshold was decreased in SHAM and gonadectomized male mice
(Figure 6A, Student-r test, M_SHAM_VEH 6.4 +0.2 min vs. M_SHAM_PRO
5.4 0.3 min, p <0.05; M_CAST_VEH 8.6 £ 0.3 min vs. M_CAST_PRO 7.1 £0.4
min, p < 0.05). However, a decrease of the latency to reach the cut-off limit was only
observed in gonadectomised male (Figure 6B, Student-¢ test, M_CAST_VEH 104 +
0.6 min vs. M_CAST_PRO 8.5+0.4 min, p<0.05). No influence of provera
treatment was measured on percentage of mice who reached the cut-off limit (Figure
6C, Fisher’s exact test, p > 0.05) neither on the slope (Figure 6D, Fisher’s exact test,
p > 0.05).
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Figure 5

Histograms illustrating the mean nociceptive threshold (A), latency to the maximal
nociceptive response allowed (B), percentage of mice who reach the maximal
response (C) and latency between the first jump and the maximal response (D) for
vehicle-treated male (M_SHAM: n=8), female (F_SHAM: n=20) and
gonadectomized mice (M_CAST: n=7; F_OVX: n = 8). Significant differences of
nociceptive threshold and tolerance are observed between groups (A-B). No
significant difference is observed in the percentage of mice reaching the cut-off limit
(C) and with the latency between the first jump and the maximal response (D). Data
are expressed as means £ SEM. Asterisk indicates statistical differences: **: p < 0.01,
**%: p <0.001, #*:p < 0.001.
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Figure 6

Histograms illustrating the mean nociceptive threshold (A), latency to the maximal
nociceptive response allowed (B), percentage of mice reaching the maximal response
(C) and latency between the first jump and the maximal response (C) for vehicle-
treated and provera-treated male (Vehicle: n = 8; Provera n = 8), female (Vehicle:
n=20; Provera: n=21) and gonadectomized mice (M_CAST_Vehicle: n=7;
M_CAST Provera: n=9; F_OVX_Vehicle: n=8; F_OVX_ Provera: n=238).
Significant differences of nociceptive threshold and tolerance are observed between
vehicle-treated and provera-treated groups (A-B). No significant differences were
observed in the percentage of mice who have reached the cut-off limit (C) and the
latency between the first jump and the maximal response (D). Data are expressed as
means + SEM. Asterisk indicates statistical differences: *: p < 0.05.
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2.2 Formalin test

In order to transpose these last results to another pain model, we compared
vehicle-treated mice to provera-treated mice during a formalin test. No differences of
nociceptive responses were observed using two-way ANOVA in any groups.
However, castrated male mice treated with provera showed an increase of nociceptive
behavior during the first phase of the formalin test. We then compared the mean
nociceptive score and the mean licking behavior expressed between 0-6 minutes of
the test. Provera-treated mice were compared to vehicle-treated mice using a non-
parametric Mann-Whitney test. In both case provera-treated animals showed a
significantly greater nociceptive responses compared to vehicle-treated one during
this first phase of the formalin test (Evaluation of the nociceptive score:
M_CAST_Vehicle 1.9+0.1 vs. M_CAST Provera 2.39+0.08, p=0.008;
Evaluation of the licking behavior: M_CAST Vehicle 130+25 sec vs.
M_CAST_Provera 225 £ 15 sec, p = 0.008).
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3. Discussion

The aim of this study was to evaluate the role of sex differences on pain
response evoked by a slow ramp thermal stimulation using the dynamic hot plate
(DHP) test in mice. Since it is well established that male and female often exhibit
different responses to nociceptive stimulus, it is of interest to determine if this method
is suitable to reveal sex differences in pain expression. In this study, female mice
showed a higher threshold and, a higher tolerance compared to male mice. These
results were quite surprising. In fact, females generally show lower thresholds than
males (Fillingim et al., 2009; Kuba et al., 2005). However, Leo et al. (2008) showed
that sex differences in mice are highly dependent of the type of the behavioral test
chosen. Surprisingly, we observed greater nociceptive responses in male mice
compared to their female counterparts. Gonadectomized animals from both sexes had
higher nociceptive thresholds compared to sham-operated mice. 3050 NS does not
seem to have an important influence on nociceptive behavior associated with the
DHP. Interestingly, provera had a hyperalgesic effect on nociceptive threshold in
castrated or sham-castrated male mice. These results in castrated male mice were

replicated in a formalin pain model.

Several factors could be involved in the perception of a thermal stimulus and
the nociceptive response associated. First, skin thickness has been described as an
important parameter to consider in thermal nociception assay (Tjolsen et al., 1991). It
is highly involved in heat transmission and in the speed of nociceptor activation
(LeBars et al., 2001; Tjolsen et al., 1991). It has been shown that male have ticker
skin compared to female mice and it seems to be hormono-dependent (Azzi et al.,
2005). Thicker skin could easily be associated with a longer diffusion rate and an
increased reaction time (Tjolsen et al., 1991). However, the response observed was
happening faster in male, which exclude this factor. On the other hand, the
microcirculation of the skin is an important determinant of pain transmission (LeBars
et al.,, 2001). It is known that, in situation of external heating, vasoconstriction

decrease the skin cooling whereas vasodilatation will facilitate the dissipation of heat
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(LeBars et al., 2001). The involvement of sex steroids on microcirculation could
explain part of our results. The binding of estrogen to its o-type receptors is known to
produce an increase of NO synthesis and release from the endothelium (Suzuki et al.,
2003). This action of NO, by increasing vasodilatation, could influence the heating
diffusion through the skin and the paw and increase the latency to a thermal
nociceptive stimulus (LeBars et al., 2001). Testosterone and DHEA also possess
vasodilatory properties (Suzuki et al., 2003). In counterpart, skin perfusion and
temperature are lower in females compared to males (Cooke et al., 1990; Vierck et
al., 2008). Finally, Vierck et al. (2008) have also suggested a preference of female
animals for heat, whereas males seem to prefer cold temperature. This observation
illustrates the difficulty to really compare basal thermal nociceptive threshold
between sexes, which are determined by numerous environmental and intrinsic

factors.

To determine which type of afferent fiber was primarily involved in this
nociception model, and to better characterize sex differences, capsaicin and DMSO
topical applications were used to sensitize C-type and Ad-type afferent fibers,
respectively (Tzabazis et al., 2005). Capsaicin, extracted from hot chilli peppers, is
often used in experimental pain studies to selectively activate C fibers (Caterina et al.,
1997). Capsaicin is a TRPV1 receptor-channel agonist producing excitation of a
subset of C-fibers projecting to the spinal cord (Caterina et al., 1997), it can be
injected or topically applied. While low concentrations of capsaicin topically applied
(10 mM) sensitize C-fibers, high capsaicin concentrations (150 mM) desensitize C-
fibers (McMullan et al., 2004; Tzabazis et al., 2005). Topic application or injection of
capsaicin induces a dose and time dependant hyperalgesia. It has been observed in
human and in animal studies that females are more sensitive to capsaicin than males
(Barrett et al., 2003; Fillingim et al., 2009). In agreement with these observations, our
results suggest a greater sensitization of C-fibers in females compared to males
(percentage of the baseline, student t test, F_SHAM: 2745 % vs. M_SHAM: 476,

p =0.0161). In addition, a slight involvement of Ad-fibers has been noted. However,
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the results obtained have not shown any specific effect of gonadal hormones on
capsaicin sensitization. These results are not completely in accordance with previous
results (Yalcin et al., 2009; Yeomans et al., 1996; Yeomans and Proudfit, 1996).
Since the heating slope is very slow, we could have expected a specific activation of
C-fibers (Yeomans et al., 1996; Yeomans and Proudfit, 1996). Furthermore, Yalcin et
al. (2009) confirmed this hypothesis and did not observe any influence of DMSO
sensitization of Ad-fibers. Nevertheless, the influence of DMSO application is
particularly small. We observed 7-27% reduction of nociceptive behavior with the

topical application of DMSO, compared to 53-73% effect of capsaicin application.

It is well known that sex steroid act on their nuclear receptor to alter gene
expression throughout the body (McEwen, 1991). However, the rapid action of
neuroactive steroids on membrane receptors of the peripheral and central nervous
system is also described. The allosteric modulation of GABAa receptor by
neuroactive steroids, particularly 3aSa-reduced metabolites, is pointed out in pain
modulation (Lambert et al., 2009). Their anti-nociceptive properties have already
been shown on several pain models (Aouad et al., 2009; Charlet et al., 2008; Poisbeau
et al., 2005). The mechanisms sustaining the sex difference of pain perception is
surely a very complex system involving a plethora of neurotransmitters and
neuropeptides. Sex steroid hormones, by their binding to nuclear receptor can alter
gene expression of receptors, enzyme neuromodulators and, thus, modulate the frail
homeostasis of the nervous system (McEwen, 1991). The 6-medroxyprogesterone
(MPA, Provera) was used in this experimentation to inhibit 30t50NS synthesis.
Provera is a common synthetic progestin used for post-menopausal hormone
replacement therapy and is used as contraceptive in women (Hapgood et al., 2004). It
acts on synthesis 3a5a NS by the inhibition of 3a-hydroxysteroid dehydrogenase (3a-
HSD)(Penning et al., 1985). We used the formalin test as a comparison point. The
formalin test is particularly known for its triphasic pain response (Dubuisson and
Dennis, 1977; Hunskaar et al., 1985; Sawynok and Liu, 2003). This test specifically

allowed the evaluation, within a single experimentation, of pain transmission and
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pain inhibition mechanisms (Dubuisson and Dennis, 1977; Gaumond et al., 2002;
Henry et al., 1999; Spooner et al., 2007). The first phase of the formalin test
represents the acute activation afferent c-fibers nociceptors (Dallel et al., 1995;
Sawynok and Liu, 2003; Shibata et al., 1989; Wheeler-Aceto and Cowan, 1991). The
interphase, located between the acute and the tonic phases, represents an active
inhibition of behavioral and electrophysiological responses to the formalin test driven
by both spinal and supraspinal controls (Henry et al., 1999; Matthies and Franklin,
1992). The precise mechanism underlying the interphase is still unknown, but we can
acknowledge the involvement of opioid, GABA, and glutamate receptors in this
inhibition (Coderre and Melzack, 1992; Gaumond et al.,, 2007; Kaneko and
Hammond, 1997). Finally, the early and late tonic phase (Spooner et al., 2007)
represents an inflammatory process and is inhibited by non-steroidal anti-
inflammatory treatment (Hunskaar et al., 1986b; Hunskaar and Hole, 1987). Another
hypothesis sustained an involvement of central sensitization on the pain response

during this phase(Sawynok and Liu, 2003).

Effects of provera on pain perception are not well established. In 1980, a
group observed analgesic effect of provera PO in advanced cases of cancer (Pannuti
et al., 1980; Sasagawa et al., 1989a; Sasagawa et al., 1989b). The same team have
carried out thermal and mechanical nociception test and found no evidence of
analgesic effect. However, they found indication for anti-inflammatory properties to

this compound (Pannuti et al., 1985).

We measured a hyperalgesic effect of provera in male mice (castrated or
sham-castrated). Considering the inhibition of 3a5aNS, which are described as
antinociceptive, the increased nociceptive response following provera treatment was
expected (Charlet et al., 2008). This effect was observed during the dynamic hot plate
test, but also during the first phase of the formalin test (in castrated mice only). In
both case, it represents a modulation of acute pain mechanisms. However, no

significant effect of provera was observed during the interphase or the second phase
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of the formalin test. These results are correlated with previous observations done in
male rats receiving finasteride, a Sa-reductase inhibitor. We measured, in these
finasteride-treated males, a decreased nociceptive threshold (hyperalgesia) to the
calibrated forceps test and an absence of effect during stress-induced analgesia
(Coulombe et al., 2011a). This effect, as observed in this experimentation, was more
important in castrated male compared to sham-castrated. These results suggest 1) that
3a5aNS are not involved equally in pain transmission and descending pain control
mechanisms, 2) the effect of 3a5aNS on acute thermal pain seems to derive from
intrinsic  organizational mechanism that is not altered by castration. This
organizational effect could be associated with neurotransmitter synthesis, modulation
of receptors expression, inhibition or stimulation of enzyme metabolism,

compensation by other hormones.

In any case, we should not search for a single explanation for the sex
difference observed here. In this type of pain model, it is important to consider the
multiple involvements of the nociceptor activation, the afferent fiber transmission,
and the supraspinal integration of the pain stimulus. The thermal stimulus produced
by the DHP can be seen as an inescapable pain testing paradigm, i.e. a low intensity
stimulus on a longer period of time (Lumb, 2002). It has been described that
escapable pain and inescapable pain are processed differently in the brain (Lumb,
2002). In fact, it has been described that escapable pain, produced by a brief
stimulation, is activating lateral column of periaqueductal gray (PAG, associated with
active coping) whereas inescapable pain, produced by a persistent stimulation, is
related to the ventrolateral PAG (associated with passive coping) (Lumb, 2002).
Moreover, Lumb et al. (2002) have suggested a differential activation of PAG area
dependent on the type of nerve fiber involved. Consequently, the long lasting
stimulation and the major activation of C-fiber associated with the DHP point us to an
inescapable type of pain producing passive coping, i.e. quiescence, bradycardia, and
hypotension. Interestingly, sex hormones significantly affect PAG areas involved in

aversive situation coping (Devall and Lovick, 2010). The difference of nociceptive
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behavior observed in this experimentation could thus likely result from a different

integration of nociceptive informations at a supraspinal level.

3.1 Conclusion

In conclusion, our DHP testing procedure was particularly efficient to reveal
sex-specific differences of thermal nociception in mice. Females responded to higher
temperatures compared to males, and their latency to reach the cut-off limit was
longer. In both sexes, the use of gonadectomized mice confirmed that sex hormones
play a role to regulate thermal nociceptive processes. This was further supported
while using the capsaicin model of peripheral sensitization that leads to similar
conclusions. An activational effect of gonadal hormones seems present, since
gonadectomized animals had higher thresholds and higher latencies compared to
sham-gonadectomized mice. Moreover, Ad- and C-fibers contribute to the
nociceptive response during the dynamic hot plate. At this stage, we cannot conclude
on which mechanisms this sex difference is produced. We can, however, hypothesize
that these mechanisms influence the integration of nociceptive messages at every
stage of the central nociceptive processing. Further studies will be needed to identify
the predominant structures involved in order to unravel the mechanisms underlying
these differences. With respect to the type of the pain stimulation, the integration in
the cortex, the hypothalamus, or the midbrain might be different (Keay and Bandler,
2002; Lumb, 2002). Differences in the integration circuit could be a lead in the
understanding of sex differences observed in this study considering the use of an
inescapable type of pain compared to standard hot plate, which involved mostly an

escapable type of pain.
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4. Experimental procedure
4.1 Animals

All mice C57B1/6j (Janvier, Le Genest St Isle, France) were kept in groups of
4 to 5 per cage. They were of the same sex and lived in an animal house facility under
a 12-hour light/dark cycle, a regulated temperature and hygrometry (20°C, 55%), with
ad libitum access to food and water. All experimentations were performed on adult
mice, 16-19 weeks of age, between 08:00 and 16:00. Male (M) and female (F) mice
were divided into 4 groups: male and female sham-operated (M_SHAM and
F_SHAM), castrated male (M_CAST) and ovariectomized female (F_OVX).

This study was conducted in accordance with European Union Directive
2010/63/EU (September 22, 2010) on the use of animals in research. All procedures
have been realized in authorized facilities under the responsibility of an officially-
recognized principal investigator (license n° 67-116 to PP from French ministry of
agriculture). Procedures were submitted, evaluated and approved by the regional ethic

committee for animal experimentation (AL/01/20/12/09).

4.2 Gonadectomy

Male and female C57BL/6j mice were bilaterally gonadectomized 10 weeks
after birth (2 weeks after their arrival) under ketamine/xylazine (87 mg/kg, 13 mg/kg,
IP) using standard surgical procedures (Coulombe et al., 2011b). For both sexes, a
control group of mice was sham-operated as described earlier (Coulombe et al.,
2011b). Mice were allowed to recover for 5 weeks after gonadectomy. During that
period, the animals were observed and weighted weekly. Animals were habituated to

manipulation and to the experimental apparatus one week before the testing day.

