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« Sapere aude Aie le courage de te servir de ton propre entendement »

Horace
« Je sais que je ne sais rien »
Socrate
« Atteindre un but, c’est manquer tout le reste »
Lao Tseu
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Résumé

L’utilisation des opioides est a I’origine de phénomenes de tolérance et d’hyperalgésie induite

(HIO) aussi bien chez 1’animal qu’en utilisation clinique. Ces phénomeénes surviennent avec

tous les opioides de maniére dose-dépendante. Les mécanismes qui les sous-tendent sont
complexes et imparfaitement connus. Le rémifentanil et le sufentanil sont les opioides les plus
utilisés en France en anesthésimimation. Leur utilisation s’accompagne d’une HIO qui

majore la douleur postopératoire et peut étre responsable de la persistance de la douleur & long
terme. La perception des stimuli nociceptifs chez un patient sous anesthésie générale n’est pas

aisée et repose encore sur des signes cliniques indirects d’activation du systéme sympathique.

Ces signes peu sensibles et peu spécifiques conduisent a sous doser ou sur-doser les patients en
opioides. Récemment, un nouvel outil de monitorage de la nociception est &apalgesia
nociception index (ANI). L’ ANI refléte le tonus parasympathique et de ce fait permettrait aux
anesthésistes de mieux adapter le dosage des opioides.

Dans cette thése, nous avahsbord évalué la sensibilité et la spécificité de I’ ANI a détecter

les stimuli nociceptifs, puisiontré qu’elles étaient supérieures a celles des signes cliniques, et
supérieures a d’autres indices de monitorage proposés. Ensuite nous avons validé la capacité

de I’ANI a guider I’analgésie peropératoire du rémifentanil dans différentes situations.

Sur le plan expérimental, nous avons exploré, aprés une exposition courte ou pralongée
différentes doses de rémifentanil et sidentanil, les mécanismes associés a 1’hyperalgésie
thermique in vivo, chez la souris, et ex vivo, sur la voie des MAP kinases ERK1/2 et sur le
trafic membranaire des récepteurs opioides de type p (MOR) dans différentess culture
cellulaires. Chez la souris, nous avons mis en évidence une hyperalgésie précoce au saut sur
plaque chaude, aprés exposition aux doses les plus élevées de rémifentanil, mais pas avec le
sufentanil. De plusjous n’avons pas observé d’HIO sur le Iéchage des pattes.

Sur les cultures cellulaires, le remifentanil comme le sufentanil activent la voie des MAPK
ERK1/2 lors d’une exposition courte, avec apparition d’une désensibilisation lorsque
I’exposition se prolonge. Le rémifentanil comme le sufentanil induisent une internalisation

précoce et progressive des récepteurs MOR.

Mots clés:
Hyperalgésie induite par les opioides, tolérance, opioides, remifentanil, sufentanil,

internalisation, désensibilisation, MAP kinases ERK, récepteur mu



Opioid induced hyperalgesia : interest of parasympathetic tone
monitoring in humans and study of molecular mechanisms of

desensitization and tolerance in vitro and in mice
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Abstract

The use of opioids is associated with tolerance and induced hyperalgesia (OIH). Tolerance and
OIH occur with all opioids and have been demonstrated both, in animals and in humans and are
likely to be dose-dependent. The underlying mechanisms are complex and partially known.
Remifentanil and sufentanil are the most used opioids in France in anesthesia and intensive
care. Their use is associated with OIH that increases postoperative pain and may be responsible
for persistent pain. In anesthetized patients, nociceptive stimuli are still detected according to
clinical signs of sympathetic activation. These signs lack sensitivity and specificity and lead to
underdosing or overdosing opioids. Recently, the analgesia nociception index (ANI), has been
proposed as surrogate marker of nociception. The ANI reflects the parasympathetic tone and
thus may allow anesthetists to better adapt the opioid dosage.

In this thesis, we first evaluated the sensitivity and specificity of ANI to detect nociceptive
stimuli, and showed that it better detects them than do clinical signs or than other currently
available monitoring tools. Subsequently, we validated the ability of the ANI to adequately
guide the intraoperative dosing of remifentanil in different clinical setting.

After acute and sustained exposure to different doses of remifentanil and sufemtanil
investigated, in vivo, the mechanisms associated with thermal hyperalgesia in mice, and ex
vivo, the effect on the MAP kinase ERRIlpathway and the p-type opioid receptor (MOR)
membrane trafficking in human neuroblastoma cells and embryonic kidney cell cultures.

In mice, high-dose remifentanil induced early hyperalgesia assessed by the jumping latency in
a hot-plate test, but nthe sufentanil. We did not observe OIH for the hind paw licking test.

On cell cultures, after short exposure, both remifentanil and sufentanil produced activation of

the MAP kinase ERK1/2 pathway, and rapid desensitization and internalization of the MOR.

Keywords :
Opioid Induced Hyperalgesia, tolerance, opioids, remifentanil, sufentanil, desensitization,

internalization, mu-opioid receptor, MAP kinase ERK1/2
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Introduction

Justification des études cliniques

Connus depuis 1’antiquité, les opioides ont été introduits en anesthésie depuis plus d’un demi-

siécle en association avec les hypnotiques et les curares dans le but de procurer une anesthésie
plus stable sur le plan hémodynamique et un relachement musculaire indispensable a certaines
chirurgies (Stanley 2014 ette triple association porte le nom d’anesthésie balancée et

constitue le mode d’anesthésie le plus courant actuellement. Depuis les années 1970, les
opioides utilisés en anesthésie sont le fentanyl et ses délulfsntanil, le sufentanil et le
rémifentanil (Vardanyan and Hruby 2014). Ces deux derniers sont les plus utilisés actuellement
en France aussi bien en chirurgiéen réanimation (Constantin et al. 2010; Girard et al. 2004;
Constant et al. 2012; Hanouz et al. 2012; Gayraud et al. 2013)

Le choix d’un opioide repose essentiellement sur ses propriétés pharmacocinétiques. Apres
I’arrét de sa perfusion, le rémifentanil est éliminé en quelgues minutes par des estérases non-
spécifiques méme apres une longue durée de perfusion (Egan 1998). Son utilisation est
privilégiée dans les chirurgies de longue durée et dans les stratégies de sevrage rapide en
réanimation (Constantin et al. 2010; Bhavsar et al. 2016). Le sufentanil plus liposoluble et de
métabolisme hépatique, a une demi-vie contextuelle plus longue et mettra plusieurs heures voire
plusieurs jous a s’éliminer aprés une perfusion prolongée. Son utilisation est privilégiée dans

les chirurgies de courte durée et en réanimation lorsqu’une sédation prolongée est souhaitable

(Hall and Hardy 2009; Fechner et al. 2013; M Gruenewald et al. 2014).

Bien que relativement bien tolérés sur le plan hémodynamique les opioides possedent de
nombreux effets secondaires comme les nausées et vomissements, le prurit, la sédation, la
dépression respiratoire, le ralentissement du trandit gitention d’urine (McDonald and
Lambert 2013; Daeninck and Bruera 1999; Ballantyne and Mao 2003; Jamison and Mao 2015).
Ces effets compromettent la qualité de la récupération postopératoire et retardent la sortie des
patients. Récemment, de nombreuses études cliniques ont mis en évidence des phénomenes de
tolérance aiguét d’hyperalgésie induite par I’utilisation d’opioides en anesthésie, responsables

d’une exacerbation de la douleur et d’'une consommation accrue de morpherepostopératoire

(Yi and Pryzbylkowski 2015; Angst and Clark 2006; Hayhurst and Durieux 2016; Henkel
2000).De plus, certaines études ont suggéré un lien entre I’hyperalgésie post-opératoire et la

persistance de douleurs plusieurs mois apres la chirurgie (Stubhaug et al. 1997; Salengros et al.
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2010). La majorité des effets secondaires étant dose-dépendante, une diminution des doses
utilisées en peropératoire serait une premiere stratégie pour tenter de réduire les effets
secondaires des opioides (Angst 2015; C. Lee, Lee, and Kim 2013; Song et al. 2011). Le dosage
peropératoire des opioides reste aujourd’hui trés imprécis car basé sur des modéles
pharmacocinétiques et/ou sur des signes cliniques d’activation du systéme sympathique
éminemment variables d’un sujet a 1’autre et non spécifiques de la stimulation nociceptive sous
anesthésie générale. A 1’heure actuelle, il n’existe pas de consensus sur les doses d’opioides a

utiliser en anesthésie et selon les habitudes des médecins en charge des interventions, les
patients peuvent recevoir désses variant d’un facteur 1 a 10 pour une méme chirurgie, ceci

étant favorisé par un index thérapeutique large pour ces médicaments (Lagneau, Oliviéri, and
Marty 2013; La Colla, Albertin, and La Colla 2009; Piacevoli, Minto, and Schnider 2011,
Castro et al. 2003).

Pour aider les anesthésistes a apprécier d 'une maniére plus objective I’intensité de la stimulation
nociceptive peropératoire, plusieurs systémes de monitorage ont été récemment développés. lls
exploitent tous I’impact d’une stimulation nociceptive sur le systeme nerveux autonome
(Georges Daccache 2017lparmi ces systémes, 1’Analgesia Nociception Index (ANI)
développé en 2009 par ubdguipe de recherche de I’université de Lille, mesure la variabilité

de la fréquence cardiaque. L’analyse spectrale de cette variabilité fournit un index sans unité,

I’ANI qui varie de 0 a 100 et qui reflete I’intensité du tonus parasympathique. Lors d’une
stimulation nociceptive, le tonus parasympa@ih est inhibé et la valeur de I’ANI diminue.

Ceci permettrait, une utilisation peropératoire plus rationnelle des opioides et possiblement, une
diminution des doses totales et paxitla douleur et de I’hyperalgésie postopératoires (G.

Daccache, Jeanne, and Fletcher 2017).

Objectifs des études cliniques

L’objectif de la partie clinique de ce travail était :
a) de valider ’ANI comme indice reflétant la balance analgésie-nociception
peropératoire
b) de développer un algorithme d’utilisation du rémifentanil basé sur I’ANI
¢) de mesurer I’impact d’une utilisation du rémifentantlasée sur I’ANI sur la douleur

et I’hyperalgésie postopératoires.
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Justification des études expérimentales

Lors de I'utilisation prolongée d’un opioide, des phénomeénes de tolérance apparaissent
rapidement, conduisant a I’augmentation de la dose afin d’obtenir le méme niveau d’analgésie.

Plus récemment, des phénomeéddsyperalgésie ont été mis en évidence dans des modeles
animaux d’abord puis chez I’homme ensuite, et qui se traduisent par un abaissement du seulil
nociceptif consécutif a I’utilisation des opioides. Ces phénomenes, ne semblent pas liés et leurs
mécanismes sont étudiés depuis plusieurs décennies a la fois sur des modéles cellulaires et chez
I’animal pour la tolérance et sur des modeélesnanx pour I’hyperalgésie (Arout et al. 2015;
Vanderah et al. 2001; Hayhurst and Durieux 2016). Tolérance et hyperalgésie ont été observés
avec tous les opioideguoiqu’avec des intensités et des mécanismes différents qui semblent
propres a chaque agoniste (Lyons et al. 2015; Kissin, Bright, and Bradley 2000; Tremblay 2005;
Le Roy et al. 2013; X. Li, Angst, and Clark 2001)

L’effet analgésique des opioides est essentiellement 1i¢ a I’activation des récepteurs de type mu

ou MOR (Kieffer and Gavériaux-Ruff 280 Les récepteurs aux opioides font partie de la
famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires, couplés a des protéines G
inhibitrices principalementAprés fixation de 1’agoniste sur le récepteur, la signalisation
intracellulaire active plusieurs voies effectricésl’origine de I’effet analgésique mais
également des effets secondaires. La signalisation se termine par la désensibilisation du
récepteur, voire son internalisation dans des vésialil@slocytose avec possibilité de
recyclage a la surface ou dégradationL’activation du récepteur MOR inhibe 1’adénylate

cyclase et la formation d’AMPc, inhibe les canaux calciques membranaires de type P/Q, N et

L, active les canaux potassiques a rectification entrante Kir 3 et active la voie des MAP Kinases
(mitogen-activated protein kinases) en particulier les kinases ERK1 et ERK2 (extra-cellular
signal-regulated kinase) (Al-Hasani and Bruchas 2011; McDonald and Lambert 2013; John T
Williams et al. 2013) L’effet sur les canaux ioniques contribue a I’effet analgésique des

opioides en diminuant la libération des neurotransmetteurs de la douleur et en hyperpolarisant
la membrane cytoplasmique. L’activation des MAPK ERK1/2 régule de nombreuses cibles
impliquées dans des phénomenes aussi différents que la croissance et la différentiation
neuronale, mais aussi la plasticité neuronale impliguée dans les phénoménes de sevrage, de
toléranceet d’addiction (Raman, Chen, and Cobb 2007). Méme si tous les opioides activent
les MORselon un modéle général classique, il est aujourd’hui bien établi que I’activation des

différentes voies de signalisation mais aussi leur désensibilisation est agoniste-dépendante.
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Cette spécificité fonctionnelle est dénommeée aussi agonisme biaisé (Bobeck et al. 2016;
Georgina L Thompson et al. 2015; Kenakin 201Llps profils d’activation et de
désensibilisation du rémifentanil et du sufentanil en particulier sur la voie des MAPK ERK1/2,
et I’internalisation des récepteurs MOR pourraient étre différents avec des conséquences
différentes sur la tolérance et/ou I’hyperalgésie (Bobeck et al. 2016). A notre connaissance, peu
d’études sont disponibles concernant la désensibilisation des voies de signalisation par le
rémifentanil et aucune ételd’est retrouvée concernant le sufentanil.

Chez I’animal, en particulier chez les rongeurs (rat, souris) le phénoméne de tolérance est bien

décrit et implique des mécanismes complexes, parmi lesquels les modifications de I’expression

et de la sensibilité du récepteur NMDA-méthyl-D-aspartate) semblent jouer un réle
primordial (Drdla et al. 2009; Celérier et al. 2006; Rivat et al. 2002). Une modulation de ces
récepteurs a été décrite dans une région éminemment impliquée dans le contrdle de Ja douleur
la substance grise périacqueducale (PAG) (Posa et al.. Z&l6)¢me que pour I’activation

des voies de signalisation et I’internalisation, la modulation des récepteurs NMDA dans la PAG

est agoniste-dépendant (Bobeck et al. 2014). Le sufentanil et le rémifentanilgrbesarcer

des modulations différenteA. notre connaissance, peu d’études ont comparé les effets d’une
exposition courte ou prolongée au rémifentanil et au sufentanil sur la tolérance induite chez la

souris par ces deux agonistes.

Objectifs des études egpmentales

L’objectif de notre ¢tude in vivo, était de comparer les effets de doses équianalgésiques de
rémifentanil et de sufentanil sur ’hyperalgésie thermique chez la souris Swiss male et de
comparer I’expression et la phosphorylation des récepteurs NMDA dans la substance grise péri-

acqueducale (PAG) apres exposition a ces deux agonistes.

L’objectif de notre étude in vitro était de comparer, sur des cellules de neuroblastome humain
en cultured’une part)’activation et la désensibilisation de la voie des MAPK ERK1/2, aprés
une exposition courte et prolongéaa rémifentanil etau sufentanil etd’autre part, le trafic

intracellulaire induit par ces deux agonisipsss différents temps d’exposition.
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La douleur en chirurgie

Voies de la nociception

Les voies nociceptives sont composées schématiquement d’une chaine de 3 neurones. Le

premier neurone périphériqgue ou nociceptestr une fibre C amyélinique (80%), ou AJ
faiblement myélinisée (20%), dont le corps cellulaire se situe dans le ganglion de la racine
dorsale du nerf périphérique. Ces fibres envoient un prolongement axonique vers les tissus et
un autre vers la corne dorsale de la moelle sur plusieurs segmentsfectuera le premier

relai synaptiquetn périphérie, I’axone est ramifié en terminaisons libres dites polymodales car

elles possedent des récepteurs membranaires répondant a différents types de stimuli, thermiques
chimiques ou mécaniques, au niveau desquelles se fait la transduction du signal en potentiel
d’action. Le potentiel d’action est propagé par des canaux sodiques (NaMju’a la
terminaison présynaptique située dans les couches superficielles (I a VI d¢ dkebeedorne

dorsale de la moelle, tandis que la repolarisation dépend de canaux potassiques (Kv et K2P).
L’arrivée du potentiel d’action déclenche I’entrée de calcium par des canaux calciques voltage-
dépendant (P/Q, N, T et L) et la libération des neuromédiateurs nociceptifs, principalement le
glutamate, mais aussi la substance P, le CGRP (Calcitonin-gene related peptide) et le BDNF
(Brain-derived neurotrophic factor)’information nociceptive est ainsi transmise directement

ou par le biais d’interneurones a un deuxiéme neurone qui croise la ligne médiane et remonte
vers les structures supraspinales controlatérales ou il effectuera un deuxieme relai synaptique.
Ces neurones secondaires sont de deux types : les neurones spécifiquement nociceptifs qui ne
répondent qu’a des stimuli provenant de fibres C ou A0 et les neurones dits a convergence qui

répondent aussi bien a des stimuli non nociceptifs provenant de fibres tactiles (Ao, AB) qu’a

des stimuli nociceptifs provenant de fibres C ou A0 de la peau, des muscles et des visceres
(Hudspith 2016)C’est cette convergence viscéro-somatique qui explique le phénomene de
douleur projetée ou référée.

Les neurones secondaires constituent les voies ascendantes et forment plusieurs faisceaux a
destinations différentes. Figure 1.

Les faisceaux spinothalamiquessitués dans le quadrant antérolatéral de la moelle, sont
composés de deux contingents. L’un (encore appelé néospinothalamique) se termine dans le
noyau ventro-postéro-latéral du thalamus (VPL) et se projette sur le cortex somesthésique
primaire et secondaire ; il est responsable de la composante sensori-discriminaitve se
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termine dans les noyaux centraux intra-laminaires du thalamus et se projette de facon diffuse
vers le cortex cingulaire antérieur C{Ansula et le cortex frontal pré-moteur, impliqués dans

les réactions motrices et émotionnelles liées a la douleur.

Les faisceaux spinoréticulaireplus médians sont formés de neurones qui se terminent dans
les noyaux giganto-cellulaire, réticulaire latéral et le SRibucleus reticularis dorsa)isLe

SRD recoit des informations nociceptives somatiques et viscérales et se projette vers le
thalamus médian et de la vers les cortex, cingulaire antérieur (CCA), insulaire et frontal. Le
SRD envoie aussi un faisceau descendant qui joue un role dans le controle de la douleur.

Les faisceaux spinomésencéphaliques terminent dans la substance grise périacqueduquale
(PAG) et le noyau parabrachial du mésencéphale. Leurs cibles sont le noyau de I’amygdale et
I’hypothalamus et jouent un réle important dans les processus végétatifs, émotionnels et

endocriniens de la douleur (Georges Daccache and Beaulieu 2014).

17



Cerebral cortex - Forebrain
Ly L
I—r< \ -..| |
Thalamus T _j-_
Fibres to — o I y
hypothalamus b e —
o . : Midbrain
ibres to periaqueductal ——
_ r_,__.wi Periagueductal
grey matter -i grgy matiet
Fibres to t

2 i s coeruleus
reticular formation Locu descand

Medulla

' A Ae— Nucleus
reticularis giganto-
cellularis (NE)

Mucleus raphe
magnus (5-HT)

Meospinothalamic
tract (fast pain)

Palasospinothalamic Inhibitory dorsal columns

tract (slow in
: Ry Spinal cord
Dorsal horn

{larmina =V1) Deorsal root

= ¥ e ganglion
o )TN, G fibias

Figure 1 : Les voies nociceptives ascendantes rapides (rouge) et lat@s\(oies inhibitrices descendantes (bleu). 5-HT, 5-
hydroxytryptamine; NE, norépinéphrine. Adapté de Hudspith et al. 2016

Systémes de controle impliqués dans la douleur

La transmission de I’information douloureuse n’est pas uniforme mais soumise a divers
contrbles facilitateurs et inhibiteurs qui modulent son intégration par le systeme nerveux central
(Villanueva and Bourgeais 2009). Figure 2

Le contréle inhibiteur segmentaire médullaireproposé en 1965 par Melzack et Wall montre

gue les fibres tactiles de gros diamétre (AR) bloquent au niveau médullaire les neurones
nociceptifs, diectement ou par le biais d’interneurones inhibiteurs. Cette théorie explique la
réaction spontanée qui consiste a frotter la région ou apparait une douleur pour en diminuer

I’intensité. Elle est aussi a la base des stimulations analgésiques proposées en clinique comme
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la neurostimulation électrique transcutanée ou médullaire. Les couches superficielles de la
moelle sont riches en récepteurs opioides qui bloquent la libération de la substance P. Cette
découverte est a la base des techniques d’administration périmédullaire des opioides.

Contrdles supraspinaux Plusieurs formations bulbo-pontiques et mésencéphaliques exercent
un contrdle descendant sur la corne dorsale de la moelle, par des neurones qui empruntent le
funiculus postéro-latéral et agissent directememtpar le biais d’interneurones sur la
transmssion de I’influx nociceptif. Ce contrble est bidirectionnel, il peut étre facilitateur
(pronociceptif) ou inhibiteur (antinociceptif) (R. Bodnar and Heinricher 2013).

Deux régions sont particulierement importantes dans le contrdle de la nociception : la PAG
mésencéphalique et la région rostroventromédiale du bulbe (RVM) qui englobe les noyaux du
raphé médian (NRM) et le noyau gigantocellulaire (NGC). La R&ddule I’activité de la

région RVM principalement par des projections gabaergiques, lagusbn tour module la
nociception par des voies descendantes sérotoninergiques. Ces régions recoivent des afférences
des faisceaux ascendants mais également des structures cérébrales sus-jacentes en particulier,
I’amygdale, I’hypothalamus, le cortex cingulaire antérieur. Elles communiquent aussi avec les
noyaux no#drénergiques voisins (A5, A7 et A6 ou Locus ceeruleus) qui prennent part a la
modulation de la nociception via des projections descendantes noradrénergiques vers.la moelle
La PAG et la RVM contiennent des peptides opioides endogenes et des récepteursde type
(MOR), delta DOR) et kappa KOR). La microinjection d’opioides dans I’une ou I’autre de

ces régions ou leur stimulation électrique produit une analgésie profonde. Cependant, la
répétition des injections ou de la stimulation produit une tolérance. C’est la découverte de
différentes populations de neurones dans la RVM qui a permis de mieux comprendre la
modulation bidirectionnelle de la douleur. En effet, la RVM contient des neuroneOhts «

gui déchargent juste avant la perception douloureuse et des neurones dits quOFrrétent

de décharger juste avant la perception doulourecuse. D’autres neurones dits « Neutres » ne sont

pas impliqués dans la nociception mais dans la régulation d’autres fonctions comme
I’homéostasie et la reproduction. Le recrutement des neurone®WN » par la cholecystokinine

(CCK), la neurotensine ou la prostanglandine E2 renforce la dodlétinverse le recrutement

des neurones « OFF » supprime la douleur. Les opioides recrutent fortement les neurones
« OFF » en levantinhibition tonique exercée sur eux par des neurones gabaergiques. Cette
levée d’inhibition est nécessaire et suffisante pour expliquer I’effet analgésique des opioides,

méme si une diminution de I’activité des neurones « ON » y contribue également. Les neurones

« OFF » sont recrutés physiologiquement dans différentes situations regroupées sous le terme
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d’analgésie environnementale, qui favorisent la diminution de la douleur comme lors du stress,

de I’accouplement, de la délivrance, de I’alimentation et de la miction. Les neurones@N »

sont recrutés par I’anxiété, les états inflammatoires et les Iésions neurologiques (Lau and
Vaughan 2014; Heinricher et al. 2009; Millan 2002)

Une autre région du bulbe, le SRBubnucleus reticularis dorsa)igecoit des afférences
médullaires et projette en retour sur I’ensemble de 1a moelle. I serait responsable du phénomeéne

de contrexritation ou de ’atténuation de la douleur par une douleur plus forte exercée sur une

autre partie du corps. Initialement dénommé CIDN pour contrdle inhibiteur diffus nociceptif, il
est actuellement nommé CPM pour conditioned pain modulation. Son altération a été mise en
évidence dans différentes situations de douleurs chroniques (Yarnitsky 2010).

