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Résumé

Titre: Evaluation thérapeutique de la stimulation transcranienne par courant continu (tDCS) dans un
modeéle murin de douleur neuropathique chronique: caractérisation comportementale des dimensions
somatosensorielle et affective

Mots clés: douleur neuropathique, tDCS, cortex frontal, anxiété, dépression, modéle animal

Résumé: La douleur neuropathique représente un véritable défi de santé publique en raison de sa
sévérité et de ses répercussions importantes sur la qualité de vie des patients. Elle est souvent
caractérisée en clinique par une allodynie mécanique, définie comme une douleur provoquée en réponse
a des stimuli mécaniques normalement percus comme non douloureux. Un nombre croissant
d’évidences cliniques et précliniques soulignent que les patients neuropathiques présentent un risque
élevé de développer des troubles affectifs, tels que I'anxiété et la dépression. Les médicaments
conventionnels couramment prescrits sont associés a de nombreux effets indésirables et démontrent
souvent une efficacité limitée. Différentes techniques non invasives de neurostimulation, dont la
stimulation transcranienne par courant continu (tDCS), ont donc fait I'objet d’'un regain d’intérét et
largement étudiées comme alternatives prometteuses pour la prise en charge des douleurs chroniques
pharmaco-résistantes. Cependant, la majorité des études se sont focalisées sur la stimulation anodique
du cortex moteur dans le but de moduler la composante sensori-discriminative de la douleur et les
connaissances sur la contribution thérapeutique d’autres régions cérébrales, telles que le cortex
préfrontal, restent encore tres limitées. Pour autant, la stimulation du cortex préfrontal par la tDCS
pourrait étre d’'un grand intérét compte tenu de l'implication de cette région dans les dimensions
somatosensorielle, affective et cognitive de la douleur chronique. L'objectif du présent travail est de faire
progresser les connaissances actuelles sur les effets thérapeutiques de la tDCS en 1) testant les effets
comportementaux des deux polarités de stimulation (anodique et cathodique) sur les composantes
somatosensorielle (allodynie mécanique) et émotionnelle (anxiété, dépression) en ciblant le cortex
frontal dans un modeéle murin de douleur neuropathique et 2) en évaluant I'efficacité de la stimulation
répétitive du cortex frontal sur différentes phases temporelles, c’est-a-dire au stade précoce afin
d’essayer d’interférer avec la progression de la douleur neuropathique et au stade tardif lorsque la
chronicité de la douleur est établie. Apres I'induction de la douleur neuropathique par I'implantation
chronique d’un manchon en polyéthylene autour de la branche principale du nerf sciatique de la patte
arriere droite, des souris males ont été soumises a la stimulation par tDCS sur le cortex frontal gauche
(20min, 0.2mA, 2 fois/jour, 5 jours consécutifs). Les stimulations répétitives ont été appliquées au cours
de la 3®™ semaine post-chirurgie pour étudier les effets de la tDCS au stade précoce, tandis que les
stimulations au stade tardif ont eu lieu durant la 10™ semaine post-induction. La sensibilité mécanique
a été mesurée a l'aide des filaments de von Frey et les conséquences émotionnelles de la douleur
chronique ont été évaluées au moyen de divers tests comportementaux. Les résultats obtenus indiquent
qgue la tDCS anodique présente un effet analgésique lorsqu’elle est appliquée au stade précoce de la
douleur, démontrée par la réversion de l'allodynie mécanique chez les animaux neuropathiques. De
maniére intéressante, lorsqu’appliquée au stade chronique de la pathologie, c’est la stimulation
cathodique qui induit une atténuation du phénotype anxio-dépressif chez les souris ayant subi la
compression du nerf sciatique, sans pour autant affecter I’allodynie mécanique. Ainsi, il semblerait que la
tDCS produit des effets différents selon le moment de l'intervention. Les données comportementales
présentées fournissent des informations prometteuses sur la pertinence clinique de cibler le cortex
préfrontal chez les patients souffrant des douleurs chroniques. Des études complémentaires sont
nécessaires afin d’élucider les mécanismes précis impliqués dans les effets modulateurs de la tDCS sur les
composantes somatosensorielle et émotionnelle de la douleur neuropathique.
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Abstract

Title: Therapeutic evaluation of the transcranial direct current stimulation (tDCS) in a murin model of
chronic neuropathic pain: behavioral characterization of somatosensory and affective dimensions

Keywords: neuropathic pain, tDCS, frontal cortex, anxiety, depression, animal model

Abstract: Neuropathic pain is one of the leading global health care problems due to its severity and
negative impact on patient’s quality of life. The major clinically reported symptom is mechanical
allodynia, pain induced by typically non-painful mechanical stimuli. A growing body of evidence points
out that patients suffering from neuropathic pain are at high risk of developing mood-related disorders,
such as anxiety and depression. Many of the currently available pharmacological treatments are related
to serious side effects and often present limited efficacy. Non-invasive neurostimulation-based
techniques, such as transcranial direct current stimulation (tDCS), have therefore been increasingly
investigated in clinical and preclinical studies as promising alternatives for refractory pain management.
However, most of these studies have been mainly focusing on anodal motor cortex stimulation in an
attempt to interfere with the sensory-discriminative component of pain but much less is known about
the potential of targeting other brain regions, such as the prefrontal cortex. Indeed, targeting the
prefrontal cortex might be of great interest considering its involvement in processing of not only the
sensory but also the affective and cognitive components of chronic pain. The aim of the present work is
to advance the current knowledge of the therapeutic effects of tDCS by 1) testing the behavioral impact
of both anodal and cathodal tDCS on somatosensory (mechanical allodynia) and emotional (anxiety,
depression) dimensions by targeting the frontal cortex in an experimental mouse model of chronic
neuropathic pain and 2) analyzing the efficacy of repetitive frontal cortex stimulation over different
temporal phases, namely at early phase to interfere with the progression of neuropathic pain and at late
stage when neuropathic pain is firmly established over a chronic period. Following the induction of
neuropathic pain by cuffing the main branch of the right sciatic nerve, male mice were subjected to
either anodal or cathodal tDCS (20min, 0.2mA, twice a day, for 5 consecutive days over the left frontal
cortex). The repetitive stimulations were applied during the 3™ week post-surgery to examine the effects
of tDCS at early stage of neuropathic pain development, while the stimulation at late chronic stage took
place during the 10" week post-induction. Mechanical thresholds were assessed using von Frey
filaments, and anxio-depressive-like consequences of chronic pain were evaluated through various
behavioral tests. Our results show that anodal tDCS reveals a sustained analgesic effect when applied at
early phase, evidenced by the suppression of established mechanical allodynia in neuropathic mice.
Interestingly, when applied at chronic stage, it was the cathodal tDCS that attenuated the expression of
an anxio-depressive-like phenotype in neuropathic mice, without affecting the mechanical allodynia.
Hence, tDCS appears to produce different outcomes depending on the timing of the intervention. Our
behavioral data do not allow to unravel the pathways involved in these beneficial effects but deliver
promising insights on the clinical relevance of targeting the prefrontal cortex in patients suffering from
neuropathic pain. Further research is needed to better understand the precise mechanisms involved in
tDCS-induced modulation of sensory and emotional aspects of neuropathic pain.
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« OBaing able to wilk without showing the pain is & skill »
Kylic Mo Rherson
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Avant-propos

La stimulation transcranienne par courant continu (tDCS: transcranial direct current stimulation)
est une technique prometteuse de stimulation électrique, développée et affinée principalement
dans le but de proposer des alternatives aux traitements médicamenteux dans le cas de
certaines pathologies pharmaco-résistantes. Cette méthode présente plusieurs avantages: elle
permet de moduler I'excitabilité neuronale de maniére non invasive et transitoire via
I'application au niveau cortical d’un courant électrique de faible intensité, I'équipement est
facilement portable et peu colteux comparé a d’autres techniques d’électrostimulation, elle
n’entraine que trés peu d’effets indésirables. Les connaissances de |'efficacité thérapeutique de
la tDCS s’appuient initialement sur des recherches issues du domaine clinique. Les données des
méta-analyses rapportent des effets plutot bénéfiques de cette technique, aussi bien chez des
sujets sains que des patients souffrant de diverses pathologies, telles que la dépression, la
schizophrénie, les troubles addictifs, la maladie d’Alzheimer ou encore les douleurs
neuropathiques d’origine centrale consécutives a une lésion médullaire par exemple [Bennabi et

al., 2014; Mondino et al., 2014; Rajji, 2019; Chen et al., 2020a; Yang et Chang, 2021].

Au sein du laboratoire de Recherches Intégratives en Neurosciences et psychologie Cognitive
(UR-LINC) de Besancgon, notre équipe consacre une partie de ses recherches a la prise en charge
par la tDCS de la dépression et du sevrage lié aux addictions. Depuis 2001, une plateforme de
neuroimagerie fonctionnelle et neurostimulation, appelée Neuraxess, a été créée en partenariat
avec le Centre d’Investigation Clinique de Besangon (INSERM CIC 1431) et I'Université de
Franche-Comté dans le but d’encourager le développement des projets visant a explorer le
fonctionnement cérébral chez 'Homme de maniére non invasive et de faciliter aussi la
translation de la recherche fondamentale a la pratique clinique. Des protocoles cliniques ont été
élaborés au sein du laboratoire afin d’étudier I'effet de la tDCS sur le ralentissement
psychomoteur associé a la dépression pharmaco-résistante [Bennabi et al., 2020], le
comportement impulsif observé chez des patients souffrant d’un trouble de personnalité de

type borderline [Teti Mayer et al., 2019], et en sciences du sport pour examiner les effets
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encore peu connus de la tDCS sur les performances neuromusculaires, psychomotrices et

cognitives des athlétes [Grosprétre et al., 2021].

Si la tDCS est largement répandue en clinique et de nombreuses études mettent en évidence
des effets thérapeutiques plus ou moins prononcés, I'utilisation des modeles animaux reste
d’une grande importance pour appréhender les mécanismes neurobiologiques associés a ces
effets. Ainsi parallelement aux études cliniques, un modeéle de stimulation transcranienne par
courant continu a été développé chez la souris au sein de notre laboratoire afin de tester la
validité de la tDCS sur différents aspects comportementaux et neurobiologiques [Pedron et al.,
2014, 2017; Peanlikhit et al., 2017]. Il a notamment été mis en évidence que ce modele animal
permet d’obtenir des effets thérapeutiques similaires a ceux observés en clinique chez des
patients souffrant des troubles liés a I'addiction et les maladies psychiatriques, démontrant ainsi

une bonne validité prédictive.

En raison de sa sévérité et sa chronicité, la douleur neuropathique représente un véritable défi
de santé publique. Grace a I'avancée des connaissances sur sa physiopathologie au cours de ces
dernieres années, il est maintenant établi que la douleur neuropathique peut avoir des
répercussions importantes sur la qualité de vie des personnes qui en sont atteintes, augmentant
ainsi le risque de développement des troubles anxio-dépressifs et cognitifs comorbides. Malgré
les évidences cliniques, les mécanismes sous-jacents a cette comorbidité sont encore méconnus
et des études précliniques sont nécessaires pour faciliter I'identification de nouvelles cibles
thérapeutiques. Le manque d’efficacité et les effets indésirables fréquents associés aux
traitements antalgiques classiques ont poussé la recherche vers des alternatives non
pharmacologiques. C'est dans ce contexte que la tDCS a fait I'objet d’un regain d’intérét par la
communauté médicale. Bien que les résultats de la littérature s’accordent sur une efficacité
antalgique potentielle de la stimulation anodique du cortex moteur, il y a un manque de
données concernant I'exploration d’autres cibles corticales qui peuvent pourtant s’avérer
prometteuses pour I'amélioration du quotidien des sujets neuropathiques, notamment en

visant a atténuer les conséquences affectives induites par la douleur chronique.
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En se basant sur les travaux antérieurs de I'équipe et en collaboration avec Dr Ipek YALCIN
(Directrice de recherche CNRS a l'Institut des Neurosciences Cellulaires et Intégratives de
Strasbourg-UPR 3212), I'objectif principal du travail réalisé pour ce mémoire a été d’évaluer le
potentiel thérapeutique de la tDCS dans un modéle murin de douleur neuropathique chronique
afin 1) d’enrichir les connaissances sur les effets comportementaux de la stimulation du cortex
frontal en utilisant deux polarités: anodique et cathodique et 2) d’essayer de déterminer une
fenétre d’intervention optimale, précoce ou tardive, pour l'application clinique de cette

technique.

L'introduction de ce manuscrit sera divisée en deux grandes parties. La premiére partie sera
consacrée a une revue de la littérature portant sur la physiologie et la physiopathologie de la
douleur, en se focalisant notamment sur la douleur neuropathique chronique: sa
symptomatologie, ses mécanismes physiopathologiques connus ainsi que sa modélisation chez
le rongeur seront décrits. Un bref point sera aussi fait sur les traitements pharmacologiques des
douleurs neuropathiques. La deuxiéme partie sera dédiée aux techniques d’électrostimulation
utilisées dans la prise en charge des douleurs neuropathiques. Un intérét particulier sera porté a
la tDCS, son principe de fonctionnement ainsi que ses mécanismes d’action connus et ses effets
cliniques potentiels. Aprés une description des techniques et des approches mises en place pour
la réalisation de ce travail de thése, les principaux résultats obtenus seront présentés et

discutés.
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PARTIE I — Physiologie et Physiopathologie de la douleur

1. La douleur

La douleur a longtemps été considérée comme un chatiment divin et une sensation utile pour la
guérison du corps. Souvent négligée et mal traitée en raison d’'un manque de connaissances sur
les mécanismes la sous-tendant, aujourd’hui la lutte contre la douleur est devenue une priorité
des professionnels de santé. C'est dans cette perspective que la définition méme de la douleur a
évoluée. La définition, adoptée en 1979 par le Conseil de I’Association internationale pour
I’étude de la douleur (acronyme anglais: |1ASP pour International Association for the Study of
Pain) et acceptée par I'Organisation Mondiale de la Santé, décrit la douleur comme «une
expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, liée a une lésion tissulaire existante ou
potentielle, ou décrite en termes évoquant une telle Iésion». Cette définition souligne que la
douleur est toujours une sensation subjective car elle releve du vécu personnel et de la
perception propre a chaque étre humain. La douleur est une expérience sensorielle faisant
référence au processus de nociception permettant I'encodage et I'analyse de la qualité,
I'intensité, la durée et la localisation des stimuli nocifs pour I'organisme. La sensation
douloureuse est toujours désagréable et de ce fait c’est aussi une expérience émotionnelle
pouvant affecter la santé psychologique. La douleur est souvent secondaire a une lésion
tissulaire au niveau du systéme nerveux périphérique ou central, mais elle peut toutefois
survenir en absence de lésions apparentes. Bien que cette définition reconnaisse l'aspect
subjectif et multidimensionnel de la douleur, au cours de ces derniéres années elle a fait I'objet
de nombreuses critiques et discussions [Raja et al., 2020]. Il a été jugée que la définition datant
de 1979 n’est pas assez précise du fait que d’une part elle exclut les facteurs cognitifs et sociaux
qui font partie intégrante de I'expérience douloureuse et d’autre part gu’elle néglige les
dimensions éthiques de la douleur en mettant I'accent sur |'auto-déclaration verbale au
détriment des comportements non verbaux qui peuvent fournir des informations vitales, en
particulier chez les personnes ayant un handicap cognitif ou linguistique, les personnes agées,

les nourrissons, mais aussi les animaux qui ne peuvent pas exprimer verbalement leur douleur.
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Par conséquent, en 2018 un groupe d’experts a été constitué et la définition de la douleur a été
reformulée avec la contribution de professionnels de santé, de chercheurs, de linguistes, de
philosophes, de personnes souffrant de douleur et de leurs soignants. Aprés deux ans de
réflexions et de discussions, I'lASP a abouti a une nouvelle définition décrivant la douleur
comme étant «une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable associée, ou ressemblant
a celle associée, a une lésion tissulaire réelle ou potentielle» [Raja et al., 2020]. Le
terme «ressemblant» a été introduit pour inclure les personnes ne pouvant pas décrire
verbalement leur ressenti douloureux. De plus, cette définition a été complétée par I'ajout de

six notes clés permettant une interprétation plus précise. Ainsi, il est considéré que:

1. La douleur est avant tout une expérience personnelle qui est largement influencée par
des facteurs biologiques, psychologiques et sociaux.

2. La douleur et la nociception sont deux phénomeénes différents. L'activité des
nocicepteurs (fibres afférentes primaires capables de détecter les stimuli de nature
mécanique, thermique et chimique potentiellement dangereux pour I'organisme) ne
peut pas a elle seule rendre compte d’une perception consciente de la douleur qui
implique le recrutement d’un vaste réseau de structures cérébrales.

3. Chaque individu apprend le concept de la douleur a travers ses propres expériences de
vie dans un environnement socio-culturel spécifique.

4. Les patients sont les acteurs actifs de leur prise en charge et eux-seuls sont capables
d’indiquer et de décrire ce qu’ils ressentent. Par conséquent, chaque témoignage
douloureux et chaque plainte du patient, en relation avec son ressenti douloureux, doit
étre pris en compte par les professionnels de santé.

5. Bien que la douleur en condition physiologique joue généralement un réle de systeme
d’alarme permettant I'adaptation et la préservation de I'organisme face a des stimuli
nocifs, cette utilité adaptative disparait en condition pathologique, notamment dans le
cas des douleurs chroniques. De ce fait, elle peut donner naissance a des effets
indésirables ayant un impact négatif sur le fonctionnement de I'individu et son bien-étre

social et psychologique.
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6. La description verbale n’est qu’un des nombreux comportements permettant d’exprimer
la douleur: I'incapacité a communiquer n’exclut pas la possibilité qu’un étre humain ou

un animal éprouve de la douleur.

La définition donnée par I'lASP laisse donc entrevoir quatre composantes fondamentales qui
interagissent entre elles pour aboutir a la perception consciente de la douleur [Melzack et

Casey, 1968; SFETD, 2017]:

- La composante sensori-discriminative faisant référence au processus de nociception par
lequel le systtme somatosensoriel encode et analyse la qualité, I'intensité, I’évolution
temporelle et la localisation topographique des stimuli potentiellement nocifs pour

I'organisme;

- La composante affectivo-émotionnelle qui désigne le caractére désagréable et pénible
gui accompagne la douleur. Elle souligne aussi le fait que I'expérience douloureuse peut
étre influencée par des états émotionnels (anxiété, dépression) et que réciproquement
si la perception douloureuse devient permanente et insupportable cela peut engendrer

le développement des troubles affectifs comorbides;

- La composante cognitive inclut les mécanismes de mémorisation qui participent au
traitement de différentes informations en faisant intervenir un ensemble de processus
susceptibles d’influencer la perception de la douleur et les réactions comportementales
qui en découlent, tels que I'attention, I'anticipation, l'interprétation de |’expérience

douloureuse dépendante de la culture, le contexte, le milieu social;

- La composante comportementale qui regroupe [I'ensemble des modifications
comportementales consécutives a I'expérience douloureuse, tels que les troubles du
sommeil et de I'appétit ainsi que les troubles de I’"humeur. Elle prend également en
considération la communication verbale (plaintes émises, gémissements, cris) et non

verbale (les expressions du visage et celles du regard, les attitudes corporelles).
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La douleur est par conséquent un phénomene pluridimensionnel, reposant avant tout sur le
ressenti du patient, ce qui la rend difficilement quantifiable et qualifiable. L'approche
diagnostique de la douleur impose une évaluation multifactorielle prenant en considération les
mécanismes générateurs, la nature du ressenti douloureux, la motivation du patient, les
conséquences sur la qualité de vie ainsi que le contexte familial et socio-économique.
L’évaluation compléte de tous ces différents parametres conditionne la qualité de la prise en
charge et permet de proposer des modalités thérapeutiques mieux adaptées au besoin de

chaque patient.