4.3 Dynamic hot-plate test (DHP) test

Animals were placed on a DHP (Bioseb, France) at a fixed temperature of 30

+ 0.1°C for 15 minutes in order to get them habituated to the testing apparatus. After
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this period, without further manipulation of the animal, the plate temperature
increases at a speed of 2°C/min to a maximal value of 46°C. This procedure was
immediately stopped if 10 jumps were observed in a block of 30 seconds (cut-off
limit) to minimize animal suffering. If possible, the temperature of 46°C was
maintained for a maximum duration of 5 minutes (cut-off latency) and this had no
consequence on tissue integrity of the tested mice. During each degree interval, we
scored escape behaviors (jumps) of mice. The presence or absence of licking
behavior, the number of feces produced during the habituation and the testing period,
the presence of jumping behavior during the habituation period, the gain or loss of
weight during the period between surgery and testing, or any physical particularities

were noted as observations.

4.4 Peripheral sensitization

Peripheral sensitization was triggered by topical application of capsaicin (10
mM, 50% ethanol:saline, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) or dimethyl
sulfoxide (DMSO, 100%, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France), with a Q-
tip, on the plantar surface of both hindpaws of mice. Each drug application had its
own control group, i.e. 50% ethanol:saline for capsaicin and saline 0.9% for DMSO.
Jumping behaviors were observed during the habituation period of animal who
received capsaicin (15 min, 30°C) in 50% of F_OVX, 89% of F_SHAM, 60% of
M_CAST and 100% of M_SHAM mice (p = 0.028).

Each mouse received the four conditions (50% saline:ethanol, capsaicin,
saline, DMSO) in four consecutive weeks. A week of rest was allowed between each
experiment to reduce the adaptation or sensitization associated with the dynamic hot
plate. Control situations were always done before experimental ones but the order of
treatment (capsaicin or DMSO) was randomized. In a cage housing five mice, two
mice began with the capsaicin treatment (control and then capsaicin), two mice began
with the DMSO treatment (control and then DMSQO) and one mouse had no treatment,

only repeated experiments.
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4.5 Inhibition of 3a5a-reduced metabolites

Provera treatment has been used to inhibit the synthesis of 3a5aNS by the
inhibition of 3a-hydroxysteroid dehydrogenase (3a-HSD)) (Belelli and Herd, 2003;
Penning et al., 1985). Mice were pretreated with provera (20 mg/kg, in olive oil, SC,
150 pL/25g), four times in a period of 7 days (on even days, and on the day of
experimentation, one hour before the beginning of the testing). Vehicle treated mice

received only olive oil 150 ul./25g, SC, on a similar scheme of injection.

4.6 Formalin test

The formalin test was used in order to compare our results with a well-known
nociceptive test. The mice were acclimatized to manipulations and to testing
apparatus in order to reduce the stress induced by the environment (15 min every day,
over 5 days) (Capone and Aloisi, 2004; Saddi and Abbott, 2000). All procedures were
performed on adult mice, 15-16 weeks of age, between 09:00 and 12:00 AM to

reduce any variation related to circadian rhythm.

Mice received a subcutaneous injection of 20 pL of 5.2% formalin (2% of
formaldehyde) into the plantar surface of the right hind paw. Immediately after the
formalin injection, the mice was placed in a Plexiglas box (30 x30x 30 cm)
surrounded by mirrors to allow observation of nociceptive responses. Animal tested
were of the same sex and were not allowed to see each other (Langford et al., 2006).
Mice were video-taped, one per box, 8 mice at the same time, for 1h and the
behaviors were noted using a home-developed data-processing program (Gaumond et
al., 2002). As previously described by Dubuisson & Dennis (1977) we weighted the

time spent in each of four behavioural categories:
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0 the injected paw is completely on the ground;
1 the injected paw has little or no weight placed on it;
2 the injected paw is raised;

3 the injected paw is licked or bitten.

The measurement of behaviors was divided in four phases (Coulombe et al.,
2011b) (phase 1: 0-6 min, interphase 9-18 min, phase 2a: 21-39 min and phase 2b:
42-60 min) and analyzed as four different events (Coulombe et al., 2011b). Video
analysis was done entirely by Coulombe MA. Statistical analysis compared the time

spent in licking behavior for each phases of the formalin test between each group.

4.7 Data Analysis

In all experiments, Gaussian distribution and normality of the data’s
distribution were evaluated by the Shapiro-Wilk normality test. Mean comparisons
were calculated using ANOVA or Kruskall-Wallis test (when data were not normally
distributed) and Bonferroni post-hoc test for selected pairs or Dunns post-hoc test for

selected pairs (when data were not normally distributed).

For the experimentation using topical application of capsaicin (CAPS) or
DMSO, the variation of pain threshold between control groups (CTRL) vs
CAPS/DMSO condition was determined by a two-tailed paired student-t test when
data were normally distributed, and by a two-tailed Wilcoxon ranked signed test for

matched pairs when data were not normally distributed.
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Avant-propos: J'ai participé activement a toutes les étapes de ce projet de recherche,
que ce soit l'écriture du protocole, les soumissions éthiques, les chirurgies, les
expérimentations comportementales, le prélevement des tissus, 1'analyse des données
et I'écriture du manuscrit. L'expression génique des sous-unités du récepteur GABA
et des cotransporteurs NKCC1 et KCC2 a été mesurée par Pr Lelievre. Les différents

coauteurs m'ont particulierement aidé en révisant et corrigeant le manuscrit final.

Résumé : L'implication des hormones gonadiques dans les mécanismes de
modulation de la douleur a été démontrée dans le passé (Gaumond et al., 2002, 2005).
L'objectif de cette étude était de déterminer l'implication des métabolites Sa-réduits
dans les mécanismes de modulation de la douleur. Lors de cette expérimentation,
I'effet des stéroides gonadiques sur I’amplitude de 1’analgésie induite par le stress
(AIS) a été évalué chez des animaux recevants du finasteride, un inhibiteur de la Sa-
réductase, ou le véhicule. Dans un premier temps, les résultats ont démontré une
amplitude d’analgésie beaucoup plus élevée chez les rats males en comparaison des
femelles, de méme que la variation d'analgésie chez les animaux gonadectomisés.
Dans un second temps, l'injection de finasteride, n’a produit aucun effet sur
I’analgésie induite par le stress chez les différents groupes d’animaux. Par contre, les
males, sham et castrés, injectés avec la finastéride ont présenté une réponse

nociceptive au test de la pince calibrée plus faible que les animaux ayant recu le
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véhicule. Ces résultats suggerent que les hormones gonadiques, mais pas leurs
métabolites, auraient un effet sur les mécanismes descendants de modulation de la
douleur. Cependant, ces derniers affecteraient la transmission nociceptive par un
mécanisme vraisemblablement spinal et sexe dépendant. De plus, une altération de
I'expression génique des sous-unités composant le récepteur GABA, est présente
dans la moelle épiniere et le tronc cérébral. Cette étude a €t€ I'une des premieres qui
s'est intéressée a la présence ou l'absence des neurostéroides dans les mécanismes de
modulation de la douleur. De plus, la différence d'implication des neurostéroides lors
de la transmission de 1'information nociceptive était décrite pour la premiere fois. Ce
résultat est particulicrement important considérant que le role des neurostéroides dans

la douleur est généralement étudié chez les males uniquement.
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Abstract

Sex differences in pain perception and analgesia are described by both clinical and
pre-clinical research. Previous observations strongly suggested the involvement of
gonadal hormones on stress-induced analgesia and pain modulation mechanisms. It is
however unclear which of gonadal hormones or their metabolites are responsible for
these effects. Both are involved in pain/stress conditions and potential effectors in
pain modulation. The aim of this study was to evaluate the relationship between
gonadal hormones and neurosteroids in the shaping of nociception and especially
swim stress-induced analgesia (SSIA). Gonadectomized and sham-gonadectomized
male and female Sprague Dawley rats were stressed using a forced swim of 10
minutes at 22°C. Finasteride, a 5o-reductase inhibitor, was injected SC to inhibit the
synthesis of 3a5a-reduced metabolites. Nociceptive thresholds were measured with
calibrated forceps. Results showed that 1) Male rats had greater SSIA compared to
females. Male gondectomy decreased SSIA's amplitude. 2) Finasteride pretreatment
did not influence SSIA's amplitude in any group. 3) However, finasteride injections
decreased the basal nociceptive threshold of gonadectomized and sham-
gonadectomized male rats. In conclusion, our findings suggest that descending pain
modulation systems are mainly influenced by androgens with no significant effect of
3a5a-reduced metabolites. However, Sa-reduced metabolites seem to finely tune
nociceptive thresholds. These steroids are likely to be involved in the acute response

to pain, in a sex-specific manner.

Key words: Nociception - Stress-Induced Analgesia - Sex - Neurosteroids -

Finasteride
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1. Introduction

Pain modulation controls have been shown deficient in several idiopathic pain
syndromes such as tension-type headache, temporomandibular joint (TMJ) pain, pain
symptoms in chronic fatigue syndrome, atypical trigeminal neuralgia, irritable bowel
syndrome and fibromyalgia syndrome (Cathcart et al., 2010; Julien et al., 2005; King
et al., 2009; Leonard et al., 2009; Meeus et al., 2008; Seifert et al., 2009). Among
these pathologies, chronic tension-type headache, facial pain, TMJ pain and
fibromyalgia syndrome, are of higher prevalence in women (Johansson et al., 2003;
McNally et al., 2006; Rasmussen, 1993; Rieder et al., 1983; Riley et al., 2001;
Sandler, 1990; Stovner et al., 2007). Sex differences in pain perception and analgesia
are also well described by both clinical and pre-clinical studies (Craft, 2003;
Fillingim et al., 2009; Mogil, 2012). In fact, women have generally lower pain
thresholds and lower pain tolerance than men (LeResche et al., 2003; Riley et al.,
1998; Romero and Bodnar, 1986; Wolfe et al., 1995). This sex dimorphism is also
observed in the pain modulatory system (Quiton and Greenspan, 2007; Romero and

Bodnar, 1986; Staud et al., 2003).

It is known that descending modulation of pain can be triggered by a noxious
stimulation, a stressful situation, physical exercise, or a placebo effect (Fillingim et
al., 2009). Swim stress-induced analgesia (SSIA) is often used to study pain
modulation systems in rodents. Two types of SSIA have been described: naloxone
sensitive (opioidergic SSIA), and naloxone insensitive (non-opioidergic SSIA,
inhibited by NMDA receptor antagonist) (Marek et al., 1991; O'Connor and Chipkin,
1984). There 1s a clear relation between stress intensity and the neurochemical nature
of the reported analgesia (Mogil et al., 1996). It is generally accepted that higher

stress is related to a non-opioidergic analgesia.

Circulating steroids and sexual dimorphisms of the central nervous system
have been identified as potential factors contributing to the sex differences in pain

responses, pain modulation systems and the prevalence of some chronic pain
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conditions in women (Aloisi, 2003; Aloisi and Bonifazi, 2006; Craft et al., 2004;
Gaumond et al., 2002; Gaumond et al., 2005; Kuba and Quinones-Jenab, 2005; Mogil
and Belknap, 1997). Sex steroids are produced by the gonads but can also be
synthesised by the central nervous system (Corpechot et al., 1981). They regulates the
transcription and the expression of receptors or ion channels through their binding to
nuclear receptors (Cyr et al., 2000a; Cyr et al., 2000b; D'Souza et al., 2003; Truss and
Beato, 1993). However, sex hormones may also act as neuroactive steroids (NS)
influencing neuronal excitability through fast membrane-mediated actions (Schlichter
et al., 2006). By modulating neuronal excitability and neurotransmission in the
nociceptive system, they are likely to control nociceptive integration and pain
responses (Belelli et al., 2006; Fillingim et al., 2009; Keller et al., 2004; Poisbeau et
al., 2005).

Several NS potentiate and activate membrane-bound receptor-channels in
neurons. 3oaSo-reduced steroids (3a50NS) can be synthesized from progesterone
(THP:  allopregnanolone; THDOC: allotetrahydrodeoxy-corticosterone)  or
testosterone (o-diol: allotetrahydrotestosterone) (Schlichter et al., 2006). These
steroids are mainly known to be potent positive allosteric modulators of GABA4
receptor-channels. Furthermore, they were shown to have antinociceptive and
analgesic properties after systemic, intrathecal, and intra-cerebro-ventricular

injections (Charlet et al., 2008; Frye and Duncan, 1996; Frye et al., 1996).

An increased synthesis of endogenous 3a5oNS was demonstrated in
inflammatory and neuropathic models of pain (Patte-Mensah et al., 2006; Poisbeau et
al., 2005). Production of 3a5aNS was also associated with tonic inhibition in the
spinal cord leading to a decrease of pain symptoms in the carrageenan model of
inflammatory pain (Poisbeau et al., 2005). It is interesting to note that other stressful
conditions, such as forced swim stress, has been associated to a rapid and massive

increase of 3a5aNS concentration in the brain and plasma (Purdy et al., 1991).
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In the present study, we evaluated the contribution of sex hormones and
3a5aNS in nociceptive responses and descending inhibitory controls of pain using a
forced swim stress paradigm and mechanical threshold measures. In addition, the
expression of specific GABA, receptor subunits was characterized in these animals
in order to understand the sex differences in pain perception and the contribution of

gonadal hormones in these variations.
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2. Methods
2.1 Animals

Sprague Dawley rats (Janvier, Le Genest St. Isle, France) were used in this
study. Rats were housed in groups of four (same sex and same hormonal condition) in
environmentally controlled facility (22°C, 55% of relative humidity, 12/12h
light/dark cycle) with ad libitum access to food and water. Rats were acclimatized for
at least one week to handling and to the experimental apparatus before the testing
period to reduce the stress brought by the environment (Abbott et al., 1986; Capone
and Aloisi, 2004). All experiments were performed on 12 week-old rats, between
09:00 and 14:00 to reduce any variation related to circadian rhythm. All procedures
were performed in accordance with European committee council directive of
September 22, 2010 (2010/63/EU). Legal authorization to conduct the experiments
has been obtained from the French Department of Agriculture (License number 67-
116 to PP) and procedures were approved by the regional ethic committee
(AL/10/29/12/09). All efforts were made to minimize the number of animals used and

their possible suffering.

2.2 Gonadectomy

Females were bilaterally ovariectomized 8 weeks after birth (2 weeks after
their arrival) under isoflurane anesthesia (3% in O,) using a standard surgical
procedure. Both sides of the back were shaved, between hips and thoracic cage, and
disinfected with ethanol 70%. The skin was desensitized with topical lidocaine 0.5%.
A half-centimeter incision was made through the skin, connective tissue and muscle
layer. The ovary, associated fat pad, Fallopian tube and upper uterine horn was
exteriorized. The upper uterine horn and the blood supply vessel were clamped for a
minute and then the ovary was cut and discarded, leaving the uterus intact. For sham
ovariectomy, the ovary, associated fat pad, Fallopian tube and upper uterine horn
were exteriorized and then returned to the peritoneum. The muscle wall and skin was
sutured independently and bupivacain (250 cc) was subcutaneously injected around

each incision. Males were castrated gonadectomized 8 weeks after birth (2 weeks
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after their arrival) under isoflurane anesthesia (3% in O,) using a standard surgical
procedure. The scrotal area was shaved, disinfected with ethanol 70% and
desensitized with topical lidocaine 0.5%. A one-centimeter transverse incision was
made at midline scrotum. Both testes were exteriorized with the epididymis and the
associated fat pad. The tubules were tied tightly with silk suture. Tissue below the
knot (testes, epididymis and fat pad) was cut and discarded. For sham orchidectomy,
the testes were exposed but not exteriorized and the incision was sutured. A 4-week
period was allowed for recuperation from the surgery and elimination of any possible
remaining sex hormones stored in fat. During that period, the animals were daily

observed and regularly weighted to monitor their good health.

2.3 Behavioral testing
2.3.1 Drugs

Finasteride was used to inhibit the production of Sa-reduced NS (Finn et al.,
2006). Rats were pretreated with finasteride (50 mg/kg: 10% v/v ethanol in olive oil,
SC) or vehicle (10% v/v ethanol in olive oil, SC), four times in a period of 7 days (on
even days, and on the day of experimentation, one hour before the beginning of the
testing). In order to characterize the nature of the forced swim stress (opioidergic or
non-opioidergic), naloxone (2 mg/kg in saline 0.9%), MK-801 (0.1 mg/kg in saline
0.9 mg/kg) or saline (0.9%) was injected IP in intact male and female rats before the

experimentation.
Animals were divided into four groups: vehicle (VEH) or finasteride (FIN)
treatment, sham-gonadectomized female (Fsy); sham-gonadectomized male (Mgp);

gonadectomized female (Fgx); gonadectomized male (Mgx).