Contrdles corticaux Les cortex somatosensoriels S1 et&Rnt la localisation et I’intensité

de la douleur. Des lésions de cette région produisent une incapacité a localiser et a apprécie
I’intensité d’une stimulation controlatérald. insula répond a des stimulations thermiques et
nociceptives et joue un role d’inhibition des sensations douloureuses thermiques. Sa
stimulation, produit des réactions de peur face a la douleur et sa lésion s’accompagne de
comportements inappropriéandis qu’une lésion du CCA produit un effet inhibiteur sur la
douleur. Ces différentes régions exercent leur modulation via leurs projections sur la PAG et le
RVM (R. Bodnar and Heinricher 2013)

Contrdle périphérique. S’il est admis que des phénoménes de sensibilisation périphérique sont

mis en jeu précocement, ou I’inflammation locale et la libération par le nocicepteur de
substances excitatrices (substance P, CGRP, CCK, NPY etc) contribuent a sensibiliser le
nocicepteur périphérique, des mécanismes inhibiteurs au niveau périphérique ont recemment
été mis en évidence pEéquipe de Susan Carlton (Carlton 2014). Un groupe de nocicepteurs
exprimant des récepteurs a la somatostatine de type 2A exercent une inhibition tonique, tandis
gue des nocicepteurs exprimant des récepteurs au glutamate mGIuR Il et Il exercent une

inhibition activité-dépendante lors de la sensibilisation par la capsaicine par exemple.
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Figure 2: Contréles inhibiteurs issus du tronc cérébral qui s’exercent sur la transmission des messages nociceptifs. La PAG
exerce via le RVM un contrble bidirectionnel des messages nocicepsfsielieones @n» facilitent la transmission
nociceptive et les neurones « off » la bloquent. Le contr6le iabibitiffus induit par une stimulation nociceptive CIDN est

déclenché uniquement par une stimulation des fibres C ou A0 périphériques. Villanueva and Bourgeais.2009

Physiopathologie de la douleur post-chirurgicale

La chirurgie induit inévitablement un traumatisme tissulaire, fréquemment associé a un
traumatisme nerveux. Ces lésions vont mettre en action une cascade de réactions dans lesquelles
les phénomeénes inflammatoires vont jouer un réle prépondérant dans I’initiation puis dans
I’amplification du message douloureux. Cette amplification se traduira cliniquement par des
phénoménes d’hyperalgésie et d’allodynie qui traduisent I’abaissement du seuil nociceptif

provoqué par I’inflammation mais aussi entretenu pas des phénomenes de plasticité neuronale

au niveau périphérique et surtout au niveau central (Martinez, Baudic, and Fletcher 2013)
L’hyperalgésie est définie comme une sensation trés douloureuse en réponse a un stimulus peu
douloureux. L’allodynie est définie comme une sensation douloureuse en réponse a un stimulus

non douloureux. Ces deux symptomes cliniques sont le résultat d’une diminution du seuil
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douloureux, avec un décalage vers la gauehe cburbe qui relie I’intensité de stimulation a

celle de la perception douloureuse. Ces symptdbmes traduisent dans tous les cas une
sensibilisation du systéme nerveux a la douleur qu’il convient de rechercher car elle esta

I’origine d’une amplification du message douloureux. Cette sensibilisation peut étre
périphérique ou centrale (Woolf 2011).

Au niveau périphérique, elle se situe au niveau des nocicepteurs dans le tissu Iésé ; on parle
alors d’hyperalgésie primaire. Au niveau central, médullaire et supramédullaire, elle s’étend

aux tissus non lésés et peut se bilatéraliser voire concerner tout 1’organisme ; on parle
d’hyperalgésie secondaire. Les mécanismes de sensibilisation périphérique et centrale sont

différents.

Sensibilisation périphérique

En périphérie, les lésions tissulaires, mais aussi nerveuses vont libérer des substances
directement algogenes {HATP, bradykinine) qui vont se fixer sur des récepteurs qui leur sont
propres et générer un potentiel d’action. Ces lésions vont aussi trés rapidement initier
I’activation des cellules inflammatoires avoisinantes qui vont a leur tour, libérer des substances

« sensibilisantes » (histamine, sérotonine, prostaglandines, cytokines, Ni@&fveugrowth

factor, neuropeptides) dont le role est d’abaisser le seuil d’activation des nocicepteurs
périphérique. Ceci conduit a I’amplification de I’influx nociceptif périphérique, qui se traduira

au niveau de la corne dorsale de la moelle, par une augmentation de libération des neuropeptides
de la douleur (substance P, BDNF, glutamate) et une activation des cellules gliales (Thacker et
al. 2007)Cliniquement I’hypersensibilité primaire se traduit par une inflammation, une rougeur

et une sensibilité des tissus Iésés (cicatrice) facilement indentifiables. Figure 3
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Figure 3: Mécanismes de la sensibilisation périphériquesIC, acid-sensing ion-channel ou canaux sensibles aux ions H+
BK, récepteurs a la bradykinine ; EP2, récepteur a la prostaglan8elL-18, interleukin-15; 1L-6, interleukiné; LIF,
Leukemia inhibitory factor ; K2P, canal potassique a 2 pores; N@R/engrowth factor ou facteur de croissance des nerfs

P2X3,récepteur a I’ATP; PGE2, prostaglandine E2; TNE-tumour necrosis factor. Adapté de Basbaum et al. 2009

Sensibilisation centrale

Au niveau de la corne dorsale de la moelle, I’augmentation de I’influx nerveux conduit au
relargage massif des neuromédiateurs présynaptiques : glutamate, BDNF et substance P. Le
glutamate se fixe sur des récepteurs différents (AMB&Iu et NMDA). A 1’état basal le
récepteur NMDA est inactif et son canal cationique bloqué par un ion magnésitf). (Mg
L’arrivée d’un influx massif ou lorsqu’il devient sensibilisé par I’activation d’autres récepteurs
(AMPA/Kainate) ou par pdsphorylation, I’ion Mg?* se déplace et le canal cationique s ouvre
laissant entrer une quantité importante dé*@ai va déclencher I’activation d’un certain
nombre de kinases (PKA, PKC, MAPK) étenzymes, dont la monoxyded’azote (NO)
synthase et la cyclo-oxygénase (COX)-2 constitutive intracellulaire. Ces deux enzymes
produiront deux messagers aisément diffusibles : le NO et la prostaglandiP€E) qui a

leur tour auront deux actions important®’une part, le NO et la PGE2 vont diffuser dans la

fente synaptique et activer des récepteurs pré-synaptiques avec comme conseguence
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accroissement de la libération des neurotransmetteurs (rétrocontrole positif). D’autre part, ils

vont diffuer dans lemoyau du neurone secondaire et modifier 1’expression de geénes dits a
expression immédiate (c-Fos, m,)Cox2, NK1, BDNF/ErkB) qui sont responsables d’une
neuroplasticité centrale a 1’origine de la pérennisation des phénomenes douloureux
(Latremoliere and Woolf 2009; Woolf and Salter 2000)iniquement, 1’hypersensibilité
secondaire se traduit par une douleur située en périphérie des tissus lésés, en zone saine dite
zone d’hyperalgésie secondaire. Cette zone n’est identifiable de fagon distincte de la zone
d’hyperalgésie primaire que par I’application d’une stimulation non nociceptive en partant de

la périphért et en s’approchant progressivement de la cicatrice. Ceci se fait habituellement a

I’aide de petits filaments de Von Frey de calibre déterminé pour appliqguer une pression
constante donnée. La surface péri-cicatricielle mesurée ainsi est corrélée anaesiinne

douleur chronique post-chirurgicale (DCPC) (Breivik et al. 2008l s’explique par la levée

de contréles inhibiteurs sur les neurones de la sensibilité tactile de cette zone au niveau de leurs
synapses avec les neurones convergents non spécifiques, si bien qu’une pression inhibée dans

des conditions normales, activera en cas de sensibilisation le neurone convergent qui traduira
I’information comme étant nociceptive (allodynie). Il a ét¢ démontré que la diminution des
opioides peropératoires et ’administration de kétamine, réduisent cette zone d’hyperalgésie
péricicatricielle (Stubhaug et al. 1997; Reuben and Buvanendran 2007; Loftus et al. 2017). Ces
phénomenes de plasticité neuronale correspondent a des modifications phénotypiques des
neurones centraux et périphériques qui se succedent dans le temps, certains se mettent en place
en quelques minutes (activation des récepteurs NMDRPJutres en quelques heures
(modifications transcriptionnelles) ou quelques jours (pertes neuronales par entrée massive de
C&* ou apoptose) (Ravindran 2014). Certaines modifications précoces sont réversibles,
d’autres auront tendance a devenir de plus en plus fixées avec le temps, voire irréversibles

(Woolf 2011) Ceci souligne I’importance d’une action pharmacologique précoce pour bloquer

ces phénomenes dés les premic¢res minutes d’une intervention chirurgicale. De fagon
intéressante, il a ét¢ montré que I’hypersensibilisation centrale pouvait exister de facon
asymptomatique (ou latente) par augmentation des opioides endogénes (ou par apport exogene
continu d’opioides) et ne se révelera qu’a 1’occasion d’un nouveau traumatisme (Martinez,

Baudic, and Fletcher 2013; Wicksell and Olsson 2010). Figure 4

24



: D)
:' @
NO synthase  Cell
e A death
> 2
N, 1O X /
. Kinases
: Pa ,«” EPKA\‘ Gene
A " iPKCY transcription
' ' MAPK " ®
DAG -~ iSre N Altered
B : synaptic
3 T@ morphology
§ St
: j
: o/
\ v
S AAGB)

Figure 4 : Mécanismes de sensibilisation centrale. AMPA, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate; KA, kainate;
MAPK, mitogen-activated protein kinase; NMDA, N-methylspartate; NO, nitric oxide; PKA, protéine kinase A; PKCy,
protéine kinase Cy; PLA2, phospholipase A2; PLC, phospholipase C; Src, proto-oncogene tyrosine kinase. Adapté de Hudspith
et al. 2016

Activation gliale

Récemment, la participation des cellules gliales aux phénomeénes de sensibilisation centrale a
été démontrée (Bradesi 2011). Ces cellules, électriquement non excitables, appartiennent au
systeme immunitaire. Elles sont de 3 types : oligodendrocytes, cellules de la microglie et
astrocytes (70% des cellules). Elles entourent tous les neurones et toutes les synapses centrales
et sont connectées au systeme vasculaire. Classiquement, on leur attribue un réle de soutien
nutritionnel aux neurones (apport de glucose, transport actif de nutriments du secteur vasculaire
vers les neurones, recyclage de neurotransmetteurs, synthése de myéline). Il a également été
montré que les astrocytes et les cellules microgliales jouaient un réle essentiel dans la
communication intercellulaire. Ces cellules s’activent en cas de 1€sion neurologique qu’elle soit

d’origine centrale ou périphérique et sont impliquées dans la physiopathologie de la douleur
neuropathique (Mika et al. 2013)e terme d’activation gliale sous-entend : leur prolifération

dans la moelle, la modification de leur morphologie (elles prennent une forme amiboide),

I’expression a leur surface de récepteurs aux différents neurotransmetteurs de la douleur
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(glutamate, substance P, ATP) et la synthese de médiateurs (BDNF) (Grace, Maier, and
Watkins 2015)En cas d’influx nociceptif important ou de 1ésion nerveuse périphérique, ces
néo-récepteurs seront activés et déclencheront la synthése de neuromédiateurs pro-
inflammatoires algogénes (TNFIL-1, IL-6) et de chémokines par les cellules de la glie et qui
viendront entretenir et amplifierhlyperalgésie centrale (Bradesi 2011) L’activation des

cellules de la microglie a ét¢ montrée expérimentalement en cas d’exposition prolongée aux
opioides par différentes voies. Initialement, une activation par les opioides des récepteurs TLR4
et TLR2 (toll-like receptors) a été décrite (Hutchinson et al. 2007). Plus récemment, les opioides
ont été impliqués dans I’activation et la surexpression des récepteurs purinergiques P2X7R et
P2X4R de la microglie, qui a leur tour favorisent la synthese deata@dide I’inflammation,

ou encore la disparition du co-transporteur potassium-chlore KG&£2’activation des
récepteurs TrKB (Ferrini et al. 2008)’ensemble de ces mécanismeaBactivation gliale sont

résumeés dans la Figure 5.
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Figure 5: Mécanismes immunitaires centraux de la tolérance auxdesiadt de I'hyperalgésie induite par les opioides
L activation de la signalisation TLR4 (toll like receptorld)production de sphingosine-1 phosphate (S1P) et de peroxynitrite
(ONOO; formé par linteraction du superoxyde {Davec ['oxyde nitrique (NO)), ainsi qud activation des récepteurs
purinergiques P2X4R et P2X7Rduisent la production de médiateurs pro-inflammatoires tels que le fadéenécrose
tumorale (TNF), l'interleukindg (IL-1p), I'IL-6, I'lL-18, le facteur du complément C5a, CX3CL1 (égalememntucsaus le
nom de fractalkine) etactivateur tissulaire du plasminogene (tPA) dans la microglie, les ast¢o@f les neurones. Ces
médiateurs immunitaires sont également pro-nociceptifs, et agissent donc conprezessus antagoniste de l'analgésie
opioide & médiati@ neuronale. La production est largement médiée par l'activation de NFkB et la phosphorylation des
protéines kinases p38 et ERK. La signalisation anti-inflammatoire via leptetas aux cannabinoides 2 (CB2)iEtL-10
(IL-10R) s'oppose a la tolérance aux opiacés en inhibant ldymtion des médiateurs pro-inflammatoires. En outre, S1P et
ONOO déreglent I'homéostasie du glutamate en régulant a la baisse I'exprédsidois du transporteur de glutamate GLT-

1 et dela Glutamine Synthase (GS) dans les astrocytes. L'IL-18 microglialeessufixson récepteur astrocytaire (IL-18R),
conduisant a la libération de D-sérine par les astrocytes, ce quifgelliter I'activation du récepteur NMDA. Le récepteur
de la chimiokine CXCR4 peut induire une désefisilnion hétérologue des récepteurs i opioides (MOR) dans les neurones,
médiée au moins en partie par activation des kinases de la famille Src (SFKignalisation CXCL12 neuronale via le
récepteur CXCR4 contribue également a I'hyperalgésie induitdepaipioides. Le récepteur u opioide (MOR) augmente
I'expression de P2X4R, déclenchant la libération de BDNF de la nfierdgactivation du récepteur TrkKB neuronal par le
BDNF régule a la baisse le co-transporteur potassium-chlorure neuronal K&C2ui augmente la concentration
intracellulaire de CI- dans les neurones de la lamina I. Cela cor@uite excitation neuronale par les canaux GABAA, et
glycine qui expulsent le CI- au lieu de le faire entrer, entrainanthyperalgésie induite par les opioides. * Indique les

mécanismes spécifiques a I'hyperalgésie induite par les opioides. Ad&haigcaest al.2015
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Monitorage peropératoire de la nociception

La nécessité de disposer d’indices, reflétant ’intensité de la stimulation nociceptive, plus
sensibles et plus spécifiquesg les signes cliniques indirects d’activation sympathique, est a

’origine d’une recherche intense depuis plusieurs années. Plusieurs indices ont été¢ développés

par I’industrie, basés d’abord sur les modifications de ’EEG induites par la nociception, puis

plus récemment basés sur la réponse du systéme nerveux autonome. Seuls ces derniers indices
ont trouvé une application clinique répondant a la pratigue quotidienne. Les différentes

techniques de monitorage ont été résumées dans une revue récente (Georges Daccache 2017).

L’ Analgesia Nociception index

Parmi les indices les plus utilisés, I’analgesia nociception index ou ANI est un paramétre dérivé

de ’analyse fréquentielle de la variabilité de la FC. En effet, I’intervalle entre deux ondes RR

de I’¢électrocardiogramme varie de fagon cyclique en fonction de la respiration (G. Daccache,
Jeanne, and Fletcher 201l diminue a I’inspiration et augmente a I’expiration. Ce phénomene

appelé « arythmie sinusale respiratoire », est di a une modulation battement par battement du
tonus du nerf vague au niveau du nceud sinusal. Lorsqu’elles sont tracées en fonction du temps,

ces variations dessinent une courbe sinusoidale. Une analyse spectrale appliquée a cette courbe
la décompose en plusieurs courbes élémentaires ayant chacune une fréquence, une amplitude
et un décalage a I’origine donnés, et dont la somme point par point reconstitue la courbe
originale. Des études physiologigues anciennes avaient déja montré que les composantes de
basse fréquence (0,04 a 0,15 Hz) du spectre, obtenues par transformée de Fourier, dépendaient
de’activité sympathique et parasympathique tandis que les composantes de haute fréquence

(0,15 a 0,4 Hz) ne dépendaient que de I’activité parasympathique (Marek 1996). Ainsi,

I’analyse spectrale des intervalles RR permet d’accéder au systéme sympathique-
parasympathique. Le moniteurANI® (MDMS, Loos, France) aigse I’ECG a partir de deux
électrodes thoracigs dédiées et réalise 1’analyse spectrale de maniere rapide par transformée
d’ondelettes, puis affiche uniquement la composante de haute fréquence sous forme d’un index

I’ANI qui reflete le tonus parasympathique (Pichot et al. 1999)’absence de stimulation
nociceptive, le tonus parasympathique prédomine et I’ANI est élevé. Lorsqu’une stimulation
nociceptive survient, le tonus parasympathique est inhibé puis le sympathique active si celle-ci
est suffisamment intense. Sous anesthésie générale, les premieres anélydd ont montré

qgue as valeurs < 50 étaient suivies d’une réaction hémodynamique en quelgues minutes et
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qu’en I’absence de réactivité, les valeurs d’ANI étaient > 50 témoignat donc d’une bonne

adéquation entre analgésie et nociception (Mathieu Jeanne et al. 2009).
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Le systeme Opidie

Les differents opioides
Le terme opioide désigne a la fois les opiacés et les opioides endogénes.

Les opioides endogenes

Les opioides endogenes sont des peptides synthétisés par certains neurones a partir de 4
précurseurs identifiés et clonés : la proopiomélanocortine (P@Mi(roduit les endorphines

a et B et d’autres peptides comme I’ACTH, la mélanocortine et la R-lipotrophine ; la
proenképhaline (PENK) qui produit les Met et Leu-enképhalines et plusieurs autres peptides
opioides plus longs comme le BAM22 (Bovine adrenal medulla peptide 22); la prodynorphine
(PDYN) qui produit les dynorphines A et B et les néo-endorphir$ et la proorphanine FQ
(PNOQ qui produit la nociceptine encore nommée orphanine FQ tres proche structurellement
de la dynorphine A (Przewlocki 2013).

Les opiacés ou opioides exogenes

Le terme « opiacé », désigne les alcaloides naturels extraits du pavot (morphine, codéine), leurs
dérivés semi-synthétiques (oxycodone, hydromorphone, oxymorphone, levorphanol, naloxone,
nalbuphine, buprénorphine, butorphanol), et les dérivés synthétiques phenylpipéridines
(mépéridine, fentanyl, alfentanil, sufentanil et rémifentanil) et pseudopipéridines (méthadone,
propoxyphéne)

Le sufentanil synthétisé en 1984 et le rémifentanil en 1996 sont des dérivés 4-anilinopipéridine
synthétisés a partir du fentanyl (Vardanyan and Hruby 2014). lls possédent une trés grande
affinité pour les récepteurs MOR, une affinité modérée pour les DOR et négligeable pour les
KOR. Leurs structures chimiques et les différentes propriétés pharmacocinétiques sont

résumeées dans le tableau 1 (Hall and Hardy 2009).
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Sufentanil Rémifentanil
(0]
stoXioloN
N N
: 0" 0
= |
T Y20 (min) 17,7 0,8
T % 3 (min) 164 5-12
T Y2y (min) 120-180 8-20
Volume de distribution (L/kg) 2,5 0,3-0,6
Clairance (l/kg/min) 11,3 36,2
PKa 8 7
% ionisé apH 7,4 80 33
Coefficient de partage Octanol
1750 17,9
eau
Temps pour 80% de décroissar
. _ _ 200 5-10
apres 4 heures de perfusion (mi
Délai du pic d’action (min) 5-6 1-3
Transformation Foie (CYP3A4) Estérases non-spécifiqug
Elimination rénale rénale
Puissance (x morphine) 1000 100
Affinité MOR (nM) 0,1 1
Concentration cible (ngil) 0,1-2 2-6
Dose en perfusion continu
0,1-2 6-36
(ng/kg/h)

Tableau 1 : comparaison des structures chimiques et des propriétés pbagiguees du sufentanil et du rémifentanil. Modifié

de Hall et al 2009
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Les récepteurs alwppioides

Les opioides endogénes comme les opiacés se fixent sur les récepteurs aux opioides avec des
affinités différentes. Quatre récepteurs ont été caractérisés a ce jour et dont la strucitee tertia

a été identifiée par cristallographie ; les récept@ pour morphine, 0 pour déférent, k pour
kétocyclazocine, et le récepteur a la nociceptine/orphanine Q (Filizola and Devi 2013). Chacun
de ces récepteurs est codé par un géne unique, tous identifiés. Le gene codant poyr le MOR
OPRML1 situé sur le chromosome 6, posséde 4 exons, ceux codant PR ket le KOR,

OPRD1 et OPRK1 situés sur les chromosomes 6 et 8, possédent 3 exons. Le géne du récepteur
NOP est situé sur le chromosome 20. Des variants de ces récepteurs existent par épissage
alternatif conférant aux agonistes une sélectivité d’action différente selon le sous-type de
récepteur (Davis and Pasternak 2009). La dénomination internationale des récepteurs aux
opioides est respectivement MOROR, KOR et NOP (Cox et al. 2015). Ce dernier,
structurellement trés proche des autres récepteurs possede une treés faible affinité pour les
opioides et n’est pas considéré a proprement parler cemmrécepteur aux opioides, bien qu’il

joue un réle dans la régulation de la réponse aux opioides (Toll et al. 2016).

Structure des récepteurs

Les récepteurs aux opioides font partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G
(RCPG), notamment de la classg(&oord et al. 2005) (Tableau 2). dtsit formés d’une seule

chaine d’acides aminés dont I’extrémité N-terminale est extracellulaire et possede des sites de
glycosylation et dontl’extrémité C-terminale est intracellulaire et présente un site de
palmitoylation sur une cystéine et plusieurs sites de phosphorylation. Ces récepteurs possedent
7 domaines transmembranaires TM1 a TM7 qui forment entre eux 3 boucles intracellulaires (11

a 13) et 3 boucles extracellulaires (E1 a E3). Un pont disulfure relie les boucles E1 et E2. Un
motif DRY (Asp-Arg-Tyr) sur la boucle |12 est conservé entre tous les récepteurs de cette classe.
Les récepteurs aux opioides possédent une grande homologie de séquence protéique ; les acides
aminés transmembranaires étant les plus conservés. La poche de liaison au ligand est assez
profonde et se situe entre les domaines transmembranaires (TM3, TM5, TM6 et TM7) avec une
partie supérieure qui joue un role dans la sélectivité au ligand (adresse) et une partie inférieure
comportant deaddes aminés conservés entre les récepteurs (D3.32, Y3.33, M3.36, W6.48, et

Y7.43), qui jouaun role dans I’activation du récepteur (message). L’activation et le couplage a
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la protéine G nécessitent un changement de configuration entre les domaines
transmembranaires TM5 et TM6 (R. J. Bodnar 2017).

La signalisation découle majoritairement de récepteurs aux opioides sous forme de monomeres,
mais a I’instar d’autres RCPG la possibilitéde dimérisation ou d’oligomérisation stable ou
transitoire des récepteurs aux opioides a été évoquée (Rozenfeld and DeviL2Qistgnce
d’hétérodiméres MOR-DOR, KOR, CB1 ou mGIuR5 avec une signalisation propre a
réecemment été mise en évidence (G. L. Thompson et al. 2015).

En plus de la localisation axonale ou terminale sur le neurone et de I’organisation mono- ou
oligomérique, il a été montré que la localisation membranaire des récepteurs pouvait étre
dirigée (par exemple par I’agoniste) vers des microdomaines ou radeaux lipidiques avec des
environnements intracellulaires différents qui influenceraient leur signalisation et leur devenir
(Zhao, Loh, and Law 2006)Ce mécanisme expliquerait I’activation par le sufentanil de
récepteurs MOR couplés a des protéingg@hakrabarti, Chang, and Gintzler 2010).