La douleur peut étre classifiée d’une part en fonction de la durée d’évolution, a savoir la douleur
aigué et la douleur chronique, et d’autre part selon I'évaluation clinique permettant de

distinguer la nature physiologique ou pathologique de la douleur ressentie.
1.1. Ladouleur aigué

La douleur aigué est une fonction biologique se déclenchant en présence de stimuli
potentiellement dangereux pour l'intégrité physique de I'organisme. Elle résulte principalement
d’une lésion tissulaire directe et est souvent accompagnée d’une réaction inflammatoire de
nature transitoire permettant la cicatrisation de la zone Iésée via le recrutement des cellules du
systéme immunitaire (macrophages, mastocytes, neutrophiles, granulocytes) [Woolf, 2010]. La
douleur aigué se manifeste par l'installation récente (<3 mois) d’une sensation désagréable, soit
vive et transitoire comme celle qui fait suite a une piqlre, soit de maniére plus durable comme
dans le cas des douleurs aiglies post—opératoires. La douleur aigué présente un caractere
réversible et disparait généralement suite a une prise en charge adaptée de la part des

praticiens.

Les douleurs aigués sont généralement classifiées comme étant des douleurs nociceptives, du
fait qu’elles résultent de I’activation directe des nocicepteurs [Bajwa et al., 2003; Woolf, 2010].
Le terme de nociception fait référence au processus neuronal physiologique permettant

I’encodage des stimuli nocifs. Il s’exerce via le systéme nociceptif.
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1.2. Généralités sur le systeme nociceptif

Les informations qui seront présentées dans ce paragraphe sont synthétisées d’apres les revues

de Basbaum et al., 2009; Das, 2015; Renthal, 2015; Bennett et al., 2019.
1.2.1. Les voies périphériques de la nociception

Les stimuli (mécanique, thermique, chimique) potentiellement dangereux pour I'organisme sont
détectés en périphérie par des récepteurs spécifiques, appelés des nocicepteurs. Ce sont des
fibres afférentes nociceptives qui innervent les tissus cutanés et musculaires, ainsi que les parois
viscérales. Leurs corps cellulaires sont localisés dans les ganglions des racines dorsales
(acronyme anglais: DRG pour Dorsal Root Ganglions) pour les fibres innervant le corps ou dans
le ganglion trigéminal pour les fibres innervant la face. Une fois les stimuli externes détectés par
les nocicepteurs, ils sont transformés en potentiels électriques via des récepteurs ou canaux
spécifiques, tels que les récepteurs purigéniques sensibles a I’ATP (Adénosine TriPhosphate) de
type P2X (P2XR) qui sont perméables aux cations mono- et divalents, ou bien les canaux ioniques
TRP (acronyme anglais: Transient Receptor Potential) présentant une perméabilité non-
sélective aux cations. Cette activité électrique est ensuite amplifiée par des canaux ioniques
voltage-dépendants, dont [l'activation est conditionnée par une variation du potentiel
membranaire, exprimés par les neurones sensoriels. Les canaux voltage-dépendants sont des
protéines transmembranaires contenant des pores macromoléculaires constitués de plusieurs
sous-unités et qui présentent une perméabilité ionique sélective. Ils sont largement impliqués
dans la genese des potentiels d’action ainsi que la propagation et la transmission du message

nociceptif. Parmi ces canaux ioniques, on distingue notamment:

- les canaux sodiques voltage-dépendants (Na,) dont I'activation permet de déclencher la phase
de dépolarisation du potentiel d’action. Les nocicepteurs expriment différents isoformes des
canaux sodiques voltage-dépendants, tels que Nay1.1, Na,1.6, Na,1.7, Na,1.8 et Na,1.9

[Basbaum et al., 2009; Bennett et al., 2019];

- les canaux potassiques voltage-dépendants (Ky) sont impliqués dans la phase de repolarisation

du potentiel d’action. Les isoformes K,7.2 et K,7.3 sont principalement exprimés dans les
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neurones de la corne dorsale de la moélle épiniere et le ganglion trigéminal, soulignant leur role

dans la régulation de la nociception [Abd-Elsayed et al., 2019];

- les canaux calciques voltage-dépendants (Cay) participent aussi activement a I'excitabilité
cellulaire et la transmission du signal nociceptif. L'entrée de calcium Ca?* dans la cellule permet
de déclencher la fusion des vésicules synaptiques avec la membrane plasmique et assure ainsi la
libération de neurotransmetteurs dans la fente synaptique. Les neurones sensoriels expriment
des canaux calciques de type T (a bas seuil d’activation) ainsi que des canaux calciques de type

N (a haut seuil d’activation) [Basbaum et al., 2009].

Il existe deux grands groupes de nocicepteurs qui se distinguent en fonction de leurs propriétés
morphologiques et fonctionnelles. Les parameétres, tels que le diametre et le degré de
myélinisation influencent la vitesse de conduction du message nociceptif et déterminent ainsi la

nature de la douleur ressentie (aigué et localisée ou persistante et diffuse).

1) Les fibres afférentes de type Ad sont faiblement myélinisées et possédent un diametre
moyen de 2um-6um. Leur vitesse de conduction est comprise entre 2m/s et 30m/s. Ce
sont principalement des mécanorécepteurs a seuil d’activation élevé (acronyme anglais:
HTM pour High Threshold Mechanical nociceptors). lls permettent la transmission rapide
du message nociceptif et sont donc a I'origine des sensations douloureuses bréves mais
intenses a type de piglre. Les fibres Ab sont divisées en deux sous-populations qui
codent le stimulus nociceptif en fonction de son intensité, c’est-a-dire que leur réponse
augmente parallelement a I'intensité du stimulus. Ainsi, on distingue:

- la sous-population des fibres Ab de type 1 répond a des stimuli mécaniques de forte
intensité, mais présentent aussi un seuil d’activation élevé pour les stimuli
thermiques au chaud de haute intensité (>50°C). Cependant, dans le cas par exemple
d’une lésion tissulaire, les fibres A de type 1 peuvent faire I'objet d’un phénomene
de sensibilisation, c’est-a-dire de présenter une diminution de leur seuil d’activation
suite a la nature répétitive des stimuli nociceptifs. Par conséquent, un stimulus de
plus faible intensité est alors capable de franchir le seuil de déclenchement du

potentiel d’action nécessaire pour engendrer des influx douloureux;
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2)

- la sous-population de fibres Ad de type 2 s’active toujours suite a des stimuli
mécaniques de forte intensité, mais en présence des stimuli thermiques au chaud de

faible intensité.

Il existe également d’autres neurones sensoriels primaires de classe A, tels que les fibres
de type Aa et AB, mais qui ne sont pas des nocicepteurs proprement dit. Par exemple,
les fibres myélinisées AR de gros calibre (>10um) et vitesse de conduction trés élevée
(30m/s a 120m/s) répondent a des stimuli mécaniques de tres faible intensité et donc

non nociceptifs.

Les fibres afférentes de type C sont non myélinisées et de petit calibre (0.4um-1.2um).
Leur vitesse de conduction est par conséquent lente allant de 0.5m/s a 2m/s. Elles sont a
I'origine des douleurs tardives et peu localisées a type de brllure. Ce sont
majoritairement des nocicepteurs «polymodaux», c’est-a-dire qu’ils peuvent étre activés
par des stimuli de nature chimique, thermique ou mécanique.

- Les nocicepteurs de type C peuvent étre caractérisés en fonction de I'expression
différentielle de canaux ioniques spécifiques qui sont responsables de leur sensibilité
aux différents stimuli douloureux. Ainsi, il est possible de distinguer les nocicepteurs
thermiques au chaud exprimant les récepteurs TRPV1 (acronyme anglais pour
Transient Receptor Potential Vanilloid type 1) qui s’activent en réponse a une
température ressentie comme douloureuse (>43°C). Ces récepteurs peuvent
également étre stimulés chimiquement par la fixation des molécules de la famille des
vanilloides, comme la capsaicine qui est un composé irritant extrait du piment ou
encore indirectement par le facteur de croissance nerveuse (acronyme anglais: NGF
pour Nerve Growth Factor) et de nombreuses molécules inflammatoires comme les
bradykinines, I’histamine et les prostaglandines. Par ailleurs, les nocicepteurs
thermiques au froid (<28°C jusqu’a 8°C) expriment par exemple des récepteurs de
type TRPMS8 (acronyme anglais pour Transient Receptor Potential cation channel
subfamily M8). Ces récepteurs sont également stimulés en présence des molécules

mimant I'effet du froid, comme le menthol ou bien I'eucalyptol.
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- Les nocicepteurs de type C peuvent aussi étre caractérisés en fonction de la présence
de différents marqueurs moléculaires. On distingue alors les fibres C peptidergiques
qui synthétisent des neuropeptides, tels que la substance P et le CGRP (acronyme
anglais pour Calcitonin Gene-Related Peptide). Elles expriment également les
récepteurs a activité tyrosine kinase A (acronyme anglais: TrkA pour Tropomyosin
receptor kinase A) du NGF. Les fibres C non peptidergiques expriment des récepteurs
c-Ret (récepteurs a activité tyrosine kinase) activés par le facteur neurotrophique
GDNF (acronyme anglais pour Glial-cell Derived Neurotrophic Factor) et possede
généralement un site de liaison de forte affinité pour lisolectine B4 (IB4). lls
expriment aussi les récepteurs purigéniques P2X3 de I’ATP. Dans cette catégorie, on
peut aussi mentionner les nocicepteurs C-MiHi (acronyme anglais pour Mechanically
insensitive and Heat insensitive), dit «silencieux». Ces fibres sont caractérisées par
une insensibilité mécanique et thermique dans des conditions physiologiques, mais
sont capables de développer une sensibilité apres application de la capsaicine
[Schmidt et al., 1995]. Il est important de noter qu’une partie des fibres C ne sont pas
des nocicepteurs. En effet, il existe une sous-population qui détecte des sensations

agréables associées au toucher léger.

Cette hétérogénéité des nocicepteurs permet donc une détection adaptée et une transmission
appropriée des informations nociceptives de la périphérie vers le systeme nerveux central, avec

un premier relais qui s’effectue dans la corne dorsale de la moélle épiniéere (Fig.1).
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Fig. 1 Détection et transmission des messages nociceptifs de la périphérie vers le premier relais du systeme
nerveux central, la moélle épiniére. Les nocicepteurs sont des terminaisons nerveuses libres innervant les tissus
cutanés, musculaires et viscéraux. Les corps cellulaires des fibres afférentes primaires innervant le corps sont
localisés dans les ganglions rachidiens dorsaux (DRG). Le message nociceptif se transmet a travers les fibres
nociceptives Ad et C et arrive dans la corne dorsale de la moélle épiniere. Chaque sous-population de neurones
sensitifs a une terminaison centrale distincte: tandis que les fibres afférentes non myélinisées se terminent dans les
couches superficielles, les fibres de classe A se terminent dans les couches plus profondes de la moélle épiniére.
D’aprés Bennett et al., 2019.

1.2.2. L'intégration médullaire de I'information nociceptive

La moélle épiniere constitue le premier relais d’intégration et de modulation des messages
nociceptifs provenant de la périphérie. Elle est localisée dans le canal rachidien et prolonge le
tronc cérébral. Selon son emplacement rostro-caudal, la moélle épiniére est divisée en quatre
régions: cervicale, thoracique, lombaire et sacrée dont deux sont distinguables par un
élargissement supérieur (cervical) et inférieur (lombo-sacré) (Fig.2A). Chaque région est
composée de plusieurs segments. Le nombre de segments peut varier [égérement en fonction
de I'espeéce. Ainsi, on distingue par exemple 31 segments chez ’lHomme, tandis que la souche
expérimentale de souris C57BL/6j possédent 34 segments au total [Harrison et al., 2013]. Les
nerfs spinaux, émergeant de la moélle épiniére au niveau de chaque espace intervertébral, sont
constitués d’une racine dorsale sensitive et d’une racine ventrale motrice. Ce sont donc des
nerfs mixtes. Au niveau lombo-sacré, les racines des nerfs spinaux forment ce que I'on appelle
«la queue-de-cheval». La moélle épiniere est constituée de deux structures distinctes: la

substance blanche périphérique contenant les faisceaux d’axones ascendants et descendants, et
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la substance grise centrale contenant les corps cellulaires des neurones et des cellules gliales et

présentant une forme caractéristique en «H» ou de «papillon» (Fig.2B).
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Fig. 2 La moélle épiniére et son organisation laminaire. (A) La moélle épiniére présente quatre divisions: cervicale,
thoracique, lombaire et sacrée. Les régions cervicale et lombaire sont reconnaissables par un renflement supérieur
et inférieur, respectivement. Les racines nerveuses émergeant des segments allant de L2 a S5 forment un faisceau
de nerfs composant la «queue-de-cheval». (B) Organisation laminaire de la moélle épiniere. Coupe transversale de
la moélle épiniere de rat au niveau lombaire (immunomarquage anti-NeuN marquant spécifiquement les
neurones). La moélle épiniére est formée par la substance blanche périphérique et par la substance grise en forme
de «papillon». Selon I'organisation cytoarchitechtonique de Rexed, la substance grise est divisée en plusieurs
couches: de | a VI formant la corne dorsale sensorielle et de VIl a IX la corne ventrale motrice. Au centre de la
substance grise se trouve le canal de I'épendyme entouré par la zone périépendymaire (couche X). Adapté d’apres
Todd, 2010. Réalisé avec BioRender®

La forme et la taille de la matiére grise varient en fonction du niveau de la moélle épiniére. La
matiere grise se caractérise par une organisation laminaire trés précise. En effet, selon la
nomenclature de Rexed [Rexed, 1952], basée sur des critéres anatomo-fonctionnels et
cytologiques, la matiere grise est constituée de dix couches ou «/laminae». Les couches de | a VI
forment la corne dorsale de la moélle épiniere qui recoit essentiellement les projections des

fibres afférentes nociceptives. La couche Il, dite aussi substance gélatineuse de Rolando, est
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subdivisée en deux parties: couche Il externe (lle) et couche Il interne (lli). La couche Il ne
contient pas de fibres myélinisées et présente donc un aspect translucide. La couche VII
correspond a la zone intermédiaire a partir de laquelle s’étend la corne ventrale, contenant
principalement des motoneurones, jusqu’a la couche IX. La couche X entoure le canal central et
détermine la zone périépendymaire (Fig.2B). Les afférences nociceptives primaires forment le
faisceau de Lissauer avant de projeter principalement vers les laminae |, Il et V de la corne
dorsale de la moélle épiniere (Fig.3). Plus précisément, les fibres AS et C peptidergiques
innervent principalement les laminae superficielles | et lle, mais les fibres Ad projettent
également leurs axones vers des couches plus profondes, notamment la couche V. Les fibres C
non peptidergiques établissent des synapses avec les neurones spinaux dans la couche lli, tandis
qgue les fibres myélinisées AB non nociceptives projettent vers les couches I, IV et V [Bajwa et

al., 2003; D’'Mello et Dickenson, 2008; Basbaum et al., 2009].

Les neurones de la corne dorsale de la moélle épiniére peuvent étre classés soit en fonction de
leurs connexions synaptiques directes avec les afférences primaires, soit en fonction de la
direction de projection de leurs axones. En fonction des connexions synaptiques établies, on
distingue notamment les neurones nociceptifs spécifiques dont les corps cellulaires sont situés
dans les couches superficielles |, Il et lll [Serpell, 2006]. lls présentent un champ récepteur limité
et font des synapses exclusivement avec des fibres nociceptives A et C [Serpell, 2006; D’Mello
et Dickenson, 2008]. Leur activation se fait en réponse a des stimuli de haute intensité. Il existe
également une deuxiéme population de neurones dont les corps cellulaires se trouvent
majoritairement dans la couche V mais qu’on retrouve aussi dans la couche VI. Ce sont les
neurones nociceptifs non spécifiques, appelés aussi les neurones a large gamme dynamique
(acronyme anglais: WDR pour Wide Dynamic Range). lls créent des contacts monosynaptiques
directs avec les fibres Ad et AB ou bien des contacts polysynaptiques indirects avec les fibres C
et sont ainsi capables de répondre a la fois a des stimuli nociceptifs et non nociceptifs [D’Mello
et Dickenson, 2008; Bashaum et al., 2009]. Leur activité est proportionnelle a 'intensité de
stimulation, c’est-a-dire qu’au fur et a mesure que l'intensité s’accroit, la fréquence de décharge
des neurones augmente aussi. Ces neurones sont également connus sous le nom des neurones

a convergence. En effet, différents types d’informations en provenance des muscles, des
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visceres et de la peau peuvent converger vers des neurones WDR communs et causer des
sensations de douleur référée, c’est-a-dire une douleur d’origine viscérale ou musculaire
rapportée au champ récepteur d’un neurone spinal nocicepteur [Basbaum et al., 2009]. Par
exemple, un foie enflé peut exercer une pression sur les nerfs et causer ainsi de la douleur dans
I’épaule droite. Enfin, il existe aussi un autre type de neurones dits non nociceptifs spécifiques
qui regoivent des projections de fibres myélinisées AP de gros calibre et sont localisés dans les

couches lll, IV et V [Cohen et al., 2018].
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Fig. 3 Connexions des fibres afférentes primaires dans la corne dorsale de la moélle épiniére. Les fibres
nociceptives AS (violet) et C peptidergiques (rouge) innervent les couches | et lle ou elles établissent des
connexions avec les neurones de projection superficiels. Une partie des fibres AS se terminent aussi dans la couche
V ou elles font synapses avec les neurones de projection de la couche profonde. Les fibres nociceptives C non
peptidergiques (bleu) envoient leurs axones dans la couche lli ou elles interagissent avec les interneurones locaux.
Les fibres AB non nociceptives projettent dans les couches Ill, IV et V et créent des connexions avec les
interneurones spinaux exprimant la PKCy (protéine kinase C, isoforme y). D’apres Basbaum et al., 2009.

Comme mentionné précédemment, les neurones de la corne dorsale de la moélle épiniere
peuvent également étre classés en fonction de leurs cibles. Ainsi, on distingue d’une part les
interneurones intrinseques, appelés aussi des interneurones locaux du fait qu’ils projettent
leurs axones uniquement au niveau de la corne dorsale, et d’autre part les neurones de
projection dont les axones sont organisés en faisceaux ascendants permettant d’acheminer les

informations vers les centres supra-spinaux.
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Les interneurones locaux jouent un réle important dans l'intégration et la modulation de

I'information nociceptive. lls sont principalement localisés dans la lamina Il ou ils exercent a la
fois une action post-synaptique excitatrice (a neurotransmission glutamatergique) ou une action
inhibitrice (GABAergique et/ou glycinergique) [Millan, 2002; D’Mello et Dickenson, 2008]. Les
interneurones excitateurs agissent donc principalement via le neurotransmetteur glutamate
mais aussi par des neuropeptides, tels que la substance P ou bien des cholécystokinines.
Certains interneurones excitateurs peuvent former des connexions polysynaptiques avec les
neurones de projection et modifier ainsi d’une maniére indirecte leur activité ou bien influencer
directement par rétrocontréle I'activité des terminaisons des fibres afférentes nociceptives. Les
interneurones excitateurs présents dans la lamina lli expriment la protéine PKCy (protéine
kinase C, isoforme y) qui semble étre impliquée dans la douleur persistante induite par une
blessure [Basbaum et al., 2009]. Les interneurones inhibiteurs quant a eux établissent des
contacts monosynaptiques avec les neurones de projection et les terminaisons des afférences
primaires et agissent principalement via les récepteurs de type A ou de type B du GABA (acide y-
aminobutyrique) ou via le récepteur GlyR de la glycine. lls peuvent également exprimer des
récepteurs muscariniques et nicotiniques a l'acétylcholine ou aussi exercer leur inhibition en
libérant des substances opioides endogenes (enképhaline, dynorphine, endorphines)
permettant ainsi d’atténuer la transmission des informations nociceptives [Bajwa et al., 2003].