2.3.2 Mechanical nociceptive threshold

Calibrated forceps (Bioseb, Chaville, France) were used to measure
mechanical nociceptive threshold. Rats were previously acclimatized to be loosely

restrained in a towel. An increasing force was applied using the calibrated forceps on
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each hind paw. The pressure producing a withdrawal of the paw corresponded to the
nociceptive threshold value. This manipulation was performed three times on each

paw and the values were averaged.

2.3.3 Swim stress protocol

The forced swim stress was carried out in a cylindrical opaque plastic
container (height: 82 cm; lower diameter: 36 cm; upper diameter: 45 cm). Escape
from the container was impossible. Water temperature was monitored carefully by the

experimenter and maintained at 22°C.

Baseline threshold was obtained one hour after the injection of
finasteride/vehicle (one hour before the forced swim). One hour following the
baseline threshold, rats were placed in the swimming area (22°C) for 10 minutes. At
the end of the swim period, rats were removed from the water, dried with a towel, and
placed in a cage lined with paper towels to dry off. Mechanical thresholds were tested

3,10, 40, 70 and 180 minutes after the end of the swim stress procedure.

2.4 RNA extraction and quantification of gene expression by real-time PCR

In a separated experimentation, four animals of each group (Fsy; Msu; Fox;
Mgx) were used for quantitative PCR (polymerase chain reaction). Animals were
sacrificed by decapitation; brainstem and lumbar spinal cord were collected and fast
frozen on dry ice. Total RNA was extracted from these tissus according to a protocol
derived from the original procedure of Chomczynski and Sacchi (1987), consisting of
two independent total RNA extractions separated by a DNAse I treatment (DNA-
free™ kit, Ambion), as previously described in detail (Chomczynski and Sacchi,
1987; Lelievre et al., 2002). RNA quality and concentration were assessed by
spectrophotometry and capillary electrophoresis on RNAstdsens biochips using
Experion™ apparatus, according to the manufacturer’s instructions (Biorad). Total
RNA (800 ng) was subjected to reverse transcription using the Iscript™ kit from

Biorad. Negative controls (samples in which reverse transcriptase was omitted) were
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individually amplified by PCR using the different primer sets used in the present

study to ensure the absence of genomic DNA contamination. To specifically amplify

mRNA encoding various rat proteins, we designed the specific primer sets (sense and

antisense respectively) using Oligo6.0 and M-fold software for GABA4 receptor (9,

Y) and chloride cotransporter (NKCC1 and KCC2). Primer sequences are given in

Table 1.
Genes Primer Sequences Amplicon . Spanning NBCI
(sense and reverse, respectively) (bp) regions Access
GABA, o 5’-GCTGCCCTGGTGGAGTATG -3’OH 96 1016-1102 ¢ NMO017289
5’- CCTTGGCTTCGTGACCTTGAC-3’OH
GABA, v 5’-AGGTCATGGAGGCTGTATCA -3’OH 109 694-806 NM183327
5’-TCAGATCAAAGTACACGGACA -3’OH
NKCC1 5'- GGGCCTCCTCACACGAAGAA -3'OH 91 2047-2138 NMO019229
5' TGAGGAGCCGAGGGTACTTCA - 3'OH
KCC2 5’-ACTACAGCTGGCCACCTCGC -3'OH 86 2507-2593 NM134363
5’-ATGCTGCCCTCAGAGAAACGC -3’0OH
HPRT 5’-TGGTGAAAAGGACCTCTCGAA-3’OH 99 637-727 NMO013556
5’-TCAAGGGCATATCCAACAACA-3’OH

Table 1

Sequences of oligonucleotidic primers and their theoretical spanning regions of
published genes from NCBI database used in the quantitative PCR. Quantification of
the relative expressions of the above genes of interest was made using HPRT, that
was found to remain highly stable among the different treatments, and was
subsequently used as standard for quantification.
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2.5 Data analyses
All statistical analyses were done using GraphPad Prism version 5.04 for

Windows (GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com).

2.5.1 Baseline thresholds

Since all our samples were normally distributed (Shapiro-Wilk normality test),
one-way ANOVA was used to compare means followed by Bonferroni post-hoc test

to compare selected pairs (Msy vs. Fsy; Mgy vs. Mgx; Fsu vs. Fox; Fox vs. Mgx).

2.5.2 Measures of analgesia

Post-swim analgesia was expressed as a percentage of the maximum possible
effect (%MPE), as calculated by the formula: %MPE = (postswim threshold -

baseline threshold)/(maximal possible response - baseline threshold) x 100.

Time course of the analgesia was evaluated using a two-way ANOVA.

Analgesia peaks were compared as means.

2.5.3 RNA quantification

Gene expression was quantified relatively to HPRT gene. Every measure was
quantified in duplicate. Means were compared using one-way ANOVA followed by

Bonferroni post-hoc test for the same pairs.
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3. Results
3.1 Characterization of the forced swim stress

The analgesia induced by the forced swim stress was inhibited by MK-801 but
not by naloxone (Fig.1).

3.2 Involvement of gonadal hormones in the setting of nociceptive threshold

The mechanical nociceptive threshold of Mgy and Fgx was significantly
higher compared to Fsy rats (Fig. 2A, Mgu: 373 £5 g vs. Fsu: 260 +5 g, p < 0.0001;
Fox: 325 £5 g vs. Fsp: 260 £5 g, p < 0.0001). In gonadectomized males, nociceptive
threshold was decreased compared to SHAM males (Fig.2A, Mgy: 373 £5 g vs. Mgx:
346 £9 g, p<0.05) and was not different from gonadectomized females thresholds
(Fox: 325 £5 g vs. Mgx: 346 £9 g, p > 0.05).

3.3 Contribution of gonadal hormones in SSTA

Time course of mechanical nociceptive thresholds were compared for the
sham-operated and gonadectomized rats (Fig.3). Our results, expressed as maximal
possible effect (%MPE), indicate that Mgy had greater SSIA compared to Fsy rats
(Msnu: 20 £2 % vs. Fsg: 10 £2 %, p < 0.001). Male gonadectomy decreased the SSIA
compared to SHAM males (Mgy: 20 £2 % vs. Mgx: 12+£2 %, p < 0.001). Although
not significant, a trend shows a slight increase of the SSIA in gonadectomized rats

(Fgx) compared to Fsy rats (Fsg:10 £2 % vs. Fgx: 15 =2 %, p > 0.05).

3.4 3a5a-reduced steroids setting of nociceptive threshold and of SSTA
Involvement of 3a5a-reduced metabolites on basal nociceptive threshold was
measured using finasteride-treated rats. Nociceptive thresholds were measured with
the calibrated forceps (Fig.4). Statistically significant differences were observed
between finasteride-treated and vehicle-treated males (gonadectomized and SHAM-
gonadectomized) (Figure 4 A, Msy: VEH 373 +£5 g vs. FIN 340 +2 g, p < 0.01; Mgx:
VEH 346 +9 g vs. FIN 323 +7 g, p <0.01). In all cases, finasteride-treated rats had

decreased mechanical nociceptive thresholds compared with vehicle-treated animals.
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Involvement of 3aSa-reduced metabolites on the amplitude of SSIA was
measured after seven days of finasteride treatment. Analgesia induced by the swim
stress was evaluated as maximal possible effect (%MPE). No significant difference

was observed in any comparison between the groups (Figure 5).

3.5 Expression of GABA 4 receptor subunits and of chloride co-transporter genes
in the spinal cord and the brainstem

Expression of NKCC1, KCC2 and GABA, receptor delta and gamma subunit
genes was quantified in the rat spinal cord and brainstem. Relative gene expression of
every group was compared using one-way ANOVA test followed by a Bonferroni
post-hoc test for selected pairs (Msy vs. Fsy; Msy vs. Mgx; Fsu vs. Fox; Fox vs.

Mgx).

Quantification of transcripts for the & subunits of GABA, receptors in the
spinal cord showed that its expression was highly dependent on the hormonal status.
Increased mRNA levels were also seen in gonadectomized animals (Figure 6A, Fsy:
0.0081 £0.0004 vs. Fgx: 0.0141 £0.0009, p <0.0001; Mgsy: 0.0077 +£0.0002 vs.
Mgx: 0.0108 +0.0008, p <0.05). Expression of Yy subunits constituting most of
GABA, receptors in the spinal cord was not affected by gonadectomy (Figure 6B).
As illustrated in Fig.6C, these modulations resulted in a increase of the delta/gamma
ratio for spinal GABA, receptors in gonadectomized females compared to SHAM
females (Figure 6C, Mgy: 1.21 £0.05 vs. Fsu: 1.11 £0.05, p > 0.05; Mgp: 1.21 £0.05
vs. Mgx: 1.6 0.1, p>0.05; Fsg: 1.11 £0.05 vs. Fgx: 2.0£0.1, p<0.001; Fsx:
2.0£0.1 vs. Mgx: 1.6 £0.1, p > 0.05). In the brainstem, expression of the & subunit
was increased in gonadectomized females but decreased in Mgx compared to their
sham-operated counterparts (Figure 6D, Mgy: 0.045 +0.004 vs. Mgx: 0.019 +0.002,
p > 0.05; Fsg: 0.0052 +0.0008 vs. Fgx: 0.08 £0.02, p <0.01). A strong difference
was also noted between gonadectomized males and females (Fgx: 0.08 £0.02 vs.

Mgx: 0.019 £0.002, p <0.01). As for the spinal cord, y subunit expression in the
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brainstem was not different between groups (Figure 6E). These modulations resulted
in an increased delta/gamma ratio for Fgx and Mgy compared to females, and in a
decreased ratio for Mgx compared to Fgx (Figure 6F, Mgy: 2.6 £0.4 vs. Fsu:
0.37 £0.06, p < 0.05; Mgn: 2.6 £0.4 vs. Mgx: 0.95 £0.07, p > 0.05; Fsu: 0.37 £ 0.06
vs. Fgx: 4.2 £0.7, p <0.001; Fgx: 4.2 £ 0.7 vs. Mgx: 0.95 £0.07, p < 0.001).

Expression of chloride co-transporters NKCC1 and KCC2 gene transcripts
was modulated by the hormonal status of the animals. NKCC1 genes was found to be
slightly increased in gonadectomized rats compared to sham-operated animals in the
spinal cord (Figure 7A, Mgu: 0.095 £0.007 vs. Mgx: 0.21 £0.02, p < 0.0001; Fsu:
0.123 £0.007 vs. Fgx: 0.171 £0.008, p < 0.05) but not in the brainstem (Figure 7D,
Msu: 0.08 £0.01 vs. Mgx: 0.09 £0.02, p>0.05; Fsu: 0.055+0.009 vs. Fgx:
0.10 £0.01, p > 0.05). Males had a decreased expression of KCC2 in the spinal cord
compared to females (Mgy: 0.59 £0.02 vs. Fsy: 0.94 £0.05, p<0.001) or to
gonadectomized males (Msy 0.59 £0.02 vs. Mgx 0.95 +0.07, p < 0.001). However,
no variation of KCC2 across groups has been found in the brainstem (Figure 7E). As
a result, the NKCC1/KCC2 spinal cord ratio increased in both gonadectomized
groups (Fig.7C). This change was not observed in the brainstem (Figure 7F).
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Figure 1: Sex-specific differences in swim stress induced analgesia

Swim-stress induced analgesia (SSIA), expressed as a percentage of the maximal
possible effect, after a 10 min swim at 22°C, in male and female rats submitted to a
mechanical stimulation. A) The SSIA was inhibited by MK-801 but not by naloxone
in female rats, measured with the calibrated forceps. B) The SSIA was inhibited by
MK-801 but not by naloxone in male rats. Data are expressed as means + SEM.
Statistical analysis consisted of a two-way ANOVA followed by a Bonferroni post-
hoc test for selected pairs. Symbols indicate statistical significance while comparing
saline and MK-801 conditions (*). Significance code, *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***;

p<0.001
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Figure 2. Gonadal hormones influences on mechanical nociceptive thresholds

Nociceptive mechanical threshold measured with the calibrated forceps for different
groups of rats: sham-operated males (Mgy) and females (Fsy), gonadectomized males
(Mgx) and gonadectomized females (Fgx). Data are expressed as means + SEM.
Statistical analyzes were done using a one-way ANOVA followed by a Bonferroni
post-hoc test for selected pairs. Asterisks indicate statistical significance: *: p < 0.05;
**%: p <0.001.
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Figure 3: Impact of the hormonal status on SSTA

A. Time course of the mechanical nociceptive threshold before and after forced swim
stress in the different groups of rats: sham-operated males (Mgsy) and females (Fsp),
gonadectomized males (Mgx) and gonadectomized females (Fgx). Gray line
represents the swim stress. B. Analgesia illustrated as maximal possible effect
(%MPE), 10 minutes after the swim stress procedure. Data are expressed as
means + SEM. Curves were analyzed using a two-way ANOVA, followed by a
Bonferroni post-hoc test for selected pairs. Histograms were analyzed using a one-
way ANOVA, followed by a Dunn’s post-hoc test for selected pairs. *: p < 0.05; **:
p <0.01; ***: p < 0.001
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Figure 4: Neurosteroid contribution to the setting of nociceptive threshold

Basal nociceptive thresholds measured with calibrated forceps were evaluated in
finasteride-treated and vehicle-treated rats. Data are expressed as means + SEM. **:
p <0.01; *: p<0.05.
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Figure 5: Neurosteroids and SSIA

Analgesia measured with the calibrated forceps, presented as maximal possible effect
(%MPE), measured 10 minutes after the swim stress. Rats were pre-treated with
finasteride (white bars) or vehicle (black bars). No significant difference was
observed. Data are expressed as means + SEM.
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Figure 6

Relative expression and expression ratio of delta and gamma subunits composing
GABA receptors in the spinal cord (A-B-C) and in the brainstem (D-E-F). Data are
expressed as means + SEM. Statistical analyses were done using a one-way ANOVA
followed by a Bonferroni post-hoc test for selected pairs. *: p < 0.05, **: p < 0.01;
*k: p <0.001, ¥*¥*%*: p < 0.0001.
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Figure 7

Expression and expression ratio of NKCC1 and KCC2 gene transcripts in the spinal
cord (A-B-C) and in the brainstem (D-E-F) of sham-operated (black, grey bars) and
gonadectomized (white bars) male (M) and female rats (F). Data are expressed as
means + SEM. Statistical analyses were done using a one-way ANOVA followed by
a Bonferroni post-hoc test for selected pairs. *: p < 0.05, **: p < 0.01; ***: p < 0.001,
*HEE p < 0.0001.
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4. Discussion

This study aimed to evaluate the role of sex hormones and Sa-reduced
metabolites on nociceptive thresholds and SSIA. Using the calibrated forceps test, we
observed that males have a higher mechanical nociceptive threshold compared to
females. Female's gonadectomy increased the nociceptive threshold whereas male's
gonadectomy decreased it. These observations allowed us to confirm previous results
indicating that hormones produced by ovaries are associated with hyper-nociception,
whereas hormones released by testes induce hypo-nociception (Gaumond et al., 2002;
Gaumond et al., 2005). Our present results indicate that gonadal hormones are
important in the regulation of SSIA. Male rats have greater analgesia compared to
female rats. Moreover, male castration strongly decreased the amplitude of SSIA.
These results suggest that male gonadal hormones (mainly testosterone) are major
players in this phenomenon. Finally, inhibition of the Sa-reductase did not altered the
amplitude of SSIA. However, it seems to be involved in acute pain threshold in a sex-

dependant way.

The paradigm of SSIA used in this study was first described to stimulate
steroidogenesis. The increase of several Sa-reduced metabolites, in the plasma and
the brain, was clearly described previously (Purdy et al., 1991). We determine that
this 10 min swim stress at 22°C produces a non-opioid analgesia both in male and

female rats.

The main result of this experiment was the clear implication of male gonadal
hormones on pain threshold and SSIA. This was not unexpected because sex
hormones have receptors throughout the central nervous system and many links can
be found between receptors localization and pain mechanisms. Testosterone, which
seems to play an important role in SSIA variations, has been described as
antinociceptive during acute and inflammatory pain (Aloisi et al., 2004; Gaumond et
al., 2002; Gaumond et al., 2005). However, its involvement in pain descending

control is less obvious. As mentioned earlier, testosterone can bind nuclear AR but it
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can also act through membrane receptors as NS. Testosterone has been described as a
positive modulator of GABA, receptor and a negative modulator of SHT3 receptor
(Dubrovsky, 2005; Rupprecht and Holsboer, 1999; Rupprecht, 2003; Wetzel et al.,
1998). It is important to consider that testosterone may also act through its
aromatization to estradiol or by its metabolism to dihydrotestosterone or 3o-

androstanediol.