ClasselA

o ClasselC
Rhodopsine like (701) ’ .
Classe® Recepteursll | Récepteurs Frizzled/T
e métabo- Ao
Diffans(T M2,ANPxxY dansZTM7 /DR Y@ntrefl M3® 2 fpontCCR| Sécrétine like | = = 0 d’adhésion aste 2024
entrelE 1RtE2,FxxCWxP dans@rM6,Lbalmitoylable dansi- (15) plquestau (24) )
Glutamate®
Term
(15)
a B y 6
Pochell Site@lefiaison? Site@le@iaison? Domaine®@iche®l  Ntermet®1E3 Nterm qui’ouvre?l Nterm longuePhvec?
hydrophobeBentre  Nterm etfboucles® Nterm longue eneu etBeBfermellobes?l  ++&ystéines
leseTM E+@ochefTM séparés
Rhodopsine Neuropeptides  Peptides Hormones Glucagon mGlu-R Fonctions Tas2@amer)
Olfactives Cytokines Lipides glycoP CRF GABA b immuno Dvpt embryon
Photons Thrombine MOR,DOR,&l LH PTH TAS1Hgout) Reconnaissancel Polaritél
B1, B2 NPFF2 KOR,ENOP FSH PACAPE VIP Phéromones cellulaire cellulaire
0,182 CXCR4 TSH Calcitonine CalciumBensing
ATP RFamides

AdénosinelA3

Tableau 2:Classification internationale des récepteurs couplés aux protéines G. D aprés Foord et al 2005

Distribution anatomique et fonctions des récepteurs aux opioides

Les récepteurs aux opioides sont distribués dans le systeme nerveux central et périphérique
avec des densités variables selon le site anatomique et le type de récepteur, mais également
dans €& systeme nerveux entérique, sur les cellules immunitaires et dans les cardiomyocytes
Sur les neurones leur localisation est somatique, dendritique et axonique. lls se retrouvent aussi

bien au niveau présynaptique que postsynaptique.
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Les récepteurs MORsont les plus abondants notamment dans les couches superficielles de la
corne dorsale de la moelle (couches | et Il de Rexed) ou ils constituent 70% des réaapteurs
opioides. lls sont retrouvés dans les fibres C peptidergiques des ganglions de la racine dorsale
(GRD) exprimant le récepteur TRPV1 responsables de la sensibilité viscérale et la sensibilité
thermique cutanée (Scherrer et al. 2009nsDle noyau basal de I’amygdale et le noyau
accumbens, ils jouent un réle dans la composante affective et addictive. Au niveau du striatum
ou ils modulent la motricité ; dans le thalamus latéral mais surtout médial qui projette vers le
systeme limbique médiant la composante affective de la douldus ’hypothalamus, le

noyau du tractus solitaire et 1’area postrema médiant les effets endocriniens, autonomes, et les
nausées et vomissements. lls sont aussi retrouvés avec une moindre densité dans tous les centres
du tronc cérébral impliqués dans la modulation descendante de la douleur, la PAG, le RVM, le
locus cceruleus et la formation réticulée (Davis and Pasternak 2009).

Les récepteurs DORmMoins nombreux ont la densité la plus élevée au niveau du bulbe olfactif,
du cortex, du putaen, du noyau accumbens et de 1’amygdale ou ils régulent I’humeur. lIs sont
retrouvés aussi avec une densité modérée au niveau du thalamus et de I’hypothalamus ou ils
participent a 1’analgésie et la régulation cardiovasculaire et thermique, au niveau de la corne
dorsale de la moelle (24% des récepteurs opioides) et des nocicepteurs Ao des GRD ou ils
régulent la sensibilité mécanique. lls participent également a la motricité intestinale (Kieffer
and Gavériaux-Ruff 2002).

Les récepteurs KORsont les moins nombreux au niveau de la corne dorsale de la moelle (6%).
Cependant on les retrouve dans la PAG, le locus cceruleus et les noyaux du raphé ou ils
participent a I’analgésie, mais aussi dans la substance noire et I’aire tegmentale ventrale et le

noyau du tractus solitaire. lls jouent un réle dans la régulation endocrine et ont un effet
diurétique.

Les récepteurs NOPn’ont pas d’effet analgésique au niveau supraspinal mais un effet anti-

opioide. lls se retrouvent au niveau du thalamus, de la PAG et du RVM, du noyau parabrachial
latéral de la moelleet des GRD. Leur localisation a I’aire tegmentale ventrale, au noyau
accumbens, a I’amygdale et au cortex limbique rend compte de leur effet d’atténuation de
I’addiction et de la dépendance. Ils modulent 1’anxiété, diminuent 1’apprentissage spatial et
favorisent la prise alimentaire (Toll et al. 2016).

Signalisation par les récepteurs aux opioides

Les récepteurs aux opioides sont couplés a des protéines G hétérotrimériques formées de

I’association d’une sous-unité Gy inhibitrice (bloquée par la toxine pertussique)’eh dimére
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Gg,. Aprés fixation de ’agoniste au récepteur, les voies de signalisation sont multiples et
participent a des degrés différents aux effets analgéstaes effets secondaires des opioides.

Dé¢s la fixation de I’agoniste & son site de liaison, la sous-unit@dSe dissocie de dzet inhibe
directement 1’adénylate cyclase ce qui diminue la formation d’AMPc. La Guiio interagit aussi
directement avec les canaux potassiques a rectification entrante Kir3 (3.2 et 3.3) (Irannejad and
von Zastrow 2014). Ceci produit une hyperpolarisation de la membrane cellulaire et une
diminution de I’activit¢é neuronale tonique. Cette activation du courant potassique est
responsable d’une grande partie de 1’effet anti-nociceptif des opioides (Torrecilla et al. 2002).

De son coté, le diméregse lie aux sous-unitéga etaip de différents canaux calciques de

type P/Q, N et L ce qui réduit leur probabilité d’ouverture induite par une dépolarisation.
L’administration aigué d’opioides s’accompagne aussi d’une réduction du contenu en Ca?* des
vésicules présynaptiques, ce qui diminue la libération des neurotransmetteurs nociceptifs. La
réduction du taux d’AMPc contribue aussi a diminuer ’activation de canaux Ca®* régulés par
I’AMPc (John T Williams et al. 2013).

Méme si I’action des opioides sur les canaux ioniques est essentielle pour la production de leur

effet analgésique immédiat, d’autres voies de signalisation moins rapides sont possibles,
indépendamment de 1’activation des protéines G et jouent un role dans 1’effet final des opioides.

En effet, apres activation du récepteur, des kinases spécifiques des récepteurs couplés aux
protéines G (GRKsont recrutées et phosphorylent I’extrémité C-terminale du récepteur activé

par 1’agoniste, ce qui a pour conséquence le recrutement d’une B-arrestine (Raehal and Bohn
2014). Ce complexe récepteur phosphoryl®-arrestine, peut induire par lui-méme des
cascades de signalisation notamment activer les MAP kinases en patrticulier les ERK1 et 2, les
JNK 1-3 et les P38x( 3,y, 0). Les MAP kinases régulent une multituded’effets intracellulaires,
impliquant la prolifération, la différenciation, 1’apoptose, la régulation des facteurs
transcripionnels, la phosphorylation de protéines canal et d’échafaudage (Raman, Chen, and
Cobb 2007)L’activation des ERK1/2 par les récepteurs MOR a été montrée dans plusieurs
modeles cellulaires et in vivo aprés 5 a 10 min d’exposition a ’agoniste (Nowoczyn et al. 2013;
Bobeck et al. 2016). Cette activation nécedsit6RK3 et le recrutement d’une B-arrestine

(Tara A Macey et al. 2009).’activation des ERK1/2 peut avoir un effet direct sur la libération

des neurotransmetteurs ou sur les canaux ioniques et participer ainsi a 1’effet anti-nociceptif
(Subramanian and Morozov 201L)activation médiée par les MOR peut se faire aussi via une
protéine kinase C (PKd&. D’autres voies d’activation indépendantes des protéines G ont été

décrites, impliqguant par exemple le facteur de croissance épidermique (EGF) et une
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phospholipase C (PLC) par les DOR ou impliquant une P13-kinaBKd4 et du Ca®* par les

KOR (Al-Hasani and Bruchas 2011). Le dimerg @eut également activer les ERK1/2 via la
GTPase monomérique Ras léarrestine 3 (équivaut a la R-arrestine 2) (Belcheva et al..1998)

Le recrutement des B-arrestines par les récepteurs opioides peut également activer les kinases
JNK et p38 dans les cellules gliales et dans différentes populations neuronales (Al-Hasani and
Bruchas 2011) (Figure &) ertains agonistes comme le sufentanil n’activent pas des protéines

Guilo mais plutét des protéines,$3Goode and Raffaz 19971)e méme, I’effet anti-nociceptif

du fentanyl dans la PAG ne passe pas par I’activation d’une protéine Gqiio NI par un processus

impliquant I’internalisation (Bobeck et al. 2012).
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Figure 6 : Résumé de la signalisation des récepteurs opioides.ura figprésente la transduction du signal et le trafic des

récepteurs opioides. En général, les quatre types de récepteurs sp(®M@&R, DOR, KOR, NOP) partagent ces voies
communes. Les fleches signifient une activation ; les lignes en Blsgnble blocage ou l'inhibition de la fonction. Gi
sous-unité G ; CAMP - adénosine monophosphate cyclique ; ERK -kinase régulée pamnal extracellulaire ; INK - kinase

N-terminale de c-Jun; MAPKprotéines kinases activées par un mitogéeneidsphorylation. D aprés Al-Hasani et al 2011

Désensibisation, phosphorylation, tolérance

Pour répondre de maniére fine aux stimulations extérieures, la cellule doit mettre en place des

systemes de régulation. Apres 1’activation des récepteurs, les voies de signalisation doivent €tre
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stoppées ou désensibilisées pour éviter la multiplication de signaux devenus obsoletes. La
régulation de la signalisation peut se produire apres fixaltohagoniste opioide sur son
récepteur (désensibilisation homologue) aprés activation d’un autre type de récepteur
partageant avec le récepteur opioide des voies de signalisation communes (désensibilisation
hétérologue) (Mann et al. 2015). Ces phénomeénes sont trés largement partagés ppeses 4 t

de récepteurs, cependant quelques différences existent selon le type de récepteur. Les
principaux effets des opiacés étamtdiés par I’activation des MOR, nous décrirons
principalement la régulation qui les concerne.

La régulation se produit par plusieurs étapes, en fonction du temps et de la persistance de
I’agoniste. Ces étapes de régulation sont résumées par une séquence classique décrite
initialement pour les récepteurs adrénergiques, prototype des RCPG : phosphorylation
découplage- internalisation— déphosphorylation- recyclage membranaire ou dégradation
lysosomale (Drake, Shenoy, and Lefkowitz 2006). Bien que ce modéle classigligue aux
récepteurs opioides, plusieurs variations sont possibles en fonction du type de récepteur, des
variants générés par épissage, de son éventuelle dimérishtiaiveau d’expression du
récepteur, de sa localisation cellulaire, du modéle cellulaire ou animal utilisGégadste

utilisé (voir plus loin la notion d’agonisme biais€)de sa voie d’administration, de sa
concentration, et de la durée de son application. Nous décrirons la séquence du modele
classique et citerons les principales variantes décrites.

Les phénomenes les plus rapides conduisent a la désensibilisation en quelgues minutes, ceux
plus tardifs produisent une régulation a plus long termwrégine de la tolérance aigué
(quelques heures) ou tardive (quelques jours).

L’étape la plus rapide de désensibilisation du MOR, survient en quelques secondes et se résume
a la phosphorylation du récepteur par une GRK 2 ou 3 qui entraine le découplage de la protéine
G et le recrutement d’une B-arrestine en 3 a 5 minutes (Georges Daccache and Allouche 2015).
Ceci suffit a la désactivation fonctionnelle du récepteur. A ce stade, des phénomeénes inverses
de déphosphorylation se mettent en place pour permettre la récupération fonctionnelle du
récepteur et un premier équilibre se produit entre désensibilisation et resensibilisation au bout
de quelques minutes (Marie, Aguila, and Allouche 2006; John T Williams et al. 2013).

Le recrutement d’une B-arrestine initie 1’internalisation du récepteur par recrutement du
complexe - protéines adaptatrices APZlathrines— dynamins - qui formera la vésicule

d’endocytose contenant le récepteur (Raehal and Bohn 2014).
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Le devenir post-endocytose des vésicdl@sernalisation implique des mécanismes différents

selon le type de récepteur. Ceux qui régulent les MOR sont encore imparfaitement connus
Toutefois, une séquence de la partie C-terminale semble favoriser le recyclage de méme que la
déphosphorylation du récepteur par des phosphatases sensibles a la calyculine A ou la
phosphatase 1y (Allouche, Noble, and Marie 2014)es protéinesguticipant a I’internalisation-
3-arrestine, GRK2 et dynamine- peuvent également jouer un rdle dans le recyclage.

L’ubiquitination ne semble pas intervenir dans la dégradation du récepteur MOR.

Notion d’agonisme biaisé

La notion d’agonisme biaisé ou sélectivité fonctionnelle exprime le fait que chaque ligand

opioide qui se fixe sur un récepteur le stabilise dans une conformation qui lui est propre et active
de ce fait des voies de signalisation qui lui sont propres. Toutefois, cextaikwed activation

peuvent étre comanes et d’autres spécifique de 1’agoniste. Figure 7.

Ceci permet d’avoir une diversité (presque infinie) de réponses a travers 1’activation d’un seul

type de récepteurs. Cette sélectivité fonctionnedecerne 1’activation des protéines G, la
phospheoylation par différentes kinases et I’interaction avec différentes protéines qui président

a ’internalisation et au devenir post-endocytose (Kenakin 2011). Ceci pourrait se traduire par
des effets cliniques et des mécanismes de tolérance différents. La sélectivité fonctidennelle

pas en rapport avec 1’activité intrinséque de I’agoniste (McPherson et al. 2010). De plus, un
méme agoniste peut avoir des « signatures » différentes selon la localisation anatomique ou

cellulaire du récepteur (G. L. Thompson et al. 2015; Georgina L Thompson et al. 2015).
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Figure 7 : La liaison de I'agoniste aux MOR peut entrainer l'atitvede plusieurs voies en aval. Différents agonistes peuvent
activer sélectivement une ou plusieurs de ces voies qui donneatliee signalisation agoniste-dépendante a travers un seul
typede récepteur. Les processus dépendants des protéines G comprennenat@orédets canaux ioniques et l'inhibition de
l'adénylate cyclase. La désensibilisation peut impliquer [’activation sélective de ['une ou l'autre voie kinase-dépendante. Les
processus indépendants des protéines G, y compris les étapes meandbéytose et les interactions avec les molécules
d'échafaudage et les kinases, peuvent influencer la signalishtitfOR par des mécanismes directs et/ou inthré'apres
Williams 2013

Par exemple, la morphine induit une activation importante des protéines G, en revanche, elle
ne recrute pas les 3-arrestines epmeuit presque pas d’internalisation du récepteur. A titre

de compaison 1’alfentanil et le fentanyl, produisent une activation des protéines G sinailaire

la morphine, tout en recrutant fortement les 3-arrestines et indlliaesrhalisation des MOR
(McPherson et al. 2010).’inhibition de I’internalisation augmente 1’activité analgésique du

fentanyl mais réduit son effet sur 1’activité motrice (Bobeck et al. 2012).

En plus de la notion d’agonisme biaisé, les récepteurs aux opioides, comme beaucoup de RCPG
possédent également des sites de fixation pour des modulateurs allostériques qui peuvent
influencer la fixation et 1’activation par un agoniste et moduler ses effets souhaités et

possiblement ses effets indésirables (Burford et al. 2013).
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Mécanismes impliqués dans la tolérance

La désensibilisation et la tolérance font référence a la perte d’efficacité plus ou moins rapide

d’une ou de plusicurs voies de la signalisation. Cliniquement, ceci se traduit par une perte
d’efficacité du traitement aprés une période d’exposition plus ou moins longue, conduisant a
augmenter les doses pour retrouver 1’efficacité initiale. Elle peut concerner, un ou plusieurs
effets cliniques a des degrés différents. Par exemple, la tolérance a 1’effet analgésique de la

morphine ne s’accompagne pas forcément d’une tolérance a ces effets digestifs ou respiratoires
(Hayhurst and Durieux 2016). De méni&nhibition de la B-arrestine 2 augmente 1’effet
analgésique de la morphine tout en réduisant la dépression respiratoire et la constipation qu’elle

produit (Raehal and Bohn 2005).

De nombreuses études cliniques et atemant mis en évidendéexistence d’une tolérance

aux effets des opioides apres différentes durées d’exposition (Reinecke et al. 2015; Christie

2009; Morgan and Christie 2011).incidence précise de ce phénoméne est cependant difficile

a établir L’escalade de doses est décrite aussi bien chez des patients traités par opioides au long
cours, chez les toxicomanes, que dans le contexte postopératoire (Ballantyne and Mao 2003)
La tolérance a été rapportée avec tous les opioides bien qu’il soit généralement admis que celle-

ci survient volontiers avec les opioides les moins puissants comme la monphingcodone

(John T Williams et al. 2013)Chez I’animal, la tolérance est bien documentée dans différentes
especes et survient méme aprés une dose unique. Toutefois, il est important de distinguer les
phénomenes de tolérance aigué apres une exposition courte qui récupérent en quelques heures,
dont le mécanisme reléve de la désensibilisation « normale » du récepteur, de la tolérance apres
exposition prolongée, qui récupere en plusieurs jours ou mois et dont les mécanismes relévent
de plasticité synaptiques complexes impliquant des phénomeénes transcriptionnels dans
différentes régions du systeme nerveux (J T Williams, Christie, and Manzoni 2001; Morgan
and Christie 2011).

Au niveau du récepteur, un défaut de couplage avec la protéinee@ccelération de la
phosphorylation par différentes kinases (GRK, PKC, PKA, PI3K) ou par des protéines
régulatrices comme les RGS (regulator§&girotein signaling), udéfaut d’internalisation ou

un défaut de recyclage impliquant le recrutement de de la R-arrestine 2, ont été évoqués méme
s’il n’y a pas toujours de parallélisme évident entre défaut d’internalisation et tolérance (Jim

and Wang 2006; Koch and Héllt 2008; Simonnet and Laulin 2Q0igilisation d’un agoniste

qui favorise I’internalisation a permis de réduire la tolérance induite par des injections répétées

de morphine chez la souris (Posa et al. 2016). De méme, la déplétion en B-arrestine 2 réduit la
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tolérance a la morphine chez les rongeBlssicurs études ont souligné 1’implication des B-
arrestines dans les phénoménes de tolérance. En effet, les R-arrestines interviennent dans
plusieurs processus intracellulaires, comme protéitiégernalisations, de recrutement,
d’échafaudagel’orientation intracellulaire et de signalisation (Raehal and Bohn 2014; Christie
2009)

Au niveau cellulaire, une activation prolongée des MOR induit une suractivation secondaire de
I’adénylate cyclase avec surproduction d’AMPc et activation de la PKA qui a son tour active

le facteur transcriptionnel CREB (CAMP response-element binding protein) et participe a la
plasticité neuronale (Watts 2002; Zhao, Loh, and Law 2006). Aprées injection répétée de
morphine au niveau de la PAG I’équipe de Bobeck a montré quéihhibition de I’adénylate
cyclase diminuait la tolérance induite et que celle-ci impliquait la modulation des récepteurs
GABA (Bobeck et al. 2014). ®néme I’activation des ERK1/2 par les MOR peut jouer un role

dans la tolérance. La méme équipe a montrélgugvation des ERK1/2 par des injections
répétées de morphine était impliguée dans la tolérance et que cette activation était dépendante
de I’internalisation des MOR (T. A. Macey et al. 2015).

Au niveau du systéme nerveuKactivation prolongée des récepteurs MOR, induit des
phénoménes d’adaptations « anti-opioide » visant a rétablir un équilibre allostasique (Dighe et

al. 2009). Ces systémes aopioides participent a la tolérance mais aussi a 1’hyperalgésie

induite par lesopioides. On peut citer I’activation des KOR par une augmentation de la
dynorphine A, du neuropeptide FF, de la nociceptine, de la CCK, des récepteurs NK-1 (de la
substance P), de la suractivation des récepteurs NMDA et des modifications gliales (Ossipov et
al. 2005).Récemment, 1’activation du récepteur au facteur de croissance plaquettaire de type
tyrosine kinase, a été impliguée dans la tolérance a la morphine (Y. Wang et al. 2012). Certains
de ces mécanismes sont communs avec ceux qui sous-t€hgeetalgésie induite par les
opioides (HIO)ce qui n’est pas étranger a une certaine confusion entre ses deux entités. IIs

seront décrits plus loin.

Hyperalgésie induite par les opioides (HIO)

L’hyperalgésie est définie par une augmentation de la sensibilité douloureuse pour un stimulus
donné. Ek s’accompagne souvent d’une allodynie qui est une sensation douloureuse pour

stimulus non nociceptif. L’augmentation de sensibilité ne se résume pas a la zone initialement

douloureuse mais peut diffuser a d’autres zones saines voire a I’ensemble du corps, et persiste
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ou méme s’aggrave avec 1’augmentation des doses d’opioides. L’hyperalgésie continue a étre
confondue avec la tolérance, car la présence des @gidxijt a I’augmentation de la sensation
douloureuse.L’incidence de I’HIO est difficile a cerner. Chez les patients traités par
morphiniques au long cours des prévalences entre 14 et 28% ont été rapportées (Ballantyne and
Mao 2003; Jamison and Mao 2015). De nombreuses études cliniques (Daeninck and Bruera
1999; Fletcher and Martinez 2014; H. J. Lee and Yeomans 2014) et animales (Sufka, Hughes,
and Giordano 1991; Rivat et al. 2002; Celérier et al. 2006; Cabanero et al. 2009; Xiangqi Li,
Angst, and Clark 2001; Drdla et al. 2009; Kristy Bannister et al. 2017) ont mis en évidence une
HIO avec tous les opioides, administrés par différentes voies, parfois méme aprés une
exposition de quelques heures (Guignard et al. 2000; Lyons et al. 2015). Toutefois, les études
cliniques souffrent de plusieurs limitations concernant les criteres diagnostiques utilisés, et les
différentes populations de patients inclus, si bien que la notion d’HIO reste aujourd’hui encore

débattue (Konopka and Wijhe 2010; Raffa and Pergolizzi 2011; Petrenko et al. 2012;
Rivosecchi et al. 2014). En effet, il est difficile de distinguer notamment en postopératoire,
I’HIO des phénomeénes de tolérance ou de sevrage aigu. Des criteres diagnostiques ont été
proposés pour mieux affiner la détection HEIIO dans le contexte postopératoire :
augmentation de la douleur sous traitement opioide ; non li€ée a une complication ; absence de
sevrage absence d’amélioration (tolérance) voire aggravation par l’augmentation de la
posologie ; absence de comportement didiEisenberg, Suzan, and Pud 2015). Parmi les
différents tests sensitifs quantitatifs, le test au froid serait le plus discriminant pour détecter une
HIO (Krishnan et al. 2012)

Mécanismes de I’HIO

L’HIO est due a une sensibilisation du systéme nerveux central et a une activation gliale. De

plus les contréles descendants sont modifiés vers un équilibre pronociceptif. Ceci conduit a une
facilitation de la transmission synaptique au niveau de la corne dorsale de la moelle se traduisant
par la diminution du seuil douloureux. La sensibilisation des récepteurs NMDA joue un r6le
prépondérant, ceux-étant a 1’origine des phénoménes de potentiation a long terme (LTP) et

de neurotoxicité. Leur sensibilisation résulte de nombreux facteurs, comme 1’augmentation de

I’influx périphérique, leur phosphorylation par différentes kinases (PKC, PKA, ERK) (Drdla et

al. 2009) ou via la cathepsine S (Ye et al. 202ifhibition du transport de glutamate (M. Lee

et al. 2011), ou’hctivation des voies pronociceptives descendantes (H. J. Lee and Yeomans
2014) Cette derniére fait appel a I’inhibition des neurones « OFF » du RVM (Vanderah et al.
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2001) I’activation des cellules @N », a la libération de CCK (Kissin, Bright, and Bradley
2000), du neuropeptide FF (Bourguignon, Simonnet, and Simonin 2006), de nociceptine
(Finley et al. 2008; Toll et al. 2016), de dynorphine A (Gardell et al. 2002; Romero et al. 2012)
qui stimule les KOR et favorise la libération d’une substance algogéne comme le CGRP
(calcitonin-gene related peptide) (Vanderah et al. 2001), et de substance P quildacilite
transmission nerveuse par son récepiit (King et al. 2006; Vera-Portocarrero et al. 2007).
L’activation gliale, évoquée plus haut, est aujourd’hui au centre de la recherche sur I’HIO. Son

role expliquerait également la présence d’une HIO, chez des animaux dépourvus de récepteurs

MOR (Waxman et al. 2009). En effetadtivation des cellules gliales par les opioides peut se

faire vial’activation direct des récepteurs TLR 2 ou 4 ou par le biais de récepteurs purinergiques
qui modulent in fine la concentration de &l1’activité des récepteurs GABA (Hutchinson et

al. 2007; Chamma et al. 2012). Des radicaux libres peuvent également, favoriser la maturation
de la cathepsine S gliale, qui a son tour favorisera le clivage de la fractalkine, qui induit
I’activation de la microglie, la libération d’IL-3 et la phosphorylation du récepteur NMDA (Ye

et al. 2017). Récemment, la modulation des récepteurs GABA par des stéroides endogenes
notamment 1’allopregnanolone a été mise en évidence et pourrait constituer une option

thérapeutique (Melcangi and Panzica 2014; Guennoun et al. 2015).