Les neurones de projection sont principalement localisés dans la lamina | ou Il [Bajwa et al,,

2003]. La grande majorité de ces neurones expriment le récepteur NK1 (acronyme anglais pour
Neurokinin 1 receptor) de la substance P [D’Mello et Dickenson, 2008]. Les axones des neurones
de projection forment des faisceaux et projettent vers les structures supra-spinales qui sous-

tendent la perception consciente de la douleur.
1.2.3. Les voies ascendantes nociceptives et I'intégration corticale

Il existe différentes voies ascendantes nociceptives qui assurent la transmission a I'étage supra-
spinal (Fig.4). Parmi ces voies, on distingue notamment:

- Le tractus spino-thalamique: Les fibres du faisceau spino-thalamique, provenant

principalement des neurones de projection des couches |, Il, IV — VI, sont localisées dans

la partie antéro-latérale de la moélle épiniere et constituent la principale voie de
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transmission des informations nociceptives vers les structures supra-spinales [Bajwa et
al., 2003; Marchand, 2008]. Ces fibres sont a l'origine de deux voies ascendantes
distinctes: d’une part la voie dorsale qui code pour la composante sensori-discriminative
et qui informe sur la nature et la localisation corporelle de la douleur et d’autre part la
voie ventrale qui est plutét impliquée dans I'aspect affectivo-émotionnel de la douleur
[Cohen et al., 2018]. Le tractus spino-thalamique traverse la ligne médiane de la moélle
épiniére ce qui fait que I'information nociceptive est relayée et traitée dans I’"hémisphere
cérébral controlatéral, bien qu’'un petit nombre d’axones projettent aussi
ipsilatéralement [Bajwa et al.,, 2003). Aprés avoir décussé dans le tronc cérébral, les
fibres de la voie spino-thalamique dorsale atteignent le noyau ventro-postéro-latéral du
thalamus. Des projections thalamo-corticales assurent ensuite la transmission du
message nociceptif au cortex sensitif (aires somatosensorielles primaire Sl et secondaire
Sll) et le cortex insulaire [Bajwa et al.,, 2003; Cohen et al., 2018]. La voie spino-
thalamique ventrale projette vers la partie médiane du thalamus qui achemine ensuite

I'information vers le cortex cingulaire antérieur et le cortex préfrontal.

Les voies spino-réticulaire et spino-mésencéphalique: Ces deux voies sont impliquées
dans les réponses réflexes autonomes et les aspects comportementaux
et motivationnels de la douleur [Bajwa et al., 2003]. Le tractus spino-réticulaire projette
de maniere ipsi- et controlatérale vers la formation réticulée pour se terminer dans le
thalamus  [Renthal, 2015]. Le faisceau spino-mésencéphalique projette
controlatéralement vers le tronc cérébral dans la substance grise périaqueducale
(acronyme anglais: PAG pour Periaqueductal Gray) et le noyau parabrachial en passant
par la médulla rostro-ventrale (acronyme anglais: RVM pour Rostral Ventromedial
Medulla). De nombreuses collatérales peuvent alors atteindre I’hypothalamus, le
thalamus et des structures limbiques, telles que I'amygdale qui a travers différentes
connexions synaptiques est capable d’acheminer I'information nociceptive vers le cortex
insulaire et le cortex cingulaire, soulignant ainsi leur implication dans I'aspect
émotionnel et comportemental de la douleur [Bajwa et al., 2003; Basbaum et al., 2009;

Renthal, 2015].
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informations nociceptives de la moélle épiniére vers les centres supra-spinaux sont représentées: le tractus spino-
thalamique, le tractus spino-réticulaire et le tractus spino-mésencéphalique. Ces voies ascendantes permettent de
recruter de nombreuses structures corticales et sous-corticales impliquées dans le traitement sensori-discriminatif
et affectivo-émotionnel de I'information nociceptive. Réalisé avec BioRender®

Bien que I'activation de ces voies ascendantes soit nécessaire a la transmission de I'information
nociceptive au niveau supra-spinal, elle ne garantit pas a elle seule la perception consciente de
la douleur. L'intégration consciente de I'expérience douloureuse implique le recrutement d’une
circuiterie cérébrale complexe [Bajwa et al, 2003] (Fig.5). Des études en neuroimagerie
humaine ont permis d’identifier les zones cérébrales le plus souvent activées par des stimuli
douloureux: le thalamus, le cortex somatosensoriel, le cortex insulaire, le cortex cingulaire et le
cortex préfrontal. D’autres régions, telles que le cortex pré-moteur, le noyau accumbens, les
ganglions de la base, I'amygdale, I'hippocampe et le cervelet, se retrouvent également
impliquées dans ce réseau cérébral mais de maniére non systématique [Apkarian et al., 2005].

Cependant, toutes ces différentes régions ne s’activent pas de maniere simultanée.
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Fig. 5 Structures cérébrales impliquées dans le traitement de l'information nociceptive et la perception
consciente de la douleur. La matrice nociceptive sous-tendant la composante sensori-discriminative comprend
principalement le thalamus et le cortex somatosensoriel, avec une activation coordonnée de I'insula postérieure, le
cortex cingulaire et I'aire motrice supplémentaire. La matrice perceptive impliquée dans la composante cognitive
de la douleur inclut le cortex insulaire antérieur, le cortex préfrontal dorsolatéral, le cortex orbitofrontal et le
cortex pariétal postérieur. La composante affectivo-émotionnelle comprend des régions limbiques (amygdale,
hippocampe) ainsi que le cortex cingulaire antérieur, le cortex insulaire et le cervelet. Les flechent représentent les
connexions existantes entre les différentes structures. Adapté d’aprés Riganello et al., 2021. Réalisé avec
BioRender®

En effet, des enregistrements électrophysiologiques par EGG (électroencéphalographie) réalisés
chez 'Homme ont permis de distinguer trois vagues d’activation cérébrale en fonction de leur
décours temporel [Garcia-Larrea et Bastuji, 2018]. Ainsi, le message nociceptif transmis par les
projections ascendantes active un premier réseau cortical incluant le cortex insulaire postérieur,
le cortex somatosensoriel primaire, le cortex cingulaire, I'aire motrice supplémentaire et
I'amygdale. Ces régions cérébrales s’activent de maniére coordonnée a 120-130ms apres une
stimulation nociceptive et sont spécifiguement impliquées dans la composante sensori-
discriminative sous-tendant la représentation somatique (corporelle) de la sensation
nociceptive. Cette information est ensuite rapidement transmise a un réseau de second ordre
(latence d’activation 130-150ms) impliqué dans la perception consciente de la douleur: le cortex
insulaire antérieur, le cortex préfrontal dorsolatéral, le cortex pariétal postérieur et le cortex
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orbitofrontal. La perception consciente de la douleur est davantage soumise a une modulation
sous-tendue par un réseau de troisieme ordre impliquant I’hippocampe et le cortex cingulaire
antérieur (latence d’activation 150-180ms) qui permettent une réévaluation de la sensation
douloureuse en fonction de I'état physique et émotionnel ainsi que les expériences antérieures
de l'individu. Ainsi, I'expérience douloureuse n’est pas régie par une matrice de douleur unique
d’organisation fixe mais fait plutot intervenir un systeme complexe adaptatif composé de
plusieurs réseaux dont I'activité coordonnée permet le passage depuis une nociception corticale
jusgu’a une douleur consciente et subjective [Garcia-Larrea et Bastuji, 2018]. Certaines de ces
régions cérébrales, telles que le cortex cingulaire antérieur, 'amygdale et I’hypothalamus sont
aussi impliquées dans le controle descendant modulateur de la douleur, notamment en

envoyant des projections vers la substance grise périaqueducale.

1.2.4. Les voies descendantes modulatrices

Les voies de contrble descendantes supra-spinales vont a leur tour moduler la fagon dont la
moélle épiniere traite et encode I'information nociceptive. Les fibres de ces voies modulatrices
sont relayées principalement dans le tronc cérébral, notamment dans la PAG et la RVM, avant
d’accéder a la corne dorsale de la moélle épiniere via le funicule dorsolatéral. Les voies
descendantes nociceptives peuvent exercer leur effet sur plusieurs éléments spinaux,
notamment par des connexions mono- ou polysynaptiques avec les terminaisons nerveuses des
afférences primaires, des neurones de projection ou encore des interneurones intrinseques.
Divers neurotransmetteurs sont impliqués dans la modulation descendante de la douleur, tels
gue la noradrénaline, la sérotonine (5-HT: 5-hydroxytryptamine), la dopamine et les opioides

endogenes [Cohen et Mao, 2014].

Le systétme modulateur PAG-RVM est la principale voie descendante. La PAG est fortement
interconnectée avec I’hypothalamus et 'amygdale et posséde des connexions réciproques avec
la RVM [Heinricher et al., 2009]. La RVM projette directement sur la corne dorsale de la moélle
épiniere et établit des connexions avec des interneurones spinaux des couches I, Il et V

[Heinricher et al., 2009; Cohen et al., 2018]. La RVM contient deux populations de cellules: des
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cellules appelées «ON» et des cellules dites «OFF» qui exercent un effet facilitateur ou
inhibiteur, respectivement, sur la transmission du signal nociceptif [Cohen et al. , 2018]. Les
cellules «OFF» possedent une activité basale importante. Elles sont indirectement activées par
des opioides et inhibées par une stimulation nociceptive. Les cellules «ON» sont silencieuses en
condition basale. Elles sont inhibées par les opioides et s’activent lors de l'arrivée d’une
stimulation douloureuse ce qui tend a amplifier le signal nociceptif [Millan, 2002; Heinricher et
al., 2009]. Le contréle inhibiteur de la RVM se fait principalement via une médiation
sérotoninergique et noradrénergique [Cohen et al., 2018]. La déplétion de ces deux
neurotransmetteurs, comme cela se produit dans la dépression, peut conduire a une
dérégulation au niveau du systeme PAG-RVM résultant en une amplification de lintensité
douloureuse [Bair et al., 2003]. Ceci pourrait expliquer le fait qu’une grande partie des patients
dépressifs manifestent souvent des sensations douloureuses comorbides et que certains
traitements antidépresseurs, notamment ceux qui assurent l'inhibition de la recapture de la
sérotonine et la noradrénaline (acronyme anglais: SNRIs pour Serotonin-Norepinephrine
Reuptake Inhibitors), montrent des effets bénéfiques a la fois sur les symptémes douloureux et

dépressifs.

D’autres structures, telles que le noyau parabrachial et I’hypothalamus, sont aussi impliquées
dans le contrdle descendant nociceptif. Elles sont étroitement liées au systeme PAG-RVM. La
stimulation de I'hypothalamus latéral déclenche un effet anti-nociceptif via I'activation des
neurones noradrénergiques du systeme PAG-RVM [Millan, 2002]. Les voies issues du noyau
parabrachial ciblent principalement la RVM et les couches superficielles de la moélle épiniére.
La stimulation de cette région induit une inhibition de I'activité des neurones nociceptifs et non
nociceptifs au niveau spinal [Millan, 2002]. En outre, la médulla ventro-latérale caudale possede
des cellules dont les caractéristiques sont similaires a celles retrouvées dans la RVM, ce qui
suggere que cette région pourrait aussi exercer un contrdle inhibiteur sur les neurones

nociceptifs spinaux [Heinricher et al., 2009].

Bien que la douleur aigué joue généralement un role d’adaptation en condition physiologique,
dans certains cas elle peut persister méme apres la disparition de la cause initiale et perdre
donc son roéle protecteur. D’apres le livre blanc de la douleur de la SFETD (Société Francaise
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d’Etude et de Traitement de la Douleur), la douleur aigué doit étre considérée comme un
symptome facilitant la démarche diagnostique et empéchant ['évolution vers un état
pathologique [SFETD, 2017]. Cependant, a I'heure actuelle il est difficile d’identifier les patients
a risque pouvant présenter une évolution défavorable de leur douleur. C'est pour cette raison
qgue le traitement précoce de la douleur aigué est si important dans la prévention de la douleur

chronique.
1.3. Ladouleur chronique

La douleur chronique est une douleur qui persiste ou récidive au-dela du délai habituel de
récupération, généralement fixé en cliniqgue a plus de 3 mois [Treede et al., 2019]. N’ayant
aucune fonction protectrice pour I'organisme, ce type de douleur est considéré comme une
maladie a part entiere, dite «douleur-maladie». La douleur chronique touche 10% de la
population mondiale, soit approximativement 60 millions de personnes [Goldberg et McGee,
2011], avec une prévalence moyenne de 27% dans la population générale adulte en Europe
[Leadley et al., 2012]. En France, il est estimé que la prévalence de la douleur chronique dans la
population adulte de plus de 18 ans varie entre 27.2% et 32.7% [Chenaf et al., 2018]. La douleur
chronique affecte davantage les femmes et les catégories socio-professionnelles les moins
favorisées et son incidence augmente avec I'age [Leadley et al.,, 2012; Chenaf et al., 2018;
Hadjiat et al., 2018]. En Europe, le co(t socio-économique de la douleur chronique représente
3% a 10% du produit intérieur brut: les colts indirects résultants du fort impact négatif sur la
gualité de vie des patients, et les hospitalisations étant le principal facteur influencant les co(ts
directs [Breivik et al., 2013; Hadjiat et al., 2018]. La douleur chronique présente souvent une
résistance aux traitements pharmacologiques, ce qui rend difficile sa prise en charge et incite
davantage le patient a avoir recours a des thérapies complémentaires. Elle est souvent
multifactorielle et induit des répercussions aussi bien physiques qu’émotionnelles menant a une
détérioration progressive des capacités fonctionnelles et relationnelles des personnes qui en
sont atteintes [Turk et al., 2016; Hadjiat et al.,, 2018]. La douleur chronique regroupe de
nombreux syndromes douloureux. La 11%™ révision de la Classification Internationale des

Maladies (CIM-11) fait apparaitre la douleur chronique sous deux catégories différentes:
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1) La douleur chronique primaire qui est considérée comme une maladie en soi. Elle
peut toucher une ou plusieurs parties du corps et est associée a une détresse
émotionnelle importante (anxiété, colére, agressivité, frustration, humeur
dépressive) et/ou a une incapacité fonctionnelle (interférant avec les activités de la
vie quotidienne ou le contexte socio-professionnel) et ne s’explique pas mieux par un
autre diagnostic de douleur chronique (diagnostic différentiel: douleur chronique
secondaire) [Nicholas et al, 2019]. Les douleurs chroniques primaires sont
regroupées en 6 sous-catégories:

les douleurs chroniques généralisées (ex. fibromyalgie);

le syndrome douloureux régional complexe de types 1 ou 2 (acronyme anglais: CRPS

pour Complex Regional Pain Syndrom);

les céphalées chroniques primaires (ex. migraine) ou les douleurs orofaciales chroniques

(ex. syndrome de la bouche brilante);

les douleurs viscérales chroniques primaires (ex. le syndrome du cOlon irritable,

syndrome de douleur pelvienne chronique);

les douleurs musculo-squelettiques chroniques primaires (ex. douleurs thoraciques

chroniques, lombalgies).

2) La douleur chronique secondaire qui est considérée comme un symptome d’une
maladie sous-jacente [Nicholas et al., 2019]. Ceci fait référence au fait que, dans
certains cas, la douleur chronique peut persister méme si le diagnostic de la maladie
initiale causant la douleur n’est plus pertinent. La douleur chronique secondaire est
davantage classée en différents sous-groupes qui incluent:

les douleurs liées aux cancers;

les douleurs chroniques post-chirurgicales ou post-traumatiques;

les douleurs neuropathiques chroniques;

les céphalées chroniques ou les douleurs orofaciales chroniques secondaires;

les douleurs viscérales chroniques secondaires;

les douleurs musculo-squelettiques chroniques secondaires.
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Cette classification reconnait la douleur chronique primaire comme une maladie a part entiere.

Elle permet aux cliniciens d’apposer un diagnostic plus précis et d’élaborer un plan de gestion

mieux individualisé pour la prise en charge adéquate des patients douloureux.

En fonction des mécanismes physiopathologiques, les douleurs chroniques peuvent également

étre classées en 3 groupes différents:

Les douleurs par excés de nociception: Ce sont les douleurs les plus fréquemment
rencontrées en pratique hospitaliere. Elles résultent généralement d’une lésion réelle et
se caractérisent par la mise en place d’une réaction inflammatoire de nature chronique.
Bien qu’en condition physiologique les processus inflammatoires jouent un réle
protecteur contre les agents pathogénes et assurent la réparation des tissus lésés, en
condition pathologique ils ne présentent aucun effet bénéfique et peuvent favoriser
I'installation d’une douleur chronique. L'inflammation chronique secondaire a la Iésion
tissulaire entraine la libération de divers médiateurs pro-inflammatoires
(prostaglandines, cytokines, chimiokines, protéases, neuropeptides, facteurs de
croissance) qui sont capables d’induire une sur-stimulation des nocicepteurs, conduisant
ainsi a une transmission excessive de I'information douloureuse [Muley et al., 2016]. Ce
type de douleurs, appelées également douleurs inflammatoires, accompagnent souvent
les patients atteints de pathologies bénignes (ex. douleurs post-opératoires) ou de
pathologies malignes d’origine évolutive (ex. cancer, SIDA). Les douleurs inflammatoires
sont généralement assez sensibles aux traitements par anti-inflammatoires non-
stéroidiens qui possedent également des propriétés antalgiques visant a atténuer la
douleur périphérique associée [Ronchetti et al., 2017]. Cependant, |'utilisation de ces
médicaments n’est pas anodine car ils peuvent étre responsables d’effets indésirables
plus ou moins graves, tels que des maux de téte, des vertiges, une insuffisance rénale,

des dommages gastro-intestinaux ou des problémes cardio-vasculaires.