Several hypotheses can be raised to explain our results with regards to the
multiple targets of testosterone. First, we cannot exclude a possible binding and
allosteric modulation of testosterone to GABA, receptors. GABAergic interneurons
are well known to decrease nociceptive information in the spinal cord through the
inhibition of afferent fibers. In contrast, the recruitment of GABAergic neurons in the
brainstem produces a global pronociceptive effect (Behbehani et al., 1990; Gilbert
and Franklin, 2001; Koyama et al., 1998). Considering that testosterone is described
as a positive modulator of GABA, receptor function (i.e. which would have resulted
in a weaker analgesia), it is unlikely to be a critical modulating factor on SSIA. A
second hypothesis is associated with the binding of testosterone to the SHT3 receptor.
Serotonin (SHT) is an important player in pain inhibition and facilitation. Antagonism
of SHTj3 receptors has shown to decrease formalin-associated behavior (Sufka and
Giordano, 1991), decrease neuropathic pain in humans (Chen et al., 2009) and a
preliminary study indicated that tropisetron produced clinical improvement of
fibromyalgia syndrome (Papadopoulos et al., 2000). The pronociceptive effect of
SHT3 seems to be associated with its localization on peptidergic primary afferents
(Conte et al., 2005), but also with its implication in descending facilitation
mechanisms (Asante and Dickenson, 2010). If we consider testosterone as a negative
modulator of SHTj; receptors, knowing that SHT3 receptor is involved in descending
facilitation, we could easily suggest that the binding of testosterone to SHT3 receptors
resulted in an inhibition of the descending facilitation, leading to a greater analgesia

as observed in intact males compared to castrated males.
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Male gonadal hormones have been suggested to act on steroidogenesis
through the modulation of enzymatic expression in the nervous system. In fact,
castration of male rats induced an increase of immunoreactive cells expressing So-
reductase in the anterior pituitary, but had no effect on 3a-HSD in the spinal cord
(Coirini et al., 2002; Yokoi et al., 1996). We used injections of finasteride, a Sa-
reductase inhibitor for both type 1 and type 2 isosymes, in order to inhibit 3a5aNS
synthesis (Azzolina et al., 1997). This compound acts as a potent inhibitor of 5a-NS
synthesis and leads to an increase in precursor level (Higashi et al., 2008; Mukai et
al., 2008). Finasteride treatment has been previously validated in other models of
steroidogenesis (Coulombe et al., 2012). However, this treatment had no effect on
SSIA in any of our groups. These results strongly suggest that 305aNS are not
significantly involved in SSIA induced by our experimental conditions. It is
important to consider that systemic finasteride injections can alter gonadal, adrenal
and hypophyseal hormones. In fact, it has been observed in a clinical study that
finasteride treatment (PO Smg/day) increased testosterone levels and decreased FSH

and LH serum levels (Uygur et al., 1998).

To further investigate the molecular mechanisms involved in these results, we
have quantified GABA, receptor subunits and chloride co-transporters. These
receptors are both contributing to the efficacy of inhibitory controls relying on
chloride homeostasis. An impairment of chloride gradients, due for example to the
down regulation of spinal KCC2 chloride exporters, has been demonstrated to
account for neuropathic pain symptoms in animal models (Coull et al., 2003; Ferrini
et al., 2013). The expression of delta subunit containing GABA, receptors is also a
critical determinant of brain inhibition considering their location at extrasynaptic sites
and their exquisite sensitivity to steroids (Maguire et al., 2005; Stell et al., 2003).
Changes in the expression of GABA, subunit 8 was were observed between our four
groups in the spinal cord and the brainstem. This variation was also observed by other
teams (Biggio et al., 2006; Gonzalez-Flores et al., 2004; Maguire et al., 2005).

However, none of them could specifically explain the effect of gonadal hormones or
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the effect of 3a50NS on nociceptive threshold in intact and castrated males. This
result sustains a neuronal plasticity associated with the hormonal status (gonadectomy
of male and female rats, as well as the dimorphism between male and female).
However, this neuronal plasticity cannot explain our results and lead us to the
conclusion that the effect of hormonal status on pain transmission and pain

modulation is driven by the activational effect of these hormones.

S. Conclusion
We suggest here that 305aNS do not affect significantly the efficacy of pain
inhibitory control in this model of SSIA. However, we observed that pain thresholds
measured with the calibrated forceps were decreased in males (gonadectomized and
sham-gonadectomized) treated with finasteride. These results showed that 305aNS
act differently on pain transmission mechanisms in males and females. In overall, it
seems that 3a50aNS do not have the same influence on pain transmission compared to

descending pain modulation.
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Progesterone withdrawal effect on descending modulation of pain involves

neurosteroids

Auteurs de P’article: Marie-Andrée Coulombe, Isabelle Gaumond, Vincent Lelievre,

Pierrick Poisbeau, Serge Marchand.

Statut de P’article: soumis a Pain le 28 février 2013

Avant-propos: J'ai participé activement a toutes les étapes de ce projet de recherche,
que ce soit l'écriture du protocole, les soumissions éthiques, les traitements
hormonaux, les expérimentations comportementales, le prélevement des tissus,
I'analyse des données et 1'écriture du manuscrit. L'expression génique des sous-unités
du récepteur GABAA et des cotransporteurs NKCC1 et KCC2 a été mesurée par Pr
Lelievre. Prs Marchand et Poisbeau, de méme qu’l. Gaumond, m'ont particulierement

aidé en révisant et corrigeant le manuscrit final.

Résumé : De plus en plus, la communauté scientifique parle de I'importance des
variations d’hormones sexuelles plutot que de leur présence a I’état stable. La phase
lutéale est un moment du cycle menstruel ol la progestérone est en forte
concentration et chute subitement a un état de faible concentration. Ce moment
particulier a été pointé dans plusieurs expérimentations mettant en relation le cycle
menstruel et les mécanismes de contrdle descendants de la douleur (MCDD). Dans
I'article précédent, I’implication des stéroides et des neurostéroides dans les MCDD a
été évalué a I’état stable seulement, cependant, il est possible que ceux-ci ne soient
influents qu’en situation dynamique. Cette étude avait pour objectif d'étudier cet état
hormonal dynamique en comparant le retrait de progestérone a un état contrdle, de
méme que 1'évaluation du role des métabolites Sa-réduits dans cet état. Les résultats

ont démontré qu'en effet, lors d'un retrait de progestérone, il y avait une diminution de
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la capacité a recruter les MCDD. Ceux-ci pouvaient étre rétablis par un pré-traitement
avec de la finastéride qui empéchait la production, et du méme coup, la fluctuation,
des métabolites 3aSa-réduits. Ceci suggérait fortement I'implication des
neurostéroides dans cette diminution des capacités d'analgésie chez ces femelles.
D'autre part, il a aussi été démontré que cette chute de progestérone était associée a
une plasticité des sous-unités composant les récepteurs GABA, dans la moelle
épiniere et le tronc cérébral. En conclusion, I'implication du cycle menstruel dans la
perception de la douleur chez les sujets sains, mais aussi chez les sujets atteints de
pathologies douloureuses, est d'un grand intérét. Cette étude a permis de pousser plus
loin les hypotheses sur ces altérations de perceptions douloureuses chez ces sujets,

suggérant de nouveaux mécanismes d'action liés a ce phénomene.
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Abstract

Symptoms of several pathologies are exacerbated during the perimenstrual phase. We
previously demonstrated that sex hormones have a great influence on inhibitory
descending controls. Neurosteroids are also involved in facilitatory descending
controls. Since both inhibitory and facilitatory pain modulation system are closely
related, the aim of this study was to evaluate the involvement of progesterone
withdrawal (PWD) on inhibitory descending controls associated with a swim stress-
induced analgesia (SSIA) and to evaluate the contribution of Sa-reduced metabolites
in this dynamic hormonal state. We also evaluate the effect of PWD and neurosteroid
depletion on gene expression, such as GABA-A subunits and chloride transporters,
both important players in the nociceptive pathway. Female Sprague-Dawley rats
followed a protocol of PWD or control injections (CTRL). Finasteride or vehicle was
injected SC in order to inhibit neurosteroidogenesis. SSIA was induced with 10 min
forced-swim stress at 22°C. Pain modulation was measured with calibrated forceps
and hot plate test. PWD was associated with a decrease of SSIA. Finasteride inhibited
the SSIA’s decrease, which put forward the involvement of Sa-reduced metabolites
in the observed effect. Both GABA receptor and chloride transporter expression was
altered by the PWD protocol. The SSIA’s modulation produced by the PWD protocol
seems to be associated with the presence of Sa-reduced metabolites. It represents an
improvement in our understanding of the role of sex hormones-related effect on
descending inhibitory controls and their possible involvement in pain perception of

healthy subjects and chronic pain sufferers.

Key words: Swim-stress, analgesia, progesterone withdrawal, neurosteroids,

descending inhibitory controls; pain

Summary: Drop of progesterone levels decreases swim stress-induced analgesia, this
effect involved 5a-reduced metabolites. Neuroactive steroids might be involved in
variation of pain inhibition in women.
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1. Introduction

Many research groups have observed the influence of menstrual cycle on pain
perception. The first to measure this variation was Herren in 1933. He reported for
the first time that nociceptive threshold during the premenstrual phase was decreased
compared to other phases [33]. Procacci and Romano confirmed these observations in
1974. However, results concerning pain perception during menstrual cycle became
less reproducible in the early 80’s [51]. From a general point of view, most of these
studies have shown increased nociceptive thresholds during the follicular phase or an
increased sensitivity during the premenstrual/menstrual phase [51]. Moreover, it has
been described that pain variation across the menstrual cycle is highly dependent on

the modality of stimulation [51].

These studies are measuring pain threshold and tolerance without verifying
the effect of the cycle on endogenous pain inhibitory mechanisms. In a recent study,
we measured pain threshold/tolerance and diffuse noxious inhibitory control (DNIC,
also called conditioned pain modulation, CPM) during three phases of the menstrual
cycle of healthy women. We found that the DNIC was reduced during the peri-

menstrual phases compared to the ovulatory phase [57].

Sex steroids can be metabolized and transformed in many derived metabolites
[20]. Interestingly, these metabolites, particularly So-reduced metabolites (often
called neurosteroids/neuroactive steroids), do have many roles in the central nervous
system by their binding to membrane receptors. The influence of sex steroids on pain
is relatively well known, however, the one associated with their derived metabolites
is still widely debated. The relationship between gonad-produced sex steroids and
neuron-activating steroids is very close given the lipophylic properties of gonadal
steroids allowing them to reach the central nervous system by crossing the blood-
brain barrier. In fact, the peripheral concentration of steroids is directly correlated to
the concentration of neurosteroids in the brain [8]. It has been shown that Sa-reduced

metabolites, such as allopregnanolone, tetrahydrodeoxycorticosterone (THDOC), Sa-
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diol, are involved in pain mechanisms through the modulation of neuronal
excitability, especially at the spinal level [38; 46]. Steroids bind mainly to the
GABA receptor which is highly sensitive to 3a5a-reduced neurosteroids, but also to

other receptors involved in pain modulation system [6; 27].

Several pain pathologies are overrepresented in women and the symptoms of
those pathologies are often exacerbated during the perimenstrual phase [2; 35; 42;
47], a period when progesterone levels decline rapidly. Furthermore, clinical studies
report the lack of descending inhibitory controls in a number of chronic pain
pathologies [36; 53]. The aim of this study was to evaluate the involvement of a
pharmacologically induced progesterone withdrawal on the efficacy of the inhibitory
descending controls associated with a swim stress-induced analgesia (SSIA) and to
evaluate the contribution of 5So-reduced metabolites in this dynamic hormonal status.
In order to characterize the mechanisms of action associated with progesterone
withdrawal, we also explored the synaptic plasticity produced by a rapid progesterone
variation. It has been shown that a progesterone withdrawal dosing protocol can
accurately mimic the GABAergic neuronal plasticity observed during the late luteal

phase [29; 30; 43].

2. Methods

2.1. Animals

Female Sprague-Dawley rats (Janvier, Le Genest St. Isle, France) were used
in this study. Rats of same hormonal condition were housed in groups of three in a
controlled environment facility (22°C, 55% of relative humidity, 12/12h light/dark
cycle) with ad libitum access to food and water. The rats were habituated to handling
and the testing apparatus before the period of testing in order to reduce the stress
induced by the environment [1; 10]. All experiments were performed on 12 week-old
rats, between 09:00 and 14:00 to reduce any variation related to circadian rhythm. All

procedures were performed in accordance with the European Union Directive
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2010/63/EU (September 22, 2010) on the use of animals in research. Legal approval
to conduct these experiments was obtained from the French Department of
Agriculture (License number 67-116 to PP) and procedures were approved by the
regional ethic committee (AL/10/29/12/09). All efforts have been made to minimize

the number of animals used and their suffering.

2.2. Behavioral testing
2.2.1. Drugs

To pharmacologically simulate late diestrus associated with a drop in
progesterone levels, progesterone was injected (5 mg/kg in olive oil, IP) twice a day
(at 07:30 and 17:30) for 6 days; an injection of vehicle (olive oil, IP) was then done at
the 7" day [29]. The experimentations were conducted on the morning of the 8" day.

Control animals received the vehicle during 7 consecutive days.

Finasteride treatment has been used to inhibit neurosteroidogenesis [22]. Rats
were pretreated with finasteride (50 mg/kg: 10% v/v ethanol and olive oil, SC) or
vehicle (10% v/v ethanol and olive oil, SC), four times in a period of 7 days (on even

days, and on the day of experimentation, one hour before the testing).

Animals were divided into four groups: control protocol and vehicle
treatment, CTRL_VEH; progesterone withdrawal protocol and vehicle treatment,
PWD_VEH; control protocol and finasteride treatment, CTRL_FIN; progesterone

withdrawal protocol and finasteride treatment PWD_FIN.

2.2.2. Mechanical nociceptive threshold

Calibrated forceps (Bioseb, Chaville, France) were used to measure
mechanical nociceptive thresholds. The rats were previously acclimated and
habituated to be loosely restrained in a towel. A force was gradually applied using the

calibrated forceps on each hind paw. The pressure inducing the paw withdrawal
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corresponded to the nociceptive threshold value. This manipulation was performed

three times on each paw and the values were then averaged.

2.2.3. Thermal nociceptive threshold

A hot plate at fixed temperature (52°C, Bioseb, Chaville, France) was used to
measure thermal nociceptive thresholds. The rats were previously acclimated and
habituated to be placed on the hot plate at 30°C. The latency before the occurrence of

the first licking behavior was noted.

2.2.4. Swim stress protocol

The forced-swim stress was carried out in a cylindrical opaque plastic
container (about 40 cm diameter and 80 cm height). Escape from the container was
impossible. The water temperature was monitored carefully by the experimenter and

maintained at 22°C.

Baseline thresholds (mechanical and thermal) were obtained one hour after the
injection of finasteride/vehicle (one hour before the forced swim). The mechanical
nociceptive threshold was always measured before the thermal nociceptive threshold.
One hour following the baseline threshold, rats were placed in the container filled
with water and forced to swim for 10 minutes. At the end of the swim period, the rats
were removed from the water, dried with a towel, and placed in a cage lined with
paper towels to dry off. Mechanical and thermal thresholds were tested 3, 10, 40, 70,

180 minutes after the end of the swim.

2.3. RNA extraction and quantification of gene expression by real-time PCR
Four animals in each experimental group (CTRL_VEH; PWD_VEH;
PWD_FIN) were used for quantitative polymerase chain reaction (PCR). Animals
were sacrificed by decapitation; blood and central nervous system structures
(brainstem and lumbar spinal cord) were collected and fast frozen on dry ice before

storing at -80°C. Total RNA was extracted according to a protocol derived from the
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original procedure of Chomczynski and Sacchi (1987), consisting of two independent
total RNA extractions separated by a DNAsel treatment (DNA-free™ kit, Ambion),
as previously described in detail [13; 41]. RNA quality and concentration were
assessed by spectrophotometry and capillary electrophoresis on RNAstdsens biochips
using Experion™ apparatus, according to the manufacturer’s instructions (Biorad).
Reverse transcription of the total RNA (800 ng) was done using the Iscript™ kit from
Biorad. Negative controls (samples in which reverse transcriptase was omitted) were
individually amplified by PCR using the different primer sets used in the present
study to ensure the absence of genomic DNA contamination. To specifically amplify
mRNA encoding for various rat proteins, we designed the specific primer sets (sense
and antisense respectively) using Oligo6.0 and M-fold software for GABA 4 receptor
subunits § and vy and KCC2 and NKCCI1 chloride transporter. Primer sequences are

given in Table 1.
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Genes Primer Sequences Amplicon | Spanning NBCI
(sense and reverse, respectively) (bp) regions Access
GABA, b 5’-GCTGCCCTGGTGGAGTATG -3’OH 96 1016-1102 ¢ NMO017289
5’- CCTTGGCTTCGTGACCTTGAC-3’OH
GABA, v 5’-AGGTCATGGAGGCTGTATCA -3’0OH 109 694-806 NM183327
5’-TCAGATCAAAGTACACGGACA -3’0OH
NKCC1 5'- GGGCCTCCTCACACGAAGAA -3'OH 91 2047-2138 NMO019229
5' TGAGGAGCCGAGGGTACTTCA - 3'OH
KCC2 5’-ACTACAGCTGGCCACCTCGC -3'OH 86 2507-2593 NM134363
5’-ATGCTGCCCTCAGAGAAACGC -3’0OH
HPRT 5’-TGGTGAAAAGGACCTCTCGAA-3’OH 99 637-727 NMO013556

5’-TCAAGGGCATATCCAACAACA-3’OH

Table 1.