Traitement de I’HIO

Contrairement a la tolérance, ’HIO est aggravée par 1’augmentation des doses d’opioides. Une

des premiéres approches thérapeutiques consiste a diminuer ou a limiter les doses totales
d’opioides auxquelles sont exposeés les patients (Angst and Clark 2006; Song et al. 2011; M.
Lee et al. 2011; Fletcher and Martinez 2014). Un arrét progressif du rémifentanil en fin
d’intervention sur 30 minutes a également été suggeéré (Han et al..2046Ft des opioides

conduit en général a la disparition de la doul€tte approche n’est pas simple en clinique,

car la différencentre tolérance et HIO n’est pas facile & mettre en évidence et diminuer les
antalgiques les plus puissants n’est pas facile a faire accepter au patient qui souffre. Dans le

contexte peropératoire une administration raisonnée des opioides est aujourd’hui possible grace

aux monitorages proposes.

Parmi les thérapeutiques les plus efficaces pour limiter 1’hyperalgésie, 1’utilisation
d’antagonistes des récepteurs NMDA a été largement validée aussi bien chez ’homme (Fu,

Miguel, and Scharf 1997; Philippe Richebé, Rivat, Laulin, et al. 2005; Joly et al. 2005; Adam
et al. 2005; Mion et al. 2008; Bell 2009; Remérand et al. 2009; Loftus et al. 2017) que dans les
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modeles animaux (Rivat et al. 2002; P Richebé et al. 2005). Toutefois, leur usage est limité en
clinique, par des effets secondaires notamment psychiques qui en limitent lalpaniées
modulateurs du récepteNIMDA ont également été utilisés, comme 1’amantadine (Treskatsch

et al. 2014), le sulfate de magnésium (Hollmann et al. 2001; Farouk and Aly 2009; Song et al.
2011),le protoxyde d’azote (Philippe Richebé, Rivat, Creton, et al. 2005; Echevarria et al.
2011; Bessiere et al. 2012), la déplétion en polyamines (Le Roy et al. 2013; Estebe et al. 2017).
D’autres thérapeutiques avec des mécanismes d’actions multiples ont démontré une certaine
efficacité a diminuer I’HIO. On peut citer, la lidocaine (Farag et al. 2018propofol (Singler

et al. 2007))’esmolol (M. H. Lee et al. 2014), la duloxétine (Ho et al. 2010) aleagonistes
comme la clonidine (Kirsty Bannister 2015; Bairy et al. 2017) ou la dexmedetomidine
(Belgrade and Hall 2010; C. Lee, Kim, and Kim 2013; Yuan et al. 2017), le néfopam (Tirault
et al. 2006; Evans et al. 2008; Philippe Richebé et al. 2013), les gabajuiEs comme la
gabapentine (Compton et al. 2010; Clarke et al. 2012) ou la prégabaline (Koppert et al. 2003;
C. Lee, Lee, and Kim 2013; Kristy Bannister et al. 2017).

De nouvelles thérapeqgties sont en voie de recherche ciblant 1’activation gliale par un
inhibiteur glial Pibudilast ou la modulation des récepteurs GAB# 1’alloprégnanolone
(Melcangi and Panzica 2014; Guennoun et al. 2015).
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Projet de recherche

Le projet de cette these est double, clinique et expérimental.

Projet Clinique

Sur le plan clinique, le but principal était d’utiliser une nouvelle technologie de monitorage du
tonus parasympathique, 1’ Analgesia Nociception Index ou ANI, comme reflet de la nociception
peropératoirafin de guider de maniére plus précise I’administration peropératoire des opioides

espérant ainsi réduire les surdosages impliqués dans les phéndrhgperalgésie.

Cette technologie étant émergeante, il nous fallait dans un premier temps valider sa capacité a
détecter les moments douloureux peropératoires, tester sa sensibilité vis-a-vis des parametres
cliniques habituellement utilisés comme reflet de la nociception peropératoire (pression
artérielle et la fréquence cardiaque) et enfin tester sa sensibilité par rapport aux autres nouvelles
techniques de monitorage de la nociception proposées. Trois études ont été réalisées dans cette

perspective.

Dans un second temps, nous aveénsli¢ la possibilit¢ de moduler I’administration du
rémifentanil peropératoire dans différentes situations cliniques en se basant uniquement sur
I’ANI. Trois autres études ont été menées pour valider laicagal’ ANI a guider ’analgésie

peropératoire.

Projet expérimental

Sur le plan expérimental nous avons voulu comparer les effets de doses équipotentes de
rémifentanil et de sufentanil suhjperalgésie thermique chez la souris. La paucité d’études
expérimentales concernant le sufentanil nous a conduit dans un premier temps a établir des
courbes dose-réponse a ces deux agonistes. Enauiie, avons comparé 1’effet de
I’administration chez la sourisle 2 doses équipotentes jusqu’a 24 heures, d’une part en
effectuantles tests d’hyperalgésie thermique et d’autre part en étudiant les modifications des

récepteurs NMDA dans la substance grise périacqueducale chez ces mémes souris.
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Sur le plan mécanistique ingxdlulaire, nous avons également comparé ’effet du rémifentanil
et du sufentaniladministrés de maniére courte ou prolongée (jusqu’a 24 heures) sur la
signalisation intracellulaire de cellules de neuroblastome en culture, part sur la voie des
MAP Kinases ERK1/2 at’autre part sur I’internalisation des récepteurs MOR étudiée sur une

culture de cellules embryonnaires de rein humain.

Etudes de validation de I’ANI

Dansla perspective de validatiate I’ANI, 3 études ont été menées :

L’étude 1 : Analgesia Nociception Index en chirurgie bariatrique : une analyse a posteriori et
en double aveugle

Dans cette étude chez 21 patientstdeurgie bariatrique, les variations peropératoires de I’ANI
enregistrées en aveugle durant la chirurgie ont été analysées a posteriori lorsaegsiiéinps
opératoires douloureux et non douloureux prédéfinis.

Cette étude a montré que les variatiods I’ANI aux temps douloureux étaient
significativement différentes des temps non doulourBux.variation de I’ ANI de -10 prédisait

la survenue d’un événement douloureux avec une bonne sensibilité et spécificite.

L’étude 2 . Analyse de l'impact sur I'ANI des stimuli nociceptifs en chirurgie cardiague sous
anesthésie standardisée par propofol et rémifentanil

Dans cette étude chez 20 patients opérés de chirurgie cardiaque, les variations de I’ANI
enregistrées en aveugle durant la chirurgie ont été comparées aux variations de laefréquen
cardiague et de la pression artériefleyenne et de 1’index bispectral (BIS), lors de 4 temps
douloureux eti’un temps non douloureux prédéfinis.

Cette étude a montré que, contrairement aux indices cliniques clasdiguek, variait
significativement lors des temps douloureux mais pas lors du temps non douloureux. De plus
cette étude a montré que les variations de I’ANI étaient nettement supérieures aux variations

des parametres cliniquésns la détection du caractére nociceptif ou non d’un temps opératoire.

L’étude 3 . La pupillométrie et |’ Analgesia Nociception Index prédisent la cible de Rémifentanil
pour l’intubation mais pas le Surgical Pleth Index
Dans cette étude chez 23 patients de chirurgie vasculaire, lors d’une titration de rémifentanil a

I’aide d’une pupillométrie, pour réaliser une intubation orotrachéale sans réactivité
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hémodynamique, nous avons ¢évalué la capacité de I’ANI a prédire la réactivité
hémodynamiqueNous avons comparé cette capacité a celle d’un autre indice de monitorage
de la nociception nouvellement proposé ; le Surgical Pleth Index ou SPI.

Cette étude a montré que, contrairement au I8f¥ariations de I’ANI pouvaient prédire la

réactivité a I’intubation apres titration de rémifentanil avec une bonne sensibilité et spécificite.

Etudes d’utilisation clinique de I’ANI
Aprés validation de I’ ANI comme outil fiable de détection de la nociception peropératoire, nous
avons ¢€tudié la possibilit¢ de moduler I’administration du rémifentanil peropératoire en se

basant uniquement sur 1’ ANI.

Pour cela nous avons réalisé 3 études :

L’étude 4. A Targeted Remifentanil Administration Protocol based on the Analgesia
Nociception Index during Vascular Surgery

A partir d’observations cliniques, nous avons ¢laboré¢ algorithme d’administration peropératoire

du rémifentanil, basé sur les variations de I’ANI. Le but de cette étude était de valider cet
algorithme de maniére prospective chez 180 patients opérés de chirurgies vasculaires variées.
Pour cela nous avons administré ce protocole et nous avons noté la survenuedain non
mouvement oul’épisodes de réactivité prédéfinis comme des variations de plus de 20% de la
fréquence cardiaque ou de la pression artérielle systolique.

Cette étude a montré qu’un tel protocole permet de conduire une anesthésie sans réactivité chez

la trés grande majorité des patients, avec de faibles doses de rémifentanil et une faible

consommation de morphine postopératoire.

L’étude 5 : La Lidocaine intraveineuse réduit les besoins peropératoires en remifentanil : une
evaluation basée sur [’Analgesia Nociception Index

Dans cette étude nous avons évalué, chez 66 patients de chirurgie vadCineiset; de
I’adjonction de lidocaine intraveineuse, sur I’administration de rémifentanil selon le protocole

basé sur I’ANI et validé dans 1’étude précédente.

Nous avons montré qu’une perfusion continue de lidocaine intraveineuse permettait de réduire

d’un facteur 3 la dose nécessaire de rémifentanil peropératoire.
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L’étude 6 : L’anesthésie sans morphiniques guidée par 1’Analgesia Nociception Index (ANI)

diminue la douleur postopératoire et la consommation de morphine apres chirurgie vasculaire
Dans cette étude nous avons comparé, chez 111 patients de chirurgie vasculaire, la douleur et
la consommation de morphine postopératoires entre, un groupe de patients recevant lidocaine
et rémifentanil en peropératoire, et un groupe ne recevant que la lidocaine sans rémifentanil
peropératoire.

Nous avons montré que la suppression du rémifentanil peropératoire permettait de réduire la

douleur et la consommation de morphine postopératoires.

Etudes cliniques

Les études ahiques ont fait 1’objet d’un protocole de recherche, le protocole « ANIFACT »
approuvé par le CPP Nord-Ouest Ill le 07 décembre 2013. Ce protocole vise a étudier
séparément et de maniére prospective, chez les patients de chirurgie lourde ou non, tout facteu
pouvant influencer le tonus parasympathique représenté par le nouveau parametre de
monitorage dénommé « Analgesia Nociception Index ou ANFensemble des patients ont

été inclus au CHU de Caen.

Protocole ANIFACT

ANIFACT permet D’inclusion de patients successifs dans des conditions d’anesthésie
standardisées, chez qui on étudiera I’impact d’un seul facteur a la fois sur I’ANI.

Ce protocole a permisedéaliser 12 études permettant d’évaluer différents facteurs pouvant
influencer I’ANI. Seuls les résultats des 6 étugieisont I’objet de cette thése seront présentes :
ceuxconcernant la validation de I’ANI (études 1 a 33t ceux concernant la modulation de la
qguantité de rémifentanidministrée grace au monitorage par I’ANI et son effet sur la douleur

postopératoire (études 4 a 6).

Les criteéres d’inclusion et de non inclusion dans le protocole ANIFACT étaient identiques pour
les 6 études.
Les criteres d’inclusion :

Patient agé de plus de 18 ans

Informé et consentant
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Classe ASA | a lll (American Society of Anesthesiology)

Opéré d’une chirurgie réglée sous anesthésie générale

Les criteres de non inclusion étaient identiques pour toutes les études :

Grossesse ou allaitement
Désordre psychique ou non coopération
Rythme cardiaque non sinusal

Dysautonomie confirmée
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Analgesia Nociception Index en chirurgie bariatrique : une analyse a
posteriori et en double aveugle

Objectif

Le but de cette étude était d’étudier la sensibilité et la spécificité de I’ANI dans la détection des

temps douloureux peropératoires en chirurgie bariatrique.

Matériel et méthodes

Dans cette étude prospective de cohorte, 21 patipéitss d’une chirurgie bariatrique ont été

inclus. A I’arrivée au bloc opératoire les patients bénéficiaient du monitorage standard
Intellivue™ (Philips, Amsterdam, Pays-Bas) comprenant: ECG, analyse du segment ST,
pression artérielle non invasive, saturation périphérique en oxygéne, monitorage continu de la
profondeurd’anesthésie par EEG frontal (BIS ou Index bispectr@f), monitorage de la
curarisation a I’adducteur du pouce par le train de quatre, et d’un monitorage continu par

I’ Analgesia Nociception Index a partir de I’ECG récupéré par la sortie analogique du scope par

le moniteurPhysiodoloris™ (Metrodoloris Medical system™, Loos, France)L’anesthésie se
déroulait selon les pratiques habituelles du médecin en charge du patient. Induction par bolus
de propofol (2 a 3 mg/kg de poids it)¢at de rémifentanil (0,5 pkg de poids idéal),
curarisation par atracurium (0,5 mg/kg de poids réel), entretien par desflurane pour maintenir
un BIS entre 40 et 60 et rémifentanil en débit massique pour un poids fixé & I0AKI
instantané était enregistré en aveugle et en continu sur clé USB et les temps opératoires a priori
douloureux (intubation ; INT, pose de sonde nasogastrique ; SNG, introduction des trocards
Troc 1, 2, 3a5, sections de I’estomac ; Sect Estomfermeture de 1’orifice ombilical ; Endocl)

et non douloureux (fin du pneumopéritoinéin PNR fin de I’intervention ; Fin ITV) étaient

notés par ulbservateur indépendant. L’ ANI était analysé & posteriori par une autre personne,

aux différents temps opératoires. Les uasiag de I’ANI, (Delta ANT= ANI 2 a fin du temps- ANI

au début du temps€taient calculées pour les différents temps.

Résultats :

Les patients (4 hommes et 17 femmes) étaient a&gés en moyenne de 40 + 9 ans avec un Indice
de Masse corporelle (IMQle 42 + 6 kg/rh L’évolution de I’ANI lors des différents temps

opératoires est exprimée dans la figure 8.
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Figure 8: Evolution de I’ANI au cours des différents temps opératoires prédéfinis a priori comme douloureux : intubation Jnt
pose de sonde nasogastrique SNG, introduction des trocards T8@315, section d€estomac Sect Estom, fermeture de
lorifice ombilical Endocl, et non douloureux fin du pneumopéritoine Fin PNP, fin de l'intervention Fin ITV. ** p<0.01
versus tous les temps douloureux. Les résultats représentenididon médiane [IC 95%] de I’ANI au cours de chaque temps
opératoire. ANOVA pour mesures répétées avec correction de Bonferroni popatreisons multiples.

Afin de tester la performance diagnostique des variatiensANI a différencier les temps
douloureux des temps non douloureux, nous avons construit une courbe ROC (Receiver

Operating Characteristics) a partir de ces variations. La figure 9 montre la courbe ROC des
Variations de I’ANI.
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Figure 9: Courbe ROC de Delta ANI [ a 1a fin du temps- ANI au debut du temps AUC (Aea under the curve ou aire sous la courbe)
[IC95%)]. Une varution de I’ANI d’au moins 10 permet de détecter un événement douloureux avec une sensibilité de 89,1% et

une spécificité de 90,5%.

Discussion

Cette étude montre quenariation de I’ANI renseigne bien sur le caractére douloureux ou non
des temps opératoires avec une bonne sensibilité et une bonne spécificité. En se basant sur
I’ANIL il est donc possible d’adapter la posologie de rémifentanil lors d’interventions en

augmentant les doses lors des événements douloureux.

Cette étude a fait ’objet d’une publication sous forme de résumé dans les annales francaises
d’anesthésie réanimation.

21 Ann Fr Anesth Réani013 ; 32 : R 566
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Analyse de l'impact sur I'ANI des stimuli nociceptifs en chirurgie
cardiague sous anesthésie standardisée par propofol et remifentanil

Objectif :

Le but de cette étude était de comparesel@ibilité de I’ANI a détecter les événements
nociceptifs par rapport aux indices classiques (fréquence cardiaque, pression artérielle, index

bispectral ou BIS) enregistrés lors de temps douloureux et non douloureux prédéfinis.

Matériel etMéthodes :

Dans cette étude prospective de cohorte, 21 patients opérés d’une chirurgie cardiaque
programmée ont été inclus. A 1’arrivée au bloc opératoire les patients bénéficiaient du
monitorage standard Intelliviie (Philips,Amsterdam, Pays-Bas) comprenant : ECG, analyse
du segment ST, pression artérielle non invasive, saturation périphérique en oxygene,
monitorage continu de la profondeur d’anesthésie par EEG frontal (BIS ou Index bispectral™),
Mmonitorage de la curarisation a I’adducteur du pouce par le train de quatre, et d’'un monitorage

continu par I’ Analgesia Nociception Index a partir de ’ECG récupéré par la sortie analogique

du scope par le moniteur Physiodoloris™ (Metrodoloris Medical system™, Loos, France).
L’anesthésie était conduite par propofol et rémifentanil en AIVOC (Anesthésie intraveineuse a
objectif de concentration). L’AIVOC est un mode d’anesthésie intraveineuse, qui consiste a
choisir la concentration « cible »uh agent anesthésiqueue 1’on souhaite atteindre et
maintenir dans le sang et au site d’action (cérébral pour les agents anesthésiques). Un logiciel
relié a la pompe de perfusion, calcule les doses correspondantes en se basant sur un modele
pharmacocinétique spécifique du médicament, puis ajuste les doses de 1’agent, a la différence

entre la concentration prédite par le modele et la concentration cible réglémgsali¢siste.

Ce mode, permet d’administrer I’agent anesthésique non plus seulement en fonction du poids

du patient, mais selon un modele pharmacocinétique qui intégre d’autres paramétres comme

I’age, la taille, le sexe et le temps. Aprés induction et intubation, un cathéter artériel était installé

dans une artere radiale ainsi qu’un cathéter veineux central jugulaire. L’anesthésie se déroulait

selon les pratiques habituelles du médecin en charge du patid¥NI instantané était
enregistré en aveugle et en continu sur clé USB et 4 temps opératoires a priori douloureux
(intubation ; IOT, incision sternale ; INC, sternotomie ; STERNO, écartement sternal maximal
ECART) et un temps non douloureux (temps correspondant a la désinfection cutanée et la pose

des champs stéride STABLE) étaient notés par un observateur indépendant. L’ ANT ainsi que
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les parametres cliniques (pression artérielle moyenne ; PAM, fréquence cardiaque ; FC et index
bispectral™ ; BIS) étaient analysés a posteriori par une autre personne, aux différents temps
opératoires.

Les variations de I’ANI (AANI = ANlapres — ANl avant) Ont été comparées entre les temps
douloureux et non douloureux prédéfinis. Pour chacun de ces évenements opératoires, nous
avons également calculé la variation de la pression artérielle moj/dtvakl), la variation de

la fréquence cardiaque (AFC) ainsi que la variation de I’index bispectral™ (ABIS).

Résultats :

Au total 13 (65) hommes et 7 (35) femmes, agés de 68 + 9 ans, ont été inclus. Treize (65)
patients ont été opérés de pontages aorto-coronariens et 7 (35) de remplacement valvulaire
aortique.

L’évolution des différents parametres est résumée dans la figure 10.
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Figure 10: Variations del’ANI (4AANli), de lapression artérielle moyenne (APAM), de la fréquence cardiaque (AFC) et de

’index bispectral (ABIS) au cours des 4 temps douloureux : intubation (IOT), incision cutanée (INC), sternot&hERNO),
écartement sternal (ECART) et du tempn douloureux (STABLE). Les résultats représentent la médiane [IC9546],05

versus STABLE. ANOVA pour mesures répétées avec correction de Bonferroni p@raismmg multiples.
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Afin de comparer les performances respectives des différents parametres dans la détection des
épisodes douloureux, nous avons construit une courbe ROC pour chacun des parameétres puis
nous avons comparé les aires sous la courbe JAlg€ différents parametres par un test de
DeLong (figure 11)Les AUC de AANI, APAM, AFC et ABIS étaient de 0,99 [0,96 — 1,00],

0,50 [0,40- 0,60], 0,70 [0,6G- 0,79] et 0,65 [0,55 0,75] respectivement. Les variations de

I’ ANT sont significativement plus performantes que les variations des autres parametres.
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Figure 11: Comparaison des aires sous la courbles différents paramétres. L’aire sous la courbe de AANI est
significativement différente des 3 autres courbes. **p<0,001. TeBted®ng avec calcul binomial exact des intervalles de

confiance.

Discussion

Les différents résultats de cette étude montrenteguadiations de I’ ANT ont été plus sensibles
gue les parametres classiquement utilisés pour détecter les difféerents moments douloureux

d’une chirurgie cardiaque. Ce qui suggére que 1I’ANI serait un outil plus performant que la
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fréequence cardiaque et la pression artérielle pour adapter les doses de rémifentanil en chirurgie
cardiaque.

Cette étude a fait ’objet d’une publication sous forme de résumé dans les annales frangaises
d’anesthésie réanimation.

G Ann Fr Anesth Réani®016 ; 2 suppl 1 : R272
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La pupillométrie et I’ Analgesia Nociception Index prédisent la cible de
rémifentanil pour I’intubation mais pas le Surgical Pleth Index (SPI)

Objectif

Dans cette étude nous avons testé la capacité de 3 techniques récentes de monitrage de |
nociception disponibles;ANI, le SPI (Surgical Pleth Index) et la pupillométrie, a prédire la
dose de rémifentanilécessaire a I’intubation considérée comme un stimulus « nociceptif » ou
réflexogéne important.

Le SPI ou (Surgical Pleth Index) est un indice calculé a partir de la courbe de pléthysmographie
du capteur de saturation artérielle a I’index. Il tient compte de 2 parameétres ; la variation
normalisée de I’amplitude de la courbe de pléthysmographieAPPGA) et de la fréquence
cardiaque représentée par l’intervalle entre deux battements cardiaque ou HRI (heart rate
interval). SPI = 100- (APPGA + HRI). Le SPI varie donc de 0 & 100. En cas de stimulus
nociceptif,(APPGA + HRI) diminue et le SPI augmente. Selon le constructeur, des valeurs de
SPI > 50 sont considérées comme le reflet d’un stimulus nociceptif.

La pupillométrie, fait appel au réflexe de dilatation pupillaire (RDP) qui exprime le fait que la
pupille se dilate aprées un stimulus nociceptif. Le diametre pupillaire peut étre mesuré en continu
par une caméra a infrarouge ultra-rapide et les variations du diamétre pupillaire calculées
instantanément. Selon le constructeur, desations du RDP > 13% témoignent d’une
nociception importante. L’appareil permet aussi de délivrer des stimulations nociceptives

calibréesi I’aide d’un cable relié a 2 électrodes cutanées.

Matériel et Méthodes

Dans cette étude, 23 patients de @aSSA I-1II opérés d’une chirurgie vasculaire ont été

inclus. A P’arrivée au bloc opératoire les patients bénéficiaient du monitorage standard
Carescap® (General Electric®!, Helsinki, Finlande) comprenant : ECG, analyse du segment
ST, pression artérielle non invasive, saturation périphériqgue en oxygene, monitorage continu
de la profondeur d’anesthésie a partir de I’EEG frontal, par SE (State Entropy™), monitorage

de la curasation a I’adducteur du pouce par le train de quatre, et d’un monitorage continu par

I’ Analgesia Nociception Index a partir de I’ECG récupéré par la sortie analogique du scope par

le moniteur Physiodoloris™ (Metrodoloris Medical system™, Loos, France).
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L’induction en AIVOC, débutait par le propofol jusqu’a obtenir un BIS entre 40-60, le
rémifentanil était ensuite débuté a la concentration cible cérébrale dall ng/

Les patients étaient curarisés par atracurium (0,5 mg/kg) et ventilés au masque facial étanche,
en volume contrélé (l/ de poids idéalDes stimulations tétaniques croissantes (10 a 60 mA,
100 Hz) étaent appliquées par un pupillométre Algis€ar(iDmed™, Marseille, France), au
muscle deltoide avec mesure continue du réflexe de dilatation pupillaire (RDP). En cas de
variation du RDP >13%, le rémifentanil était augmenté par paliers de Orb togites les 2
minutes, jusqu’a obtention d’un RDP <13% pour un tétanos de 60mA et le patient était alors
intubé. La FC, la PAS, I’ANI et le SPI, étaient mesurés simultanément. Une réaction a
I’intubation était définie a priori par une augmentation de la FC ou de la PAS apres 10T >20%

de la valeur avant IOT.

Résultats :

La dose médiane de rémifentanil poU®T était de 2,0 [2,0-2,5] ngrl. Apres IOT, 3 patients
(13%) ont réagi (FC>20%). Le SPI n’a pas diminu¢ de facon significative aprés stimulation
tétanique (22 [15-34] vs 21 [14-34], p=0)6Q°’ANI a diminué¢ significativement aprés
stimulation (53 [47-75] vs 31 [26-50], p<0.01).