Les douleurs neuropathiques, appelées encore des douleurs neurogenes: La douleur
neuropathique est définie comme une douleur consécutive a une Iésion ou une maladie

affectant le systeme somatosensoriel [Treede et al., 2019]. Les douleurs neuropathiques
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peuvent persister de maniére continue ou se manifester par des épisodes douloureux
récurrents. Selon la classification de I'lASP proposée pour la CIM-11, les douleurs
neuropathiques peuvent étre d’origine périphérique ou centrale [Gierthmihlen et

Baron, 2016; Scholz et al., 2019]. La douleur neuropathique périphérigue est associée a

des atteintes du systéme nerveux périphérique. Cette catégorie inclut la névralgie du
trijumeau caractérisée par des crises de douleurs faciales intenses souvent comparables
a un choc électrique; la douleur neuropathique chronique associée a une lésion
traumatique d’un nerf périphérique (ex. douleur chroniques post-opératoires, douleurs
fantdmes post-traumatiques); les polyneuropathies qui sont liées par exemple a des
troubles métaboliques comme le diabéte ou a une intoxication (alcoolisme), les
névralgies post-herpétiques associées a une infection (ex. virus du zona); les
radiculopathies liées a la compression d’une racine nerveuse comme pour le nerf

sciatique par exemple. Les douleurs neuropathiques d’origine centrale surviennent a la

suite d’une lésion du systeme nerveux central (moélle épiniere, cerveau) et peuvent étre
liées a des atteintes cérébrales causées par un accident vasculaire cérébral (AVC) ou
encore certaines maladies neurologiques, telles que la sclérose en plaques ou I'épilepsie.
Les douleurs neuropathiques ne répondent généralement pas, ou ne sont que
partiellement sensibles, aux traitements analgésiques [Finnerup et al., 2015;

Gierthmuhlen et Baron, 2016].

Les douleurs nociplastiques: Elles sont également connues sous le nom de douleurs
dysfonctionnelles, psychogénes ou idiopathiques. Les douleurs nociplastiques se
manifestent par une sensation douloureuse (ex. des palpitations, des tensions musculo-
squelettiques) en I'absence de lésions anatomiques apparentes. D’aprés I'lASP, les
douleurs nociplastiques résultent d’une altération de la nociception malgré I'absence de
preuve claire d’une lésion tissulaire réelle ou potentielle causant l'activation des
nocicepteurs périphériques, ou encore |'absence d’évidence d’une maladie ou d’une
lésion affectant le systeme somatosensoriel a I'origine de la douleur [IASP,
Terminologie]. En clair, ce diagnostic est posé lorsque les deux catégories citées

précédemment (douleurs par excés de nociception, douleurs neuropathiques) sont
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écartées et les mécanismes physiopathologies ne sont pas clairement identifiés. Les
principales douleurs nociplastiques incluent des syndromes douloureux répertoriés selon
la CIM-11 dans la catégorie des douleurs chroniques primaires, telles que la
fibromyalgie, le CRPS, le syndrome de la bouche brilante, le syndrome du c6lon irritable,
les céphalées de tensions [Fitzcharles et al.,, 2021]. Les douleurs nociplastiques sont
souvent accompagnées de fatigue, des troubles du sommeil et de I'"humeur. Les
sensations douloureuses peuvent fluctuer a la fois selon leur localisation et leur intensité
et peuvent étre aggravées par des facteurs psychologiques (deuil, problémes familiaux
et professionnels, conflits avec I’entourage), d’ou la nécessité d’un traitement
analgésique associé a un soutien psychologique afin de soulager la souffrance du patient

[Fitzcharles et al., 2021].

Dans la pratique clinique, les douleurs peuvent souvent coexister ce qui fait référence aux
douleurs mixtes [Freynhagen et al., 2019]. C’est le cas des douleurs cancéreuses qui présentent
a la fois une composante inflammatoire et une composante neuropathique. Ce sont des
douleurs complexes qui peuvent étre liées au cancer lui-méme mais aussi aux traitements de la
pathologie (chimiothérapie, radiothérapie) [Treede et al, 2019]. Les lombosciatiques, qui
associent une composante inflammatoire et une composante neuropathique, sont également
considérées comme étant des douleurs mixtes. D’aprés Freynhagen et collégues, la douleur
mixte est un chevauchement complexe des différents types de douleurs d’étiologie connue
(nociceptive, neuropathique, nociplastique) qui peuvent se manifester dans n’importe quelle
combinaison et qui agissent simultanément pour provoquer une douleur dans le méme
territoire du corps. Chacune de ces trois composantes peut étre cliniquement prédominante a
tout moment. La douleur mixte peut étre de nature aigué ou chronique [Freynhagen et al.,
2019]. A I'heure actuelle, il n’existe aucune définition formelle pour le terme de «douleur
mixte», ce qui rend difficile I'identification des patients qui en sont atteints. Ceci est en grande
partie du au fait que les mécanismes physiopathologiques sous-tendant ce type de douleur ne
sont pas bien identifiés: il n'est pas claire si les douleurs mixtes résultent d’'un mécanisme
physiopathologique indépendant ou s'il s’agit de la manifestation simultanée des mécanismes

neuropathiques et nociceptifs. Cette ambiguité est a I'origine du manque d’outils de dépistage
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et de diagnostic, et rend difficile I'élaboration de recommandations pour la prise en charge de la

douleur mixte.

Ce travail de these s’intéresse en particulier a la douleur neuropathique chronique. Par
conséquent, le paragraphe qui suit abordera plus en détails les signes cliniques caractéristiques

associés a ce type de douleurs.
2. Douleur neuropathique chronique

La prévalence des douleurs chroniques présentant des caractéristiques neuropathiques se situe
entre 6.9% et 10% dans la population générale [van Hecke et al., 2014]. En pratique clinique, le
diagnostic d’'une douleur neuropathique repose sur un interrogatoire suivi d’un examen clinique
réalisé souvent au chevet du patient. L'interrogatoire est une étape importante dans le
diagnostic et la prise en charge des patients douloureux. L'utilisation des outils de dépistage
s’avere tres utile pour estimer la probabilité qu’une douleur soit d’origine neuropathique. On
peut notamment citer la DN4 (Douleur Neuropathique en quatre questions) qui a été validée
chez I'adulte [Bouhassira et al., 2005]. La DN4 est rapide et simple d’utilisation. Il comporte une
partie «interrogatoire» constituée de 7 items et une partie «examen clinique» constituée de 3
items. Ces 10 items sont regroupés en 4 questions auxquelles le patient doit apporter une
réponse par «oui» ou «non». A la fin du questionnaire, 1 point est attribué a chaque item positif
et un score de 0 a chaque item négatif. La somme obtenue donne le score final du patient: si le
score est égal ou supérieur a 4/10, la douleur neuropathique est probable. La DN4 permet une
identification correcte a 86% des patients neuropathiques et présente une sensibilité (82.9%) et

une spécificité (89.9%) assez importantes [Bouhassira et al., 2005].

La distinction entre une douleur neuropathique et une douleur par exces de nociception est
rendue possible grace a 'examen clinique dont le but est de rechercher des symptémes et des
signes caractéristiques a I'aide des tests sensoriels quantitatifs [Magrinelli et al., 2013] (Fig.6).
En effet, les douleurs neuropathiques présentent des signes spécifiques qui peuvent étre soit
positifs (gain de fonction somatosensorielle) soit négatifs (perte de fonction somatosensorielle)

[Gierthmuhlen et Baron, 2016; Colloca et al., 2017; Zilliox, 2017]. Les signes positifs peuvent
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étre d’origine spontanée (se manifestant en I'absence de tout stimulus) ou provoquée (induites
par divers stimuli tactiles et thermiques peu ou non douloureux) [Finnerup et al., 2015]. Les
douleurs spontanées, dont l'intensité varie généralement au fil du temps, peuvent étre
permanentes (brdlure, piglre, fourmillement, sensation d’étau, de broiement) ou paroxystiques
(coups de poignard, décharges électriques, élancements) [Herr, 2004]. Dans les douleurs
provoquées, le plus souvent les patients rapportent une hypersensibilité mécanique ou une
hypersensibilité thermigque au chaud ou au froid. Ceci permet de distinguer deux types
d’hypersensibilité [Baron, 2009; Colloca et al., 2017]. Le premier type d’hypersensibilité est
connu sous le nom d’allodynie qui est définie comme une douleur provoquée par un stimulus
normalement percu comme non douloureux [Zilliox, 2017]. En fonction de la nature du stimulus,
il est possible de distinguer différents types d’allodynie. L'allodynie mécanique est déclenchée
par un stimulus statique: méme une légére pression peut provoquer une douleur intense.
L'allodynie dynamique est provoquée par un stimulus dynamique: par exemple un courant d’air
sur la peau ou un frottement cutané par un vétement peut induire une sensation douloureuse.
On distingue également I'allodynie thermique qui est déclenchée par des stimulations froides
ou chaudes normalement non douloureuses. Le deuxieme type d’hypersensibilité est défini sous
le terme d’hyperalgésie qui fait référence a une sensibilité exagérée en réponse a une
stimulation pergue habituellement comme douloureuse [Zilliox, 2017]. La douleur provoquée
peut également exister sous forme d’hyperpathie, c’est-a-dire une réponse retardée avec une
aggravation progressive du ressenti douloureux suite a des stimulations répétitives [Baron,
20009]. Les signes positifs peuvent exister seuls ou en association avec des signes négatifs chez le
méme patient [Magrinelli et al., 2013]. Les signes négatifs se présentent sous forme de
sensations non douloureuses mais souvent désagréables. Ils sont le plus souvent associés a une
lésion/dysfonctionnement des fibres afférentes primaires de petit calibre qui se traduit donc par
une insensibilité réduite (hypoesthésie) ou totale (anesthésie) aux stimuli mécaniques ou
thermiques non nociceptifs. Il est aussi possible d’observer une hypoalgésie mécanique ou
thermique qui se caractérise par une sensibilité partielle aux stimuli nociceptifs [Baron, 2009].
Les signes douloureux peuvent différer parmi les patients souffrant de la méme maladie a

I'origine de la douleur neuropathique. Les patients peuvent également signaler des sensations
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anormales, souvent décrits comme des fourmillements, engourdissements, picotements,
démangeaisons. Ces sensations lorsqu’elles sont ressenties comme désagréables s’appellent des

dysesthésies, et dans le cas contraire sont dites des paresthésies [Herr, 2004].

.

Fig. 6 Evaluation quantitative des troubles sensitifs chez les patients douloureux. Différents stimuli non invasifs
d’intensité controlée peuvent étre utilisés pour I'examen clinique du patient. (A, B) L’évaluation de la sensibilité
tactile peut étre réalisée au moyen d’'un pinceau, d'une brosse ou d’un coton-tige (allodynie mécanique
dynamique) ou de monofilaments calibrés de von Frey (allodynie mécanique statique). (C) La sensibilité a la piqdre
peut étre testée en utilisant des aiguilles calibrées. (D) La sensibilité thermique est évaluée a I'aide d’un appareil
permettant de faire varier la température entre 5°C et 50°C (thermotest). La sensibilité au froid peut aussi étre
évaluée par I'application de I'acétone ou du menthol. (E) La sensibilité aux vibrations est testée en appliquant un
diapason. L'examen sensoriel ne doit pas étre limité a la zone douloureuse, mais également étendu a d’autres
régions afin de tester la spécificité topographique et exclure des syndromes douloureux généralisés. Par exemple,
ici la zone douloureuse testée se situe sur la main gauche du patient. Il est alors conseillé de refaire I'évaluation sur
la zone correspondante de la main droite également. D’apres Attal et Bouhassira, 2010; Adler et Taxer, 2021.

Il existe des outils d’évaluation qui ont été développés spécifiquement pour détecter la
présence des symptomes d’'une douleur neuropathique, tels que I'inventaire des symptémes de
la douleur neuropathique (acronyme anglais: NPSI pour Neuropathic Pain Symptom Inventory)
[Bouhassira et al., 2004]. Il s’agit d’'un auto-questionnaire qui est composé de 12 questions. lly a
10 questions qui portent sur les descripteurs caractéristiques des douleurs neuropathiques (ex.

brilure, décharges électriques, picotements...), dont l'intensité peut étre évaluée sur une
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échelle numérique en 10 points. Ces 10 items sont regroupés en 5 dimensions: douleurs
superficielles de type brllures; douleurs profondes; douleurs paroxystiques;
paresthésies/dysesthésies; allodynie/hyperalgésie. Les deux autres questions permettent
d’évaluer la fréquence et la durée de la douleur. Ce questionnaire ne permet pas d’apposer un
diagnostic en soi. Cependant, il est sensible aux effets des traitements ce qui permet de suivre
I’évolution dans le temps des symptomes. Il permet également de caractériser le phénotype
individuel des patients et d’évaluer I'efficacité des traitements mis en ceuvre [Bouhassira et al.,
2004]. En plus des signes cliniques spécifiques, l'identification certaine d’une douleur
neuropathique peut parfois nécessiter la mise en évidence de la lésion ou de la maladie
affectant le systeme nerveux. Ainsi, I'examen clinique peut étre complété par des biopsies
cutanées ou encore des techniques électrophysiologiques (ex. électroneuromyographie) qui
permettent de préciser la topographie et la nature d’une lésion [Magrinelli et al., 2013; Colloca

et al., 2017].
2.1. Retentissement psychologique de la douleur neuropathique

Les douleurs neuropathiques sont des douleurs invalidantes influencant grandement la qualité
de vie des patients [Smith et a/., 2007; O’Connor, 2009; Girach et al., 2019]. Elles sont souvent
associées a des troubles de ’humeur et ont un fort impact sur I'activité générale, le sommeil et
les relations socio-professionnelles. Il existe différentes échelles multidimensionnelles, telles
gue le questionnaire SF-36 (acronyme anglais pour 36 item Short-Form health survey) [Ware et
Sherbourne, 1992] ou sa forme abrégée SF-12 [Ware et al., 1996], qui sont largement utilisées
en pratique clinique pour ['évaluation de [I'état de santé générale des patients,
indépendamment de la pathologie. Une autre échelle, appelée NePiQol (acronyme anglais pour
Neuropathic Pain Impact on Quality-of-Life) a été développée pour évaluer spécifiquement le
retentissement des douleurs neuropathiques sur la qualité de vie [Poole et al., 2009]. Cette
échelle comporte 42 items qui sont regroupés en 6 catégories différentes: symptomes (8 items),
relations (5 items), retentissement psychologique (8 items), activité sociale (8 items),
retentissement physique (7 items) et soin personnel (6 items). Chacun de ces items peut étre

noté sur une échelle numérique allant de 1 a 5. Le score final, calculé par la somme des scores
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des 42 items, peut ainsi varier entre 42 et 210: avec des scores élevés reflétant une meilleure
qualité de vie. Les comorbidités associées aux troubles de I'humeur (anxiété, dépression)
peuvent étre évaluées par I'échelle HAD (acronyme anglais pour Hospital Anxiety and
Depression) dont les questions se réferent a I'état du patient durant la semaine écoulée
[Zigmond et Snaith, 1983]. Cette échelle est composée de 14 items: 7 items pour I'évaluation
des symptomes anxieux et 7 items pour dépister la symptomatologie dépressive. Chacun des
items est coté de 0 a 3, pouvant ainsi aboutir a un score total de 21 pour la composante
anxieuse ou la composante dépressive. L'interprétation peut se faire soit indépendamment
pour chague composante (score de 0 a 7: absence de troubles anxieux ou dépressif; score de 11
a 21: retentissement psychique certain), soit en additionnant les scores des deux composantes
(score de 0 a 14: absence de troubles anxio-dépressifs; score de 15 a 42: symptomatologie
certaine). Les études épidémiologiques indiquent que la prévalence des troubles anxieux et
dépressifs dans la population neuropathique se situe entre 20.3% a 73.7% et de 29.7% a 65.6%,
respectivement (Radat et al., 2013; Cherif et al., 2020]. Il est estimé qu’environ 50% des
patients dépressifs déclarent souffrir des symptomes douloureux comorbides [Katona et al,,
2005]. D’autres études cliniques suggérent que la comorbidité douleur chronique- anxiété serait
méme plus importante que celle décrite pour la dépression [McWilliams et al.,, 2003;
McWilliams et al., 2004; Beesdo et al., 2010]. La relation entre la douleur et les troubles de
I'humeur serait de nature bidirectionnelle, c’est-a-dire que I'existence d’une pathologie
augmenterait le risque du développement de I'autre, mais aussi que le changement dans le
degré de sévérité de I'une conduirait a une aggravation des symptdmes de I'autre [Kroenke et
al., 2011; Uher et Bob, 2013]. Les connaissances actuelles sur les mécanismes sous-tendant la
comorbidité anxio-dépressive dans le contexte de la douleur neuropathique, bien
gu’incomplétes, sont issues en grande partie des études précliniques qui mettent en évidence

des modifications neuroanatomiques, moléculaires et fonctionnelles.

Comme énoncé précédemment, il existe un lien étroit entre les structures cérébrales
responsables de la perception douloureuse et celles impliquées dans la régulation des émotions.
Ceci suggere qu’en condition pathologique, la douleur neuropathique peut induire des

changements morphologiques et fonctionnels au sein de ces réseaux interconnectés,

Page | 50



promouvant ainsi I'émergence des symptoOmes anxio-dépressifs. Les régions cérébrales les plus
fréquemment rapportées dans la littérature incluent le cortex cingulaire antérieur, le cortex
insulaire, le cortex préfrontal, 'amygdale et I'aire tegmentale ventrale [Robinson et al., 2009;
Bushnell et al., 2013; Yalcin et al., 2014a]. La modélisation de la douleur neuropathique chez
I'animal, principalement au moyen d’une lésion nerveuse partielle ou compléte, a permis de
démontrer que le cortex cingulaire antérieur est préférentiellement impliqué dans la
composante affective, tandis que le cortex insulaire postérieur joue plutét un réle dans le
traitement somatosensoriel de I'information douloureuse [Barthas et al, 2015]. Plus
précisément, il a été mis en évidence que la lésion du cortex insulaire postérieur empéche le
développement a long-terme de l'allodynie mécanique (effet observé deux semaines apres
I'induction de la douleur), tandis que la lésion du cortex cingulaire antérieur supprime les
conséquences anxio-dépressives. De tels effets n‘ont pas été observés chez les animaux
contréles, suggérant ainsi un changement fonctionnel de ces régions en condition pathologique
uniguement. Une autre étude préclinique a monté une augmentation de l'activité neuronale
dans le cortex insulaire antérieur, immédiatement apres linduction de la douleur
neuropathique (jour 1 et 8 apres la lésion du nerf sciatique) [Chao et al.,, 2018]. Ainsi, les
résultats des études précliniques révélent une variabilité de I'activité du cortex insulaire en
fonction de la chronicité de la douleur. Le role crucial du cortex cingulaire antérieur dans
I'apparition des symptomes anxio-dépressifs a davantage été confirmé par des techniques
optogénétiques démontrant que son activation chez des animaux naifs est suffisante pour
induire une altération du comportement émotionnel, alors que son inactivation entraine
I'inhibition d’un tel effet, sans que cela affecte la sensibilité mécanique [Barthas et al., 2015;
Sellmeijer et al., 2018]. Il semble alors qu’au niveau cortical la composante affective de la
douleur neuropathique est fonctionnellement dissociée de sa composante sensorielle, ce qui
représente un intérét pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques dans la
prise en charge de la douleur chronique. Il est supposé que I'implication du cortex cingulaire
antérieur dans les conséquences émotionnelles est sous-tendue, au moins en partie, par des
changements moléculaires survenant au sein des voies de signalisation des protéines kinases

activées par des agents mitogenes (acronyme anglais: MAPK pour Mitogen-Activated Protein
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(MAP) Kinase). En effet, une expression a la hausse de la protéine MKP-1 (acronyme anglais
pour MAPK Phospatase-1) dans le cortex cingulaire antérieur a été montrée chez les animaux
neuropathiques ayant développés un comportement anxio-dépressif, un effet supprimé par
I'antidépresseur fluoxétine [Barthas et al., 2017]. De maniére intéressante, |'inactivation de
cette protéine chez les animaux KO (knock-out) ne modifie pas la sensibilité mécanique, mais
inhibe le développement d’un phénotype anxio-dépressif. Des études précliniques mettent en
évidence une suractivation du cortex cingulaire antérieur suite a l'induction d’'une douleur
neuropathique. Ce changement dans I'excitabilité corticale est causé par une perte de
connexions inhibitrices au niveau des neurones pyramidaux excitateurs, ainsi qu’une perte de
synapses excitatrices au niveau des interneurones inhibiteurs a décharge rapide, résultant ainsi
en une potentialisation de I’excitabilité intrinséque des neurones pyramidaux [Blom et al., 2014;
Kasanetz et Nevian, 2021]. Des études électrophysiologiques ont révélé que cette augmentation
de l'activité du cortex cingulaire antérieur coincide avec I'apparition des symptémes anxio-
dépressifs dans un modele murin de douleur neuropathique [Sellmeijer et al., 2018]. Dans le
contexte de la dépression, une suractivation du cortex cingulaire antérieur ainsi qu’une
surexpression de la protéine MKP-1 dans I'hippocampe ont été observées chez les sujets
dépressifs [Drevets, 2001; Duric et al., 2010], soulignant davantage le lien entre la douleur

neuropathique et les troubles affectifs.