Sequences of oligonucleotidic primers and their theoretical spanning regions of
published genes from NCBI database used in the quantitative PCR. Quantification of
the relative expression of the above genes of interest was made using HPRT, which
was found to remain highly stable among the different treatments, and was
subsequently used as standard for quantification.
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2.4. Data analyzes
All statistical analyzes were done using GraphPad Prism version 5.04 for

Windows (GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com).

2.4.1. Baseline thresholds

The Shapiro-Wilk normality test has allowed us to assess the distribution of
our sample. Since all groups were normally distributed, a one-way ANOVA was used
to compare means with a Bonferroni post-hoc test to compare selected pairs
(CTRL_VEH vs. PWD_VEH; CTRL_VEH vs. CTRL_FIN; PWD_VEH vs.
PWD_FIN).

2.4.2. Measure of analgesia

Nociceptive responses were analysed using a two-way ANOVA. Post-swim
analgesia was expressed as a percentage of the maximum possible effect (%MPE), as
calculated by the following formula [40]: %MPE = (postswim threshold - baseline
threshold)/(maximal possible response — baseline threshold) x100. The peaks of
analgesia (10 minutes following the stress) were compared as means. Since all our
samples were normally distributed, a one-way ANOVA was used to compare means
with a Bonferroni post-hoc test to compare selected pairs (CTRL_VEH vs.
PWD_VEH; CTRL_VEH vs. CTRL_FIN; PWD_VEH vs. PWD_FIN).

2.4.3. RNA quantification

Gene expression was quantified relatively to HPRT gene (gene coding for
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase, a housekeeping gene). Every
measure was quantified in duplicate. Means were compared using one-way ANOVA
test with Bonferroni post-hoc test for selected pairs (CTRL_VEH vs. PWD_VEH;
PWD_VEH vs. PWD_FIN; CTRL_VEH vs. CTRL_FIN).
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3. Results

Nociceptive thresholds were compared between groups using non-parametric
statistics. No significant difference was observed (Figure 1, Calibrated forceps.
Kruskal-Wallis Test, p=0.03, KW statistic 9.922, CTRL_VEH vs. PWD_VEH:
p =0.22, mean rank difference: 8.403; PWD_VEH vs. PWD_FIN: p > 0.999, mean
rank difference: -0.667; CTRL_VEH vs. CTRL_FIN: p>0.999, mean rank
difference: -3.661).
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Figure 1.

Nociceptive mechanical threshold and thermal hot latency measured with the
calibrated forceps (A) and hot plate test at 52°C (B). No significant difference was
observed. Data are expressed as means = SEM. Statistical analyzes were done using a
one-way ANOVA followed by a Bonferroni post-hoc test for selected pairs.
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The stress-induced analgesia was compared between female rats with
progesterone withdrawal and those receiving control injections for 8 days using a
two-way ANOVA (figure 2). The progesterone withdrawal induced an important
decrease of the nociceptive response compared with control females (Interaction: Fs
30:9.004, p<0.0001; Time: Fsgp:75.15, p<0.0001; Treatment: F6:13.45,
p =0.0021); it takes a higher stimulus to produce a nociceptive response (figure 2A).
This difference was present during the first 10 minutes post swim (figure 2A,
CTRL_VEH vs. PWD_VEH: DF=96, time -10: ¢=0.5680, p>0.05; time 3:
t=5.603, p<0.0001; time 10: #=5.353, p<0.0001; time 45: r=2.234, p > 0.05;
time 60: = 0.8377, p > 0.05; time 180: 7 = 0.2181, p > 0.05).

The influence of 5Sa-reduced metabolites was evaluated using finasteride
injections for 7 days (see methods) before any testing (figure 2B). Comparison of
nociceptive responses of vehicle- and finasteride —pretreated groups was done using a
two-way ANOVA (Interaction: F(5, 80):9.179, p <0.0001; Time: Fsg(:83.48,
p <0.0001; Treatment: F ;6:6.292, p=0.023). Also, a one-way ANOVA for the
analysis of %MPE histograms was done followed by a Bonferroni post-hoc test for
selected pairs (CTRL_VEH vs. PWD_VEH; CTRL_VEH vs. CTRL_FIN;
PWD_VEH vs. PWD_FIN). The results show that the reduction of SSIA in PWD
females receiving the vehicle was no longer present in finasteride pre-treated females
(figure 2B, PWD_VEH vs. PWD_FIN: DF=96,time -10: t = 0.1716, p > 0.05; time 3:
t=15.046, p <0.0001; time 10: r=4.506, p <0.001; time 45: +=0.6138, p > 0.05;
time 60: r = 0.5433, p > 0.05; time 180: = 0.3534, p > 0.05; figure 2C, CTRL_VEH:
2242 % vs. PWD_VEH: 12+2 %, t=4.045, p<0.01; PWD_VEH 12 +2 % vs.
PWD_FIN 22 +2 %, t=3.6171, p<0.01; CTRL_VEH 22 +2 % vs. CTRL_FIN
17+£1 %, t =2.064, p > 0.05).
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Figure 2.

Time course of mechanical nociceptive responses comparing control female rats
(vehicle-treated) and females in progesterone withdrawal (PWD) (A) and PWD
females receiving vehicle or finasteride treatment (B). Histograms illustrating the
amplitude of analgesia 3 minutes post-swim stress, expressed as a percentage of the
maximal possible effect (%MPE) while measuring pressure thresholds measured with
the calibrated forceps (C) and thermal hot latencies for paw licking with the hot plate
test at 52°C (D). PWD_VEH rats had a lower SSIA compared to CTRL_VEH rats.
Finasteride treatment restored the SSIA in PWD females. Data are expressed as
means + SEM. Statistical analyzes were performed using a two-way ANOVA (A,B)
and a one-way ANOVA (C,D) followed by a Bonferroni post-hoc test for selected
pairs. **: p < 0.01; ***: p < 0.001;****: p < 0.0001
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Since Sa-reduced steroids are potent modulators of GABA 4 receptor-mediated
inhibition in the central nervous system, we characterized the possible effects of
PWD on the expression of two key GABA 4 receptor subunits (delta-8 and gamma-y)
and of the chloride cotransporters NKCC1 and KCC2 in the rat spinal cord and
brainstem. Relative gene expression of every group was compared using one-way
ANOVA and followed by Bonferroni post-hoc analysis for selected pairs
(CTRL_VEH vs PWD_VEH; PWD_VEH vs PWD_FIN).

GABA, 0 subunit expression was not significantly different between group
but y subunit expression was increased in the spinal cord following progesterone
withdrawal (figure 3A, CTRL_VEH: 0.29 £0.02 vs. PWD_VEH: 0.45 £0.02,
p<0.01; PWD_VEH: 0.45+0.02 vs. PWD_FIN: 0.20 £0.02, p <0.0001). This
modulation resulted in a decrease of the d/y ratio in the spinal cord of PWD females
(figure 3B, CTRL_VEH: 0.023 +£0.002 vs. PWD_VEH: 0.0113 +0.0003, p < 0.01;
PWD_VEH: 0.0113 £ 0.0003 vs. PWD_FIN: 0.033 £ 0.002, p < 0.0001).

In contrast, the brainstem expression of & subunit, but not of y subunit, was
decreased in PWD females (figure 3C, CTRL_VEH 0.018 +0.002 vs. PWD_VEH
0.0049 £0.0005, p<0.01; PWD_VEH 0.0049 +£0.0005 vs. PWD_FIN
0.018 £0.003, p<0.01). As for the spinal cord, a decrease of the &/y ratio was
observed in PWD females (figure 3B, CTRL_VEH: 0.07 £0.01 vs. PWD_VEH:
0.019 £0.004, p<0.01; PWD_VEH: 0.019 +£0.004 vs. PWD_FIN: 0.06 +0.01,
p<0.05). These changes seemed highly dependent of Sa-reduced steroids presence

since the &/y ratio was reversed in females treated with finasteride.
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Histograms illustrating the expression of GABA4 receptor subunits (& and ) in the
spinal cord (A-B) and in the brainstem (C-D) of control female rats (CTRL-VEH),
female rats in progesterone withdrawal pre-treated with finasteride (PWD-FIN) or its
vehicle (PWD_VEH). Expression ratios are also shown for GABAR subunits (B-D).
Data are expressed as means £ SEM. Statistical analyzes were done using a one-way
ANOVA followed by a Bonferroni post-hoc test for selected pairs. *: p < 0.05, **:
p < 0.01; **¥*: p <0.001, ****:p < 0.0001.
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We found few changes in the expression of NKCC1 in the spinal cord and the
brainstem (figure 4A-C). NKCCI1 levels in the spinal cord were significantly reduced
in finasteride-pretreated animals compared to vehicle (figure 4A, PWD_VEH
0.13£0.02 vs. PWD_FIN 0.066 + 0.006, p <0.001). In addition, no variation of
KCC2 expression was noticed in the spinal cord (figure 4A). This cotransporter gene
was also overexpressed in the brainstem of PWD females (Figure 4C, CTRL_VEH
0.51 £0.02 vs. PWD_VEH 0.79 £0.05, p <0.001). As illustrated in figure 4, this
change was abolished in the brainstem of finasteride-pretreated females. Together,
NKCC1/KCC2 expression ratio was thus elevated compared to control females and to
finasteride-pretreated PWD females (figure 4D, CTRL_VEH 0.068 £0.004 vs.
PWD_VEH 0.105 £ 0.005, p<0.001; PWD_VEH 0.105+0.005 vs. PWD_FIN
0.039 £ 0.004, p < 0.0001).
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Figure 4.

Histograms illustrating the expression of chloride cotransporters (NKCC1, KCC2) in
the spinal cord (A-B) and in the brainstem (C-D) of control female rats (CTRL-
VEH), female rats in progesterone withdrawal pre-treated with finasteride (PWD-
FIN) or its vehicle (PWD_VEH). Expression ratios are also shown transporters (B-
D). Data are expressed as means + SEM. Statistical analyzes were done using a one-
way ANOVA followed by a Bonferroni post-hoc test for selected pairs., **: p < 0.01;
*#%: p < 0.001.
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4. Discussion

Our results show that progesterone withdrawal (PWD), which has been
described as representative of the late luteal phase of the menstrual cycle, induces a
decrease in the efficacy of inhibitory pain controls associated with stress-induced
analgesia (SSIA). Injections of the 5o reductase inhibitor finasteride in PWD rats
underline the involvement of 5a-reduced metabolites in the modulation of SIA. As
demonstrated previously, injections of finasteride had no effect on SIA of CTRL rats
[15]. Moreover, quantitative PCR highlighted the plasticity of GABA, receptor
subunits d and Y, and also chloride co-transporters NKCC1 and KCC2 in the spinal

cord and the brainstem following this hormonal variation.

The influence of estrogens and progesterone on pain mechanisms has been
studied from several angles [16; 25; 26; 55; 56]. Variations in the efficacy of diffuse
noxious inhibitory controls were, for example, noted in healthy women during the
menstrual cycle [57]. This suggested an increased efficacy of endogenous pain
inhibitory mechanism during ovulation, a period associated with high plasmatic
levels estradiol and LH. Alternatively, an increase in pain symptoms during the luteal
phase is often observed and might correlates with a decrease in the efficacy of

endogenous pain inhibitory mechanisms.

Gonadal hormones, through their binding to estrogen receptors (ERa and
ERB) and progesterone receptor (PR), are involved in the expression of many
neurotransmitters, enzymes and receptors in the central nervous system. It has been
shown that, in the case of estrogens, ERa and ER[3 may act differentially on the
mechanisms of pain perception [16]. It is well known that estradiol can modulate
several neurotransmitters; however, its effect on the expression of opioid peptides
seems to be the most potent. Indeed, it has been shown that elevated levels of
estrogens are associated with mu opioid receptor availability and a greater activation
of endogenous opioid neurotransmission, whereas low levels of estrogens appear to

induce a reduction in the endogenous opioid tone [55]. It is suggesting that chronic
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pain conditions in women could be modulated by the high versus low level of
gonadal hormones which can increase or decrease the efficacy of descending

modulation of pain.

In the present experiments, we used a PWD protocol well described in
literature and compared them to non-hormonally treated rats. The difference observed
between high progesterone and progesterone withdrawal has been largely described
[17; 18; 43]. Considering that high levels of progesterone are only seen in the luteal
phase, we choose to use vehicle injection for the control group instead of high
progesterone treatment. We report a decrease in analgesia produced by a forced-swim
stress during progesterone withdrawal. This result can be compared with the increase
in pain symptoms observed in women during the luteal phase in the study of
Tousignant-Laflamme & Marchand (2009), and thus, could be associated with a

decrease of endogenous pain inhibitory mechanisms efficacy.

Moreover, reversal of the PWD effect obtained with finasteride-pretreatment
showed a clear implication of Sca-reduced metabolites in the efficacy of stress-
induced analgesia. It is well known that stress-induced analgesia involved mostly
descending modulation of pain [9]. Consequently, this experiment strongly suggested
the involvement of Sca-reduced metabolites in descending controls of pain. Our
results allow us to extrapolate and to suggest the possible involvement of neuroactive
steroids in the cyclic variation of the amplitude of the diffuse noxious inhibitory
controls in healthy women. 5o-reduced metabolites were associated with
antinociceptive responses in several pain models [3; 11; 23; 45]. Their effects have
been demonstrated on spinal pain processing and are mediated by the potentiation of
GABAergic inhibition [32; 38; 46]. Other receptors have also been proposed
(NMDA, 5HT3, voltage-gated channel, sigma 1, and others) [20; 52].

The involvement of GABAergic neurons in descending modulation of pain

has not been extensively studied [4]. However, some experiments have demonstrated
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a paradoxical role of GABA in the brainstem where GABAergic neurons of spinal
and supraspinal networks have a very distinct implication in pain processing. In fact,
although the GABAergic neurons of the brainstem seem to be pronociceptive [4; 12;
28; 31; 49; 50], the involvement of GABAergic interneurons in the spinal cord reduce
the transmission of nociceptive information and produce a global antinociceptive

effect [17; 19; 37; 44, 58].

In order to characterize the mechanisms of action associated with
progesterone withdrawal, we explored the synaptic plasticity produced by a rapid
progesterone variation. We quantified the expression of some important players in
chloride homeostasis, such as GABAA receptor subunits & and y and chloride co-
transporter NKCC1 and KCC2. In the spinal cord, our first observation was the
increase of GABA receptor containing 'y subunits. This particular subunit confers the
benzodiazepine sensitivity and is associated with synaptic and extrasynaptic
receptors, thus contributing to phasic (synaptic) and tonic (extrasynaptic) inhibition
produced by GABAergic interneurons of the spinal cord. This subunit of GABA,
receptor is less affected by Sa-reduced metabolites compared to GABA, receptors
containing d subunits [5]. In the brainstem, our results show a decrease in & subunit in
addition to a clear increase of chloride transporter KCC2. The & subunit of GABAA
receptor is found almost exclusively at extrasynaptic sites [21; 39]. It contributes to
the tonic neuronal inhibition and confers to GABA, receptors a high sensitivity to
3aSa-reduced metabolites [S]. On the other hand, KCC2 is in charge of chloride ions
extrusion of the cell and warrants optimal neuronal inhibition through membrane
voltage hyperpolarization [48]. Decrease in expression of delta subunit of GABAA
receptor in withdrawal situation has been previously observed [7; 29]. In agreement
with our results, Biggio and collaborators (2006) showed in primary cultures of rat
cerebellar granule cells. that in vitro progesterone withdrawal decreased GABA,
subunit & mRNAs, a condition that was restored by co-administration of finasteride

with the progesterone withdrawal procedure [7]. On the other hand, Griffiths and
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Lovick (2005) observed an increased labeling of & subunit in periaqueductal gray
(PAG) cells of rats withdrawn from progesterone [29]. Beside possible difference
related to the model and techniques used, these results must be interpreted with

caution.