Afin de déterminer si les variations d’ANT (AANI) ou de SPIASPI) apres stimulation avaient

une valeur prédictive sur la réaction a I’intubation, nous avons construit des courbes ROC pour

ces variations.

En fixant un seuil deariation d’ANI inférieur 821, nous pouvons prédit&absence de réaction

avec une sensibilité de 100% et une spécificité de 61% (AUC= 0,83[0,60-0,96] p<0,01). En
revanche, les variations du SPI n’ont pas de valeur prédictive sur la réactivité a I’IOT (AUC =

0,61 [0,39-0,80], p=0,48). Figures 11 et 12.
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Figure 11 : Courbe ROC de¢ANI. Une valeur defANI inférieure 21 prédit I'absence de réaction a l'intubation avec une
sensibilie de 100% et une spécificité de 61%. L aire sous la courbe ROC = 0,83 [0,60-0,96] ; p<0,01
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Figure 12: Courbe ROC de ASPI. L aire sous la courbe ROC= 0,61 [0,39-0,80] ; p=0,48. ASPI n’a pas de valeur prédictive

quant a la survenue d’une réactivité hémodynamique a ['intubation.

59



Discussion

Dans cette étude un RDP13% a permis d’ajuster la dose de rémifentanil pour une IOT sans
réaction dans la majorité des cas. De plus, une variation d’ANI <21 aprés stimulation tétanique
pourrait prédire une IOT sans réacti@n revanche le SPI n’a pas de valeur prédictive. Ces

résultats encourageants devraient étre confirmés sur une plus grande population.

Cette étude a fait I’objet d’une publication sous forme de résumé dans les annales frangaises

d’anesthésie réanimation.

Afar |

o "1 Ann Fr Anesth Reanim 2015 ;1 suppl 1: A19
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A Targeted Remifentanil Administration Protocol based on the
Analgesia Nociception Index during Vascular Surgery

La finalit¢ du monitorage du tonus parasympathique est d’apprécier en temps réel la balance
analgésie-nociception sous anesthésie générale. Ceci devrait permettre une adaptation des
opioides peropératoires aux stimuli nociceptifs et qui tient compte de la variabilité inter-

individuelle aux effets des opioides.

Objectif :

Dans cette étudapus avons voulu valider un algorithme d’administration du rémifentanil basé
sur les variations peropératoires de 1’ANI et évaluer son impact sur la consommation totale de

rémifentanil et la douleur postopératoire.

Matériel et Méthodes

Pour cela, nous avons inclus prospectivement 180 patients, de classe ASA I-lll, opérés de
chirurgie vasculaire programmée.

A Tarrivée au bloc opératoire les patients bénéficiaient du monitorage standard Carescape™
(General Electric®, Helsinki, Finlande) comprenant : ECG, analyse du segment ST, pression
artérielle, saturation périphérique en oxygene, monitorage continu de la profondeur
d’anesthésie, a partir de I’EEG frontal, par SE (State Entrofy), monitorage de la curarisation

a ’adducteur du pouce par le train de quatre, et d’un monitorage continu par I’ Analgesia
Nociception Index a partir de I’ECG récupéré par la sortie analogique du scope par le moniteur
Physiodoloris™ (MDoloris Medical system™, Loos, France). L’anesthésie était conduite par

propofol et rémifentanil en AIVOC (Anesthésie intraveineuse a objectif de concentration).
L’induction débutait par le propofol a la concentration cible de 2 pg/ml, augmentée par paliers
de 0,5 pgnl jusqu’a obtenir un SE entre 40 et 60. Le rémifentanil était ensuite débuté a la
concentration cible de 2,5 ng/ml jusqu’a I’intubation. Aprés curarisation par atracurium (0,5

mg/kg) les patients étaient intubés et le rémifentanil diminué a 1 ng/ml.

Par la suite et pendant toute I’intervention le propofol était ajusté pour maintenir SE entre 40 et

60 et le remifentanidjusté a I’ANI par paliers de 0,2 ng/ml pour maintenir I’ ANI entre 50 et
70.L’¢échec du protocole était défini a priori par la survenue au cours de I’intervention d’un des

critéres suivants : réaction motrice ou toux, augmentation de la fréquence cardiaque ou de la

pression artérielle systolique > 20% des valeur de base (moyenne des 3 premieres valeurs
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mesurées a 1’arrivée du patient au bloc opératoire). L’analgésie per et postopératoire €tait
standardisée et comprenait, paracétamol 1g/6h, kétoproféne 100 mg/12h, néfopam 20 mg/6h,
et oxycodone 5mg/6h si la douleur était >uBl&chelle numérique simple.

Le pourcentage de patients ayant présenté une réaction, la dose totale de rémifentanil ainsi que

la douleur maximale et la consommation postopératoires de morphine a H24 ont été analysés.

Résultats :

Les caractéristiques cliniques des patients sont résumées dans le tableau 3.

Age (années) 68 [65-71]
Genre

Hommes 140 (78)

Femmes 40 (22)
IMC (kg/m?) 26 [25-27]
Classe ASA

I 3(2)

Il 59 (33)

11 118 (65)
Hypertension 131 (73)
Cardiopathie ischémique 51 (28)
Diabéte

Type | 9(5)

Type I 33 (18)
Traitement bétabloquant 60 (33)
Inhibiteurs du systeme rénine- angiotensine 103 (57)
Type de chirurgie

Remplacement aortique par laparotom 30 (17)

Endarteriectomie carotidienne 60 (33)

Endoprothése aortique 30 (17)

Revascularisation des membres inférie 57 (32)

Divers 3(2)
Durée de la chirurgie (min) 136 [123-150]

Tableau 3 : Caractéristiques cliniques des patients. IMC, indice de magsmelle; ASA American Society of Anesthesiology.

Les valeurs sont indiquées en nombre (%) ou en médiane [IC95%).

62



Parmi les 180 patients, 160 (89%) n’ont présenté aucune réactivité au cours de I’intervention.
Vingt-cing épisodes de réactivité ont été relevés chez 20 (11%) patients. Un patient (0,5%) a
présenté une FC > 20%, 2 patients (1%) ont présenté une PAS > 20% et 17 (9%) un mouvement
ou une toux.

La dose médiane de rémifentanil était de 0,042 [0;08044] mg.kg.min™.

A la 2£#™ heure postopératoire, la douleur maximale évaluée par échelle numérique simple
était de 2 [2 - 3]. Cent cinquante-cipgtients (86%) n’ont pas consommé de morphine
postopératoire et les 25 (14%) patients ayant eu des morphiniques postopératoires ont

consommeé %5 — 10] mg d’oxycodone.

Discussion

Dans cette étude nous avons montré qu’une analgésie peropératoire guidée parl’ANI est tout a
fait adéquate. A notre connaissanegtectude est la premiére a valider 1’intérét de I’ ANI dans
la gestion peropératoire du rémifentanil avec de faibles doses, de faibles douleurs

postopératoires et une faible consommation de morphine.

Cette étude a fait I’objet d’une publication sous forme d’article dans Anesthesia Critical Care

and Pain Medecine
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La Lidocaine intraveineuse réduit les besoins peropératoires en
rémifentanil : une évaluation basée sur I’ Analgesia Nociception Index

Objectif :

Pour aller plus loin dans I’épargne morphinique et la réduction de I’hyperalgésie, nous avons

voulu savoir sia consommation peropératoire du rémifentanil selon le protocole d’anesthésie

basé sur I’ANI validé dans 1’étude 4, pouvait étre encore réduite par 1’adjonction de lidocaine
intraveineuseL’objet de cette étude cas - contrdle, était de comparer la consommation de
rémifentanil, la douleur maximale et la consommation de morphine sans les 24 premiéres
heures postopératoires, entre un groupe de patients opérés sans lidocaine et udegroupe

patient opérés avec lidocaine

Matériel et Méthodes

Pour cela, 66 patients opérés de chirurgie vasculaire, régaré2 groupes 22 patients avec
lidocaine (Lido) et 44 patients sans lidocaine intraveineuse (Contrdle) ont été inclus dans cette
étude. A T’arrivée au bloc opératoire les patients bénéficiaient du monitorage standard
Carescap® (General Electri¢®!, Helsinki, Finlande) comprenant : ECG, analyse du segment
ST, pression artérielle, saturation périphérique en oxygene, monitorage continu de la
profondeur d’anesthésie, a partir de I’EEG frontal, par SE (State Entrop™), monitorage de la
curarisation a 1’adducteur du pouce par le train de quatre, et d’un monitorage continu par

I’ Analgesia Nociception Index a partir de I’ECG récupéré par la sortie analogique du scope par

le moniteur Physiodoloris™ (MDoloris Medical system™, Loos, France). Dans les 2 groupes
I’anesthésie était conduite en AIVOC par propofol-rémifentanil selon le protocole validé dans
’étude précédente. Dans le groupe Lido, les patients ont recu a I’induction un bolus de 2 mg/kg

de lidocaine puis une perfusion intraveineuse continue de 1,5 mg/kg de lidocaine apres
I’intubation. Le rémifentanil était toujours ajusté par paliers de 0,2 ng/ml pour maintenir I’ ANI

entre 50 et 70. Les 44 patients du groupe Rémi étaient appariés en age, sexe et type
d’intervention avec un ratio de 2 contréles pour tas Les consommations de propofol et de
rémifentanil, la douleur maximale évaluée par échelle numérique simple (EN Max), la
consommation de morphine (Morphine) des 24 heures postopératoires et la durée de la chirurgie

ont été comparées entre les 2 groupes, par un test de Mann et Whitney.
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Résultats :

Au total 57 (86) hommes et 9 (14) femmes ont été inclus. L’age moyen était de 71 + 10 ans et
I’IMC de 26 + 5 kg/m?. La chirurgie concernait 1’aorte abdominale chez 15 (23) patients, 1’artére
fémorale chez 48 (73) et la carotide chez 3 (5) patients.

Le tableau 4 montre les caractéristiques per et postopératoires des 2 groupes.

Groupe Lido Groupe contréle
(n=22) (n=44)

Dose de Rémifentanil _
0,015[0,00-0,09] 0,040 [0,02 - 0,08 <0,01

(ng/kg/min)

Dose de propofol (mg/kg/mir 0,11 [0,06 - 0,17] 0,10[0,04 - 0,18] 0,52
Durée de la chirurgie (min) 194 [73 - 328] 181 [75-617] 0,63
EN Max (H24) 0,0 [0,0 - 4,0] 3,0[0,0-8,0] <0,01
Morphine (H24) 0,0[0,0 - 0,0] 0,0[0,0-5,0] 0,26

Tableau 4 : Caractéristiques per et postopératoires des 2 groupesiéppa patients. p<0,05 était considéré significatif.

Test de Mann et Whitney. Les données sont présentées en médiane [extrémes]

Discussion

Cette étude montre gquéadministration continue de lidocaine intraveineuse en chirurgie
vasculaire, diminue significativement la consommation de rémifentanil lorsqu’il est ajusté a
I’ANI, sans augmentation significative des besoins en propofol. La réduction de la dose de

rémifentanil renforcée bénéfice de la lidocaine sur la douleur et I’hyperalgésie postopératoires.

Cette étude a fait ’objet d’une publication sous forme de résumé dans les annales frangaises
d’anesthésie réanimation.

o | Ann Fr Anesth Reanim 2016;2 suppl 1: R279
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L’ anesthésie sans morphiniques guidée par I’analgesia nociception
index (ANI) diminue la douleur postopératoire et la consommation de
morphine apres chirurgie vasculaire

Objectif :

Compte-tenu des tres faibles doses defigmanil utilisées dans 1’étude précédente, nous avons
modifié notre protocole d’anesthésie de maniére a administrer la lidocaine & des doses plus
¢levées en supprimant 1’utilisation de rémifentanil.L’objectif de cette étude cas - contrble était

de comparer la douleur maximale et la consommation de morphine dans les 48 heures

postopératoires entre deux groupes, I’un recevant du rémifentanil et 1’autre sans rémifentanil.

Matériel et Méthodes

Pour cela, 111 patients opérés de chirurgie vasculaire, ont été répartis entre 2 groupes : 37
patientsbénéficiant d’une anesthésie sans morphinique avec propofol - lidocaine seule (ASM)

et 74 patientappariés selon 1’age, le sexe et le type de chirurgie (ratio 2 contrdles pour 1 cas

avec anesthésie par propofol-rémifentanil sans lidocaine intraveineuse (Contréle).

A Tarrivée au bloc opératoire les patients bénéficiaient du monitorage standard Carescape™
(General Electric®, Helsinki, Finlande) comprenant : ECG, analyse du segment ST, pression
artérielle, saturation périphérique en oxygene, monitorage continu de la profondeur
d’anesthésie, a partir de I’'EEG frontal, par SE (State Entropy™), monitorage de la curarisation

a ’adducteur du pouce par le train de quatre, et d’un monitorage continu par I’ Analgesia
Nociception Index a partir de I’ECG récupéré par la sortie analogique du scope par le moniteur
Physiodoloris™ (MDoloris Medical system™, Loos, France).

Dans le groupe ASM le propofol était ajusté pour mainteréHantre 40 et 60 et la lidocaine
ajustée par paliers de 0,5 mg/kg/h entre 1 et 2 mgfkgihmaintenir I’ ANI entre 50 et 70.

Dans le groupe Controle le propofol était ajusté pour maintenir la SE entre 40 et 60 et le

rémifentanil ajusté par palieds 0,2 ng/ml pour maintenir I’ANI entre 50 et 70.
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Les caractéristiques cliniques des patients sont resumées dans le tableau 5.

N=111

Sexe (H/F) (84/27)
Age (années) 68 £ 11
IMC (kg/m2) 26 +5

Aorte abdominale 18 (16)
Fémorale 51 (46)
Carotidienne 42 (38)

Tableau 5 : Caractéristiques cliniques des patients. IMC, indice de masseatlarploes données sont présentées en nombre

(%) ou en moyenne +£DS.

La douleur maximale mesurée par 1’échelle numérique simple (EN Max) et la consommation
totale de morphine dans les 48h postopératoires ainsi que la consommation de propofol ont été

comparées entre les 2 groupes et sont présentées dans le tableau 6.

Controle ASM

(n=74) (n=37) P
Propofol (mg/kg/min) 0,11 [0,04-0,19] 0,13 [0,08-0,20] 0,001
EN Max 48H 2,0[0,0-8,0] 0,0[0,0-5,0] 0,007
Morphine H48 (mg) 0,0[0,0-10,0] 0,0[0,0-0,0] 0,04

Tableau 6 Comparaison des consommations peropératoiregrdgofol, de la douleur maximale évaluée par 1’échelle
numérique simple (EN Max) et de la consommation cumulée de morphinesidBsheures postopératoires entre le groupe

avec rémifentanil (contrdle) et le groupe sans rémifentanil (ASM). Les valeuexpoiniées en médiane [mirmax]

Discussion

Cette étude montre, qltesuppression du rémifentanil dans un protocole basé sur I’ ANI, réduit
encore plus la douleur et la consommation de morphine postopératoires en chirurgie vasculaire

au prix d’une augmentation de la dose de propofol.

Cette étude a fait I’objet d’une publication sous forme de résumé dans les annales francaises

d’anesthésie réanimation.
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Protocole REMIBOUCLE

La réduction des doses de rémifentanil grace au monitorage du tonus parasympathique par
I’ANI a permis de diminuer la douleur et de la consommation de morphine dans les 48 heures
postopératoiresloutefois, ces deux paramétres ne sont pas spécifiques de I’HIO et évaluent la

douleur de maniére globale sans rendre compte des mécanismes sous-jacents de cette douleur
(tolérance aigue, inflammation, sensibilisation périphérique, sensibilisation centrale, anxiété,
déficience des contrdles inhibiteurs descendaetts,). L’hyperalgésie périphérique ou

primaire peut étre mieux évalupa la mesure des seuils d’hyperalgésie mécanique au niveau

de la cicatrice, en appliquant sur celle -ci une pression calibrée croigsBmid de filaments

de vonFrey par exemplel).’hyperalgésie secondaire liée aux phénoménes de sensibilisation

centrale se tradupar une surface d’hyperalgésie péricicatricielle augmentée. Cette surface peut

étre mesurée en appliquant sur la peau une pression calibrée de la périphérie vers le centre de
la cicatrice tous les 0,5 Grpuis en marquant par un point I’endroit ou la sensation devient
douloureuse. La répétition de cette mesure selon 4 axes autour de la cicatrice permet de tracer
huit points que 1’on relie pour délimiter le périmétre de cette aire d’hyperalgésie secondaire,

dont on mesurera la surface. Plusieurs études ont suggéré que I’étendue de cette aire était

corrélée &’incidence de douleur chronique 3 ou 6 mois apres la chirurgie.

Objectifs:

Afin de confirmer que le monitorage par ANI permet finalem&ntéduire I’hyperalgésie

induite par le rémifentanil nous avons mis en pla&ede REMIBOUCLE, (approuvée par le

CPP Nord-Ouest Ill le 06 Février 2016), une étude prospective, randomisée, en double aveugle
qui comparedeux probdcoles d’administration de rémifentanilL’un basé sur I’ANI et validé

dans 1’étude 4, ’autre protocole est basé sur le BIS et fonctionne de maniére automatisée en

boucle fermée. Il a été validé dans une autre étude (Liu et al. 2011). Dans les 2 groupes
I’administration de propofol sera automatisée en boucle fermée et basée sur le BIS.

L’objectif principal est de montrer qu’une administration basée sur I’ANI réduit la
consommation de rémifentanil par rapport a une administration basée sur le BIS.

L’objectif secondaire est de montrer que la diminution de rémifentanil, diminue I’hyperalgésie

mesurée par les aires d’hyperalgésie péri-cicatricielles et les seuils douloureux a 1 cm de la

cicatrice.
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Cette étude doit inclure 70 patients (35 dans chaque bras). Une analyse intermégréve est

a 50 patients. A ce jour 10 patients ont été inclus.

Critéres d’inclusion :
Patient agé de 18 ans et plus
Intervention programmeée de revascularisation artérielle périphérique

Ayant signé un consentement éclairé écrit

Critéres de non-inclusion :

Impossibilité technique de recueillir I’index Bispectral™

Patient sous traitement psychotrope neuroleptique

Patient atteint d’un trouble neurologique central

Rythme cardiaque non sinusal (Pace Maker, défibrillateur, Arythmies)

Chirurgie en urgence

Dysautonomie neurovégétative avérée (diagnostic déja établi ou hypotension orthostatique
vérifiée par une différence >30mmHg ente la pression artérielle systolique couché et debout)
Traitement au long cours (>2 mois) par des morphinomimétiques

Grossesse en cours

Patient sous tutelle ou curatelle

Conduite addictives ou instabilité psycho-affective

Patient déja inclus dans une autre étude

Matériel et Méthodes :

Les patients ne seront pas prémédigués. Le traitement personnel est donné le matin de
I’intervention selon les indications du médecin anesthésiste la veille. Au bloc opératoire, le

patient est installé, réchauffé et les paramétres suivants monitorés (fréquence cardiaque,
pression artérielle, segment Silain de quatre a 1’adducteur du pouce, SpO2, FetCO2, BIS).

Le moniteur d’ANI est raccordé a la sortie analogique ECG du scope.

Apres consentement éclairé et sigree phtients seront randomisés, le matin de 1’intervention

a I’aide d’enveloppes scellées, en deux groupes. Le groupe « boucle BIS » recoit le propofol et

le rémifentanil en boucle fermée automatisée selon le BIS. Le groupe « boucle ANI » recoit le
propofol en boucle automatisée fermeée selon le BIS, mais recoit le rémifentanil en AIVOC par

ajustements manusdelon I’ ANI comme décrit dans I’¢tude 4. Afin de respecter I’aveugle, une
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seringue de sérum physiologique sera branchée sur la boucle automatique ou sur la seringue
d’AIVOC selon le groupe. Aprés pose d’une voie veineuse périphérique, le systeme
d’administration de la boucle automatique ainsi qu’une seringue d’AIVOC sont raccordés au
patient.L’induction est débutée simultanément par la boucle BIS et pa&kIVOC réglée a 2

ng/ml. A I’obtention d’un BIS entre 40 et 60, le patient est curarisé par atracurium (0,5 mg/kg)
puisintubé. Dés I’intubation la seringue AIVOC est ramenée a fmgbuis modulée par paliers

de 02 ng/ml toutes les 2 minutes pour maintenir I’ANI entre 50 et 70. Le propofol sera géré
automatiquement dans les deux groupes par la boucle automatique pour maintenir le BIS entre
40 et 60L’analgésie postopératoire sera identique dans les 2 groupes et débutera 30 min avant

la fin de I’intervention par paracétamol 1g et kétoproféne 100 mg, qui seront répétés toutes les

6h et 12h respectivement. De plus, dés le réveil une PCA de morphine sera connectée au patient
avec bolus de 1 mg et période réfractaire de 7 min.

La douleur postopératoire serealuée par 1I’échelle numérique simple et la consommation de
morphine autocontrdlée par le patient (PCA), puis orale a JO, J1 et J2. A J1 et J2 nous
mesurerons aussi les seuils de douleur mécanique a 1 cm de la cicatrice par filament de vonFrey
électroniquegt I’aire d’hyperalgésie péricicatricielle au triangle de Scarpa en appliquant un

filament de vonFrey de 100 g.
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Etudes expérimentales

Peu d’études expérimentales sont disponibles concernant le rémifentanil et surtout le sufentanil
pourtant largement utilisés en anesthésie-réanimaiiars avons vu que ’activation des voies
de signalisation intracellulaires, mais aussi I’internalisation des récepteurs, et les régulations
induites par une exposition prolongée étaient agoniste-dépendant. Cette sélectivité
fonctionnelle pourrait produire des effets différents apres exposition courte ou prolongée au

rémifentanil ou au sufentanil chez I’animal.

Nous avons voulu’une part, comparer les effets de ces 2 ligasaisl’hyperalgésie thermique
chez la souris et les modifications’ils entrainent dans la substance grise périacqueducale
puis d’autre part, voir la régulation des MORu’ils induisent et essayer de comprendre les

mécanismes cellulaires sous-jacents mis en jeu.

Chez la souris

Si quelques études se sont intéressées a 1’hyperalgésie induite par 1’injection sous-cutanée de
rémifentanil chez la souris, peu d’études se sont intéressées aux effets du sufentanil et les doses

produisant 1’effet analgésique maximal ne sont pas connues.

Pour cela, nous avons effectu¢ une premicre série d’expériences visant a déterminer les
concentrations équipotentes pour les 2 agonistes a induire une analgésie maximale. Nous avons
réalisé des courbes dose-réponse en utilisant le test de da phagde pour mesurer 1’effet
analgésique des opioides.

Dans une deuxieéme série d’expériences, nous avons cherché a savoir si 1’injection unique de
rémifentanil et de sufentanil pouvaient induire une hyperalgésie. Nous avons également abordé
les mécanisme pouvant étre responsables de cette hyperalgésie en étudiant 1’état de

phosphorylation du récepteur NMDA dans la PAG.
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Comparaison des courbes dose-réponse sur la nociception thermique

Matériel et méthodes :

Des souris males de la lignée Swiss, de 26-28 g de poids sont mises en stabulation & raison de
cing animaux par cage a 21°C avec eau et nourriture a volonté pendant une semaine pour les
familiariser avec leur nouvel environnement. Les souris seront ensuite exposées ou non
(solution saline) a des doses croissantes de rémifentanil (10 a 40 mg/kg) ou de sufentanil (1 a
10 pg/kg) dans un volume de Gyl /10 g en injection sousitanée. L’analgésie thermique

était quantifiée a 1, 2, 5, 15, et 60 minutes aprés injection, par la mesure du temps de latence en
secondes, avant léchage des pattes arriere ou saut lorsque les animaux étaient placés sur une
plague chaude maintenue a 52°C (temps maximal oufttite¢ a 180 secondes) a I’ intérieur

d’un cylindre transparent de 20 cm de diametre. Les mesures étaient effectuées par des
expérimentateurs aveugles au traitement regu par la souris. L’effet est exprimé en% de 1’effet

maximal possible (% EMP) = (latence aprés traitement- latence de base) / (cut-off -datence

base). Dix souris par expérience ont été utilisées.

A la fin de I’expérience les souris ont été sacrifiés par exposition au CO2 et les cerveaux
immédiaterant prélevés par dissection et immergés dans une solution d’isopentane sur de la
carboglace puis congelés a -80°C.