Les études cliniques d’imagerie fonctionnelle indiquent une hypoactivation du cortex préfrontal
chez les sujets dépressifs, avec la sévérité de la dépression souvent corrélée au degré
d’inactivité frontale [George et al., 1994; Koenigs et Grafman, 2009]. L’analyse post-mortem des
cerveaux de patients dépressifs rapporte un niveau d’expression élevé des genes codant pour
les récepteurs du glutamate dans le cortex préfrontal dorsolatéral [Gray et al.,, 2015]. De
maniére similaire, il a été démontré chez le rat que la Iésion du nerf sciatique conduit a une
augmentation du taux d’expression du récepteur métabotropique du glutamate mGIuR5 dans la
partie prélimbique du cortex préfrontal [Chung et al.,, 2017]. Ce changement moléculaire est
associé a la mise en place d’'une allodynie mécanique et I'apparition d’un comportement anxio-
dépressif. Le lien de causalité a été mis en évidence par le fait que [I'inactivation

pharmacologique des récepteurs mGIuR5 chez les animaux neuropathiques est capable de
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supprimer a la fois la douleur induite par la lésion nerveuse et les symptomes anxio-dépressifs
qui en résultent. De plus, la surexpression des mGIuR5 chez des animaux naifs semble étre
suffisante pour induire le développement d’une hypersensibilité tactile et d’une altération du
comportement émotionnel. Une autre étude a démontré que lorsque les rats neuropathiques
sont exposés a un environnement anxiogénique, ils présentent une augmentation de la
fréquence des ondes théta dans le cortex préfrontal médian [Sang et al., 2018]. Le changement
d’activité du cortex préfrontal médian serait di a une diminution de la transmission
sérotoninergique suite a une surexpression du transporteur de sérotonine SERT. Le blocage du
SERT, ainsi que l'injection in vivo de sérotonine dans le cortex préfrontal médian, permet de
lever linhibition sur I'évitement de I’environnement aversif et de supprimer donc le
comportement anxieux associé a la douleur neuropathique. Ainsi, le cortex préfrontal serait
aussi impligué dans les composantes sensorielle et affective et semble étre une cible
thérapeutique intéressante pour moduler la comorbidité anxio-dépressive de la douleur
neuropathique. De plus, le cortex préfrontal posséde des connexions avec de nombreuses
autres structures, telles que le noyau accumbens, I'aire tegmentale ventrale, I'amygdale et
I'hippocampe. Il a été démontré chez le rat que la stimulation a haute fréquence (50Hz, 30s) de
I'aire tegmentale ventrale, résultant en une augmentation de la concentration dopaminergique
dans le cortex préfrontal, induit une inhibition a long-terme des réponses nociceptives
évoquées par une stimulation mécanique (pression constante de 500g appliquée pendant 2s sur
la queue des animaux anesthésiés). Cet effet semble étre dépendant de I'activité des récepteurs
dopaminergiques de type D2, étant donné que leur blocage par I'antagoniste sulpiride supprime
I’effet anti-nociceptif observé au niveau du cortex préfrontal [Sogabe et al., 2013]. Ceci suggere
gu’en condition pathologique, la connectivité fonctionnelle entre le cortex préfrontal et I'aire
tegmentale ventrale peut étre altérée, menant ainsi a la déplétion de la transmission
dopaminergique et a l'installation d’une hypersensibilité mécanique. Dans une autre étude
réalisée chez des rats neuropathiques, il a été mis en évidence que I'activation optogénétique
du cortex préfrontal induit non seulement un effet anti-nociceptif mais aussi une atténuation
des symptoémes dépressifs associés [Lee et al., 2015]. Il est supposé que ces effets sont médiés

par le noyau accumbens, étant donné que I'activation des projections préfrontales au sein de
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cette structure permet de reproduire les effets inhibiteurs observés lors de la stimulation
directe du cortex préfrontal. Ceci a notamment été confirmé par le blocage de la transmission
synaptique dans le noyau accumbens qui a entrainé la suppression des effets analgésique et
antidépresseur du cortex préfrontal. L'ensemble de ces résultats révelent donc que le circuit
cortex préfrontal-noyau accumbens-aire tegmentale ventrale joue également un réle important

dans les conséquences émotionnelles de la douleur neuropathique.

Les patients souffrant d’'une dépression présentent une augmentation de I'activité de
I'amygdale [Drevets et al., 2002] ainsi que de la connectivité fonctionnelle amygdale-cortex
préfrontal [Zhang et al.,, 2020a]. D’un autre coOté, il a été démontré chez I'animal que le
comportement dépressif induit par la douleur neuropathique est associé a une réorganisation
structurale des noyaux central et basolatéral de I'amygdale, reflétée notamment par une
augmentation du volume en raison de la mise en place d’une prolifération neuronale accrue
[Goncalves et al., 2008]. Il apparait que la signalisation purinergique au niveau de I'amygdale
intervient directement dans la modulation de la douleur neuropathique. En effet, I'inhibition
des récepteurs purinergiques de type P2X7R par 'administration de I'antagoniste A-438079 dans
I'amygdale basolatérale supprime I’hypersensibilité mécanique et thermique ainsi que le
phénotype anxio-dépressif chez les animaux neuropathiques, probablement par un effet
protecteur exercé au niveau spinal [Hu et al, 2020]. Spécifiquement, les effets
comportementaux ont été accompagnés par une diminution de la réactivité microgliale et
astrocytaire et une augmentation de I'expression de GAP-43 (acronyme anglais pour Growth
Associated Protein 43) dans la corne dorsale de la moélle épiniére. Récemment, il a été aussi
mis en évidence chez la souris que le développement d’'un phénotype dépressif consécutif a la
douleur neuropathique est sous-tendu par I'augmentation de la connectivité fonctionnelle entre
I’'amygdale basolatérale et le cortex cingulaire antérieur [Becker et al., 2022]. De plus, les
auteurs ont montré que I’hyperactivité de ce circuit est associée a une expression a la hausse du
géne Sémaphorine 4a (Semad4a: régulateur négatif du processus de myélinisation) dans le cortex
cingulaire antérieur, soulignant ainsi son implication dans les conséquences émotionnelles de la
douleur neuropathique. Le réle de 'amygdale centrale dans la modulation de la douleur semble

étre complexe: la douleur neuropathique consécutive a une lésion nerveuse potentialise
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I’excitabilité des neurones exprimant la PKCO mais atténue |'excitabilité des neurones a
somatostatine [Wilson et al., 2019]. Il a été montré que l'activation chemogénétique des
neurones PKCS6 et des neurones a somatostatine entraine des effets opposés, c’est-a-dire une

augmentation et une diminution de la sensibilité douloureuse, respectivement.

Outre les conséquences émotionnelles, les sujets souffrant d’'une douleur chronique présentent
parfois des troubles cognitifs [Apkarian et al., 2004; Weiner et al., 2006; Dick et Rashig, 2007],
et les études précliniques semblent confirmer cette symptomatologie en mettant en évidence
une altération de la mémoire a court et a long-terme [Tyrtyshnaia et al., 2017; Tyrtyshnaia et
Manzhulo, 2020] et de la mémoire de reconnaissance [Kodama et a/., 2011]. Il a par exemple
été montré chez les souris neuropathiques que ces déficits mnésiques sont associés a des
modifications morphologiques au niveau des arborescences dendritiques des neurones
hippocampiques, reflétées notamment par une atrophie des neurones pyramidaux de I'aire CA1
et une augmentation de la densité d’épines dendritiques des neurones granulaires du gyrus
denté [Tyrtyshnaia et Manzhulo, 2020]. Ces changements morphologiques ont également été
accompagnés par une réduction de I'expression des récepteurs au glutamate de type AMPAR
(récepteurs inotropiques d’acide a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole propionique) en
raison d’une synthése constante de la protéine Arc (acronyme anglais pour Activity-regulated
and cytoskeleton-associated protein), probablement reflétant ainsi la diminution de I'efficacité
de la transmission synaptique hippocampique en condition pathologique [Guzowski et al., 2000;
Chowdhury et al., 2006]. Une réduction du volume de I’hippocampe est souvent rapportée chez
les sujets dépressifs [Barch et al., 2019; Chen et al., 2020b]. Un tel changement morphologique
a également été observé chez les patients neuropathiques et a été associé chez les animaux
neuropathiques a une diminution de la neurogenése dans la région CA1 [Tyrtyshnaia et al.,
2017] et le gyrus denté [Mutso et al., 2012]. Ces résultats soulignent le role important de

I’"hippocampe dans les conséquences cognitives induites par la douleur neuropathique.
2.2. Meécanismes physiopathologiques de la douleur neuropathique

Les connaissances actuelles sur les mécanismes impliqués dans la physiopathologie de la

douleur neuropathique sont majoritairement issues des données provenant des modeles
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préclinigues qui mettent en évidence des modifications morphologiques et fonctionnelles
résultant en une hyperexcitabilité des voies nociceptives et une amplification du signal
douloureux. Ces changements interviennent aussi bien au niveau du systeme nerveux
périphérique que central et incluent notamment une sensibilisation accrue des nocicepteurs,
une émergence possible de connexions anormales capables de générer des décharges
aberrantes ainsi qu’une hyperexcitabilité des neurones spinaux suite a une altération des
systémes modulateurs inhibiteurs et excitateurs résultante de |'activation pathologique des
cellules gliales [Gilron et al., 2015; Xu et al., 2016]. Il est quand méme important de noter que
ces modifications peuvent évoluer dans le temps et se manifester différemment d’une personne
a l'autre, ce qui fait que la réponse d’un individu a un traitement donné est difficilement

prévisible.
2.2.1. Sensibilisation périphérique

Le terme de sensibilisation périphérique est utilisé pour décrire I'ensemble des modifications
touchant le systéme nerveux périphérique qui résultent en une augmentation de la réactivité et
I'abaissement des seuils d’excitabilité des neurones nociceptifs périphériques [Gilron et al,,
2015]. En conséquence, les fibres afférentes nociceptives deviennent plus sensibles qu’elles ne
I’étaient auparavant et peuvent induire des sensations douloureuses méme en absence de

stimuli nociceptifs.

/7

+* La sensibilisation des nocicepteurs par des médiateurs inflammatoires

La Iésion d’un nerf périphérique entraine le déclenchement d’une réaction inflammatoire locale
qui contribue a la mise en place et au maintien de la sensibilisation périphérique associée a la
douleur neuropathique (voir Fig.7 pour illustration schématique des mécanismes impliqués dans
la sensibilisation périphérique). La lésion nerveuse induit I'activation des motifs moléculaires
associés aux dommages (acronyme anglais: DAMPs pour Damage-Associated Molecular
Patterns) [Walker et al, 2014]. Les DAMPs sont percus comme un signal de danger par
I’organisme et sont donc détectés par les cellules immunitaires résidentes du tissu (mastocytes,
macrophages) grace aux récepteurs de reconnaissance spécifique appelés des PRRs (acronyme

anglais: Pattern Recognition Receptors). L'activation des macrophages par les DAMPs induit la
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sécrétion des cytokines pro-inflammatoires comme le facteur tumoral de nécrose a (acronyme
anglais: TNFa pour Tumor Necrosis Factor a) et les interleukines (IL): IL-1f, IL-6, 1L-12, IL-18
[Scholz et Woolf, 2007; Walker et al., 2014]. Il a par exemple été mis en évidence que les rats
neuropathiques présentant une composante allodynique démontrent une expression
significativement plus élevée des macrophages et des cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL-6
dans le segment du nerf sciatique par rapport aux animaux qui nont pas développé une
hypersensibilité tactile, soulignant ainsi le réle de ces médiateurs dans |'apparition des signes
périphériques de neuropathie [Cui et al., 2000]. Il semble que I'ampleur de la réponse
inflammatoire n’est pas liée au degré d’atteinte nerveuse, étant donné qu’il a été montré que
les rats ayant subi une section du nerf sciatique présentent un taux d’expression des cytokines
pro-inflammatoires significativement moins important que celui observé chez les rats avec un
nerf partiellement ligaturé. Les interleukines IL-1B et IL-6 agissent directement sur les fibres
afférentes nociceptives de type C et en abaissant le seuil d’activation des récepteurs TRPV1
conduisent a une potentialisation de la sensibilité thermique [Obreja et al., 2002, 2005]. OQutre
le recrutement des macrophages résidentes, les DAMPs sont également capables d’activer les
mastocytes dont la dégranulation conduit a la libération d’autres médiateurs inflammatoires
incluant I'histamine, la sérotonine, le NGF et des leucotrienes [Ellis et Bennett, 2013].
Réciproguement, le NGF agit sur les mastocytes dans une boucle de rétroaction positive
résultant en la potentialisation de la libération des médiateurs qui exacerbent la réponse
inflammatoire [Cohen et al., 2016]. Différents mécanismes de transduction intracellulaire
impliquent le NGF dans la modulation fonctionnelle des récepteurs TRPV1 [McKelvey et al,,
2013). La fixation du NGF sur son récepteur TrkA, exprimé dans la membrane des fibres
afférentes nociceptives, active la phospholipase C (PLC) qui conduit a la réduction du seuil
d’activation et par conséquent a la sensibilisation des récepteurs TRPV1. Le NGF est également
capable d’activer la voie de signalisation dépendante de la phosphoinositide 3 kinase (PI3K) qui
entraine la translocation de nouveaux récepteurs TRPV1 vers la membrane plasmique,
participant ainsi au maintien a long-terme d’une sensibilité anormale. De plus, apres
internalisation, le complexe NGF-TrkA est transporté de facon rétrograde dans les DRG ou il

induit I'augmentation d’expression des différents récepteurs et des canaux voltage-dépendants,

Page | 57



contribuant ainsi davantage a I'amplification de la transmission du signal douloureux [Cohen et
al.,, 2016]. Chez I'animal, I'administration des anticorps monoclonaux anti-NGF permet de
supprimer I'allodynie mécanique associée a la douleur neuropathique, confirmant ainsi
I'implication de ce facteur neurotrophique dans les mécanismes de sensibilisation périphérique
[Wild et al., 2007; Cheng et al., 2009]. D’autre part, I'histamine participe au recrutement des
neutrophiles et des monocytes qui a leur tour sont capables d’engendrer l'infiltration des
macrophages et des lymphocytes T au site de la |ésion [Zuo et al., 2003; Ellis et Bennett, 2013].
D’autres molécules peuvent également étre libérées dans le foyer inflammatoire, notamment la
bradykinine et les prostaglandines mais aussi I’ATP et des protons H* [Cheng et Ji, 2008]. La
bradykinine et son métabolite actif [des-Arg®]BK en se fixant sur leurs récepteurs respectifs B2
et B1 activent la voie de signalisation dépendante de la PKC qui, par des systémes de seconds
messagers, conduit a la sensibilisation des récepteurs TRPV1 et TRPV4, participant ainsi au
développement d’une hypersensibilité thermique et mécanique [Mathivanan et al., 2016; Costa
et al., 2018]. Il a été démontré chez le rat que la constriction chronique du nerf sciatique induit
une augmentation précoce des ARNm des récepteurs B2 (48h post-chirurgie), tandis qu’une
expression a la hausse des récepteurs B1 est observée dans un stade plus tardif (14 jours post-
chirurgie) dans les DRG ipsilatéraux au site de la |ésion nerveuse, suggérant que la bradykinine
joue probablement un role dans [linitiation ainsi que le maintien de I'hypersensibilité
périphérique [Levy et Zochodne, 2000]. D"autre part, la bradykinine peut aussi activer la voie de
signalisation de la phospholipase A2, ce qui potentialise la synthése des prostaglandines
[Mizumura et al., 2009] qui a leur tour sont capables d’activer la PKC et contribuer a la
sensibilisation des nocicepteurs [Moriyama et al., 2005]. Ainsi, 'ensemble de ces médiateurs
modifient I'environnement chimique immédiat des nocicepteurs et forment ce qu’on appelle

la «soupe inflammatoire».

+ L'implication des canaux ioniques dans I’apparition des décharges ectopiques

La sensibilisation des fibres afférentes nociceptives par les diverses substances inflammatoires
aboutit a I'augmentation de I'excitabilité neuronale qui est a I'origine de I'apparition d’une
activité ectopique (émission spontanée des potentiels d’action en absence d’un stimulus

nociceptif) [von Hehn et al., 2012]. La Iésion nerveuse peut engendrer I'émergence de névromes
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(régénération de bourgeons) qui sont capables d’établir des contacts non synaptiques avec les
axones sensoriels adjacents intacts. Ainsi, par une transmission éphaptique (forme de
communication a travers la formation de nouvelles connexions inadéquates), méme les fibres
afférentes primaires non endommagées peuvent générer une activité électrique anormale [\Wu
et al., 2002; Djouhri, 2006; Cohen et Mao, 2014]. Des décharges ectopiques peuvent aussi se
produire dans les corps cellulaires localisés dans les DRG ou dans la corne dorsale de la moélle
épiniére suite a 'augmentation de I'excitabilité des neurones intrinseques. Il a par exemple été
démontré que la production accrue du NGF induite par l'atteinte nerveuse contribue a la
germination de connexions sympathiques dans les DRG et a 'augmentation de |’expression des
récepteurs a-adrénergiques sur les fibres C polymodales, augmentant donc leur sensibilité aux
catécholamines [Sato et Perl, 1991; Mclachlan et al., 1993; Ramer et Bisby, 1997; Jones et al.,
1999]. Ainsi, un couplage fonctionnel entre les fibres afférentes nociceptives et les fibres
efférentes sympathiques dans les DRG peut contribuer a I'apparition des décharges anormales
et au développement d’une douleur neuropathique. La survenue de telles décharges aberrantes
est en grande partie due a une altération de I'activité des canaux ioniques voltage-dépendants

qui sont largement impliqués dans la genese des potentiels d’action.