It has been described that GABA, receptor function can be greatly influenced
by the local homeostasis in neurosteroids concentration. In accordance with this
assumption, perturbation of hormonal concentration could easily be responsible for
variation of subunit expression, receptor composition and their subsequent
modulation by endogenous modulators [32]. The only consideration of the decreased
expression of GABA4 receptor subunits cannot be interpreted as is; for example, the
neurosteroid potentiation of & subunit containing GABA4 receptors will highly rely

on the chloride gradient homeostasis in neurons [54].

Our results suggest an alteration of chloride homeostasis in the brainstem.
Increased expression of KCC2 co-transporter could amplify/optimize the inward
chloride gradient during GABA channel opening and, even with a smaller expression
of  subunits, it could possibly increased the GABAergic tone in the brainstem. As
described earlier, an increase in GABAergic tone at this brain level may induce
pronociceptive effect. One should keep in mind that these changes in the brainstem
could also influence other descending controls such has oxytocin associated
descending control of pain [14]. Hewitt and collaborators have also suggested that the
disruption of chloride homeostasis could alter the activity of the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis (HPA) following a stress [34]. Finally, it is known that gene
expression of the KCC?2 transporter is highly sexually dimorphic [24], and could
hypothetically be involved in the low men/women ratio observed in some chronic

pain pathologies.

As mentioned earlier, many chronic pain conditions involved deficiency of

descending inhibitory controls and many of these pathologies have exacerbated
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symptoms during the perimenstrual phase. For example, Anderberg and collaborators
(1998) described the exacerbation of pain and affective symptoms during the luteal
and the premenstrual phase of subjects with fibromyalgia syndrome compared to
healthy controls [2]. These results could suggest the involvement of So-reduced
metabolites in pain and affective symptoms of these chronic pain pathologies.
Moreover, it put forward the importance of steroids and of chloride homeostasis in
the supraspinal structures of the central nervous system and their possible
involvement in descending circuit involving the periaqueductal gray (PAG), the
rostroventral medulla (RVM) and the spinal cord, the oxytocine descending system
involving projections from the paraventricular nucleus to the spinal cord, and finally,

the hypothalamo-pituitary-adrenal axis (HPA).

In summary, our data illustrate the influence of progesterone withdrawal on
pain inhibitory descending controls efficacy associated with SSIA. Progesterone
withdrawal significantly reduced analgesia evoked by the forced swim stress, and this
effect was strongly related to So-reduced neurosteroid metabolites. Since we also
observed an associated molecular plasticity of some GABA receptor subunits and of
chloride transporters, our working hypothesis put forward a dynamic modulation of
GABAergic inhibition in the brainstem and spinal cord of female during progesterone
withdrawal. At this stage, the contribution of GABAergic neuronal network in
shaping descending controls of pain remain unclear, especially during dynamic
hormonal variations and will require further investigations. Finally, it would be of
great interest to translate our results to clinical research, particularly in a population

of patients with idiopathic pain syndromes.
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DISCUSSION GENERALE

Ce projet de these visait a mieux comprendre les différences de perception de
la douleur entre les hommes et les femmes ainsi que les multiples facteurs impliqués
dans cette différence entre les sexes. Comme il a été décrit dans 1'introduction, cette
différence de perception de la douleur peut étre associée a de nombreux facteurs
physiologiques, psychologiques, socioculturels, et peut impliquer de nombreux
systemes physiologiques qui sont tous fonctionnellement interconnectés. Les
différents projets effectués tant chez I'humain que chez 1'animal ont permis d'étudier
le role du sexe, des hormones gonadiques et de leurs métabolites endogenes dans la

réponse nociceptive et la perception de la douleur.

1. Différence de perception de la douleur entre les hommes et les femmes

1.1 Retour sur les différences de perception de la douleur chez les hommes et les
femmes: projet 12-109

Les résultats obtenus au cours de cette these ont permis de décrire, dans un
premier temps, la différence de perception de la douleur chez les hommes et les
femmes. Nous avons décrit la réponse a la douleur lors d'une rampe de température
rapide et d'une rampe lente. Les groupes de participants étaient composés d'hommes
et de femmes agés entre 18 et 35 ans. Les résultats obtenus ont démontré une
différence de perception de la douleur incontestable entre les hommes et les femmes.
De plus, ces résultats ont permis de mettre en évidence plusieurs facteurs impliqués
dans la modulation de la douleur tels que l'anxiété, la « catastrophisation », le
tempérament d'évitement du danger, le genre et la variabilité cardiaque. Il a été
étonnant de constater que la description de la douleur percue, évaluée par le McGill
Pain Questionnaire, était similaire entre les hommes et les femmes malgré la

différence de la réponse nociceptive. Ce projet a permis de conclure que le facteur
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« sexe » est majoritairement responsable de la différence de perception de la douleur
entre les hommes et les femmes (par rapport au genre, a l'anxiété ou a la

« catastrophisation » par exemple).

1.2 Comparaison des différences de perception de la douleur chez l'humain et chez
l'animal

Les protocoles de douleur utilisés chez I'humain avaient été définis, en partie,

afin de pouvoir comparer les résultats humains aux résultats obtenus chez l'animal

lors du test de la plaque chaude dynamique. Ce test avait donné d'étonnants résultats

chez les males et chez les femelles souris. En effet, plutot que d'observer les

différences typiques d'hyperalgésie chez les femelles, des seuils de douleur et une

tolérance plus grande que ceux des males ont été mesurés.

Plusieurs parametres peuvent avoir influencé ce résultat, que ce soit la
microcirculation de la peau, la transmission nociceptive des fibres Ao et C,
l'intégration de l'information nociceptive, la réactivité de 1'axe HHS. Cependant,
considérant les résultats chez 1'humain, il semblerait que certains de ces éléments
aient des rbles relativement minimes sur le résultat final (influence au mieux 9-10%
de la variabilité, section 4.4 du chapitre traditionnel), du moins chez I'humain. Cette
information réoriente les liens causaux des observations faites chez 1'animal.
Conséquemment, l'intégration de Il'information nociceptive semble é&tre une
composante importante du résultat observé entre les sexes chez 1'animal. En effet, ce
facteur est ardu a mesurer chez l'animal et est particulierement difficile a comparer a

I'humain.

L'évaluation de la réponse nociceptive chez l'animal est faite par
l'interprétation de différents comportements qui sont généralement associés a la
douleur. La souris répond a la stimulation de la plaque chaude dynamique par le saut.

Il s'agit d'une réponse tres particuliere puisque, chez cet animal, les comportements de
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retrait de la patte ou de léchage sont généralement précurseurs du saut, ce qui n'est
pas le cas dans ce modele expérimental (Wilson et Mogil, 2001; Mogil et Crager,
2004). Plusieurs collegues ont remis en cause la notion de réponse « nociceptive »
lors de ce test. Il est a noter qu'aucune équipe avant celle du Pr Poisbeau n'avait
effectué de rampe de température aussi lente. Lorsque Yalcin et ses collaborateurs ont
fait la description de cette plaque chaude dynamique, ils ont défini que le saut était le
comportement le plus représentatif de la réponse nociceptive chez la souris (Yalcin et
al., 2009a). Les autres utilisateurs de la plaque chaude dynamique utilisaient une
rampe qui était aussi lente. Cependant, elle débutait a une température de 42°C (au
lieu de 30°C) et mesurait uniquement le seuil de douleur évalué par le comportement

de léchage (Tjolsen et al., 1991).

1.3 Neurobiologie de la perception d'une situation potentiellement dangereuse chez
l'animal

Une différence majeure entre 1'intégration de l'information nociceptive lors du
test de la plaque chaude dynamique chez I'animal et son équivalent chez 1'humain est
I'aspect défini qu'a la stimulation dans le temps. L'humain connait le déroulement de
la stimulation ; il est conscient et volontaire. Il sait que la stimulation cessera a un
moment. Chez 1'animal, cette situation est considérée comme inévitable
(«inescapable») puisqu'elle ne s'arréte pas apres le seuil de douleur et perdure sur une
plus longue période. D’ailleurs, une rampe lente de chaleur a été démontrée comme
étant de type inévitable chez le rat (Lumb et al., 2002). L'animal ne peut pas éviter la
douleur et doit s'y contraindre, cela crée une perception du danger bien différente
chez l'animal en comparaison de celle chez I'humain. 1l est d'ailleurs connu que la
gestion du danger peut se faire différemment en fonction de la définition de la
stimulation (Keay et al., 2001). De plus, dépendamment de la perception de la
situation dangereuse (inévitable ou évitable), celle-ci sera gérée par des régions

distinctes du cerveau.
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Il est décrit qu'en fonction de la modalité de la stimulation nociceptive, ou du
stress, la gestion émotionnelle de la situation sera différente. Keay décrit qu'une
stimulation nociceptive mécanique produira une réponse rapide de retrait et de
protection du membre stimulé (Keay et Bandler, 2001; Keay et al., 2001). Cette
réaction est décrite comme étant émotionnelle et active (évitable). Ce type de
stimulus, qui est court dans le temps, peu importe son intensité, produira un effet
spontané, souvent associ€é a une augmentation de la réponse cardiovasculaire, une
augmentation de la vigilance et de la réactivité. Il a pour objectif de préparer a la
confrontation, a la fuite, ou a 1'évitement de la situation. Si 1'on transpose chez
I'humain, une situation dite évitable serait une situation qui est stressante, mais

controlable.

A T'opposé, une stimulation plus longue, souvent associée chez l'animal a des
modeles de douleur profonde et tonique, produira une réaction passive (inévitable)
(Keay et al., 2001; Lumb, 2002). Ce type de réponse est associé plutdt a un état de
quiescence et de repliement sur soi-méme. L'animal met en place un état de survie a
long terme, incluant une diminution du rythme cardiaque et de la pression artérielle,
une diminution de la vigilance et de la réactivité. L'objectif de ce mécanisme est de
permettre la guérison et le rétablissement. Chez 'humain, ce type de situation pourrait
étre associé a un stress psychologique répété, vécu comme étant incontrdlable. De
plus, il a été décrit que l'intégration de ses stratégies de gestion des situations
douloureuses est produite par des régions cérébrales distinctes. En effet, la gestion
active d'une stimulation nociceptive est faite par la SGPA latérale et dorsolatérale,
tandis que la gestion passive est intégrée par la SPGA ventrolatérale (Keay et al.,

2001).

La différence primordiale entre l'intégration de stimuli nociceptifs chez
I'animal et chez I'humain est 1'implication du cortex préfrontal (CPF) dans la gestion
émotionnelle active. Il a été observé chez le macaque et chez le rat que certaines

projections entre le CPF et la SGPA sont présentes (An et al., 1998; Floyd et al.,
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2000). Ces projections relient le CPF et la région dorsolatérale de la SGPA, qui est
chargée de la gestion active des situations dangereuses. Etonnamment, cette région ne
recoit aucune afférence de la moelle épiniere ni du NTS. Ainsi, cela laisse supposer
que la gestion active de la douleur pourrait étre induite sans contact physique et
pourrait étre activée, par exemple, par un stress psychologique (Keay et Bandler,

2001).

Aucune étude n'a précisément investigué ce phénomene chez des males et des
femelles. Cependant, des études qui s'en rapprochent ont été faites a l'aide de chocs
électriques inévitables chez des rats males et femelles. Cette étude rapportait que les
males réagissaient plus fortement a ce type de stress. Notamment, ils prenaient plus
de temps avant de retourner dans la boite ol ils avaient recu les chocs. Les auteurs
décrivent leur réaction comme étant de 1'évitement passif, alors que les femelles

présenteraient moins d'inhibition active (Steenbergen et al., 1990).

En résumé, il est possible de suggérer que la différence de réponse nociceptive
entre les animaux et les humains soit principalement associée a la perception de la

douleur et a sa rationalisation.

1.4 Réponse nociceptive des mdles et des femelles lors du test de la plaque chaude
dynamique

La réponse nociceptive observée chez les méles et les femelles lors du test de
la plaque chaude dynamique nous a surprise a premiere abord. En effet, bien que
certains groupes, utilisant des tests comportementaux spécifiques, ont observé des
réponses nociceptives supérieures chez les males, 1'inverse est le plus souvent observé
(Aloisi et al., 1995; Tall et Crisp, 2004; Mogil, 2012). Deux explications sont
possibles afin de soutenir cette réponse précoce des males lors de la plaque chaude
dynamique. Premie¢rement, il est possible de suggérer que la stratégie de gestion de la

douleur chez le male et la femelle soit différente. En effet, le male présenterait une
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stratégie active face a la douleur alors que la femelle présenterait une stratégie passive
face a la douleur. Selon cette hypothese, la réaction précoce des méles ne serait pas
associée a la transmission nociceptive, mais bien a l'intégration et la réaction a un
stimulus potentiellement nocif. Le deuxieme scénario impliquerait une intégration
similaire chez le male et la femelle, mais supposant une dynamique différente.
D'ailleurs, Keay et ses collaborateurs mentionnaient que ces stratégies de gestion de
la douleur, chez le rat, étaient souvent combinées et que la gestion passive suivait
souvent la gestion active de la douleur (Keay et Bandler, 2001; Keay et al., 2001).
Considérant cet élément de séquence, il serait possible de suggérer que les maéles
présentent une réaction active tres tot et de facon assez forte, qui est ensuite suivie
pas une étape de gestion passive. Pour leur part, les femelles présenteraient une
gestion active de la douleur qui arriverait lentement et graduellement, ce qui
expliquerait le comportement tardif par rapport a celui des males. Cette derniere
hypothese permettrait d'expliquer certaines observations faites chez les souris males.
En effet, chez plusieurs males, nous avons observé que la premicre réponse
comportementale arrivait tot en début d'expérimentation. Cependant, il arrivait
parfois que ces animaux n'atteignent pas le nombre limite de sauts. Plutdt que
d'augmenter leur réponse nociceptive de facon linéaire, ceux-ci entraient en phase
passive et arrétaient tous comportements nociceptifs (ils se mettaient dans un coin de
la plaque chaude et arrétaient de bouger). Une autre hypothese pour cette diminution
des comportements nociceptifs serait l'activation des mécanismes de contrdle

inhibiteurs de la douleur chez ces males.

Un marquage de la protéine c-fos dans la moelle épiniere et la SGPA aurait
permis de visualiser 1'activité neuronale et nous aurait permis de mieux comprendre
les mécanismes neurologiques impliqués dans les résultats comportementaux
observés. De plus, ils auraient pu &tre comparés aux mécanismes impliqués dans un
test de plaque chaude fixe, durant lequel la douleur est aigué et momentanée,

davantage similaire a une douleur de type évitable.
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La réaction observée chez I'animal lors du test de la plaque chaude dynamique
est tres peu transposable a celle de I'humain. En effet, ce type de stimulation produit
tres peu de réactions émotionnelles et/ou physiologiques chez 'humain. Les résultats
ont montré qu'il y avait une légere présence d'anxiété situationnelle pendant la
stimulation nociceptive, mais trées peu de catastrophisme (Figure 22, chapitre
traditionel). De plus, la libération de cortisol est minime et l'activation du systeéme
nerveux sympathique implique surtout la variabilité cardiaque (mesurée par les
analyses spectrales) plutot que la modulation directe de la fréquence cardiaque ou de

la pression artérielle chez ces sujets (Figure 24 et 25, chapitre traditionnel).

Au final, la transposition de 1'expérimentation animale chez I'humain a plut6t
permis de mettre de l'avant l'implication de différents facteurs psychologiques et
physiologiques dans les différences de perception de la douleur entre les hommes et
les femmes. Cependant, nos expérimentations ont été faites chez des sujets sains;
sachant que les sujets atteints de douleurs chroniques ont une perception et une
gestion de la douleur différente (McDermid et al., 1996; Hassett et al., 2000;
Burgmer et al., 2011), il serait intéressant de mesurer l'implication de ces facteurs

chez ces sujets.