Les cerveaux seront ensuite ramenés a température ambiante pour prélevement de la
substance grise périacqueducale selon les reperes anatomiques (Paxinos and Franklin 2004).
Le prélevement de la PAG se fera par un emporte-piece (punching). Les PAG de 3 souris
seront réunies puis écrasées mécaniquement dans un mortier en verre et homogénéisées dans
un tampon (Tris-HCl a 10 mM [pH 7.4]/ sucrose a 10%, EDTA 1 mM, Na3VO4 a 0.1 mM,

un mélangel’inhibiteurs de protéases ; Roche) puis centrifugées a 1000g pendant 10 minutes

a 4°C. Le surnageant sera centrifugé 45 minutes a 28000 g a 4°C et le culot soniqué dans un
tampon de solubilisation (Tris-HCl & 10 mM [pH 7.4], EDTA 1 mM, SDS a 0.1%, NP-40 a
0.1%, NaCl a 150 mM, mélange d’inhibiteurs de protéases, Roche). Aprés quantification des
protéines par la méthode de Bradford et dénaturation a (70°C pendant 10 minutes) dans un
tampon de dépot (10% (w/v) de Sodium Dodécyl Sulfate (SDS), 100 de Tris HCI ajusté a pH
6,8, 10% (v/v) de Glyceérol, 0,1% (v/v) de 3-mercaptoéthanol, 0,01% (w/v) de Bleu de
bromophénol). Les échantillons seront séparés sur un gel d’acrylamide a 12% puis les

protéines transférées sur une membrane de nitrocellulose, pour &semi®ntact avec des
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anticorps dirigés contre les sous-unités NR1, NR2A et NR2B des récepteurs NMDA totales et

phosphorylées.

Résultats de la comparaison des courbes doses-réponse sur la nociception thermique

Nous avons tout d’abord évalué le temps de latence au léchage des pattes arriére aprés
administration sous-cutanée de doses croissantes de rémifentanil (10, 15, 25 et 40 mg/kg). Pour
ce faire, les souris ont été placées 1, 2, 5, 15 et 60 min apres I’injection sur une plaque chaude.

Alors qu’aucun effet analgésique sur le Iéchage’est observeé pour les doses de 10 et 15 mg/kg

de rémifentanil quel que soit le temps d’observation, nous constatons une latence au léchage

pour les doses de 25 et 40 mg/kg (figure L3t effet est rapide puisqu’il apparait dés 1 min

apres I’injection et fugace car il disparait apres 2 et 5 min respectivement pour les doses de 25
et 40 mg/kg (figure 13 D’autre part, 1’effet maximal est obtenu pour la dose de 40 mg/kg de
rémifentanil Imin aprés I’injection (figure 13).

Les mémes expériences ont été réalisées avec des doses croissantes de sufentanil (1, 2,5, 5 et
10 mg/kg). De fagon surprenante, nous observons une légére augmentation de la latence de
léchage des pattes uniquement pour la plus forte concentration de sufentanil et aux temps 5 et
15 min ;I’EMP est alors d’environ 40% (Figurel4)
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Figure 13 : Courbes dose-réponse sur la latence au léchage des pattes gpcéisinde rémifentanil (10mg/kg, 15 mg/kg, 25
mg/kg et 40 mgl¢ ou d’une solution saline (Saline). Les résultats correspondent a la moyehi®EM (n=8-10) et sont
exprimés en%le [effet maximal possible (%EMP) aprés 1, 2, 5, 15 et 60 minutes de ['injection sous-cutanée. # p<0,05 par

rapport & Saline. ANOVA a 2 voies avec correction de Tukeyqoooparaisons multiples.
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Figure 14 : Courbes dose-réponse sur la latence au léchage desgmatesnjection de sufentanil (1pg/kg, 2,5 png/kg, 5 pg/kg

et 10 ug/kg) ou d’une solution saline (Saline). Les résultats correspondent a la moyenne + SEM (n=8-10) et sont exprimés en%

de I’effet maximal possible (%EMP) aprés 1, 2, 5, 15 et 60 minutes de l'injection sous-cutanée. # p<0,05 par rapport a Saline.

ANOVA a 2 voies avec correction de Tukey pour comparaisons multiples.
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Pour chaque agoniste et chacune des conditions étudiées, nous avons également mesuré le
temps de latence au saut. Comme le montre la figure 15, nous notons une augmentation du
temps de latence a partir de la concentration en rémifentanil de 15 mg/kg et dés le temps 1 min.
L’effet maximal est obtenu a partir de la concentration de 15 mg/kg. Plus la concentration en
agoniste augmente plus ’effet dure dans le temps. En effet, alors que pour 15 mg/kg de
rémifentanil ’effet analgésique a disparu 2 min aprés I’injection, il persiste pour la
concentration de 40 mg/kg. Quinze minutes apres 1’injection de rémifentanil et quelle que soient

les doses utilisées, ’effet analgésique n’est plus observé. En revanche, pour la dose de
rémifentanil la plus élevée une diminution de la latence est observée a 15 et a 60 minutes. Ceci
pourrait correspondre a une hyperalgésie.

Concernant le sufentanil, 1’effet analgésique est observé a partir de la plus faible concentration

utilisée (1 mg/kg) avec un effet maximal d’environ 50% a 15 min. Lorsque la dose administrée

est augmentée, I’effet maximal est toujours obtenu a 15 min mais 1’effet analgésique apparait

plus précocement (figure 16). A 10 mg/kg, le sufentanil produit une augmentation du temps de
latence au saut dés la deuxieémi@uteapres 1’injection et correspond a environ 70% de 1’effet

maximal.A 60 minutes, il n’y a plus d’effet analgésique sur le saut ni d’hyperalgésie.
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Figure 15 : Courbes dose-réponse sur la latence au saut aprés rémifdatamg/kg, 15 mg/kg, 25 mg/kg et 40 mg/kg) ou
aprés injection d une solution saline (Saline). Les résultats correspondent a la moyenne +SEM (8@t sont exprimés en%
de I’effet maximal possible (%EMP) aprés 1, 2, 5, 15 et 60 minutes de [’injection sous-cutanée. # p<0,05 par rapport a Saline.

ANOVA a 2 voies avec correction de Tukey pour comparaisons multiples
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Figure 16: Courbes dose-réponse sur la latence au saut aprés sufentanil (1@dgkgg/kg, 5 pg/kg et 10 pg/kg) ou apres
injection d’une solution saline (Saline). Les résultats correspondent a la moyenne + SEM (b38&t sont exprimés en% de
effet maximal possible (%EMP) aprés 1, 2, 5, 15 et 60 minutes de l'injection sous-cutanée. # p<0,05 par rapport a Saline.
ANOVA a 2 voies avec correction de Tukey pour comparaisons multiples
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Comparaison de I’effet d’une dose équipotente de rémifentanil et de sufentanil sur

I’expression et la phosphorylation des récepteurs NMDA dans la PAG

Afin d’aborder les mécanismes moléculaires pouvant é&tre responsables des effets
hyperalgésiques aprés injection unique de rémifentanil et de sufentanil, nous avons étudié le
niveau d’expression ainsi que 1’état de phosphorylation des sous-unités NR1, NR2A et NR2B

des récepteurs NMDA dans la substance grise périagueducale.

Le réemifentanil (15 mg/kg) et le sufentanil (2,5png/kg) (a doses équipotentEanaligésie

évaluée par la latence au saut) seront ensuite administrés ou non, en injection unique pour le
sufentanil et en infusion continue pour le rémifentaniu’a 15 minutes et les souris sacrifiées

par inhalation de COa 60 minutes. Les cerveaux sont prélevés, la substance grise
périagueducale récupérée puis le nivéanpression des sous unités NR1, NR2A et NR2B des
récepteurs NMDA totales et phosphorylées sont évaluées par western-blot ; ces expériences

sont actuellement en cours de réalisation.
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In vitro

Effets d’une exposition courte sur I’activation des ERK1/2

La voie des MAPK ERK1/2 est connue comme étant activée par les MOR et seraitegjale
impliquée dans les peessus de régulation lors d’expositions chroniques aux opioides (voir
justification des études expérimentales dans introduction).

C’est pour cette raison que nous avons étudié cette voie de signalisation aprés 10 min
d’exposition au rémifentanil ou au sufentanil. Ces mémes expériences ont également été

réalisées apres une exposition prolongée des cellule&sySM-a ces agonistes jusqu’a 24h.

Méthodes

Culture cellulaire

Les cellules SHSY-5Y et HEK sont cultivées a 37°C en atmosphére humide contenant 5% de
COp, dans un milieu d’Eagle modifié par Dulbecco (DMEM, Sigma AldrichM, Saint Quentin
Fallavier, France), enrichi en sérum de veau feetal (SVF) & 10% (v/v) en L-Glutamine a 2 mM
(Laboratoires PARY, Les Mureaux, France) et en antibiotique (Pénicillingreptomycine)

1% (v/v) (Penstrepy, Thermo Fischer Scientifi¢, Waltham, MA).

Pour la lignée stable SH-MOR-GFP, un agent de sélection, la phleomycine D1 Zeocin
Invitrogeri™, Villebon sur Yvette, France) est ajouté au milieu de culture a la concentration de
150pg/ml de milieu, afin d’éliminer les cellules non transfectées. Les cellules sont détachées

aprés ajout de DBS (Dulbecco phosphate buffered saline), puis de Trypsine EDTA 1%
(Thermo Fischer Scientifi¥, Waltham, MA) puis dissociées|’aide d’une pipette de pasteur

en verre.

Les agonistes utilisés dans toutes les expérimentations in vitro sont fournis par la pharmacie du
CHU. Le rémifentanil et le sufentanil (Myl&fy Canonsburg, PA), étaient dilués stérilement
dans du sérum physiologique pour obtenir des solutions méres aux concentrations respectives
de 10° M et 10*M, puis conservés dans des aliquots a -20°C.

Lignées cellulaires et transfection

La lignée cellulaire SH-SY5Y (SH-SY5Y WT), qui déridaun neuroblastome humain, a été
utilisée pour ces expériences cellulair€gs cellules expriment de maniere endogene des
récepteurs MOR et DOR humains avec un rapport, 3 MOBQR (Noble et al. 2000).
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Nous avons également surexprimé dans ces cellules le MOR couplé a une protéine fluorescente
eGFP (SH-SY5Y hMOR). Pour cela, les cellules de la liggtd&Y5Y ont été transfectéa

I’aide du kit de transfection Amaxa Nucleofeétor(Kit V — programme A-023) selon les
recommandations du fabriquant (Lonza, Levallois-Perret, France), avec le plasmide codant
pour le récepteur MOR couplé a la protéine fluorescente eGFP. Ce plasmide contient un gene
de résistance a la phleomycine E¥lqui permet d’obtenir une lignée exprimant de maniére

stable le récepteur couplé a la protéine eGFP.

Pour I’étude de ’internalisation, nous avons transfecté de maniére transitoire des cellules de la

lignée HEK (human embryonic kidney). Ces cellules sont cultivées dans les mémes conditions
gue les SH-SY5Y. Pour la transfection, les cellules sont déposées sur des lamelles de verres
polylysinées (60000 cellules / lamelle) dans des plaques de 24 puits pendant 24 heures. Le
milieu de culture est changé une heure avant la transfection, puis 1’agent de transfection GenJet

plus™, (SignaGef, Rockeville, MD) et le plasmide codant soit pour la GFP seule soit pour le
récepteur hMOR-eGFP (2% (w:viont ajoutés dans les puits pendant 24 heures avant

I’exposition aux agonistes.

Etude de la voie ERK1/2 par immuno-empreinte

Aprés avoir été détachées et comptées, les cellules SH-SY5Y WT ou eGFP sont ensemencée
dans des plaques de 6 puits a raison de 1 million de cellules / puits et laissées pendant environ
48h jusqu’a confluence. Apres sevrage en SVF de 12h dans du DMEM, les cellules sont
exposées ou non pendant 10 minutes & 37°C a des doses croissantes de rémiféraiatil (10

>M) ou de sufentanil (I&a 10°M). Un puitsservait de contrdle positif d’activation de la voie

ERK 1/2 par du SVF a 20% (Yl

Concernant les expériences d’expositions prolongées aux agonistes, les cellules SH-SYSY WT
étaient exposées ou non (controle) a la concentrationtd tié rémifentanil ou de sufentanil
pendant 10 min (Naive), 1 heure (1h), 8 heud&$, 4 heures (249hAfin de vérifier qu’apres
24h, les agonistes n’étaient pas dégradés dans le milieu de culture, la méme concentration de

ligand était rajoutée dans le puits pendant 10 min (H24) ago

Western Blot
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A la fin du traitement, le milieu était rapidement éliminé, puis AbQi’un tampon de lyse

(10% (w/v) de Sodium Dodécyl Sulfate (SDS), 100 de Tris HCI ajusté a pH 6,8, 10% (v/v) de
Glycérol, 0,1% (v/v) de R-mercaptoéthanol, 0,01% (w/v) de Bleu de bromoplkénttnant

un cocktail d’inhibiteurs de protéase a 1% (v/v), éthiajoutés. Le lysat obtenu était soniqué,
centrifugé a 20000 g pendant 15 min a 4°C, le surnageant était récupéré puis dénaturé par
chauffage a 95°C pendant 3 min. Les échantillons étaient séparés surdiarigélmide a

12% puis les protéines étaient transférées sur une membrane de nitrocellulose par transfert

semi-sec.

Pour chacune de ces conditions, nous avons étudié I’expression des protéines ERK1/2 totales

et phospharlées a I’aide des anticorps primaires de lapin pour MAPK totales, p44/42 MAPK
(ERK1/2) (Cell Signaling”, Danvers, MA) et pour MAPK phosphorylées phospho-p44/42
MAPK (ERK1/2) (Cell Signalin§, Danvers, MA).

Apres transfert, la membrane est incubée dans un tampon de blocage (Tris-buffered saline TBS,
0,1%(v/v) de Tween 20 (TBS/T), 5% (w/v) de Lait écrémé en poudre) pendant 60 minutes sur
agitateur, puis avec I’anticorps primaire anti MAPK phosphorylées dilué au 1/208@ans un
tampon (TBS/T, 5%(w/v) de BSA) pendant 12 heures a 4°C. Aprés 3 rincages par TBS/T, la
membrane est incubée avec I’anticorps secondaire Anti-rabbit IgG HRP-linked (Cell
Signaling™, Danvers, MA) dilué au 1/100%° dans un tampon (TBS/T, 5% (w/v) de Lait
écrémé en poudre) pendant 60 minutes, sur agitateur a température ambiante.

La membrane est enfin incubée avec une solution de révélation (Western Lightning
Chemiluminescence Reagent PyPerkinEImet,Waltham, MA). La luminescence produite

est mesurée grace au ChemiDbXRS+ system et son logiciel Quantity One (Bio-Rad
Laboratorie®, Hercules, CA L’intensité des bandes est aralysée par densitométrie grace au

logiciel ImageJ.

Apres revélation la membrane est rincée 3 fois par du TBS/T puis incubée avec une solution de
détachement (62 mM deTris-HCI ajusté au pH 6,8, 2% (w/v) de SDS, 100 mM de [3-
Mercaptoéthanol) dans un four rotatif & 50°C pendant 30 minutes. Apres 3 ringages par TBS/T,
puis blocage par (TBS/T, 5% (w/v) de Lait écrémé en poudre) la membrane est incubée avec
I’anticorps primaire anti MAPK ERK1/2 totales dilué au 1/1008"¢ dans un tampon (TBS/T,
5%(w/v) de BSA) pendant 12 heures a 4°C. Apres 3 ringages par TBS/T, la membrane est
incubée avec I’anticorps secondaire Anti-rabbit IgG HRP-linked (Cell Signalifig, Danvers,
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MA) dilué au 1/1008¢dans un tampon (TBS/T, 5% (w/v) de Lait écrémé en poudre) pendant

60 minutes, sur agitateur a température ambiante.

La membrane est de nouveau incubée avec une solution de révélation (Western Lightning
Chemiluminescence Reagent PWjPerkinElme™,Waltham, MA) et la luminescence est
mesurée comme décrit ci-dessus.

Les résultats sont exprimés sous la forme du ratio phospho-ERK 1/2 sur ERK 1/2 totales.

Nous avons exprimé les résultats par rapport aux cellules non exposées aux agonistes puis
normalisé les résultats par rapport a 1’effet maximal pour les doses réponses et par rapport a la

réponse des cellules naives pour les expériences de désensibilistion.

Trafic membranaire du MOR :

Le trafic membranaire du MOR a été étudié en microscopie confocale aprés exposition courte
(10 min) et prolongéusqu’a 24h) par du rémifentanil ou du sufentagilluM, des cellules

HEK surexprimant le récepteur couplé a la protéine flurescente eGFP.

Apres transfection dans les plaques de 24 puits, le milieu est changé le lendemain et les cellules
sont laissées avec 500uL de milieu de culture pendant 24 heures a 37°C.

Puis, le rémifentanil ou le sufentanil 10uM sont ajoutés ou non (Naive) pendant 10 min (10
min), 1 heure (1h), 8 heures (8h), et 24 heures (24h). De plus, afin de confirmer que
I’internalisation était due a I’activation des MOR, les cellules ont été exposées a 10uM de
Naloxone seule (Nal) ou ajoutée a chaque agoniste pendant 1 heure (Rémi+Nal 1h) et (Suf+Nal
1h). Apres retrait du milieu contenant I’agoniste, les puits sont rincés par un tampon phosphate

salin PBS (Phosphate-buffered saline) et les cellules fixées par du paraformaldéhydég 4% (w

a 37°C pendant 15 minutes. Apres rincage au PBS les lamelles sont montées avec une solution
de montage VectashiéM(Vectof™ Laboratories, Burlingame, CA) avec le marqueur de noyau
DAPI (4’,6-diamidino-2-phénylindole), puis examinées au microscope confocal laser
FluoView™ (Olympus™, Rungis, France), au grossissement x60 (Plateforme CMABIO,

Université de Caen).

Résultats :

Nous avons tout d’abord étudié 1’activation des protéines ERK1/2 par le rémifentanil et le
sufentanil dans la lignée cellulaire « sauvage » SH-SH5Y (SH-SY5Y WT). Comme le montre
la figure 17 I’exposition des cellules SH-SY5Y a des doses croissantes de rémifentanil pendant

10 min stimule la phosphorylation des protéines ERK1/2 de fagcon dose dépendante avec un
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Log EGso de -7,9 £ 0,2 ML’amplitude d’activation & 1 uM était d’environ un facteur 3 par
comparaison aux cellules non exposées. Le sufentanil stimule également la phosphorylation des
protéines ERK1/2 avec Log B&£de -7,3 £ 0,2M. Comme pour le rémifentanil;aktivation
maximale en présence de sufentanil survenait a hyeun facteur d’activation de 5,6 fois

(figure 18) L’activation aprés sufentanil était significativement plus importante que celle apres

rémifentanil (p=0,02 au test de Mann-Whitney)
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Figure 17 Courbe d’activation de la voie ERK1/2 dans les cellules SH-SVBIYexposées pendant 10 minutes a des doses
croissantes de rémifentanil [allant dg® a 10% M]. Le niveau d’activation des ERK1/2 correspond au ratio de phospho
ERK1/2 sur la quantité totale de ER2. L effet maximal produit par le rémifentanil est choisi comme 100%. Un western blot
représentatif des ERK1/2 totales et phosphorylées est présenté. Les domiéegpismées en moyennes + S.E.M.dg 3-

mesures indépendantes.
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Figure 18 Courbe d’activation de la voie ERK1/2 dans les cellules SH-SY5Y WT exposées pendant 10 minutes a des doses
croissantes de sufentanil [allant de"8 108 M]. Le niveau d’activation des ERK1/2 correspond au ratio de phospho ERK1/2

sur la quantité totale de ERKI1/2. L’effet maximal produit par le sufentanil est choisi comme 100%. Un western blot
représentatif des ERK1/2 totales et phosphorylées est présenté. Les domiéegresmées en moyennes + S.E.M.dg 3-

mesures indépendantes.

Afin de vérifierque I’activation de la voie ERK1/2 des cellules de la lignée transfectée hMOR-
GFP était comparable a celle de la lignée non transfectée 8d/dqudbes d’activation ont été
egalement obtenues. Comme le montre la figur& &osition des cellules SH-SY5Y hMOR-

eGFP a des doses croissantes de rémifentanil pendant 10 min stimule la phosphorylation des
protéines ERK1/2 de fagon dose dépendante avec un LagdECG7,6 £ 0,2M. L’amplitude
d’activation a 1 uM était d’environ un facteur 5 par comparaison aux cellules non exposées. Le

sufentanil stimule également la phosphorylation des protéines ERK1/2 avec kogeE8,1
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+ 0,2 M. Comme pour le réifientanil, I’activation maximale en présence de sufentanil survenait

a 1 uM avec un facteur d’activation de 4,2 fois (figure 20). Comme pour la lignée « sauvage

WT, Iactivation aprés sufentanil était significativement plus importante que celle aprés
rémifentanil (p=0,04 au test de Mann-Whithegeci confirme que 1’activation des MAPK

ERK 1/2 se déroule de maniere identique dans les deux lignées, avec toutefois, une pente

d’activation plus importante dans la lignée hMOR.
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Figure 19 : Courbed activation des ERK1/2 des cellules SH-SY5Y exposées pendant 10 minutes a des doses croissantes de
rémifentanil [allant de 18 a 10° M]. Le niveau d’activation des ERK1/2 correspond au ratio de phospho ERK1/2 sur la

quantité totale de ERK1/2. L effet maximal produit par le rémifentanil est choisi comme 100%. Un western blot représenta
des ERK1/2 totales et phosphorylées est présenté. Les données sont sxpninméeyennes + S.E.M.de 3-6 mesures

indépendantes
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Figure 20: Courbe d’activation des ERK1/2 des cellules SH-SY5Y exposées pendant 10 minutes a desrdizsantes de
sufentanil [allant de 18 & 10° M]. Le niveau d’activation des ERK1/2 correspond au ratio de phospho ERK1/2 sur la quantité
totale de ERK1/2. L effet maximal produit par le sufentanil est choisi comme 100%. Un western blot représentatif des ERK1/2

totales et phosphorylées est présenté. Les données sont exprimées en moyerivetet3seEmesures indépendantes.

En conclusion, apres une exposition de 10 minutes, le rémifentanil comme le sufentanil activent
la voie des MAPK ERK 1/2 a des concentrations identiques. Toutkfaiseau d’activation

par le sufentanil est supérieur et ce quel qudesniteau d’expression du récepteur MOR dans

les cellules SH-SY5Y.
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Ces résultats ont fait I’objet d’une publication sous forme de résumé dans les annales francaises
d’anesthésie réanimation.

4 Ann Fr Anesth Réani@017 ; 3 suppl 1 : R724
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Effets d’une exposition longue sur I’activation des ERK1/2

Dans une deuxieme partie, nous avons étudié cette voie de signalisation apres un traitement
court (1h) et des traitements soutenus (jusqu’a 24h) en présence de rémifentanil ou de sufentanil
a la concentration 1uM. En effet, a cette concentration les 2 agonistes produisent leur effet

maximal.

Les cellules SHBY5Y WT ont été exposées ou non (Ngigeun traitement prolongé pendant

1, 8 ou 24h par une concentration dgeM de sufentanil. Dans les cellules naives (exposées
pendant 10 min a I’agoniste), nous observons urmgmentation de la phosphorylation d’un

facteur 1,7 = 0,Jpar comparaison aux valeurs basales (sans agoniste) Apres 1, 8 et 24 h, on
observe uneéiminution de 1’activation de la voie ERK1/2 de 36+ 8%, 41+ 4% et 40 + 6%
(figure 21). Afin de vérifier que lesufentanil n’était pas dégradé aprés 24h dans le DMEM,

nous avons rajouté LM de sufentanil fraiset exposé les cellules pendant 10 min
supplémentaires (24h + ago). Dans ces conditions, nditservons pas de différence
significative de réponse par rapport aux cellules traitées pendant 24h indiquant que la
diminution de phosphorylation d’ERK1/2 est liée a la désensibilisation des MOR et non a la

dégradation de 1’agoniste.
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Figure21: Etude de la désensibilisation des MOR sur la voie ERK1/2 par le sufentanil.

Les cellules SH-SY5Y WT ont été prétraitées ou non (Naive) pemdameure (1h), 8 heures (8h), 24 heures (24h) en présence
de 1,M de sufentanil. Pour les cellules (24h+ago), apreés 24 hedl@position au sufentanil, la méme concentration a été
rajoutée dans le milieu pendant 10 minufasniveau d activation des protéines ERK1/2 reflété par le ratio phospho-ERK1/2

| ERK1/2 totales a été déterminé pendant 10 min en présence dersuféma 0,05 versus naive ** p<0,01 versus naive
ANOVA a un facteur avec correction de Tukey pour comparaisaltiples. Les résultats sont exprimés efdleffet maximal
obtenu. Moyenne + SEM de 5 mesures indépendantes.