La famille des canaux sodiques voltage-dépendants comprend neuf isoformes, annotées de
Na,1.1 a Na,1.9. Lors d’une atteinte nerveuse, certaines de ces isoformes sont surexprimées,
telles que Nay1.3, Na,1.6 et Na,1.8 qui semblent étre responsables de I'abaissement du seuil
d’activation des nocicepteurs [Bennett et al., 2019]. Les canaux Na,1.3 ne sont généralement
exprimés que pendant le développement embryonnaire, mais suite a une atteinte nerveuse leur
expression est régulée a la hausse dans les DRG adultes [Waxman et al., 1994]. Etant donné qu’il
a été démontré chez I'animal que seulement 18% des nerfs Iésés expriment le Nay1.3 [Lindia et
al., 2005], il est probable que la surexpression de ces canaux sodiques dans les neurones
sensoriels primaires non endommagés soit a I'origine des décharges ectopiques périphériques. Il
a par exemple été mis en évidence que la lésion nerveuse entraine une redistribution des
canaux sodiques Nay1.8 vers les axones des neurones non lésés et que leur inhibition permet
d’atténuer la douleur neuropathique [Gold et al., 2003]. Les canaux Nay1l.3 sont également

responsables de I'augmentation de I'excitabilité des neurones nociceptifs de la corne dorsale de
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la moélle épiniére. Dans un modele de douleur neuropathique, I'inhibition de I’expression des
canaux Nayl.3 par l'administration intrathécale d’oligonucléotides antisense permet de
supprimer I’hyperexcitabilité des neurones spinaux et d’atténuer ainsi les symptomes
d’allodynie mécanique et d’hyperalgésie thermique associés a la neuropathie périphérique
[Hains, 2004]. Des effets analgésiques similaires ont également été observés aprés I'inhibition
des canaux Nay1.8 [Lai et al., 2002; Daou et al., 2016]. La surexpression des canaux sodiques
Na,1.6 est liée a I'’émergence d’une activité spontanée anormale dans les DRG et I'inhibition de
leur expression par I'administration de siRNA permet d’atténuer I’hypersensibilité mécanique
induite par l'inflammation locale [Xie et al., 2013]. Le rble crucial des canaux sodiques est aussi
mis en évidence en clinique chez les sujets atteints de canalopathies héréditaires. Il a par
exemple été montré que des mutations non-sens du gene SCN9A codant pout la sous-unité a du
canal sodique Na,l1.7 entrainent une modification de la composition protéique du canal
résultant en une diminution du seuil d’activation (gain de fonction). Une telle hyperexcitabilité
du canal Nay1.7 conduit a des troubles douloureux, tels que I'érythromélalgie caractérisée par
des épisodes intermittents d’intenses sensations de brilure dans les extrémités, une élévation
de la température de la peau et des rougeurs [Wu et al.,, 2018], ou encore le syndrome de
douleur extréme paroxystique associé a des douleurs paroxystiques rectales, suivies par des
douleurs des membres inférieurs et des manifestations oculaires et maxillaires [Stepien et al,,

2020].

L’atteinte nerveuse engendre une diminution de I'expression des canaux potassiques, ce qui a
comme effet d’atténuer la phase d’hyperpolarisation du potentiel d’action et de favoriser
I'augmentation de la probabilité de décharges des nocicepteurs. Il a été démontré que
I'ouverture des canaux potassiques de la sous-famille KCNQ par I'administration de retigabine
prévient le déclenchement d’une activité spontanée par les neurones sensoriels primaires en
amenant le potentiel de repos de la cellule vers des valeurs plus négatives, tandis que leur
inhibition induit une dépolarisation provoquant |‘apparition des décharges anormales,
notamment par les fibres Ad [Wu et al., 2017]. Dans un modeéle animal de ligature partielle du
nerf sciatique, il a été mis en évidence que la lésion nerveuse induit une surexpression du

facteur de transcription REST (acronyme anglais pour Repressor Element 1-Silencing
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Transcription factor) entrainant la diminution du taux d’expression du gene Kcng2 codant pour
la sous-unité K,7.2 du canal KCNQ, engendrant ainsi une hyperexcitabilité des fibres afférentes
nociceptives et la mise en place d’une allodynie mécanique et thermique. Ces effets déléteres
sont supprimés par l'ouverture des canaux KCNQ par la flupirtine (analogue chimique de la
retigabine) [Rose et al., 2011]. D’autres types de canaux potassiques, notamment la sous-famille
du canal TRESK (acronyme anglais pour TWIK-RElated Spinal cord K+ Channel), sont également
régulés a la baisse dans les DRG aprés une section du nerf sciatique, menant ainsi a la
dépolarisation constante du potentiel membranaire et la survenue des décharges ectopiques

[Tulleuda et al., 2011].

Les nocicepteurs expriment également les canaux HCN (acronyme anglais pour
Hyperpolarization activated Cyclic Nucleotide gated channels) qui s’activent en réponse a une
hyperpolarisation membranaire et sont contrélés par les nucléotides cycliques. Ces canaux sont
capables de générer des courants rythmiques spontanés et contribuent ainsi a la sensibilisation
périphérique. Il a été montré que le blocage de ces canaux permet de supprimer les décharges
ectopiques dans les fibres nociceptives, un effet réversible par I'application exogene de '’AMPc

(Adénosine MonoPhosphate cyclique) [Bernal et Roza, 2018].

La famille des canaux calciques voltage-dépendants comprend dix isoformes qui sont repartis en
deux catégories selon leurs seuils d’activation: d’'une part les canaux a haut seuil d’activation
(acronyme anglais: HVA pour High Voltage-Activated) comme les canaux Ca,1 de type L (Ca1.1,
Cay1.2, Cay1.3 et Cay1.4) et les canaux Ca,2 de type P/Q, (Ca,2.1), N (Ca,2.2), R (Ca,2.3), et
d’autre part les canaux a bas seuil d’activation (acronyme anglais: LVA pour Low Voltage-
Activated) dont notamment les canaux de type T présentant une inactivation rapide (Ca\3.1,
Ca,3.2, Ca,3.3) [Gong et al., 2018]. Les canaux calciques sont des protéines hétérodimériques
composées d’une sous-unité principale al formant le pore du canal et d’autres sous-unités
auxiliaires comme a2, a2p ou a2y [Field et al., 2006]. La sous-unité a2 régule les propriétés
électrophysiologiques du canal. Suite a une constriction chronique du nerf sciatique, la sous-
unité a261 est surexprimée dans les DRG et transportée le long de I'axone dans les terminaisons
pré-synaptiques des fibres nociceptives localisées dans la corne dorsale de la moélle épiniere.
L'expression a la hausse de la sous-unité a261 augmente la probabilité d’ouverture des canaux
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calciqgues HVA, contribuant ainsi a I'"hyperexcitabilité des neurones spinaux. Il a été démontré
que le blocage des canaux Cayl.2 par la nitrendipine engendre une diminution de la
transmission synaptique, un effet qui est accompagné par I'augmentation du seuil nociceptif
chez les animaux neuropathiques [Alles et al., 2018]. Par ailleurs, la sous-unité a261 participe a
la formation de nouvelles synapses en interagissant avec la thrombospondine, une protéine de
la matrice extracellulaire secrétée par les astrocytes [Eroglu et al., 2009]. Ainsi, en condition
pathologique la sous-unité a261 pourrait aussi favoriser la synaptogenése anormale au niveau
spinal. La sous-unité a261 joue également un réle important dans |’effet analgésique de certains
médicaments, tels que la gabapentine et la prégabaline. Il a été mis en évidence que la mutation
conservatrice R217A (remplacement du résidu d’arginine avec I'alanine en position 217 sur le
géne codant pour la sous-unité a261) empéche la fixation de la prégabaline sur les canaux
calciqgues HVA de type N (Cay2.2), ce qui par conséquent supprime son effet thérapeutique sur
I'allodynie mécanique [Field et al., 2006]. Les canaux calciques de type T, tels que les Ca,3.2,
sont impliqués dans linitiation et la propagation du potentiel d’action le long des
mécanorécepteurs C a bas seuil d’activation [Francois et al., 2015]. Etant donné que les canaux
T s’activent avant les canaux sodiques voltage-dépendants, il est possible qu’en condition
pathologique les Cay3.2 contribuent a I'abaissement du seuil d’excitabilité et au déclenchement
des décharges électriques aberrantes. En effet, le blocage pharmacologique de ces canaux par
I'antagoniste TTA-A2 induit une augmentation significative du seuil d’activation et une réduction
de la fréguence de décharges des fibres afférentes C. L'implication des canaux Ca,3.2 dans la
douleur neuropathique est confirmée par le fait que les souris KO déficientes pour ces canaux
ne présentent pas de symptomes d’hyperalgésie mécanique et thermique [Francois et al.,

2015].

Page | 62



Modification expession
récepteurs et canaux-ioniques

Na,<1.3
Epiderme 7N Na1.6 K
Neutrophiles N;'
z Macrophages TNFa 312 KCNQ
{ ) Ca
| e e pes |-
112 \_r.  Ne' ca® e Car32 f)
PRRs IL-18 T ° @é TRESK
o & N\l TRPV1 YR (
= ‘ IL-1p o 01 Ca® LN
7 e B TRPV4 ¢
| - LR / | he | Excitabilté 4 wcwﬂ
Lésion . Bradykinine Bradykinine —» Nt ¥ neuronale |
. ) 7 Na,1.3/1.8 p—
! Prostaglandines B PKA = ‘l‘: 1 d
5 [t ); | >
DAMPs Prostaglandines —» @/ j/ S %, Trefspot
EPR | . Potentiel daction rétrograde
* Alk / Ca* \ J vers le DRG
S PK e ' ] ] -
H R Histamine —-?g A K Fibre afférente
' S v @ £ pic QY TRPV! nociceptive
K / NGF / 3 ! ! car Emergence connexions
\“ b NGF @ —» =F¥ W Na 3. sympathiques
A TrkA fLa‘i'_P
NGF e s
Histamine + Décharges ectopiques
Sérotonine, 5-HT I
Lymphocytes T Mastocytes Acide arachidonique Sérotonine ¢ Hyperexcitabilité

Fig. 7 lllustration schématique des mécanismes de sensibilisation périphérique. La Iésion tissulaire provoque une
réponse inflammatoire, reflétée par le recrutement de cellules immunes (macrophages, mastocytes, neutrophiles,
lymphocytes T) et la libération de divers médiateurs (cytokines pro-inflammatoires, histamine, bradykinine,
prostaglandines...) qui, en se fixant sur leurs récepteurs respectifs, sont capables d’activer différentes voies de
signalisation intracellulaires (PKC, PKA, PI3K ou PLC-dépendantes) potentialisant I'activité et régulant I'expression a
la hausse des canaux ioniques membranaires (TRPV1, TRPV4, Nav1.3, Nav1.8) responsables de la sensibilisation des
fibres afférentes nociceptives. La sensibilité accrue des nocicepteurs induite par les médiateurs inflammatoires
conduit a des modifications du taux d’expression des récepteurs et des canaux ioniques dans les DRG.
L'augmentation de la densité des canaux sodiques et calciques voltage-dépendants, ainsi que les canaux HCN,
favorise le déclenchement des décharges ectopiques et le développement d’une hypersensibilité. Ceci est aussi
potentialisé par une régulation a la baisse des canaux potassiques, tels que les canaux de la sous-famille KCNQ et
TRESK. L'émergence de connexions sympathiques et I'augmentation de I'expression des récepteurs a-
adrénergiques dans les DRG contribuent davantage aux mécanismes de la sensibilisation périphérique. 5-HTR:
récepteur d’hydroxytryptamine (sérotonine); al/2R: récepteurs al et al-adrénergiques; ATP: adénosine
triphosphate; B2/B1: récepteurs des bradykinines; Cav1.2/ Cav2.2/ Cav3.2: canaux calciques voltage-dépendants;
DAMPs: motifs moléculaires associés aux dommages; DRG: ganglions des racines dorsales; EPR: récepteurs de
prostaglandine E2; H1R: récepteur d’histamine; HCN: canaux activés par I’hyperpolarisation et modulés par les
nucléotides cycliques; IL-1/6R: récepteurs des interleukines IL-1B et IL-6; IL: interleukines; Nav1.3/ Nay1.6/ Na,1.8:
canaux sodiques voltage-dépendants; NGF: facteur de croissance nerveuse; P2X3R: récepteurs purinergiques; PI3K:
phosphoinositide 3 kinase; PKA: protéine kinase A; PKC: protéine kinase C; PLC: phospholipase C; PRRs: récepteurs
de reconnaissance de motifs moléculaires associés aux dommages; TNFa: facteur tumoral de nécrose a; TrkA:
récepteur kinase A de la tropomyosine; TRPV1/TRPV4: récepteurs-canaux TRP (Transient Receptor Potential)
activés par des molécules de la famille des vanilloides. Adapté d’apres Bashaum et al., 2009; Cohen et Mao, 2014;
Finnerup et al., 2021. Réalisé avec BioRender®
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2.2.2. Lasensibilisation centrale et les cellules gliales

La sensibilisation périphérique des nocicepteurs conduit a une réactivité accrue des neurones
spinaux de la corne dorsale de la moélle épiniéere, entrainant ainsi une augmentation a long-
terme de l'efficacité synaptique excitatrice et une potentialisation des voies nociceptives
ascendantes projetant vers les structures supra-spinales. La sensibilisation centrale résulte
d’une activation anormale des cellules gliales conduisant a des changements des propriétés
intrinseéques des neurones nociceptifs de second ordre, reflétés notamment par une réduction

de la transmission inhibitrice et une potentialisation de la transmission synaptique excitatrice.

Les cellules gliales, notamment la microglie et les astrocytes, jouent un réle déterminant dans la
sensibilisation centrale. Au niveau spinal, diverses interactions neurogliales interviennent dans
le déclenchement et le maintien des douleurs neuropathiques en altérant la balance
excitation/inhibition (voir Fig.8 pour illustration schématique de I'implication des cellules gliales
dans les mécanismes de la sensibilisation centrale). L’atteinte nerveuse induit une activation
microgliale accrue dans la corne dorsale de la moélle épiniere, a proximité immédiate des
terminaisons centrales des fibres afférentes primaires. En condition neuropathique, les cellules
microgliales surexpriment des récepteurs purinergiques de type P2Xa [Tsuda et al., 2003;
Ulmann et al., 2008]. Le blocage pharmacologique de ces récepteurs permet de reverser
I'allodynie mécanique chez les rats neuropathiques, tandis que l'injection intrathécale des
cellules microgliales activées exprimant les récepteurs P2X4R est suffisante pour induire le
développement d’un phénotype allodynique chez des animaux naifs [Tsuda et al.,, 2003].
L’activation des récepteurs P,X4R par I’ATP active la voie de signalisation p38/MAPK-dépendante
ce qui conduit a la libération du facteur neurotrophique dérivé du cerveau (acronyme anglais:
BDNF pour Brain-Derived Neurotrophic Factor) [Trang et al., 2009]. Le BDNF en se fixant sur ses
récepteurs TrkB (récepteurs kinase B de la tropomyosine), exprimés par les neurones de
projection localisés dans la lamina | de la corne dorsale de la moélle épiniére, entraine la
diminution de I'expression du KCC2 (co-transporteur potassium-chlore, isoforme 2), ce qui par
conséquent méne a une perte d’efficacité des récepteurs GABAa [Coull et al., 2005]. Le canal
KCC2 est impliqué dans la régulation de I'homéostasie du chlore dont dépend I'activité
inhibitrice de GABA. En effet, en condition physiologique le co-transporteur KCC2 assure le
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transport des ions chloriques Cl™ et potassiques K* vers le milieu extracellulaire, permettant ainsi
de maintenir une faible concentration intracellulaire en ions Cl. L'activation des récepteurs
GABAa entraine alors un influx d’ions ClI" engendrant ainsi une hyperpolarisation neuronale
éloignant le potentiel membranaire du seuil du déclenchement d’un potentiel d’action [Kahle et
al., 2008]. En condition pathologique, la réduction de I'expression des canaux KCC2 conduit a
une inversion du gradient électrochimique du chlore de telle sorte que I'activation des
récepteurs GABA, induit la sortie des ions Cl- de la cellule, ce qui a comme effet de dépolariser
les neurones de projection et d’augmenter ainsi leur probabilité de décharge [Keller et al,
2007]. Ce phénomene est référé par le terme de «désinhibition», c’est-a-dire la mise en place
d’une excitation par inhibition des neurones a activité inhibitrice. La dépolarisation résultante
de cette désinhibition peut alors lever transitoirement le blocage par les ions Mg?* du pore du
canal des récepteurs NMDAR (récepteurs N-méthyl D-aspartate) et contribuer au mécanisme de
renforcement synaptique [Beggs et Salter, 2010]. Par ailleurs, il a été démontré que la lésion
d’un nerf périphérique déclenche la voie extrinseque de signalisation caspase 3-dépendante
entrainant la mort par apoptose des interneurones GABAergiques de la lamina Il, ce qui
contribue a la réduction de I'efficacité de la transmission inhibitrice spinale [Moore et al., 2002;
Scholz et al., 2005; Wu et al.,, 2012]. Les récepteurs purinergiques de type P2X7R semblent
également étre impliqués dans la physiopathologie de la douleur neuropathique. Il a
notamment été démontré dans différents modéles de douleur neuropathique que le blocage
pharmacologique des récepteurs P2X;R permet d’atténuer I'allodynie mécanique et
I’hypersensibilité thermique [Honore et al., 2006; Kobayashi et al., 2011; He et al., 2012]. De
plus, I'activation des P.X7R microgliaux par 'ATP favorise la synthése de novo et la sécrétion des
cytokines pro-inflammatoires, telles que I'lL-6 et le TNFa [Hide et al., 2000; Shigemoto-Mogami
et al., 2001], ainsi que la libération des chimiokines comme la CCL3 (chimiokine (C-C motif),
ligand 3) [Kataoka et al., 2009] et la CXCL2 (chimiokine (C-X-C motif), ligand 2) [Shiratori et al.,
2010] qui participent au développement de I'hypersensibilité douloureuse. Il a par exemple été
mis en évidence chez la souris que la section partielle du nerf sciatique induit I'augmentation du

taux d’expression de CCL3 dans la corne dorsale de la moélle épiniére et que la neutralisation de
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ces chimiokines prévient I’hypersensibilité associée a la douleur neuropathique [Kiguchi et al.,

2010].