2. Implication des hormones gonadiques et adrénergiques dans la modulation de
la douleur

Lors de I'étude des hormones sexuelles chez les sujets sains et chez les sujets
atteints de fibromyalgie, nous avons pu conclure que les hormones sexuelles sont
impliquées dans la modulation de la perception de la douleur. Toutefois, leurs actions
concretes sont minimes et leurs implications se situent plutdt au niveau de la
modulation fine de la perception de la douleur. Une différence dans les niveaux de
cortisol a été observée entre les sujets fibromylagiques et les sujets sains, cependant
aucune différence au niveau des androgenes (DHEA, DHEAS et testostérone), ni des

ratios hormonaux (DHEAS/DHEA et cortisol/DHEA) n'a été mesurée.
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2.1 Role des hormones stéroidiennes dans la perception de la douleur chez les
sujets sains

Chez les sujets sains, nous avons pu observer des corrélations positives et
statistiquement significatives entre la DHEA et la température du seuil de tolérance a
la douleur. Ces corrélations signifient que plus les niveaux de DHEA sont élevés,
plus la personne est tolérante a la douleur. Donc, la DHEA est aussi négativement
corrélée (mais ce résultat n'est pas statistiquement significatif) avec la douleur
rapportée pendant le bain d'eau froide. Encore une fois, plus la DHEA plasmatique
est élevée, plus la douleur percue dans le bain d'eau froide est faible. Dans le méme
ordre d'idée, chez ces mé€mes sujets, nous avons observé des corrélations positives et
significatives entre le ratio DHEAS/DHEA et le seuil de tolérance a la douleur. Ces

deux résultats démontrent les propriétés antinociceptives de ce stéroide.

Ces deux androgenes (DHEA et DHEAS) sont de plus en plus étudiés dans la
littérature pour leurs effets antinociceptifs, d'une part, et leur diminution dans
plusieurs pathologies de douleur chronique, d'autre part (Dessein et al., 1999; Freitas
et al., 2012). Etonnamment, aucune corrélation entre les niveaux de progestérone,
d'estradiol ou de testostérone n'a été observée dans notre étude. Ces résultats sont
partiellement en accord avec des résultats non publiés que Yannick Tousignant-
Laflamme avait obtenus au cours de son doctorat dans le laboratoire du Pr Serge
Marchand. En effet, il n'avait pas observé de corrélation entre les seuils de douleur, la
perception de la douleur ou la tolérance et les hormones sexuelles. Cependant, il avait
observé une corrélation positive entre la progestérone et le CIDN, uniquement lors de
la phase ovulatoire des femmes saines (Tousignant-Laflamme et Marchand, 2009).
Certains résultats non publiés, obtenus au laboratoire, ont montré un implication
importante de la testostérone particuliecrement chez des hommes hypogonadiques,
chez des femmes souffrant du syndrome des ovaires polykystiques (SOPK, chez qui

les niveaux de testostérone sont anormalement €levés) ou chez les transsexuels en
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processus de changement de sexe (Pagé, 2010). Ainsi, les résultats présentés
démontrent que la modulation fine de ces hormones n'est pas suffisante pour modifier
significativement la réponse a des stimulations douloureuses. Cependant, des
modifications plus importantes, telles que celles observées chez les sujets
hypogonadiques, SOPK ou transexuels, pourraient par contre avoir des effets plus

concrets sur la douleur.

2.2 Role des hormones stéroidiennes dans la perception de la douleur chez les
sujets atteints de fibromyalgie

Tel que discuté dans l'article #1, la DHEAS semble étre associées a la sévérité

de certains symptomes chez les sujets fibromyalgiques (FM). En effet, des

corrélations positives ont été observées entre la concentration plasmatique de

DHEAS, la faible qualité du sommeil et le seuil de douleur mécanique percue aux

différents points de pression.

Ce qui est paradoxal dans ces observations, c'est la direction opposée des
effets de la DHEA(S) (DHEA et DHEAS) entre les sujets sains et les sujets FM. Chez
les sujets sains, la présence de DHEA(S) diminue la perception de la douleur, alors
que chez les sujets FM, les fortes concentrations de DHEA(S) correlent avec
l'augmentation des symptomes de la pathologie. Des effets biphasiques de la DHEA
ont été observés chez l'animal (Kibaly et al., 2008). En effet, lors de son étude,
Kibaly et ses collaborateurs ont observé une réponse pronociceptive précoce puis une

réponse antinociceptive tardive.

Il est évident que des mesures supplémentaires utilisant des groupes
rassemblant un plus grand nombre de sujets seront nécessaires afin de confirmer ces
résultats. Il serait aussi intéressant de mesurer ces niveaux hormonaux dans d’autres

pathologies de douleur chronique pour vois si le méme effet biphasique se produit.
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2.3 Le role de l'allostasie dans les pathologies de douleur chronique

La fibromyalgie est au coeur de plusieurs recherches. Il s'agit d'une pathologie
complexe dont les scientifiques ont toujours de la difficulté a cerner l'origine. La
différence de prévalence de la pathologie entre les hommes et les femmes sous-tend
une implication du sexe et/ou des hormones gonadiques. Comme décrit par les
différents projets, les interrelations entre le sexe, le stress, les hormones gonadiques,
et I'axe HHS dans l'apparition des symptomes doit pouvoir étre pris en considération.
La notion d'allostasie est un concept qui est de plus en plus mis de l'avant dans cette
pathologie puisqu'il tient compte d'une multitude de facteurs pouvant influencer

l'apparition de douleur et particulierement le maintien de celle-ci.

Comme mentionné dans l'introduction (Sections 1.5, 1.6 et 1.7), la
fibromyalgie est une pathologie présente chez des personnes anxieuses,
catastrophisantes, perfectionnistes, dont les niveaux de stress sont particulierement
élevés. L'observation de niveaux de cortisol plasmatique (Article #2) supérieurs a la

normale chez ces sujets n'est pas étonnante considérant ces éléments.

Le paradoxe avec cet état de stress est simple dans les faits, mais complexe
dans sa physiologie. Un stress aigu est bon pour 1'organisme ; il permet de surmonter
une situation dangereuse, de combattre, de fuir. Cependant, le maintien de ce stress
dans le temps entraine la résistance et 1'épuisement. Donc, sa nature adaptative de
base peut se transformer en absence de résilience et se traduire en conséquence

dramatique sur la plasticité neuronale (Korte et al., 2005).

L'adaptation a un stress se produit par l'allostasie. Ce concept se définit
comme le processus actif permettant le maintien de la stabilité du corps, impliquant
des hormones adrénergiques, des neurotransmetteurs, des cytokines et le systeme
nerveux autonome. La surcharge allostatique survient lorsque ces médiateurs ne
retournent pas a leur état basal. Ces médiateurs de 1'allostasie décrivent tres bien les

dysfonctions présentes chez les sujets fibromyalgies. En effet, des perturbations de
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l'axe HHS, autonomiques, auto-immunes, une altération de certains
neurotransmetteurs entrainant souvent de la dépression et d'autres pathologies
comorbides sont souvent observées. Les causes d'une surcharge allostatique sont
relativement intuitives : un stress répété, une incapacité a s'adapter a un stress répété,
une absence de résilience des systemes impliqués dans l'allostasie du stress, une
incapacité a produire une réponse adéquate a un stress (McEwen et Wingfield, 2003;
Korte et al., 2005). Une hypotheése soutient aussi que certaines personnes seraient

génétiquement prédisposées a la surcharge allostatique (Korte et al., 2005).

Plusieurs recherches devront étre faites afin de comprendre quels types de
personnes sont a risque de ces surcharges allostatiques et une fois la surcharge mise
en place, comment la désactiver. Dans la situation de la fibromyalgie, est-ce que la
surcharge allostatique est le point central de cette pathologie ou en est-elle un
symptdme? De plus, la relation directe entre la surcharge allostatique et la douleur est

primordiale pour les futures recherches.

3. Implication des métabolites 3a5Sa-réduits dans la modulation de la douleur

Les articles #2, 3 et 4 ont tenté de mettre en évidence, dans un premier temps,
le role des hormones gonadiques et de leurs métabolites dans les mécanismes de
transmission et de modulation de la douleur. L'exploration de ces hormones
stéroidiennes chez 1'animal comporte certains avantages et certains incovénients par
rapport a 1'étude chez I'humain. En effet, I'expérimentation chez I'animal ne comporte
par toute la composante affective de la douleur qui est présente chez 1'humain.
Cependant, la composante motivationelle, de méme que la perception d'une douleur
en tant qu'émotion homéostatique, est gérée différemment chez I'humain et 1'animal.
Ceci est possiblement dii a la rationalisation de la stimulation nociceptive (Keay et
Bandler, 2001; Craig, 2003). Une autre différence importante est la réponse
nociceptive en tant que telle. L'humain vulgarise sa douleur, il peut en définir

l'intensité, 1'aspect désagréable; il peut lui attribuer des qualificatifs ou verbaliser les
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émotions associées a cette douleur. L'animal, de son coté, réagit par différents
comportements qui sont interprétés par 1'expérimentateur. Plusieurs facteurs peuvent
influencer ces comportements : le bruit, les odeurs, l'environnement (Wilson et
Mogil, 2001). Les animaux doivent étre acclimatés et la rigueur expérimentale doit
étre sans faille pour que la reproductibilité soit bonne et diminuer la variabilité des
résultats. Bien que, comme chez l'humain, une partie de la méthodologie soit
controlable afin d'éviter certains facteurs pouvant biaiser I'expérimentation,
l'interprétation du comportement animal est moins précise que l'évaluation de la

douleur chez I'humain.

3.1 La variabilité des différences de réponses nociceptives chez les madles et les
femelles

Bien que la différence de perception de la douleur entre les hommes et les
femmes était particulierement claire lors des expérimentations chez I'humain, la
différence de réponse nociceptive chez 'animal a été tres variable. Cette variabilité a
été largement décrite dans la littérature (Leo er al., 2008; Mogil, 2012). Au
laboratoire du Pr Poisbeau, la réponse nociceptive chez des males et des femelles a
été évaluée chez des souris et des rats, en utilisant plusieurs modeles de douleur (test
a la formaline, test du filament de Von Frey, plaque chaude fixe, plaque chaude
dynamique, pince calibrée). Plusieurs modeles n'ont pas permis d'observer de
différences entre les males et les femelles (test a la formaline, test de von Frey).
Cependant, comme il a été décrit plus haut, les différences de réponses nociceptives
entre les souris males et les femelles a la plaque chaude dynamique sont
particulierement marquées. Ces résultats, bien qu'ils aient été reproduits a plusieurs

reprises, n'ont toujours pas d'explication précise.

Chez le rat, la pince calibrée a permis d'observer des différences de réponse a
la douleur entre les males et les femelles. La réponse nociceptive produite par la pince

calibrée était d'ailleurs modifiée par la présence ou l'absence des gonades. Des
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différences d'analgésie induites par le stress ont aussi été observées chez le rat en

utilisant la pince calibrée comme mesure nociceptive (Article #3).

3.2 Le paradigme de nage forcée

Afin d'étudier le role des métabolites endogenes des hormones stéroidiennes,
nous avons utilisé un protocole de nage forcée décrit par le Pr Robert Purdy au début
des années 90. Il avait montré qu'une nage forcée de 10 minutes a 22°C produisait la
libération de métabolites 3a5a-réduits dans le cerveau et dans le plasma selon une
dynamique particuliere (Purdy et al., 1991). Nous avons choisi ce type de stimulation
puisque la libération endogene de neurostéroides peut se produire suite a différents
stimuli (douloureux ou non douloureux). La synthése endogene de neurostéroides
avait déja été démontrée dans des modeles de douleur associée a la carragénine
(Poisbeau et al., 2005). Cependant, considérant que ce modele de douleur produit des
différences entre les males et les femelles qui sont a 'opposé des résultats typiques
(les males ont plus de douleur que les femelles), et que l'un des objectifs était
d'évaluer le role des neurostéroides dans les mécanismes de modulation de la douleur,
nous avons opté pour le paradigme de nage forcée présenté par Purdy (Purdy et al.,

1991).

Ce paradigme de nage forcée n'avait jamais été utilis€ pour produire de
I'analgésie induite par le stress. Ce type d'analgésie peut étre associé a la libération de
peptides opioides, pourrait impliquer les récepteurs NMDA ou résulter d'effets mixtes
(Butler et Finn, 2009). Nous avons d'abord fait la caractérisation de ce modele, et tel
que décrit dans 1'article #3, nous avons pu définir qu'une nage forcée de 10 minutes a

22°C était de type non opioidergique.

L'influence de l'antagoniste du récepteur NMDA, MK-801, sur l'analgésie
induite par le stress chez le male et la femelle était relativement similaire. Cependant,

un nombre de sujets plus élevé aurait sans doute permis de voir une différence entre
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les males et les femelles, telle que décrit par Mogil au début des années 90 (Mogil et
al., 1993). En effet, la réduction était statistiquement significative chez le male.
Cependant, chez la femelle, la diminution de la réponse nociceptive frolait la
significativité statistique. Ces résultats n'ont pas été discutés spécifiquement dans
l'article puisque les résultats n'étaient pas suffisamment puissants pour montrer une
différence claire. Deuxiemement, puisque ces observations avaient été démontrées
par Mogil dans le passé, nous avions peu d'intérét a reproduire ces résultats. De plus,
l'objectif de cette caractérisation chez le male et la femelle était uniquement de

décrire le mécanisme sous-jacent a notre paradigme de nage forcée.

Une de nos hypotheses était que la synthese de stéroides endogenes produits
par le stress serait différente chez le male en comparaison de la femelle. Nous avons
tenté de doser ces stéroides par technique de HPLC en collaboration avec le Pr
Yannick Goumon a I'Université de Strasbourg (ces données ne sont pas présentées
dans ce document). Cependant, la plupart des métabolites 3aSa-réduits ne pouvaient

étre dosés avec une sensibilité suffisante pour étre détectés convenablement.

3.3 Roles des métabolites 3a5a-réduits dans la réponse nociceptive chez les males et
les femelles

Un des objectifs de ce projet était, entre autres, d'évaluer l'implication des

métabolites endogenes des hormones stéroidiennes dans les mécanismes de

transmission et d'inhibition de la douleur. Nous avons inhibé la synthese des stéroides

endogenes en utilisant, chez le rat, le finastéride, un inhibiteur de l'enzyme Sa-

réductase, et chez la souris, la depo-provéra (MPA : medroxyprogestérone acétate),

un inhibiteur de 'enzyme 3a-hydroxystéroide déshydrogénase.

Ces projets ont permis de déterminer que les métabolites endogenes des
stéroides ne semblent pas étre impliqués, en situation hormonale stable, dans les

mécanismes actifs d'inhibition de la douleur. Ces résultats ont été observés lors du
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paradigme de nage forcée chez le rat, et lors de I'analyse de l'interphase du test a la
formaline chez la souris. La littérature avait décrit que des neurones GABAergiques
du tronc cérébral pourraient étre impliqués dans la modulation de la douleur. Tel que
mentionné dans l'introduction, l'injection d'agonistes et d'antagonistes du récepteur
GABA, dans la SGPA, la MRV et I'amygdale centrale, entraine une modulation de la
douleur au test du retrait de la queue, de plaque chaude fixe et du test a la formaline
(Moreau et Fields, 1986; Gilbert et Franklin, 2001; Hasanein et al., 2008; Heinricher
et al., 2009). C'est dans cet perspective que I'hypothese d'une modulation des MCDD

par les métabolites 3a5a-réduits a été suggérée.

Etonnamment, bien que nous n'ayons observé aucun effet de la déplétion des
métabolites endogenes des hormones stéroidiennes sur les mécanismes inhibiteurs
descendants de la douleur, nous avons tout de méme observé une modulation de la
douleur aigué par l'injection d'inhibiteur des enzymes de synthese des neurostéroides.
En effet, I'injection de finastéride chez le rat, comme l'injection de provéra chez la
souris, a augmenté la réponse nociceptive au test de la pince calibrée chez le rat male
(article #3), lors de la phase aigué du test a la formaline chez la souris males (article
#2), de méme que la réponse nociceptive produite par la plaque chaude dynamique
toujours chez la souris (article #2). Ces effets ont été observés uniquement chez les
animaux males, et de facon plus marquée chez les animaux castrés. Ces résultats
concordent aussi avec les injections de neurostéroides intrathécales chez le rat lors du
test a la formaline (ces données ne sont pas présentées dans ce document). Ces
résultats soulevent plusieurs questionnements puisque le role des neurostéroides dans
la modulation de la douleur (du moins dans les mécanismes spinaux) est assez bien
décrit dans la littérature. Cependant, les expérimentations soutenant cette littérature

sont effectuées majoritairement chez des animaux males et trés peu chez les femelles.