Aprés exposition a 1 derémifentanil, I’amplitude d’activation des ERK1/2 est de 1,8 + 0,3
fois les valeurs basales (sans agoniste) apres 10 min, puis diminue apres une heure, 8 heures et
24 heures. Cependarnitjbut de I’agoniste aprés 24 heuregmente 1’activation d’environ 1,7

+ 0,1 fois.Ceci suggere une dégradation de 1’agoniste au fil du temps. Figure 22
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Figure 22: Les cellules SH-SY5Y WT ont été prétraitées ou non (Naive) penddrgure (1h), 8 heures (8h), 24 heures (24h)
en présence de AM de Rémifentanil. Pour les cellules (24h+ago), aprés 24 heures d’exposition au Rémifentanil, la méme
concentration a étéajoutée dans le milieu pendant 10 minutes. Le niveau d’activation des protéines ERK1/2 reflété par le

ratio phospho-ERK1/2 / ERK1/2 totales a été déterminé pendant 10 pigsamce de Rémifentanil.

En effet, le métabolisme du rémifentanil se fait esskBerhent par ’action d’estérases
plasmatiques et tissulaires. Il est possible que les cellules SH-SY5Y possédent une activité
estérasique qui dégrade le rémifentanil lors d’exposition prolongées. Afin de vérifier cette
hypothése, nous avons ajouté I’agoniste a la fin de chaque temps, puis nous avons mesuré

I’activation des MAPKinases ERK1/2. Ces expériences sont en cours.

Etudedu trafic des MOR lord une exposition longue

Dans un premier temps, les conditions de transfection ont été mises au point en utilisant un
plasmide codant pour la GFP seule. En comparant le nombre de cellules vertes (transfectées par
le plasmide GFP) avec les noyaux marqués par le DAPI (bleu), nous pouvons observer un
rendement de transfection d’environ 30-50% (figure 23). Les cellules HEK ont alors été
transfectées avec le plasmide codant pour le récepteur MOR couplé a la protéine fluorescente

eGFP. Aprés expression transitoire (48h), les cellules ont été exposées ou non a 1uM de
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rémifentanil ou de sufentanil pendant 10 minutes, 1, 8, et 24 heures. De plus, nous avons expose
ces cellules pendant 1 heure a 10uM de Naloxone seule ou associée a chacun des agonistes.
Les résultats sont représentés sur la figure 23. Dans les cellules non exposées a un agoniste
opioide, nous constatons un marquage fluorescent principalement localisé a la surface cellulaire
méme si quelques cellules pouvaient présenter dans le cytosol de tres grosses vésicules vertes.
Aprés 1h d’exposition des cellules en présence de naloxone, le méme marquage membranaire

était observéApres 10 minutes d’exposition, un début d’internalisation est observé avec les 2

agonistes. Aprés 1 heure I’internalisation s’accentue et nous observons a la fois un marquage
membranaire ainsi que des vésicules intracellulaires correspondant aux hMOR-eGFP
internalisés. Le coraitement agoniste et naloxone prévient 1’internalisation des récepteurs

aprés 1h d’exposition. A 8 heures et a 24 heures une importante internalisation est observée et
nous pouvons constater que le marquage membranaire a quasiment disparu notamment apres
24h.

HEK non transfectées HEK transfectées hMOR-eGFP

DAPI GFP Naives Nal Suf 10 min Rémi 10 min

HEK transfectées GFP
DAPI GFP Suf 1h Suf+Nal 1h Suf 8h Suf 24h

Rémi 1h Rémi+Nal 1h Rémi 8h Rémi 24h

Figure 23 : Internalisation des récepteurs hMOR-eGFP des cellules HEK en microscopaeale laser (grossissement x
60). Les cellules ont été tranfectées pour surexprimer le récepteur hMOR-e€d-Eorditions de transfection ont été mises
au point en utilisant le plasmide codant pour la GFP seule. Apgéssétion a 1uM de rémifentanil (Rémi) ou au sufentanil
(Suf) pendant 10 min, 1h, 8h ou 24h les récepteurs ont été psogmment internaliséde maniére similaire avec les 2
agonistes. L ajout de Naloxone (Nal) a I’agoniste pendant 1h prévient |'internalisation.

91



Discussion des études cliniques

Dans les études, 2 et 3 nous avons validé I’ANI comme outil de monitorage de la balance
analgésie-nociception dans différents contextes de chirurgie lourde.

Au début denotre travail aucune étude n’avait encore validé cet indice. En 2009, la premicre

étude observatimelle réalisée par Jeanne et al., avait permis de définir une valeur seuil d”’ANI

(50) avec 3 opioides différents (sufentanil, rémifentanil et alfentdnitsqu’une réactivité
hémodynamique survenait au cours de 1’intervention les valeursl’ANI dans les 5- 10 minutes

qui précédaient étaiit basses (< 46). En revancheles valeurs d’ ANI élevées (> = 54) étaient
associées a une absence de réactivité pendant les 30 minutes qui suivaient et ce quel que soit
I’opioide utilis¢é (Mathieu Jeanne et al. 2009). Ceci a permis au constructeur de définir une
fourchette d’ANI entre 50 et 70 qui correspond a une bonne adéquation entre analgésie et
nociception. Les valeurs > 70 constituant une « fenétre » pendant laquelle une diminution des
opioides serait sans risque de voir apparaitre une réactivité sympathique. Notre étude 1, en
chirurgie bariatriqueonfirme que des variations importantes d’ANI enregistrées en aveugle

pendant I’intervention et mesurées en « post hoc » également en aveugle, survenaient lors de
tous les moments nociceptifs prédéfinis et que les moments non nociceptifs ne
s’accompagnaient pas de variations significatives de I’ANI. Lors de cette étude la gestion du
rémifentanil était laissée au libre choix de ’anesthésiste. Dans 1’étude 2, nous avons également

montré, cette foisi en chirurgie cardiaque, et avec le méme schéma d’étude qu’en chirurgie
bariatrique, que 1I’ANI diminuait significativement lors des moments nociceptifs prédéfinis

alors qu’il n’était pas modifié pendant une période de référence en 1’absence de toute
stimulation. De plus, les variations de I’ANI sont survenues alors que les parametres
hémodynamiques classiques (fréquence cardiaque et pression artérielle) n’ont pas augmenté
significativement. Ces résultats ont été confirmés depuis par plusieurs études aussi bien chez
I’adulte, en chirurgie digestive et orthopédique et (M Jeanne et al. 2012; M Gruenewald et al.
2013; Mathieu Jeanne et al. 2014; Matthias Gruenewald et al.,2fdedxhez 1’enfant
(Sabourdin et al. 2013Pans ces études 1’hypnotique utilisé (propofol ou sévoflurane) était
toujours ajusté selon 1I’index bispectral pour s’assurer d’une profondeur d’anesthésie adéquate.

De plus lorsque différentes concentrations d’opioides étaient utiliséeda diminution de I’ANI

était inversement proportionnelle a la dosel’dgioide et survenait sans augmentation de
fréquence cardiaque ou pression artéri€llequi confirme la plus grande sensibilité de I’ ANI

a détecter les stimuli nociceptifs par rapport aux signes cliniques habituellement utilisés pour
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I’ajustement des opioides peropératoires. Une étude récente a confirmé encore une fois, la
meilleure discrimination de 1I’ANI par rapport aux signes cliniques dans la détection d’un
stimulus nociceptif calibré (tétanos a 60mA ou stimulation électrique sous-cutanée) (Funcke et
al. 2017)

Dans 1’étude 3 nous avons montré qu’une faible diminution de I’ANI < 21 apres un stimulus
nociceptif calibré (tétanos d’une seconde a 60mA) appliqué au muscle deltoide était prédictif

d’une intubation sans réactivité avec une bonne sensibilité et une excellente spécificité. Cette
étude est la premiére a utiliser un monitorage de la nociception (ici la pupillométrie) pour ajuster
la dose de rémifentanil nécessaire a I’intubation. De plus, la dose de rémifentanil nécessaire a

une intubation sans réactivité dans ces conditions était plus faible que les doses habituellement
recommandeées (Billard 2014). Tout recemment, une étude en chirurgie gynécologique a montré
que I’administration du rémifentanil guidée par la pupillométrie réduisait par un facteur 2 la

dose totale par rapport a une administration selon les pratiques habituelles. De plus les patientes
ayant recu moins de rémifentanil ont consommé moins de morphine en postopératoire et avaient
moins de douleur 3 mois apres la chirurgie (Sabourdin et al. 2017). Plusieurs études ont utilisé
la variation de I’ANI comme critére prédictif d’une stimulation nociceptive intense. Dans une

étude en chirurgie ORL, Boselli et al. ortuvé qu’une valeur d’ANI < 55 prédisait la survenue

de variations hémodynamique a la laryngoscopie en suspension avec une sensibilité de 88% et
une spécificité de 83% (Boselli et al. 2015). En utilisant cette fois-ci les variations dynamiques
de ’ANI (AANI) ces mémes auteurs trouvent qu’une variation de -19 de 1I’ANI prédisait la

survenue d’une augmentation de la fréquence cardiaque ou de la pression artérielle de 20% dans

les 5 minutes qui suivent avec une sensibilité et une spécificité de 85% (Boselli et al. 2016)
Dans notre étude 3, une baisse d’ANI <21 aprés une stimulation tétanique calibrée ne
s’accompagnait pas de réactivité apreés intubation, confirmant I’intérét de I’ANI pour
I’ajustement des doses d’opioides avant d’intuber. Cependant dans les études de Boselli et al.,

les variations de 1I’ANI n’étaient pas utilisées pour ajuster la dose de 1’opioide utilis¢. Dans

notre étude, 1’ajustement du rémifentanil aprés stimulation était basé sur la pupillométrie et

I’ ANI mesuré simultanément.
Dans 1’étude 4 nous avons mis au point et validé un algorithme d’utilisation du rémifentanil

peropératoire en chirurgie vasculaire basé sur I’ANI (Georges Daccache et al. 2017). En effet,

malgré la sensibilité de I’ANI aux stimuli nociceptifs, son intérét pour ajuster les opioides
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peropératoires n’était pas encore validé. Notre étude est la premicere a valider prospectivement

une administration de rémifentanil basée sur I’ ANI, sur un nombre important de patients et dans

des chirurgies vasculaires aussi bien modérées que lourdes. D®@usons montré qu’une

telle administration permettait de réaliser ces chirurgies avec de tres faibles doses de
rémifentanil (0,04 pg/kg/min) comparativement aux doses recommandées ou couramment
utilisées (0,1 a 0,3 pg/kg/mirgequi sest traduit par des scores de douleur postopératoires et
une consommation de morphine faibles. En effatjlisation peropératoire de fortes doses
d’opioides majore les douleurs post-opératoires et la consommation de moephéneoigne

sans doute de I’hyperalgésie induite. D’autres études ont échoué a montrer un bénéfice a
I’utilisation de I’ANI pour guider 1’analgésie peropératoire. Dans une étude randomisée en
chirurgie digestive, I’administration de I’opioide peropératoire selon I’ANI n’a pas permis d’en

réduire les doses ou les scores de douleur et la consommation de morphine postopératoire
(Szental et al. 2015Dans cette étude le paramétre d’ajustement choisi était I’ANI moyenné

sur 4 minutes et non pas I’ ANI instantané, plus réactif. @ plus I’opioide utilisé était la morphine

dont le délai d’action n’est pas suffisamment rapide pour écréter un exces de nociception
peropératoire. Dans une étude de cas - contrdles non appariés en chirurgie bariatrique,
I’administration du sufentanil en AIVOC ajustée seloHANI a permis de réduire modestement

mais significativement la dose par rapport a une administration basée sur des signes cliniques,
sans toutefois retrouver de différence sur la douleur postopératoire et les besoins en morphine.
Dans cette étude, la faible réduction des doses de sufentanil est probablement insuffisante pour
percevoir un bénéfice sur la douleur postopératoire (Le Gall et al. 2017). De maniere
intéressante, en chirurgie lombaire, la randomisatden I’administration du fentanyl
peropératoire selon I’ANI ou selon les signes hémodynamiques habituels, a permis de diminuer

la douleur postopératoire de 30% et la consommation de fentanyl postopératoire de 46% (Upton
et al. 2017)L’adaptation de 1’opioide aux stimuli nociceptifs préviendrait la mise en place des
mécanismes conduisant a I’hyperalgésie. L’adaptation des opioides aux stimuli nociceptifs
peropératoires grace BANI pourrait en soi apporter un bénéfice sur la douleur et la

consommation de morphine postopératoires.

Les études 5 et 6 ont montré que tout en utilisant I’ANI pour I’ajustement du rémifentanil
peropératoire, 1’adjonction de lidocaine intraveineuse a permis une épargne supplémeataire d
rémifentanil allant jusqu’a son arrét total et une diminution significative de la douleur et de la

consommation de morphine dans les 48 heures postopératoires. Nos résultats sont en accord
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avec les nombreuses études soulignafifet dose-dépendant de I’hyperalgésie induite par le
rémifentanilsans qu’un seuil de dose puisse étre défini (Angst 2015; Kim et al. 2013; M. H.

Lee et al. 2014, Fletcher and Martinez 2014). En chirurgie digestive, les patients ayant recu 0,3
pa/kg/min de rémifentanil pendant 4 heures avaient des scores de douleurs 50% plus élevés et
ont nécessité 85% de morphine supplémentaire dans les 4 heures postopératoires, comparés a
ceux ayant recu 0,1 pg/kg/min de rémifentanil. Apres hystérectomie par laparotomie, les
patientes ayant recu 22 g/kg de fentanyl avaient 40% de douleur en plus et ont consommé deux
fois plus de morphine que cell@s n’ont re¢u que 1pg/kg de fentanyl (Angst 2015). Ces études
soulignentbien ’effet dose-dépendant de I’HIO mais aussi la grande variabilité des doses

lorsque les opioides sont administrés de maniere « libérale ». Dans notre étude 4, la dose de
rémifentanil pour la chirurgie vasculaire lourde par laparotomie était de 0,05 pg/kg/min et 66%

des patients n’ont recu aucun opioide dans la période postopératoire.

Dans les études & 6, nous avons montré que 1’adjonction de lidocaine a I’anesthésie par
rémifentanil toujours guidée par I’ ANI permettait de réduire encore plus la dose de rémifentanil

(0,015 pg/kg/min dans 1’étude 5 et pas de rémifentanil dans 1’étude 6). Ceci s’est traduit par

une diminution supplémentaire et significative de la douleur et de la consommation
postopératoire de morphine. Toutefois, méme si la réduction du rémifentanil a réduit la douleur
postopératoire une participation de la lidocaine intraveineuse ne peut pas étre exclue, et
I’épargne de douleur ne peut €tre attribuée a la seule réduction de la dose de rémifentanil. En

effet, la lidocaine posseéde des propriétés anti-inflammatoires et anti-hyperalgésiques et
certaines études ont montré son intérét dans la diminution de la douleur postopératoire et de la
consommation de morphine (Cui et al. 2010; Farag et al. ZD&B}fois, d’autres études n’ont

pas pu mettre en évidence de bénéfice a son utilisatibmttrét de la lidocaine demeure
controversé (Dewinter et al. 2017). Les mécanismes biologiques par lesquelles la lidocaine

réduit I’HIO restent a approfondir.

Discussion des etudes expérimentales

Les études cliniques chez I’homme ont montré qu’en réduisant les doses d’opioides

peropératoires on pouvait réduire I’hyperalgésie postopératoire. Toutefois, les mécanismes

95



cellulaires qui sous-tendent ces effets pour les 2 agonistes qui nous intéressent ne sont pas bien
connus. Nous avons donc cherché a mieux comprendre ces mécanismes, tout d’abord chez
I’animal, ensuite au niveau cellulaire en comparant les deux agonistes les plus utilisés en

anesthésie et en réanimation en France.

Etudes in vivo

A notre connaissance, aucune étude n’a étudi¢ D’effet analgésique du rémifentanil ou du

sufentanil dans la lignée des souris Swiss male, excepté 1’étude de Nowoczyn. Dans cette étude,

seul le rémifentanil a été injecté en intrapéritonéal a la concentration unique de 10 mg/kg ce qui
produisit une analgésie thermique de 30% de I’effet maximal possible. L’effet analgésique a

¢té¢ mesuré immédiatement apres I’injection péritonéale ce qui ne correspond peut étre pas au

moment de I’effet maximal (Nowoczyn et al. 2013).a cinétique d‘élimination du rémifentanil

est extrémement rapide et 1’effet peut disparaitre en quelques minutes. Dans notre étude,
I’analgésie thermique produite avec 10mg/kg de Rémifentanil était de 8RISEMP et a été
observéaine minute aprés ’injection. Aprés 2 minutes, il n’y avait plus d’effet a cette dose.

Les deux agonistes étudiés ont des pharmacocinétiques totalement différentes et les courbes
dose-réponses ainsi que leurs cinétiques sont essentielles pour permettre de les comparer.

Celles-ci ont montré des effets différents entre le réflexe de Iéchage et le saut.

Plusieurs facteurs peuvent influencer la réponse a un stimulus nociceptif unique. Dans une
étude comparant quatre souches différentes de rats, Laboureyeras et al. ont montré que les
injections répétées de fentanyl (4 fois 60 mg/kg) produisaient des HIO d’intensité et de durée
différentes selon la souche et que une des souches ne présentait pas d’HIO du tout (Laboureyras

et al. 2014)Peu d’études sont disponibles comparant les différentes souches de souris avec

différents agonistes et différentes voies d’injection. Dans une étude utilisant des souris C57BL6

I’injection intrapéritonéale de rémifentanil (0,2 -1 mg/kg), ou de sufentanil (50 a 100 pg/kg)
produisaient des effets extrémement variables et inexploitables entre les souris. Toutefois, dans
les études utilisant le rémifentanil par voie sous-cutanée, les doses utilisées varient dans des
proportions importantes selon la souche de souris. Une HIO a été mise en évidence pour des
doses de rémifentanil de 40 a 80 pug/kg chez des souris CD1 (Celérier et al. 2006; Cabanero et
al. 2009; Romero et al. 2012) et 100 pg/kg chez des souris C57BL6 (Kashiwadani, Kanmura,

and Kuwaki 2017). Concernant le sufentanil, une seule étude a été retrouvée utilisant des souris
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C57BL6 avec une dose de sufentanil de 10 pg/kg injectée 4 fdisminutes d’intervalle

(Minville et al. 2010). Notre étude est la premiere a produire des courbes dose-réponse chez la
souris. Ceci est d’une importance capitale dans la comparaison des effets entre opioides, car

I’HIO étant dose dépendante, le choix de la dose et du moment ou la mesure est effectuée peut

influencer le résultat, notamment avec un opioide a cinétique rapide comme le rémifentanil.

Le Iéchage et le saut sont des mécanismes intégrés a un niveau supra-spinal et qui impliquent
des centres de régulation différents. L’effet d’un agoniste peut étre différent selon sa
concentration au niveau d’un groupe de neurone et impliquer des mécanismes de régulation
différents. Le rémifentanil et le sufentanil ont des liposolubilités différentes et leur diffusion au
sein des nombreuses structures cérébrales sera différente. Leur affinité pour le MOR sont
également différente&n effet, 1’effet maximal obtenu sur le 1échage est d’environ 40% pour

le sufentanil a la dose la plus €levée, alors qu’il est de 100% pour le rémifentanil mais seulement

pour les doses les plus élevées. Ces effets sont tres différents de ceux obtenus pour le saut qui
débutent poudes doses plus faibles et atteignent 100% de 1’effet maximal pour les deux
agonistes. Le léchage des pattes arriere est considéré comme le saut, un acte moteur volontaire
finalisé. Toutefois, les effets sur les circuits supraspinaux mis en jeu sont différents et pourraient

expliquer I’effet différentiel des agonistes.

De maniere surprenante, le rémifentanil a la dose la plus élevée a produit une hyperalgésie qui
S’est manifestée a 15 et 60 minutes apres 1’injection. Il est possible que le mécanisme sous-

jacent soit en relation avec la disparition rapide du rémifentanil de la circulation et du site
d’action, contrairement au sufentanil pour lequel I’effet analgésique dure plus longtemps apres
I’injection. Le caractére différentiel de I’hyperalgésie entre le léchage et le saut est en accord

avec plusieurs constatations chez 1’animal et chez I’lhomme (Cabanero et al. 2009; Hayhurst

and Durieux 2016)

Etudes in vitro

Notre étude a montré que le rémifentanil et le sufentanil activent la voie des MAP kinases
ERK1/2. L’activation de cette voie de signalisation par des agonistes MOR a été montrée dans
plusieurs études (Pradhan et al. 2012; Raman, Chen, and Cobb 2007; Christie 2009). Les
MAPK régulent de nombreuses fonctions cellulaires et leur activation a été impliguée dans des

mécanismes d’analgésie mais aussi de tolérance. L’inhibition des ERK1/2 diminue 1’effet anti-
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nociceptif de I’agoniste MOR sélectif DAMGO ([D-AZaMe-Phé ,Gly-ol 5]enképhaline)
(Subramanian and Morozov 2011), augmente la tolérance a la morphine (Z. Wang et al. 2010)
ou au contraire la diminue selon le site d’injection (Tara A Macey et al. 2009).

Selon lemodéle décrit par I’équipe de Lefkowitz, 1’activation des ERK1/2 par les RCPG
nécessite la phosphorylation du récepteur par une GRK qui permet &nsigitetement d’une
[3-arrestingqui a son tour, en jouant un role de protéine d’échafaudage, va activer cette voie de
signalisation. Toutefois, si le DAMGO ou le fentanyl activent les ERK 1/2 en recrutant la 3-
arrestine2 et la GRK8’autres mécanismes sont possibles (Bobeck et al. 2012). Par exemple,
I’activation des ERK1/2par la morphine n’utilise pas la voie des B-arrestines mais une PKC

(Tara A Macey, Lowe, and Chavkin 200&)expression ectopique des récepteurs opioides

dans des cellules rénales de singe condtdtcéivation des ERK1/2 par des agonistes sélectifs
pour les MOR, DOR et KORt implique le diméreGMy, la protéine Ras et le facteur de
croissance épidermique (EGF) (Belcheva et al. 1998). Dans notre laboratoire, Nowoczyn et al
ont montré en utilisant le modele cellulaire SH-SY5Y que le rémifentanil et la morphine
activaient tous les deux la voie des ERKdgs 5 minutes d’exposition a I’agoniste avec des

ECso de 0,2 uM et de 1,7 uM et une activation de 4,5 fois et de 4,3 fois respectivement sans
recrutement de la -arrestine 2 a la surface membranaire (Nowoczyn et al. 2013). Dans notre
étude, on retrouve une activation des ERK1/2 du méme ordre (3 fois avecsdeeBCL uM)

apres 10 minutes d’exposition au rémifentanil. De plus, on montre pour la premiere fois, que le
sufentanil active également les ERK1/2 avec un niveau d’activation plus important qu’avec le

rémifentanil. (5,6 fois) pour une Bg&similaire.

L’activation des ERK1/2 dépend du modele cellulaire, du site anatomique d’injection, de
I’agoniste, mais aussi de la durée d’exposition. Dans une étude mesurant 1’agonisme biais€ de

tous les peptides opioides endogénes et de 3 opiacés (DAMGO, morphine et lopéramide) sur le
MOR exprimé dans des cellules ovariennes d’hamster, la morphine a montré la plus faible
activation des ERK1/2 (Georgina L Thompson et al. 2015). Dans la moelle épiniere ou dans la
PAG, une injection unique de morphine n’active pas les ERK1/2 mais des injections répétées

finissent par les activer (T. A. Macey et al. 2015; Horvath et al. 2010), tandis que, dans la PAG,
le fentanyl ne produit aucune activation des ERK1/2 et I’inhibition des ERK ne réverse pas la

tolérance induite par les injections répétées de fentanyl (Bobeck et al. 2012).

98



Peu d’études ont exploré I’effet d’une exposition prolongée des récepteurs opioides a un
agonistesur ’activation des ERK1/2.

Dans notre étude nous avons exposeé les cellules au rémifentanil et au sufentanil pour des durées
prolongées jusqu’a 24 heures. Aprés une heure d’exposition et jusqu’a 24 heures le sufentanil

une désensibilisation des MOR $activation des ERK1/2 est observée. En effet, apres 1h la

perte d’activation par rapport a I’effet maximal est significative et est d’environ 25% puis atteint

environ 40% a 8 et 24 heureklajout de I’agoniste a 24h ne produit pas d’activation
supplémentaire ce qui prouve que le sufentanil est resté stable dans le milieu de culture et qu
la diminution de D’activation n’est pas liée a une dégradation de 1’agoniste. Dans notre
laboratoire, une diminution significative de I’activation de la voie ERK1/2 a été constatée des

la 15™° minute d’exposition aussi bien au rémifentanil qu’a la morphine (Nowoczyn et al.,

2013). Cette désensibilisation a persisté jusqu’a 60 minutes d’exposition a I’agoniste. De plus,

une désensibilisation croisée entre rémifentanil et morphine était mise en évidence aprés 60
minutes d’exposition a I’un ou I’autre agoniste.

Dans une étude, sur des cellules HEK exprimant les MOR, Bot et al. ont montré qu’une
exposition prolongée de 3 heures au fentanyl ou au sufentanil produisait une désensibilisation
sur la voe de I’AMPc (Bot et al. 1998).