La microglie activée, via la libération de différentes molécules pro-inflammatoires, joue
également un réle important dans I'induction de I'astrogliose. L’activation des astrocytes par le
TNFa déclenche la phosphorylation activatrice de différentes kinases, telles que la JNK (c-Jun N-
terminal Kinase) et ERK (acronyme anglais pour Extracellular signal-Regulated Kinase), résultant
en la libération au niveau spinal de [I'IL-1B et la chimiokine CCL2 (chimiokine (C-
C motif), ligand 2) [Gao et Ji, 2010]. LU'IL-1B participe grandement dans la modulation de
I’excitabilité neuronale. DU a la co-localisation des récepteurs IL-1R avec les canaux NMDAR
dans les neurones nociceptifs spinaux, il est supposé que I'lL-1B peut agir directement sur la
transmission synaptique excitatrice en induisant la phosphorylation de la sous-unité NR1 des
récepteurs NMDAR [Zhang et al., 2008], entrainant ainsi I'augmentation de la fréquence et de
I'amplitude des courants post-synaptiques excitateurs spontanés [Kawasaki et al., 2008]. Il a
notamment été mis en évidence chez des rats anesthésiés que I'administration intrathécale de
I'lL-1B entraine I'augmentation du taux de décharge des neurones WDR spinaux engendrant
ainsi une hyperalgésie mécanique [Reeve et al., 2000]. Outre le mécanisme direct présumé, I'IL-
1B en se fixant sur son récepteur exprimé dans la membrane astrocytaire est capable d’activer
la voie de signalisation PKC-dépendante conduisant a une réduction de |’expression des
transporteurs glutamatergiques GLT-1 (transporteur glial du glutamate, type 1) et GLAST
(transporteur glutamate/aspartate), résultant ainsi en I'abaissement de la recapture du
glutamate de la fente synaptique [Yan et al, 2014]. L'augmentation excessive de la
concentration extracellulaire de glutamate peut ainsi conduire au recrutement des récepteurs
NMDAR normalement non activés et potentialiser la transmission synaptique excitatrice. De
plus, des enregistrements électrophysiologiques ont mis en évidence que I'lL-1B entraine la
diminution de la fréquence et de I'amplitude des courants inhibiteurs médiés par les récepteurs-
canaux GABAa exprimés par les neurones nociceptifs de la lamina Il de la moélle épiniére,
indiquant une réduction de la transmission synaptique inhibitrice [Kawasaki et al., 2008]. Ainsi,
I'lL-1B contribue également au mécanisme de désinhibition renforcant davantage la

sensibilisation centrale. La chimiokine CCL2, via une interaction neurogliale, participe également
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a la modulation de la transmission de I'information nociceptive. La CCL2 en se fixant sur son
récepteur CCR2 exprimé par les neurones nociceptifs de la lamina Il active la voie de
signalisation ERK-dépendante, ce qui conduit a I"augmentation a la hausse de la sous-unité
GIuN2B des récepteurs NMDAR et a la potentialisation de la transmission synaptique excitatrice
au niveau spinal [Gao et al., 2009; Zhang et al., 2020b]. Il a été démontré que les souris
génétiquement modifiées surexprimant la CCL2 astrocytaire développent une hypersensibilité
mécanique [Menetski et al., 2007], tandis que les animaux KO pour le récepteur CCR2
présentent une diminution de I'allodynie mécanique apres ligation partielle du nerf sciatique
[Abbadie et al., 2003]. Par ailleurs, des enregistrements électrophysiologiques réalisés sur des
neurones spinaux en culture in vitro ont révélé que la CCL2, tout comme IL-1B, est aussi capable
d’inhiber la transmission GABAergique [Gosselin et al.,, 2005]. De plus, les astrocytes activés
synthétisent et libérent la D-sérine, co-agoniste endogene des récepteurs NMDAR [Mothet et
al., 2000]. En effet, les récepteurs NMDAR sont des hétéromeéres dont I'activation fonctionnelle
nécessite non seulement la liaison du glutamate (sur la sous-unité GIuN2) mais aussi d’un co-
agoniste comme la glycine ou la D-sérine (sur les sous-unités GIuN1 et GIuN3) [Paoletti, 2011]. Il
a été rapporté dans différents modeles de douleur neuropathique que I'atteinte nerveuse induit
la régulation a la hausse du taux d’expression de D-sérine ainsi que de son enzyme de synthése,
la sérine racémase, et que l'inhibition du métabolisme astrocytaire par I'administration de
fluoroacétate et la dégradation de D-sérine par I'enzyme D-amino acide oxydase (DAAO)
supprime le développement d’une allodynie mécanique [Lefevre et al.,, 2015; Moon et al.,

2015].

La douleur neuropathique engendre également une dérégulation des voies descendantes
inhibitrices. Une diminution de 35% du nombre de cellules sérotoninergiques de type «OFF»
(inhibitrices) dans la RVM du co6té ipsilatéral a la chirurgie a été rapportée chez des rats ayant
subi une ligature du nerf spinal [Leong et al., 2011]. Ceci impliquerait donc une augmentation de
I'activité fonctionnelle des cellules «ON» (excitatrices) de la RVM et par conséguent une
altération de la balance excitation/inhibition au niveau spinal. Il a par exemple été démontré
que la déplétion spinale ou supra-spinale en sérotonine induit une réversion de

I’hypersensibilité mécanique et thermique [Rahman et al., 2006; Wei et al., 2010], mettant ainsi
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en évidence un effet plutét facilitateur gu’inhibiteur du systeme sérotoninergique descendant
sur la transmission des informations nociceptives en condition pathologique. Cette action
potentialisatrice de la sérotonine s’exercerait via |'activation des récepteurs 5-HT3R, exprimés
par les interneurones spinaux et les terminaisons centrales des fibres afférentes primaires [Kia
et al., 1995; Conte et al, 2005], étant donné que leur blocage pharmacologique par
I’'administration intrathécale de I'antagoniste ondansétron résulte en une réduction a long-
terme de l'allodynie mécanique, tandis que leur activation par l'injection de l'agoniste m-
chlorophenylbiguanide (m-CPBG) exacerbe la réponse douloureuse [Oatway et al., 2004]. Les
mécanismes sous-tendant I'hyperalgésie médiée par les récepteurs 5-HT3R spinaux seraient
responsables de I'activation de multiples cascades de signalisation renfor¢ant les interactions
neurone-glie. Ainsi, I’activation des 5-HT3R spinaux entrainerait la libération de la chimiokine
fractalkine (CX3CL1: chimiokine (C-X3-C motif), ligand 1) qui, en se fixant sur son récepteur
CX3CR1 exprimé uniquement par les cellules microgliales [Verge et al., 2004], engendrait la
synthése de I'IL-18 qui a son tour en se liant a son récepteur IL18-R astrocytaire provoquerait la
libération de I'IL-1B qui en activant les récepteurs NMDAR par phosphorylation de la sous-unité
NR1 augmenterait la transmission glutamatergique, induisant ainsi la potentialisation de
I'efficacité synaptique excitatrice responsable du maintien de la douleur neuropathique [Guo et

al., 2014].

L'ensemble des ces résultats soulignent le réle crucial des interactions neurone-glie dans les
mécanismes de sensibilisation centrale conduisant a I'établissement et au maintien des

douleurs neuropathiques.
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Fig. 8 lllustration schématique de I'implication des cellules gliales dans les mécanismes de sensibilisation centrale
au niveau spinal. Suite a une lésion nerveuse, la transmission synaptique excitatrice est renforcée dans la corne
dorsale de la moélle épiniére due a une réduction de I'efficacité synaptique inhibitrice induite par I'altération de
I’'hnoméostasie chlorique, la perte d’interneurones inhibiteurs locaux et la diminution de I'inhibition descendante
monoaminergique. Les cellules gliales (microglie et astrocytes), activées par les médiateurs libérés a partir des
terminaisons centrales des fibres afférentes primaires, synthétisent de nombreuses chimiokines et cytokines pro-
inflammatoires qui contribuent a la sensibilisation des neurones nociceptifs de second ordre. L'ATP, en se fixant sur
ses récepteurs purinergiques P2X4R microgliaux, active la voie de signalisation p38/MAPK-dépendante conduisant a
la libération du BDNF qui, via I'activation du récepteur TrkB exprimé par les neurones de projection spinaux,
engendre 'expression a la baisse du co-transporteur KKC2 ce qui entraine I'inversion du gradient électrochimique
du chlore de telle sorte que I'activation des récepteurs GABAergiques induit un courant dépolarisant potentialisant
le recrutement des récepteurs NMDAR et 'augmentation de I'excitabilité neuronale. A travers une interaction
microglie-astrocytes, le TNFa est capable d’activer les astrocytes qui libérent I'lL-1B et la chimiokine CCL2 dans la
fente synaptique. L'IL-1B et la CCL2 induisent la phosphorylation des NMDAR post-synaptiques et potentialisent la
transmission synaptique excitatrice. L'IL-1B, en se fixant sur son récepteur IL-1R astrocytaire, est aussi capable de
réguler a la baisse I'expression des transporteurs glutamatergiques GLT-1 et GLAST, menant ainsi a une
augmentation de la concentration extracellulaire en glutamate ce qui conduit au recrutement des NMDAR
normalement non activés. Ceci est également potentialisé par la sécrétion astrocytaire de D-sérine, un co-agoniste
endogéne des NMDAR. Le TNFa, en déclenchant la voie de signalisation caspase 3-dépendante, induit la mort par
apoptose des interneurones inhibiteurs contribuant aussi a la réduction de la transmission GABAergique spinale.
L’atteinte nerveuse entraine une dérégulation de la voie sérotoninergique inhibitrice. La sérotonine, libérée par les
terminaisons des fibres descendantes dans la corne dorsale de la moélle épiniére, en se fixant sur ses récepteurs 5-
HTsR spinaux mene a la libération de la chimiokine fractalkine. Par une communication neurone-microglie-
astrocyte-neurone, la fractalkine provoque la production de I'lL-18 microgliale qui, en activant son récepteur IL-18R
astrocytaire, induit la sécrétion d’IL-1B renforgant la transmission synaptique excitatrice via le recrutement des
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NMDAR post-synaptiques. 5-HT3R: récepteur d’hydroxytryptamine (sérotonine), type 3; ATP: adénosine
triphosphate; BDNF: facteur neurotrophique dérivé du cerveau; CCL2: chimiokine (C-C-motif), ligand 2; CCL3:
chimiokine (C-C motif), ligand 3; CCR2: récepteur de chimiokine (C-C-motif), ligand 2; CX3CL1: chimiokine (C-X3-C
motif), ligand 1 = fractalkine; CX3CR1: récepteur de chimiokine (C-X3-C motif), ligand 1; CXCL2: chimiokine (C-X-C
motif), ligand 2; ERK: kinases régulées par un signal extracellulaire; GABA: acide y-aminobutyrique; GABAA:
récepteur GABA, type A; GLAST: transporteur glutamate/aspartate; GLT-1: transporteur glial du glutamate, type 1;
IL-18R: récepteur IL-18; IL-1R: récepteurs IL-1B; IL: interleukines; KCC2: co-transporteur potassium-chlore, isoforme
2; NMDAR: récepteur N-méthyl D-aspartate; P2XaR/ P2X7R: récepteurs purinergiques P2X; p38/MAPK: protéines
kinases p38 activées par des agents mitogenes; pJNK: c-Jun N-terminal kinase, phosphorylée; PKC: protéine kinase
C; TNFa: facteur tumoral de nécrose a; TNFR: récepteur de TNFa; TrkB: récepteur tropomyosine kinase B. Adapté
d’aprés Basbaum et al., 2009; Beggs et Salter, 2010; Ji et al., 2013; Guo et al., 2014. Réalisé avec BioRender®

3. Modélisation de la douleur neuropathique chez I’animal

L'étude des mécanismes sous-tendant I'apparition et le maintien des douleurs neuropathiques
nécessite 'utilisation de modeles animaux. DG au fait que la douleur neuropathique peut étre
d’étiologies variées (voir Section Douleur chronique/douleurs neuropathiques), de nombreux
modeles animaux, utilisant comme sujet expérimental principalement des rongeurs (rats et
souris), ont été développés dans le but d’approcher les conditions d’émergence et la
symptomatologie observées chez ’'Homme [pour une revue détaillée voir Colleoni et Sacerdote,
2010; Jaggi et al., 2011; Kumar et al., 2018]. Ainsi, il est possible de distinguer des modéles de
neuropathies induites par des lésions traumatiques du systéme nerveux périphérique et central,
ou encore résultantes d’une exposition a des agents chimio-thérapeutiques aux propriétés
anticancéreuses associés au développement d’une neurotoxicité des fibres nerveuses
périphériques (la vincristine, les dérivés du platine comme la cisplatine et I'oxaliplatine, les
dérivés des taxanes tels que le paclitaxel et le docétaxel). La modélisation de la douleur
neuropathique par lésions centrales chez I'animal peut impliquer la chute d’un poids calibré au
niveau thoraco-lombaire de la moélle épiniere, I'hémisection de la moélle épiniére sur le
segment thoracique ou encore I'administration intraspinale d’agents excitotoxiques [laggi et al.,
2011]. D’autres modeles ont également été congus pour mimer des pathologies présentant une
composante neuropathique ou inflammatoire, telles que le diabéte induit par 'administration
de streptozotocine conduisant a la destruction des cellules B pancréatiques régulant le taux
d’insuline et menant donc a une hyperglycémie neurotoxique, ou bien le modele de névralgie

post-herpétique consistant par exemple a injecter le virus HSV-1 (virus de I’herpés simplex de
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type 1) dans le tibia de |a patte arriere de I'animal. L’ensemble de ces modeéles se caractérise par
I'apparition et le maintien, sur une durée plus au moins longue, de manifestations
comportementales rappelant celles provoquées par les douleurs neuropathiques cliniques,
notamment 'allodynie mécanique et parfois I'hyperalgésie thermique. Les études précliniques
menées au cours de ces dernieéres années mettent en évidence qu’une grande partie des ces
modeles animaux s’averent aussi étre utiles pour étudier la comorbidité anxio-dépressive et les
troubles cognitifs qui accompagnent les douleurs neuropathiques [Leite-Almeida et al., 2015;
Kremer et al., 2021]. La majorité des ces études utilisent des modeles expérimentaux basés sur
une lésion nerveuse périphérique induite principalement par section ou compression partielle
du nerf sciatique [Yalcin et al., 2014a; Kremer et al., 2021], ciblé en raison de la taille importante
et la facilité d’acces et de manipulation qu’il présente [Colleoni et Sacerdote, 2010], mais aussi
db au fait gu’il innerve les membres postérieurs ce qui permet idéalement de tester la
sensibilité mécanique et thermique sur les pattes arriere de I'animal [Barrot, 2012]. Les

paragraphes qui suivent présenteront brievement quelques-uns de ces modeles (Fig.9).

3.1. Modeéle de constriction chronique du nerf sciatique
(CCI: Chronic Constriction Injury)
L'un des modéles le plus couramment utilisé est celui développé chez le rat en 1988 par Bennett
et Xie qui consiste a engendrer une constriction chronique en réalisant quatre ligatures laches
autour de la branche principale du nerf sciatique au niveau de la mi-cuisse de I'animal
anesthésié (Fig.9-1), de facon a mimer les symptémes d’une compression nerveuse chronique
observée dans les conditions clinigues de neuropathies post-traumatiques [Bennett et Xie,
1988]. La constriction du nerf conduit a I'apparition d’'un cedéme entrainant la perte axonale de
84%-99% des fibres myélinisées et de 62%-84% des fibres non myélinisées [Carlton et al., 1991].
La dénervation partielle permet ainsi de préserver les réponses comportementales aux stimuli
périphériques [Challa, 2015]. Ce modeéle a également été adapté chez la souris mais les données
de la littérature rapportent un nombre variable de ligatures, pouvant aller de 1 a 4 selon les
différentes études [Ma et Eisenach, 2003; Chia et al., 2016; Gopalsamy et al.,, 2017]. Par
conséquent, ceci conduit inévitablement a une variabilité dans la méthodologie utilisée.

Cependant, des travaux récents ont démontré que le nombre de ligatures ne semble pas
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influencer le développement des symptomes douloureux et qu’une seule ligature est suffisante
pour induire le phénotype neuropathique autant chez la souris [Gopalsamy et al., 2019] que
chez le rat [Medeiros et al., 2020]. Néanmoins, il est envisageable que le nombre et la force des
ligatures réalisées impactent différemment la proportion des fibres afférentes lésées,
engendrant ainsi une variabilité dans l'intensité de la sensibilité douloureuse d’un animal a
I'autre, ce qui pourrait compliquer I'analyse des résultats. De plus, il a été démontré que le type
de matériel de suture utilisé contribue également a la variabilité observée dans ce modele: les
souris ayant eu des ligatures en fil de soie présentent un phénotype neuropathique plus
prononcé que celles chez qui les ligatures ont été réalisées en utilisant un fil de suture en catgut
chromé [van der Wal et al., 2015]. Une autotomie, limitée principalement aux dommages au
niveau des griffes de la patte postérieure opérée, ainsi qu’une altération des performances
motrices ont également été rapportées dans ce modéle [Bennett et Xie, 1988; Medeiros et al.,
2020, 2021]. Les ligatures engendrent une réponse inflammatoire locale, rendant ainsi possible
d’étudier le role des différents médiateurs inflammatoires et celui des cellules gliales dans les
mécanismes sous-tendant le développement de la douleur neuropathique [Maves et al., 1993;
Okamoto et al.,, 2001]. Le modele CCl se caractérise par la mise en place d’une allodynie
mécanique et thermique au froid, ainsi qu’une hyperalgésie en réponse a des stimuli tactiles et
thermiques (chauds) appliqués sur la patte ipsilatérale a la lésion. Ces symptomes se
développent au cours de la premiére semaine, avec une réponse maximale observée pendant la
deuxiéme semaine, et disparaissent progressivement vers le deuxiéme mois post-opératoire
[Bennett et Xie, 1988; Dowdall et al., 2005; Gopalsamy et al., 2019]. Il est aussi possible
d’observer des manifestations comportementales évocatrices d’une douleur spontanée, telles
gu’un reflexe de protection et une augmentation considérable de grattage et de léchage de la
patte Iésée ainsi qu’une distribution pondérale anormale entre la patte blessée et la patte non
affectée [Bennett et Xie, 1988; Jaggi et al., 2011]. De plus, les données de la littérature [Leite-
Almeida et al., 2015; Kremer et al., 2021] mettent en évidence que le modéle CCl pourrait
également étre utilisé pour étudier les dimensions affective et cognitive de la douleur
neuropathique, aussi bien chez la souris [Medeiros et al., 2020] que chez le rat [Medeiros et al.,

2021].
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3.2. Modele de compression chronique du nerf sciatique
(SNC: Sciatic Nerve Cuffing)
Ce modele, aussi appelé modeéle de «Cuff», a été initialement développé et caractérisé chez le
rat [Mosconi et Kruger, 1996; Pitcher et al., 1999] et adapté ensuite chez la souris [Benbouzid et
al.,, 2008a; Yalcin et al., 2014b]. Il est similaire au modele CCl, sauf que la compression
unilatérale est exercée en plagant un manchon en polyéthyléne (tube polyéthyléne: 2mm de
long, PE-20 chez la souris et PE-60 ou PE-90 chez le rat) autour de la branche principale du nerf
sciatique (Fig.9-2), conduisant ainsi a une réaction inflammatoire, une dégénération importante
des fibres myélinisées et une réduction transitoire du nombre des fibres faiblement myélinisées
et non myélinisées [Mosconi et Kruger, 1996; Jaggi et al., 2011]. L'utilisation d’un manchon en
polyéthylene de taille standardisée permet de réaliser une compression plus facilement
reproductible d’un animal a I'autre, réduisant ainsi la variabilité interindividuelle [Mosconi et
Kruger, 1996; Benbouzid et al., 2008a; Yalcin et al., 2014b]. De plus, contrairement au modeéle
CCl, la compression du nerf sciatique semble ne pas induire un comportement d’autotomie dans
ce modele [Mosconi et Kruger, 1996] et I'activité locomotrice reste intacte [Benbouzid et al.,
2008a; Barthas et al.,, 2015; Sellmeijer et al., 2018]. La douleur neuropathique induite par le
modeéle Cuff est généralement caractérisée par la mise en évidence d’une hyperalgésie
thermique au chaud persistant pendant 3 semaines aprés l'intervention chirurgicale, ainsi
gu’une allodynie mécanique perdurant pendant 3 mois [Benbouzid et al., 2008a; Yalcin et al.,
2011]. Ces symptomes sont principalement observés du coté ipsilatéral a I'implantation du
manchon chez la souris [Benbouzid et al, 2008a], tandis qu’une bilatéralisation a été
initialement décrite chez le rat par Mosconi et Kruger [Mosconi et Kruger, 1996]. Il a été
démontré chez la souris que les conséquences affectives de la douleur neuropathique se
développent au cours du temps, avec I'apparition d’un phénotype anxieux vers la 4é™¢ semaine
post-opératoire et un comportement apparenté a la dépression observé entre la 6™ et la 8¢me
semaine post-opératoire [Yalcin et a/., 2011]. Les données de la littérature indiquent également
gue le modele Cuff est sensible a un traitement aigu par la gabapentine [Benbouzid et al.,
2008b], ainsi qu’a un traitement chronique par les antidépresseurs tricycliques nortriptyline et

amitriptyline [Benbouzid et al., 2008b; Benbouzid et al., 2008c] et les SNRIs tels que la
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venlafaxine et la réboxétine [Yalcin et al., 2009], reproduisant ainsi la sensibilité de la douleur
neuropathique aux traitements utilisés comme premiére intention en clinique. Ainsi, ce modele
s’avere étre approprié pour étudier les mécanismes d’action et les effets analgésiques et anti-
anxio-dépressifs de nouvelles stratégies thérapeutiques et pour définir leurs indications précises
en clinique. C'est notamment ce modele expérimental qui a été choisi pour la réalisation de ce
travail de thése, en collaboration avec Dr. Ipek Yalcin de I'Institut de Neurosciences Cellulaires
et Intégratives de Strasbourg (INCI-UPR 3212) dont la contribution a grandement apporté a ma

formation pour la mise en place du modele Cuff au sein de notre laboratoire.