Afin de déterminer la cause de cette différence de réaction aux inhibiteurs de
neurostéroidogenese entre les males et les femelles, nous avons quantifié 1'expression

génique de plusieurs récepteurs auxquels se lient les neurostéroides (voir l'annexe 1
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pour les résultats complémentaires), entre autres, les sous-unités des récepteurs
GABA, (Article #3, al, a4, 9, v), les cotransporteurs des ions chlorures (NKCCI1 et
KCC2), les différents récepteurs des opioides (5, W, k) et certaines sous-unités des
récepteurs NMDA (NR2A et NR2B). Plusieurs différences entre les males, les
femelles, sham-gonadectomisés ou gonadectomisés ont €t€ observées. Cependant,
aucun des résultats ne peut expliquer spécifiquement la réaction importante des
animaux castrés aux inhibiteurs de stéroidogenese, ni la plus grande sensibilité a
certains neurostéroides injectés directement dans la moelle épiniere. Un élément
intéressant de ce résultat est l'observation de la complexité des variations des
différents récepteurs. En effet, les résultats montrent que pour certains récepteurs, les
males ont des niveaux d'expression génique plus élevés que les femelles. Pour
d'autres récepteurs, c'est l'inverse qui se produit. Finalement, certaines situations
montrent une augmentation d'expression similaire chez les animaux gonadectomisés
males et femelles, alors que pour d'autres récepteurs, les animaux gonadectomisés
males et femelles vont dans des directions différentes. Il est possible de suggérer que
dans certaines situations, l'effet serait créé par la modulation d'un unique récepteur,
mais il est davantage probable que les réponses nociceptives observées soient
associées a la résultante de ces multiples modifications géniques. De plus, il ne faut
pas négliger I'implication d'autres facteurs afin d'expliquer ces résultats. Par exemple,
la testostérone pourrait aussi moduler l'activité enzymatique impliqué dans la
synthése d'hormones ou de neurotransmetteurs. Une étude de l'activité enzymatique
de certaines hormones clées (par exemple I'aromatase, transformant la testostérone en
estradiol) ou de certains neurotransmetteurs (par exemple les enzymes de synthese du

GABA, la GAD) aurait pu étre faite.

3.4 Implication des variations hormonales associées au cycle menstruel dans la
transmission et la modulation de la douleur
La chute de progestérone associée a la fin de la phase lutéale, et a la transition

vers la phase menstruelle, est un moment critique du cycle ovarien. Elle est pointée
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du doigt comme cause des fluctuations de I'humeur dans le syndrome de dysphorie
prémenstruel, mais aussi dans le domaine de la douleur. Cette variation soudaine, en
plus de provoquer des migraines et différentes douleurs chez les personnes saines,
cause aussi une recrudescence des symptomes douloureux dans plusieurs pathologies
de douleur chronique (Anderberg et al., 1998; Houghton et al., 2002; LeResche et al.,
2003; Powell-Boone et al., 2005).

Au laboratoire, Yannick Tousignant-Laflamme a observé une variation des
CIDN pendant le cycle menstruel chez des sujets sains (Tousignant-Laflamme et
Marchand, 2009). En effet, dans son projet de doctorat, les seuils de douleur n'ont pas
été modifiés lors de la phase lutéale. Par contre, un CIDN « comparable a celui des
hommes » était observé uniquement pendant la phase ovulatoire, donc 1'amplitude des
CIDN étaient diminuée lors de la phase lutéale et menstruelle(Tousignant-Laflamme
et Marchand, 2009). Malgré ces observations, aucune corrélation claire n'a pu étre
établie entre les concentrations hormonales et le CIDN pendant la phase lutéale.
Considérant ces résultats, nous nous sommes donc questionnés afin de savoir
comment la chute de progestérone pouvait influencer la transmission et la modulation
de la douleur, mais particulierement: quel est le role des métabolites endogenes des

hormones stéroidiennes dans ce phénomene physiologique?

Le protocole de retrait de progestérone utilisé afin de mimer la transition de la
phase lutéale vers la phase menstruelle du cycle ovarien a été décrit, et tres bien
caractérisé, par le groupe de Thelma Lovick a 1'Université de Birmingham (Voir
Introduction section 2.1). Les animaux étaient injectés avec de la progestérone deux
fois par jour (a 7h00 et 17h00) pendant 6 jours consécutifs. Le 7e jour, I'animal
recevait une injection de véhicule uniquement. Les animaux étaient testés le 8e jour.
De plus, les animaux recevaient une injection de finastéride ou du véhicule, un jour
sur deux, pendant 7 jours. Ce protocole nous a permis de montrer que l'analgésie
induite par le stress était inhibée par la chute de progestérone induite

pharmacologiquement. Un élément particulierement intéressant est que l'inhibition de
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la neurostéroidogenese par le finastéride a permis de ramener I'analgésie induite par

le stress a son niveau de base.

Dans cette situation, la présence des neurostéroides aurait un effet
antianalgésique, ce qui est en accord avec les résultats démontrés par Gilbert et ses
collaborateurs (2001). Ceux-ci observaient que l'injection d'un agoniste du récepteur
GABA, dans la MRV avait un effet pronociceptif lors du test de retrait de la queue.
A T'opposé, l'injection de bicuculline (un antagoniste du récepteur GABA,) dans la
MRV avait un effet antinociceptif lors du test du retrait de la queue et du test a la

formaline (Gilbert et Franklin, 2001).

Lovick et ses collaborateurs proposent une hypothese trés convaincante
permettant d'expliquer, dans leur cas, l'augmentation de I'hyperalgésie suivant une
situation anxiogene. Cette équipe suggérait que la chute de progestérone induisait une
augmentation de l'expression des récepteurs GABA, contenant des sous-unités o
(Lovick et Devall, 2009). Cette augmentation de l'expression de ces récepteurs
augmentait 1'inhibition des cellules OFF et empéchait l'inhibition de la transmission
nociceptive dans la moelle épiniere. Cette méme équipe a observé, par technique
d'immunohistochimie sur coupe, l'augmentation de I'expression des récepteurs
GABAA contenant des sous-unités a4, Bl et & (Lovick et Devall, 2009). Dans notre
expérimentation, nous avons plutdt choisi de mesurer, par technique de PCR
quantitatif, I'expression génique de ces sous-unités dans la moelle épiniere et le tronc
cérébral. Nous avons observé une augmentation de récepteurs GABAJy dans la
moelle épiniére et une diminution des récepteurs GABA A0 dans le tronc cérébral. De
plus, nous avons mesuré une augmentation du ratio NKCC1/KCC2 dans le tronc
cérébral. Les roles des cotransporteurs NKCC1 et KCC2 sont schématisés a la Figure
27. L'augmentation de ce ratio signifie globalement, une plus grande expression des
cotransporteurs permettant l'entrée des ions chlorures dans les cellules par rapport aux

cotransporteurs permettant leur sortie.
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Figure 27. Transport des ions chlorures par les cotransporteurs NKCCI1 et

KCC2 dans les mécanismes de douleur

Ce schéma représente les cotransporteurs des ions chlorure a travers la membrane
plasmatique des cellules. Le cotransporteur NKCC1 permet 1'entrée d'ions chlorures
dans la cellule, alors que le cotransporteur KCC2 permet la sortie des ions chlorures.
Le processus de ces deux transporteurs est électroneurtre, c'est a dire qu'il n'y a pas de
transfert de charge net. De plus, ces co-transporteurs n'hydrolyse pas I'ATP eux-
méme, mais dépendent de gradients de concentration générés activement par une
pompe sodium-potassium ATPase (ligne pointillée). Cette image ne rapporte pas tous
les transferts ioniques neuronaux, mais représente ceux majoritairement impliqués
dans les mécansimes de transmission et de modulation de la douleur, de méme que
ceux modulés en situation de douleur neuropathique. Image tirée de (Price et al.,
2009). Droits de reproduction obtenus #: 11080145).

Ces résultats suggerent une modification de I'homéostasie des ions chlorures
au niveau du tronc cérébral, mais aussi de la moelle épiniere. Ce changement est
dirigé globalement vers une augmentation des entrées des ions chlorures dans les
neurones, ce qui entraine normalement 1'hyperpolarisation (l'inhibition) de ceux-ci et
coincide avec les résultats obtenus. Par contre, la diminution de 1'expression génique
des récepteurs GABAA contenant des sous-unités 6 est a l'opposé de la théorie
présentée par Lovick et collaborateurs (2009). Cette divergence peut s'expliquer par
la différence dans les techniques utilisées. En effet, eux mesuraient l'expression de

protéines alors que nous avons quantifié l'expression génique. Nos résultats
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pourraient signifier la traduction en protéine des ARNm impliqués dans la synthese

de protéine, résultant en une diminution des ARNm résiduels.

En comparaison avec des expérimentations lors desquelles les niveaux
d'hormones étaient stables, nos résultats suggerent que la chute hormonale fait varier
de facon importante les concentrations de métabolites endogenes des hormones
stéroidiennes. Il est d'ailleurs connu que les concentrations de neurostéroides varient
en fonction des concentrations de progestérone (Andréen et al., 2006). Une seconde
hypothese est que la chute de progestérone modifie l'expression, en nombre ou en
composition, des récepteurs GABA, liant ces métabolites endogenes. Comme les
résultats 1'ont montré dans l'article #4, l'expression des sous-unités des récepteurs
GABA, a été modifiée par le retrait de progestérone. Cependant, cet effet ne peut

expliquer completement 1'effet physiologique observé.

Ce que nos résultats apportent de nouveau est l'implication de multiples
récepteurs et transporteurs dans le mécanisme sous-tendant la réaction physiologique
observée. Il ne s'agit pas uniquement de l'expression des récepteurs GABAAJ, mais
aussi des cotransporteurs qui ont un role important dans la gestion et I'importance des
gradients ioniques impliqués dans I'hyperpolarisation neuronale. Ces résultats mettent
en évidence le role, non seulement des hormones sexuelles et de leurs métabolites,
mais aussi de l'expression des récepteurs responsables de 1'homéostasie des ions
chlorures dans les mécanismes, entres autres supraspinaux, de modulation de la
douleur. Ces résultats apportent une nouvelle piste de recherche dans 1'étude des
dysfonctions des CIDN dans certaines pathologies de douleur -chronique,
particulierement quand il y a une prévalence plus grande chez les femmes ou une

exacerbation des symptdmes douloureux durant la période prémenstruelle.

Malheureusement, les études observant la perception de la douleur lors du
cycle menstruel dans ces pathologies sont bien souvent restrictives quant aux phases

mesurées. Ces études observent majoritairement un cycle en 3 phases, c'est-a-dire la
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phase folliculaire (ou menstruelle, généralement entre le jour 4 et le jour 7), la phase
ovulatoire et la phase lutéale (entre le jour 18 et 22). Certaines équipes observent un
cycle en 5 phases, incluant la phase menstruelle (1-3), la phase folliculaire (jour 6 a
9), la phase ovulatoire, la phase lutéale (18-22) et la phase prémenstruelle (jour 26 a
28). Le cycle en 3 phases permet de mesurer deux phases relativement stables et une
phase dynamique, alors que le cycle en 5 phases est plus précis et permet d'observer 2

phases dynamiques.

Le r6le des neurostéroides chez I'humain, dans le domaine de la douleur, n'a
pratiquement jamais été évalué (Mechlin er al., 2007). Une des contraintes majeures
est la difficulté d'obtenir des dosages de ces métabolites assez sensibles pour détecter
les faibles concentrations présentes dans le sang. De plus, comme les résultats de
l'article #1 l'ont démontré, il semblerait que le stress soit aussi un élément tres
important dans la mise en place des syndromes de douleur chronique, notamment
dans la fibromyalgie. Il serait primordial d'établir, chez I'humain, le rdle des
neurostéroides dans les mécanismes de transmission et de modulation de la douleur,
chez les sujets sains et chez les sujets atteints de douleurs chroniques. De plus,
I'implication de ces neurostéroides, et de leur variabilité dans le temps, devra étre
mise en relation chez ces différents groupes. Cela permettra d'établir 1'ordre des
modifications physiologiques et de déterminer le rdle a la fois des neurostéroides, de
la douleur et du stress, dans le développement des pathologies de douleurs

chroniques.
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CONCLUSION

La différence de perception de la douleur entre les hommes et les femmes est
la résultante de multiples facteurs interreliés dans un réseau complexe. Cependant,
une grande ligne commune aux différents projets est l'importance particuliere des
causes biologiques dans les différences de perception de la douleur chez les hommes

et les femmes.

La premicre partie du projet a évalué l'implication des facteurs psychologiques
et les ont mis en relation avec la perception de la douleur chez les hommes et les
femmes. Ce que ces résultats ont montré est que, méme en considérant tous les
parametres psychologiques, la différence imposée par le sexe demeure le facteur le
plus important relié a la différence de perception de la douleur entre les hommes et

les femmes.

La seconde partie de cette these a étudié le role concret des stéroides chez les
sujets sains et atteints de fibromyalgie. Nous avons entre autre pu observer une
hypercortisolémie et une hyperactivité sympathique chez les sujets fibromyalgiques.
Ces deux facteurs sont importants dans les mécanismes d'allostasie et cela est
consistant avec 1'hypothese d'une surcharge allostatique chez ces sujets. Cette partie a
mis en évidence l'importance des différents systemes physiologiques impliqués dans
certaines pathologies de douleur chronique. De plus, nous avons pu voir que les
modulations fines des stéroides n'influencent pas la perception de la douleur de fagon
importante. Cependant, d'autres études réalisées au laboratoire, supportent que les
différences plus importantes de stéroides (comme dans les modeles de gonadectomie
chez l'animal) produisent des effets considérables sur la réponse nociceptive. Chez les
sujets sains et les sujets fibromyalgiques, les modulations fines sembleraient
particulierement impliquées dans la dérégulation des différents systeémes. Ce sont ces

multiples déreglements qui semblent créer le syndrome dans sa finalité clinique.
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Finalement, le réle des métabolites endogenes des hormones stéroidiennes a
été évalué¢ chez l'animal. Nous avons suggéré que ces neurostéroides affectent
davantage les mécanismes de transmission de la douleur par rapport aux mécanismes
de modulation de la douleur. Un résultat particulierement intéressant est 1'i'mplication
des neurostéroides lors de la phase prémenstruelle du cycle ovarien (chute de
progestérone). En effet, lors de cette phase, les neurostéroides semblent influencer les
mécanismes de contrdles inhibiteurs de la douleur. Ce résultat est particulierement
important puisqu'il pourrait expliquer la recrudescence des symptomes douloureux
dans certaines pathologies de douleur. Ce phénomene serait d'ailleurs en partie
associé a l'homéostasie des ions chlorures au niveau supraspinal. Ce systeme,
implicant les récepteurs GABA et plusieurs cotransporteurs, est souvent mis de coté
malgré ses implications dans de nombreuses régions du cerveau chargées du
fonctionnement des systemes mis a contribution dans la régulation de l'allostasie. La
fibromyalgie est une pathologie complexe impliquant a la fois des facteurs
psychologiques, des débalancements neurohormonaux, des altérations périphériques
et centrales. Ce n'est qu'en ayant une meilleure compréhension de ces multiples

facettes de cette pathologie qu'une thérapie adaptée pourra étre mise sur pied.

Ce projet établit plusieurs liens dans une problématique que plusieurs tentent
de simplifier a outrance. De nombreuses recherches seront nécessaires afin d'apporter
des réponses aux multiples questionnements et hypotheses que ce projet de these a
soulevés. Cependant, il est clair que les facteurs biologiques sont une cause
importante dans la différence de perception de la douleur entre les hommes et les
femmes. Les aspects biologiques ne se limitent pas qu'aux hormones sexuelles de
base (progestérone, testostérone et estradiol), mais mettent aussi a contribution de
nombreux systeémes physiologiques, notamment la réactivité du systeéme nerveux
autonome. Une perspective qui devra impérativement &tre développée est
I'implication des neuropeptides (ocytocyne, vasopressine, neuropeptide Y,
cholécytokinine, peptide vasoactif intestinal, mélatonine, et autres) dans les

différences de perception de la douleur entre les hommes et les femmes. Leurs
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implications dans les mécansimes de perception de a douleur sont de plus en plus
rapportées dans la litérature scientifique (Carr et Lipkowski, 1990). Ces
neuropeptides sont impliqués dans de nombreux systemes ce qui pourraient expliquer
les nombreuses interrelations observés dans la perception de la douleur. Il a été décrit
ce certains neuropeptides, tels que l'ocytocine, sont modulés par les stéroides

gonadiques et leur métabolites 3a5a-réduits (Brussaard et al., 2000).
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