Notre étude a montré les effets d’une exposition courte et prolongée sur I’internalisation des
récepteurs. Cellet est observable 10 minutes apres exposition a 1’agoniste et se poursuit de
manicre plus intense a 1h, 8h et jusqu’a 24 heures avec les deux agonistes. L’ajout de Naloxone,

dénuée de tout effet internalisaat]’agoniste prévient cette internalisation, aprés 1 heure
d’exposition. L’internalisation est un effet observé a des degrés variables avec plusieurs
opioides. Certains induisent une forte internalisation, comme le fentanyl, la R-méthadone, et le
rémifentani] d’autres induisent peu ou pas d’internalisation comme la morphine ou
I’oxycodone (Posa et al. 2016). Dans notre laboratoire, Nowoczyn et al. ont démontré que le
rémifentanil induisait une internalisation apres seulement 5 minutes d’exposition et jusqu’a une

heure. Concernant le sufentiaiot et al. ont montré qu’une exposition des cellules HEK au
sufentanil pendant 3 heures ne produigaitine faible internalisation des MOR transfecté

(Bot et al. 1998)Notre étude montre qu’il produit une internalisation aussi prolongée que celle

du rémifentanil. Toutefois, les études en microscopie confocale ne sont pas quantitatives et ne

permettent qu’une appréciation qualitative de 1’internalisation.
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Conclusion et perspectives

L’ensemble de nos travaux avait pour objectif de mieux utiliser les opioides en peropératoire et
de mieux caractériser leurs effets apres exposition courte et prolongée sur la voie de

signalisation des ERK1/2 et sur le trafic des MOR.

Nous avonsalidé I’utilisation d’un monitorage de la nociception basé sur 1’évaluation continue

du tonus parasymapthique. Puis nous avansgré que 1’utilisation de ce monitorage permettait

une meilleure utilisation du rémifentanil en peropératoire conduisant a une réduction importante
des doses totales. Celles’est accompagnée d’une diminution en post-opératoire de la douleur

et de la consommation de morphine. Toutefois, il est important de démontrer que derriere cette
diminution il y a aussi une réduction de I’hyperalgésie secondaire considérée comme un facteur
favorisant la chronicisation de la douleur.

L’étude REMIBOUCLE qui devrait apporter la réponse a cette interrogation.

Sur le plan expérimental, nous avons montré que les deux agonistes les plus utilisés en France
avaen des profils d’activation similaires sur la voie ERK1/2, avec une désensibilisation lors
d’expositions prolongées. L’étude sur I’internalisation nous a €galementmontré qu’ils
induisaient tous les deux une forte internalisatitsi peut expliquer en partie I’effet observé

sur la désensibilisation de la voie des ERK 1/2. En effet, la non disponibilité du récepteur a la

surface diminue 1’effet de 1’agoniste.

Chez la souris, la détermination des courbes dgsmse nous a permis d’observer des
différences concernant les comportements induits par une stimulation thermique nociceptive.
De plus, elle nous permettra des comparaisons futures avec des doses équipotentes des deux
agonistes, adaptées au modéle de souris utilisé. Cette partie doit étre réalisée prochainement en
exposant les souris a des doses équipotentes de sufentanil et de rémifentanil pendant des temps
courts et prolongés, afin d’étudier I’effet des deux agonistes sur I’hyperalgésie thermique et les
modifications qu’ils induisent au niveau de la PAG ; une région hautement impliquée dans le

controle de la réponse nociceptive.

Des études, reliant les effets cellulaires aux effets analgésiques ou hyperalgésiques seront

nécessaires et ouvriront possiblement la voie a des applications cliniques.
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Bien que I’analgésie chirurgicale soit possible sans opioides et qu’elle est amenée a se
développer, une meilleure compréhension des mécanismes d’action des opioides reste
indispensable, du fait qu’ils restent encore le traitement antalgique le plus prescrit pour un trés

grand nombre de patients, dont une certaineiftaaiira besoin un jour ou I’autre de soins
péri-opératoires adapté&n tous cas, quel que soit I’analgésique utilisé nous avons montré que

le monitorage du tonus parasympathique tel que reflété par I’ ANI était d’une aide considérable

pour réaliser une analgésie « a la carte » selon les besoins du patient et de la chirurgie.

Les études in vitro et in vivo nous apporterons des bases solides dans la compréhension des
mécanismes impliqués dans I’HIO et permettront de modifier 1’utilisation empirique des

opioides.
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Artide S

Hatory Background: The intraoperative modulation of opicids continues to be bised on dinical signs. This may
Avalable online 12 Ocober 2016

result in ddverse events such xs sympathetic rexctivity o opioid-induced hyperalgesia. Recently, the
AnalgesiafNociception Index (ANIL 3 nor-invasive 0-100 index derived from heart rate vanability
analysis, has been propased for nociception assessanent. However, tee ability of the ANI to sdequately
guide intragperative opioid ddministration has never been demonstratet. We designed a prospective
study 10 evaluate the ability of U AN to guide remifentanil administration in vascular sungery.
Methods: One hundred and eighty adults presenting for elective surgery were included. All received total
intravenous andesthesis with propafol adjusted 1o entropy and remifentuil adjusted to the ANL The
primarny endpoint was the number of patients without any episode of reactivity defined 353 20% incre xse
inheart rate oranerial pressure or the occunence of movement. Secondary endpoints inchsded opicid
wse and maximal pain rate in the fint postoperative day.
Resulis: Andesthesis was achieved without any episade of reactivity in 160 (89%) patients. Twenty-five
episodes of reactivity eccurred in 20( 112) patients The median remifentani] dose was 0.042 [0.040-
0.044) pekg " min~" At 24 howrs, the maximal NRS pain score was 2 |23} One hundred and fifty-five
patients (86%) did not receive any postoperative opioids, whereas 25 { 14%) received a madian dose of
5{5-10) mg of oxycodone
Conclusion: This prospective stixly demonstrated that the ANI can be wsed to sdequately guide
intraoperative remikentanil administration during vascelar surgery. Such guidance resulted in low
remifentani consumption, low [xstoperative pain rates and low opicid rescue analgesia
© 2016 Sociétd frangaise dlanesthésie et de réanimation (Sfar). Published by Elsevier Masson SAS. All
rights reserved.
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Total intravenous anaesthesia

1. Background

Opioids are used to control the intraoperative response to
nocdception. Under-dosing opioids may lead to significant hae-
modynamic changes and movements. On the other hand,
overdosing opioids is associated with haemodynamic instability
and therisk of developing postoperative hyperigesia| 1] For these
reasons, adequate opioid dosing is of paramount importance and
has led to the recent development of various monitors analysing
the sympathetic tone and that have been tested for this purpose
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|2,3]. Despite some association withacute pain and introperative
noxious stimuli intensity, these new monitoring systems have not
yetdemonstrated clear benefits in terms of opioid dosing guidance
when compared to standard monitoring.

The Analgesia Nociception Index (ANl) is a unit-less index
ranging from 0 to 100 calculated from the instantaneous wavelet
transform analysis of heart rate variability (HRV ) that has recently
been proposed as sumogate marker for intraoperative noxious
intensity [4). Previous studies have shown that HRV analysis
provides information related to the Autonomic Nervous System
activity |5.6) HRV is mediated by the sympathetic and parasym-
patheticefferent change to thesinoatrial nodeofthe heart Studies
using selective pharmmacological blockades of the cardiac auto-
nomic receptors have shown that high frequency fluctuations
above 0.15Hz in the HRV are mediated by changes in the

= yan (SEr). Pubhshad by Elavier Masson SAS. All nights reserved
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parasympathetic tone, wheneas low frequency changes are under
bath sympathetic and pamsympathetic influence. Az the AMI iz
derived from high frequency filtered information, it indirecty
reflects the parasympathetc tone, with higher AM values
indicatinga prominent parasympathetc tone. The AN is sensitdve
to nociception stimuli and has ecently been proposed in various
clinical settings, including the predictionof postoperative pain, the
prediction of intraoperative haemodynamic changes or the
evaluation of the analgesia/nocception equilibrium |7-101

Asfast wavelet transforms are used for high frequency filtering
of the RR series, providing instantaneous calculation of the AMI,
remifentanil appears o be the most adeguate opioid due to its
pharmacekinetic pmpertes and the resulting potental for mpid
madulations We hypothesized that guiding remifentanil admin-
ist@tion by very small steps according to AMI variation should be
appropriate and provide adequate intracperative analgesia with
minimal doses of remifentanil.

To our knowledge, no study has imvestigated how AMI
manitoring can be used to adequately puideintraoperative opioids
dosing. One recent study showed that intraoperatwe morphine
dasing according toaverage AN| values failed to demonstrate any
benefit on immediate postoperative pain after laparoscopic
cholegystectomy [11]

The aim of cur study was to prospectively assess the safety ofa
stepwise adaptation of remifentanil tarpets based on AN values
during propofol anaesthesia for vascular surgery.

1. Methods
2.1. Pagent pepulatden

This was a prospective, observabdonal study conducted in
accordance with the STROBE statement, approved by the local
Ethics Committee (Comitd de Protection des Personnes Nord-Cusst
I, study identifier CPP AT3-DE2-VOL 19, QOinical-Trialegov
identifier MCTO2305576) and performed  between  January
2014 and Aprl 2015 at the University Hospital of Caen {Caen,
France). As part of the approved study, 180 consecutive adult
patients, American Society of Anaesthesiologists Physical Stats
{ASA ) I-111, scheduled for elective vascular surgery under general
anacsthesia were included Consent was obtained after written
information for all participante Exclusion citeria were
age < 18 years, ememmency surgery, pegnant or breastfeeding
women, non-sinus rhythm, documented autonomic nervous
systen dysfunction, non-cooperative patient, and psychiatric
dicorer.

22 Angesthetic techrigue and shudy protocol

Patients were orally pre-medicated 2 hours before surpery with
75mg preabaline After arrival in' the operating room, patents
were monitored with 2 five-lead ECG, ST-%egment continuous
manitoring, contnuous or intermittent arteria blood pressure,
and pulse cximetry. The depth of anaesthecia was monitored
according to State Entropy (SE} {General Electrics, Helsinki,
Finland] cakulated from  a frontal EEG sensor. Additional
hasmodynamic monitoring (e cardiac output by Oesophagal
Doppleror pulse wave contour analysis) was used when indicated,
The AMIwas recorded using the Phy siodoloris™ monitor{ MDoloris
Medical System, Loos, France] which was connected to the ECG
analogue output of the anaesthesia monitor. After obtaining
venous access and pre-oxygenation, anaesthesia was performed
using a target-controlled total intravenous anaesthesia (Orches-
ta™ Rase Primea, Fresenius Kabi, France) with propofiol {Schnider
model} and remifentani (Minto modd ). The propofol site-effect

concentration wasinitially set at 2 peml~" and adjusted by steps
of 1 wemL "every 2 minutes inorder to reach an SE in the [40-60]
targetinterval. Remifentanil was then started at a fced target dose
of 25ng.ml™" for intubation and the patient parayzed with
05 mg. kg atracurium. The muscle relacanteffect was monitored
by the train of four at the adductor pollicis. After orotracheal
intubation, patients were mechanically ventlated with 7 mlke™?
of ideal weight tidal wolume and the respiratory rate adjusted to
keep end-tidal 0y pressure between 35—40 mmHe with a B0z 0 ,—
N0 mizture. Remifentanil was decreased to 1 ng.ml~" immedi-
ately  after intubation and then adjusted by increasing or
decreasing the target by 02 npml™ steps every minute to
maintain the ANI between 50 and 70 untl the end of surgery.
The depthof anaesthesia was maintained by adjustng propofol by
05 pemL™" steps to keep the SE between A0 and 60,

Multimodal analgesia wias started afrerintubation and includ-
ed: 1g paracetamol, 20mg nefopam, 100 mg ketoprofen and
03 mg kg~ ketamine. When the surgery duration was expected to
exceed 2 hours, continuous ketamine infusion {1 pg ke min™")
wias associated and paracetamol and nefopam were repeated
2hours. after the skin indsion. Postoperatve analgesia was
standardized and included pamcatamol (1g/6hl ketoprofen
(100 mgf12h), nefopam {20 mg'6 h) and oxyoodone (5 meldh)
if the numeric @te scale (NRES) was abowve 3. Patients with
abdominal incisions received an additonal 02 mgmL~" mopiva-
caine through a wound catheter at a rate of 1W0mlh~.

The primary ocutcome was the number of patients with no
adverse events. An adverse event was considered as the oocurrence
of an episode of reactivity defined as a 2% increase in heart rate,
mean arterial pressure, or movement Concomitant waraben in
severdl parameters counted as one event The number of adverse
events during surgery was recorded.

Lecondary outcomes were the overall administrated doses of
propofol and remifentanil, the proporton of patients not requiring
opioids in the posto perative period. the total cogrcodone consump-
Hon and maximal pain rates up to 24th postopemtive hour, the
proporbon ofpatientswith an AMloutofthe [50-70] range oran SE
outof the | 40-60] range during the reactivity periods, Remifentanil
doses were compared between patients with or without beta-
blockers, diabeticsversus non-diabetics and according to the type
of surgery.

23, Srarisdcal malysis

Data are expressed ac means L 50 or medians [95%C]] acconding
to variable distributons (0°Azostine Pearson test] Comparisons of
means, medians and proportions were performed using unpaired
Student ©tests, Mann-Whitney U tests or Fischer's exact tests as
appropriate. Multiple comparisons were performed using Kruskall-
Wallistests A Pvalue of less than 005 was considerad significant, and
all P values were two-tailed Statistical analyses were performed
wsing MedCak Statistical Software version 152 ( MedCalc Software
btwba, Ostend, Belgium; http:/fwenaemodcale o, 2015])

3. Results

During the study perod, 218 patents presenting for a
scheduled wastular surgery under total intravenous general
anaesthesia were assessed for eligibility. Exclusion criteria were
present in 3B patients and a total of 180 patients were included in
whom the small-step AM-bhased algorithm was successfully
achieved Data from all 180 patients were analysed Patient
chamcteristics are summarized in Table 1. In 160 (B0X) patients,
the pmotocol was achieved without any adverse events Twenty-
fve episodes of reacHvity occurred in 20 patients (11X). Reactivity
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Tahle 1

Characenshos of the study population.
Age [y W8 [55-71]
Cender

Male 140 (TE)

Female 022
BMI(kgm ™) 26 [24-27]
ASA class

1 a2y

n 59 (33

m 114 [5)
Hypertenman 131 (73}
Ichemic heant dizease a1 (28
Mabers mellitus

Typed ai2)

Type 1l 33 (14)
Heta-blockers 603
ACE inhinibars ar ARH 163 (57)
Type of procedure

Open zortic replacement T

Carotid endartenecomy w33

Endovasou lar aortic repar W7

loweer hmb revasculansation 57 (X2

Miscd aneous T3]
Duration of surgery {min) 136 |123-150]

BMl: Body Maxs Index; ACE: angiofensin comvertmg eteyme; ARR: AngoEnsm
Receptar blackers Data ate sqpressed a5 madian ©B520] or number (L1

comesponded toan increase in arterial pressure in 2 (1) patients,
anincrease in heart ratein 1 {0.5%) patient, and 22 movements or
coughs in 17 (9% patents. The AM was < 50 in 10 episodes, and
decreased < 50 after 3 episodes. The SEwas = 60 before 2 episodes,
and increased =60 in 2 other=. In 16 episodes, the AN
remained = 50; all of these corresponded to coughs ormovements,
The SE remained between 490 and 60 in 21 episodes. The
remifentanil site-effect tarmet was < 008 ngmLl™ in 5 episodes

The median remifentanil dose was (0042 [0040-
0044] peke'min~'. Mo statictical difference in emifertanil
consumptionwas found betweendiabetic and non-diabetic patients
{0042 [0039-00458] and Q043 [Q040-0.044] pokemin™ re-
spectvely; P=0.4), nor bebween patients with or without B-
blocker in their precperative treatment (O [0U038-0049] and
0041 0040 00044] e ke ' min~, respectively; P=058; mspec-
twely) Mo differences were observed in median remifentanil doses
according to the type of surgery. The median propofol dose was
011 [010-012] mgke~".min~". No difference was ohserved in
median propaofol dose according to the type of surgery (Table 21

All patients were successfully ectubated at the end of surgery
after they achieved a body core temperature = 36 °C and a T4/T1
ratio at the adductor pollicis » 90% Two pabents were re-
intubated within the first day for postoperative bleeding.

At 24 hours, one hundred and Afty-five patients (B6%) did not
receive any opicids for postoperatve pain whereas 25 patients
{14%] meceived 3 median dose of & [5-10] mg of oral oxgpcodone
The maximal MRS pain score was 2 [23] Postopertive analgesia
was free of opinidsin 66, BO, 95 and 100 of patients o perated for
open aortic mplacement, lower imb revascularizaton, carobd
endarteriectomy and endovasoular aortic mpair, respectively.

4 Discussion

In this study, we demonstrated that the AMI can be used to
adequately miide intraoperative remifentanil administmtion using
a small-step algorithm in wascular surgery. Toour knowledge, this
is the fist study demonstrating the safety of ANI guidance for
intrapperative opioid dosing.

Ina meentstudy, Szentalandal [11]investzated the abilityofa
protocol-driven intraoperative analgesia procedure (AMI scomes
averaged over a 4-minute interval every 5 minutes) to reduce
postoperative pain, They found ne difference between the ANE
based groupand the cinical signs-based group (oo nt o). However,
in this study, the opicids used were morphine or fentamyl, which
both have a slew phamacokinetic profie and may not rapidly
bluntan acute pain simulus, especially when the ANI value used is
averaged over 4 minutes Furthermore, the authors nsed a fixed
dose of opicid for reinjections which may result in different site-
effect concentrations and different attenuatons of the nociceptive
input.Underthese conditions, there was no difference betweenthe
amaunts of intracperative opioids, nor in the ime spent with an
AM] = 50 {ie inadequate analgesial Finally, the authors did not
report the percentage of sympathetic reactions that cocurred in
aither group.

In our study, we used remifentanil as the only opioid because it
had the fastest pharmacokinetic profile. We based our algorithm
on the instantaneous ANL whichis a moving average over 120 s of
values computed on a G4-5 sliding window with a step of 1 =
|82]. ANl is derived from high frequency band pass filtered RR
seres fhetween 015 and 0.4 Hz), which reflects parasympathetc
actvity. As the nociceptive inputs result in parasympathetic
inhibition and sympathetic activation, a rapid decrease in the AM
could rapidly detect hasmodyramic reactivity, allowing for
sufficient time to increase remifentanil and blunt the reaction.

We alko based our algorthm on a site-effect emifentani
variation of 0.2 ng.mL-? according to Minto’s model. In our study,
20 (11%) patents experienced 25 episodes of reactivity; most of
these episodes comesponded to coughingor a sudden increase in
rspimtory pressure. The AMI was < 50 in 10 episodes. This is
probably due to a delay in increasing emifentanil andjor to the
intensity of the nodceptive input, especially when emifentani
concentrabdons were very low. Thisdelay may be eliminated inthe
future by the use of clased loop injection devices. In 2 episodes,
mactivity was probably due to inadeguate depth of hypnosis since
the 5E was ower 60 OF note, in 16 epicodes neither the AMl northe
LE =ignificantly chanped, meaning that reactivity, in particular
coughing ormovements that belongs to medullar reflex loops, may
oocur without significant influence on the autonomic halance.

Opicids are used to peventexcescive sy mpat hetic reactivity to
noezious stimuli. Reinjections are usually performed at regular
intervals or when the patients elicit clinical signs of sympathetic
ractivity. However, the incidence of sympathetic reactvity
episodes duringsurgery is poorly reported and may vary according
to different anaesthetc protocols and surgical settings. In our
study, BOX of patientswere free of amy episodeofreactivity. Intheir

Tahle 2
verall doses of prapafl and remientnil accarding ta the ype of ;uTgeny:
Type of surgery Open aartic repair Loweer hmb revasaulanzation Caroti] endanteriecamy Endovascular I
n=3 n= 5 n= i aarhic TepaIr
m= 10
Propokal ifa]-] nn 14 (1B [} (iR}
mg kg~t.min" -] jaio-mz| Jai3-aas| ouEn.a3]
Remifentam] ags [aKi%] [iEd%) EL w1
pakgtmmt Jiwhd -] Lo o] Lt rLis JLTERGTE]

Data are expressed a5 median @55 O] Patents of miselaneous surgenes (a1 <4) have not been mcuded for @mparisan. P U was signifiant

123



Iz . Derahe et gl f Anaesth Crir Gare Poin Med 26 (2017) 229232

firet clinical study using ANI menitoring, Jeanne et al. reported
51 episodes of reactvity in 19 of 49 patients. In this study, opioid
reinjections were based on clinical signs defined as a 20X increase
in blood pressure or heart rate, or the occurrence of coughing or
movermente. The AM| mcorded during the 5 minute pericds
precading these episodes was < 50 whereas the ANl was = 50 in
the absence of simulaton or sympathetic ractivity signs |41 In
another study on total knee mplacement under general anassthe-
sia, 20 out of 27 patents presented at least one episocde of
reactivity during the surgery. The AMNI was recorded blindly and
was 48 (23] during reactivity episodes and 83 30) inthe absence of
nodceptive stimulation (9] )

Remifentani is widelyused in various surgical settings as a part
of halanced anaesthesia, usnally aca continuous infusion at a fixed
concentration of Q1-04peke"min~’. In the presence of
hasmodynamic reactvity, anaesthesiologists often increase hyp-
nosis or opicids or both to blunt the sympathetic maction In the
abeence of monitoring, this may lead to owverdosing hypnobcs or
opioids, which may increase perioperative morbidity in both cases.
In our study, hy pnosiswas monitored in all patients and propofol
was adjusted to maintain a steady entropy between 40 and
60 Remifentanil was continuously medulated acoording to the AMI
valie and resulted in a mean concentrabion as bow as
004 e ke~ min~? regardless of the type of surgery and without
an increase in propofol needs This sugmests that higher
remifentanil doses would be ewcescive according to the patient's
needs and may lead to postoperative hyporalgesia

Opioids induce postoperative hyperalgesia, especially when
high doses are used intmoperativaly. In a recent meta-analysis,
Fletcher and Martinez demonstrated that remifentanil-induced
hyperalgesia was less intense in patients who received less than
004 porke-min-' [11 Hyperalgesia leads to an increase in
postoperative pain and opioid consum ption In our study, patents
undensent mild, moderate ormajor surgerny. In majorsurgeny, pain
at rest was mild and 66X of patients did not require opicids for
postoperative pain relief Morover, B6X of all patients did not
require opinids in the postoperative period

There are limitations to our stdy. First, it is 2 single-centre,
observational study in vascular surgery patients and results may
not be extrapolated to all types of surgenes. Secondly, we used a
standard multimodal analgesia protocol acsocated with ant-
hyperalgesic drugs such as ketamine and nitrous oxide. As
postoperative pain and opioid use vary according to postoperative
analgesia protocols, the rate of opioid free patients may similarly
vary. Moreover, we chose to evaluate painand opioid consumption
on the first day only. Fatients underpoing aortc surgery had a
ropivacaine indwelling catheter which was left in the preperito-
neal space for 48 hours; thus, postoperatve painin these patents
may have been greater after the removal of the catheter. Finally,
AM| values and the number of episodes of mactivity may havebeen
influenced by the use of B-blockers, muscle relaxants; or by the
presence of an altered bammeflex activity in aged or diabetic
patients. Although we ercluded patients with patent autonomic
nenous system dysfundtion, we cannot rule out theinfluenceafan
infa-clinic alteration on the ANl interpretaton.. Since AMI

monitoring is designed to be weed as standard monitorng for
analgesiaf nociception halance, we did not exclude patients with
chronic [i-blocker treatments nor diabetes. However, in our study,
these factors did not influence remifentanil consumption.

& Conclusion

To condude, our study demonstrates that ANl monitoring can
be zafely used for stepwize remifentanil tarpet adaptation during
propofol anacsthesia for vascular surgery. This results in few
intRopemtive adverse eventepisodes, low postoperative pain and
opicid consumpton. However, compamtive studies should be
carried out to confirm these encouraging results,
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Le moniteurde I’ Analgesia Nociception Index

Analgesia/Nociception Index

5

oo 13:49:18 s

Analgesia Nociception Index

T v T \ T Y T
13:25.00 13:30:00 13:35:00 13:40.00

Respiratory pattern

Reset ECG

ECG

x Parameters

Ecran du moniteur Physiodoloffs Les valeurs de 1’ ANI calculées par analyse spectrale de la
variabilité de I’espace RR de I’ECG, sur les 120 derniere secondes (en jaune) ou moyenné sur
les 4 dernieres minutes (en orange) refletent le tonus parasympathique. Energy représente le
contenuspectral total de I’analyse. Respiratory pattern représente les variations dans le temps

des hautes fréquences du spectre sous ’influence de la respiration.
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