3.3. Modeéle de ligature partielle du nerf sciatique
(PSNL: Partial Sciatic Nerve Ligation)
La procédure expérimentale mise en place chez le rat par Seltzer et colléegues implique a réaliser
une ligature unilatérale serrée d’une partie de la face dorsale du nerf sciatique (Fig.9-3), de
facon a léser prés d’un tiers a la moitié des fibres nerveuses [Seltzer et al., 1990]. Cette ligature
partielle est considérée a modéliser la douleur neuropathique résultante d’'une contusion plut6t
gu’une compression nerveuse [Challa, 2015]. Les rats opérés ne développent pas un
comportement d’autotomie et présentent des signes d’allodynie et d’hyperalgésie mécanique
et thermique dans les heures qui suivent I'intervention chirurgicale. Ces symptomes peuvent
apparaitre de maniére bilatérale et semblent persister pendant au moins 7 mois. Les animaux
démontrent également des signes de douleur spontanée, reflétés par un comportement de
protection et de toilettage excessif de la patte |ésée [Seltzer et al., 1990]. Contrairement a ce
qui est observé chez le rat, aucune bilatéralisation des signes douloureux du c6té controlatéral a
la lésion n’est décrite dans le modéle PSNL adapté chez la souris par Malmberg et Basbaum
[Malmberg et Basbaum, 1998]. Les auteurs rapportent aussi une résolution plus rapide de
I'allodynie thermique (au bout de 7 semaines), par rapport a I'allodynie mécanique qui perdure
au moins jusqu’a la 10°™e semaine post-opératoire. L'inconvénient principal de ce modéle réside
dans le niveau de reproductibilité, étant donné que la proportion de fibres nerveuses |ésées par
la ligature peut varier entre 30% et 50% [Seltzer et al., 1990]. Aussi, vu qu’une partie du nerf

reste intact, il est difficile d’étudier les changements induits dans les DRG qui contiennent donc
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les corps cellulaires des afférences primaires endommagées et non endommagées [Challa,

2015].

3.4. Modeéle du nerf épargné
(SNI: Spared Nerve Injury)
Le tronc commun du nerf sciatique se divise au niveau du genou en trois embranchements: le
nerf péronéal commun, le nerf tibial et le nerf sural [Schmalbruch, 1986; Eaton et al., 2013]. Le
modele SNI, développé initialement chez le rat par Decosterd et Woolf [Decosterd et Woolf,
2000] et adapté ensuite chez la souris [Shields et al., 2003; Cichon et al., 2018], permet de
mimer les symptomes d’'une dénervation partielle du membre postérieur en Iésant deux des
trois branches terminales du nerf sciatique et en laissant donc la troisieme intacte (Fig.9-4).
Pour se faire, les branches péronéale et tibiale sont étroitement ligaturées et puis sectionnées
du coté distal a la ligature en enlevant un fragment d’environ 2mm a 4mm de long afin d’éviter
la ré-innervation [Decosterd et Woolf, 2000]. Une attention particuliere doit étre portée pour
éviter tout étirement du nerf sural et de I'épargner ainsi de toute Iésion qui pourrait influencer
les réponses comportementales de I’'animal. L'un des inconvénients principal de ce modele est
gue le nerf sural innerve la peau sur un territoire restreint de la face latérale de la patte arriere
[Cichon et al., 2018], rendant ainsi techniquement difficile de réaliser des tests nociceptifs
(notamment l'application des filaments de von Frey), ce qui implique donc la nécessité
d’effectuer des mesures répétitives afin de confirmer I'exactitude des résultats obtenus. Les
animaux opérés ne présentent pas de comportement d’autotomie mais démontrent quelques
signes de douleur spontanée, a savoir le maintien de la patte lésée en position fléchie et la
distribution pondérale sur le membre non affecté [Decosterd et Woolf, 2000]. La lésion
nerveuse déclenche une réaction inflammatoire, permettant d’étudier I'implication des cellules
immunes et gliales dans la physiopathologie de la douleur neuropathique [Guida et al., 2020].
De plus, cette procédure chirurgicale permet d’éviter le contact direct entre les fibres Iésées et
les fibres non endommageées, ce qui rend possible la comparaison des différences de sensibilité
douloureuse entre le territoire cutané innervé par le nerf sural épargné et les zones dénervées,
mais aussi d’étudier les changements neurophysiologiques se mettant en place dans les

terminaisons nerveuses des fibres afférentes primaires intactes induits par la Iésion des fibres
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adjacentes [Jaggi et al.,, 2011]. Chez le rat, le modéle SNI induit le développement d’un
phénotype neuropathique, caractérisé par I'apparition d’'une allodynie mécanique et thermique
au froid, ainsi qu’une hyperalgésie thermique au chaud [Decosterd et Woolf, 2000; Erichsen et
Blackburn-Munro, 2002]. Ces symptOmes apparaissent en moins de 24h apres l'intervention
chirurgicale et perdurent pendant 6-7 mois. Les animaux opérés peuvent parfois présenter des
signes d’allodynie mécanique au niveau de la patte controlatérale a la lésion [Erichsen et
Blackburn-Munro, 2002]. Chez la souris, I'allodynie mécanique se met en place au 3% jour
post-opératoire et persiste pendant au moins 1 mois [Bourquin et al., 2006], mais les animaux
ne développement pas des signes d’hyperalgésie thermique au chaud [Shields et al., 2003]. |l
existe d’autres variantes du modele SNI utilisant différentes combinaisons de section nerveuse
[Lee et al., 2000; Bourquin et al., 2006]. Cependant, cela peut aboutir a une modification des
réponses comportementales observées dans le modeéle initial. Il a par exemple été démontré
chez la souris que le fait de garder le nerf tibial intact supprime le développement d’un
phénotype neuropathique, tandis que sa lésion permet d’induire une hypersensibilité
mécanique similaire a celle observée dans le modéle du nerf sural épargné [Bourquin et al.,
2006]. D’un autre c6té, il a été mis en évidence chez le rat que la section des nerfs tibial et sural
(branche péronéale épargnée) semble augmenter la sévérité de la douleur ressentie, en
comparaison au modele SNI initial [Lee et al., 2000]. La douleur neuropathique induite par le
modele SNI se caractérise également par le développement des comportements apparentés a
I'anxiété et la dépression [Leite-Almeida et al., 2015; Guida et al., 2020; Kremer et al., 2021].
Diverses études rapportent aussi I'émergence des déficits cognitifs, tels que des altérations de
la mémoire spatiale [Cardoso-Cruz et al., 2018] et de la mémoire de reconnaissance [Palazzo et
al., 2015; Mai et al., 2019]. Cependant, il semblerait que ces changements comportementaux
soient différemment affectés selon le c6té de la |ésion. En effet, il a été montré chez le rat que
la lésion induite sur le membre postérieur gauche permet d’induire un phénotype anxieux sans
affecter la composante cognitive, tandis que les rats ayant subi une lésion du c6té droit
présentent une réduction des performances cognitives mais sans démontrer des signes de type

anxieux [Leite-Almeida et al., 2012].
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3.5. Modele de ligature des nerfs spinaux
(SNL: Spinal Nerve Ligation)
Contrairement aux modeles décrits précédemment, dans lesquels la lIésion est induite au niveau
de la patte postérieure de I'animal, le modele SNL cible la partie des nerfs se trouvant a
proximité de la moélle épiniere, juste avant la naissance des racines dorsale et ventrale.
Développé par Kim et Chung en 1992, ce modele peut étre réalisé sous deux variantes: soit en
ligaturant étroitement de fagon ipsilatérale les nerfs spinaux lombaires L5 et L6 et laissant le
nerf spinal L4 intact (Fig.9-5), soit en ligaturant uniquement le nerf spinal L5 [Kim et Chung,
1992; LaBuda et Little, 2005]. De cette maniere, un DRG donné contient uniquement les corps
cellulaires des fibres afférentes lésées (L5 et/ou L6) ou les corps cellulaires des fibres afférentes
non endommagées (L4 et/ou L6) du nerf sciatique, permettant ainsi I'étude sélective des
mécanismes cellulaires et moléculaires survenant en réponse a une lésion nerveuse [Komori et
al., 2007]. Etant donné que le nombre de vertébres lombaires varie en fonction de I'espéce et
de la souche utilisée (rat: 6 vertebres lombaires; souris: entre 5-6 vertébres lombaires), le
niveau d’insertion des racines nerveuses, et donc des DRG qui en sont associés, varie [Rigaud et
al., 2008]. Ainsi, il faut prendre en considération que le modele SNL chez la souris doit consister
a ligaturer le nerf spinal L4 et laisser intact le nerf L3. La procédure chirurgicale est longue et
complexe et peut aboutir a des Iésions tissulaires importantes [Challa, 2015]. Bien qu’aucun
comportement d’autotomie ne soit décrit dans ce modele, la lésion touchant le nerf L4
(contenant une proportion importante de fibres motrices) induit un déficit moteur sévére
interférant avec la réalisation des tests comportementaux [Kim et Chung, 1992]. Les auteurs
rapportent aussi une déformation irréversible de la position de la patte opérée conduisant a un
probleme général de posture et de démarche. Les rats SNL développent une allodynie
mécanique perdurant au moins pendant 10 semaines, ainsi qu’une hyperalgésie thermique au
chaud observée pendant au moins 5 semaines apres l'opération [Kim et Chung, 1992]. Il
semblerait que le degré d’allodynie mécanique observée aprés la Iésion du nerf spinal L5 est
d’une intensité moindre que celle rapportée dans le modele SNL touchant les nerfs L5 et L6
[LaBuda et Little, 2005]. Une altération de la fonction cognitive (mémoire spatiale) a également

été rapportée 30 jours aprés l'intervention chirurgicale [Hu et al., 2010]. Chez la souris, les
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signes d’allodynie mécanique et d’hyperalgésie thermique perdurent au moins pendant 3 mois
et s’accompagnent du développement des troubles affectifs qui apparaissent a partir du 15°me

jour et se maintiennent jusqu’a la 8™ semaine post-opératoire [Suzuki et al., 2007].

Moélle épiniere
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Fig. 9 Représentation schématique des modeéles animaux de douleur neuropathique d’origine périphérique
fréquemment utilisés en recherche fondamentale. Les modéles expérimentaux présentés different en fonction du
type de lésion (ligature, section, compression, contusion) et du compartiment endommagé (le tronc commun du
nerf sciatique, les branches terminales, les nerfs spinaux), mais ils ciblent tous le systéme nerveux périphérique afin
d’induire des douleurs neuropathiques chez I'animal. (1) Modéle de constriction chronique: quatre ligatures laches
autour de la branche principale du nerf sciatique, (2) Modéle de compression chronique: implantation d’un
manchon en polyéthyléne autour du tronc commun du nerf sciatique, (3) Modele de ligature partielle: ligature
serrée d’un tiers a la moitié des fibres nerveuses constituant la branche principale du nerf sciatique, (4) Modeéle du
nerf épargné: ligature serrée et section des deux des trois branches terminales du nerf sciatique, principalement les
nerfs péronéal et tibial, en laissant la troisieme intacte (le nerf sural), (5) Modéle de ligature des nerfs spinaux:
ligatures serrées des nerfs spinaux lombaires L5 et L6 en laissant le L4 intact ou ligature serrée uniquement du nerf
spinal L5. Adapté d’apres Kremer et al., 2021. Réalisé avec BioRender®

Outre l'acquisition des connaissances sur la physiopathologie des douleurs neuropathiques,
I'intérét des modeles animaux réside dans la possibilité d’identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques et d’élaborer des traitements plus spécifiques qui pourront ensuite étre utilisés

en clinique.
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4. Traitement pharmacologique des douleurs neuropathiques

La douleur neuropathique est une pathologie multidimensionnelle qui reste difficile a traiter.

Outre les signes physiques, le traitement optimal doit prendre en considération I'étiologie de la

douleur ainsi que les facteurs psychosociaux pouvant influencer les résultats des interventions

thérapeutiques. La prise en charge du patient neuropathique nécessite un suivi régulier afin

d’évaluer I'efficacité du traitement prescrit et de réajuster la posologie en cas de nécessité. Le

suivi doit également servir aux praticiens a déterminer si le patient, en cas de résistance aux

traitements pharmacologiques proposés, doit étre orienté vers des structures de douleur

spécialisées. Les présentes recommandations s’appliquent aux traitements pharmacologiques

disponibles en France et sont principalement basées sur des études utilisant pour la plupart une

monothérapie [Moisset et al., 2020a].

Les traitements médicamenteux de premiére intention ayant démontré une efficacité

élevée dans les essais cliniques randomisés incluent les antidépresseurs et certaines
antiépileptiques [Finnerup et al, 2015]. Ces deux classes de molécules agissent
lentement et leurs effets thérapeutiques commencent a se mettre en place quelques
semaines apres le début du traitement [Dworkin et al., 2010]. Les antidépresseurs
tricycliques classiques (ex. imipramine, amitriptyline, clomipramine) ont une efficacité
démontrée dans le traitement des douleurs neuropathiques d’étiologie variée, telles que
la douleur chronique post-opératoire ou post-AVC, les névralgies post-herpétiques et les
polyneuropathies diabétiques [Finnerup et al., 2005; Attal et al., 2006]. Il a été montré
gue I'amitriptyline induit un effet analgésique similaire chez des patients neuropathiques
dépressifs et non dépressifs, ce qui suggere que son effet anti-nociceptif est
indépendant de son effet antidépresseur [Max et al., 1987]. Une recommandation de
haut niveau de preuve existe également pour l'utilisation des antidépresseurs SNRIs
dont font partie la duloxétine et venlafaxine [Finnerup et al.,, 2015; Moisset et al,,
2020a]. Ces molécules sont fréquemment utilisées dans le traitement de la dépression et
des troubles anxieux [Schatzberg, 2003; Montoya et al., 2016; Lyndon et al., 2019], mais

démontrent également une bonne efficacité pour la prise en charge de la
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polyneuropathie douloureuse du diabete [Raskin et al., 2005; Dworkin et al., 2007; Aiyer
et al., 2016]. Malgré les effets bénéfiques observés, les antidépresseurs induisent de
nombreux effets indésirables, tels que nausées, somnolence, perte d’appétit, fatigue,
constipation ou encore rétention urinaire [Dworkin et al., 2010; Moisset et al., 2020a].
Pour le traitement de la douleur, il est préconisé d’utiliser les antidépresseurs
tricycligues a une dose faible en raison des risques potentiels d’hypotension et de
toxicité cardiaque [Moisset et al., 2020a]. Ceci est aussi valable pour les SNRIs qui sont
associés a une augmentation de la pression artérielle et doivent étre utilisés avec
prudence chez les patients souffrants de maladies cardio-vasculaires [Dworkin et al.,
2010]. Les antiépileptiques, tels que la gabapentine et la prégabaline, ont une efficacité
démontrée dans les douleurs neuropathiques d’origine périphérique [Finnerup et al.,
2005; Dworkin et al., 2007] et dans une moindre mesure dans le soulagement des
douleurs d’origine centrale [Levendoglu et al., 2004; Vranken et al.,, 2008]. L’action
antalgique des composés gabapentinoides s’exerce via l'inhibition de I'activité des
canaux calciques voltage-dépendants pré-synaptiques conduisant a une diminution de la
libération des neurotransmetteurs excitateurs et par conséquent a une réduction de
I’hyperexcitabilité neuronale [Patel et Dickenson, 2016]. Les effets indésirables incluent:
nausées, vertiges, somnolence, fatigue, troubles visuels, cedémes périphériques et non
périphériques ainsi que le risque de prise de poids [Attal, 2019; Onakpoya et al., 2019;
Moisset et al., 2020a]. Une étude comparative monocentrique a mis en évidence que
I’efficacité thérapeutique de la prégabaline dans le soulagement de la douleur associée a
la neuropathie diabétique est comparable a celui observé pour ['amitriptyline,
démontrant ainsi que les antiépileptiques peuvent étre un traitement alternatif aux
antidépresseurs tricycliques [Bansal et al., 2009]. De plus, les patients traités avec de la
prégabaline ont rapporté moins d’effets secondaires que ceux ayant recu I'amitriptyline.
Néanmoins, les effets indésirables restent assez nombreux ce qui augmente le risque
d’arrét de traitement par la prégabaline [Onakpoya et al., 2019]. Il est préconisé de
réduire les doses chez les personnes agées et d’adapter la posologie en cas

d’insuffisance rénale selon la clairance de la créatinine [Dworkin et al., 2010].
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Les traitements utilisés en seconde intention comprennent les anesthésiques locaux,

tels que les emplatres de lidocaine 5% et les patchs de capsaicine 8% qui doivent étre
appliqués uniguement sur peau intacte (non lésée) [Moisset et al., 2020a]. Les agents
locaux sont recommandés pour les patients neuropathiques souffrant d’une allodynie
mécanique et lorsque la zone douloureuse n’est pas trop étendue [Dworkin et al., 2010;
Finnerup et al, 2015]. La lidocaine agit en bloquant les canaux sodiques voltage-
dépendants, atténuant ainsi les décharges ectopiques au site lésionnel, tandis que la
capsaicine entraine une désensibilisation réversible des récepteurs TRPV1 provoquant
ainsi I'inactivation des fibres nociceptives afférentes [Binder et Baron, 2016]. Les effets
secondaires rapportés sont minimes, consistant en des réactions cutanées transitoires se
manifestant principalement sous forme de rougeurs ou des démangeaisons [Attal,
2019]. Le tramadol, agoniste partiel et non sélectif des récepteurs aux opioides
présentant une activité inhibitrice sur la recapture de la noradrénaline et la sérotonine,
fait également partie des traitements de seconde intention [Attal, 2019]. Son efficacité
est principalement démontrée dans les douleurs neuropathiques périphériques
[Finnerup et al., 2015]. Qutre les effets secondaires qui sont similaires a ceux décrits
pour les traitements de premiére intention, le tramadol est susceptible d’interagir avec
d’autres médicaments (antidépresseurs) et augmenter ainsi le risque de syndrome

sérotoninergique [Dworkin et al., 2010].

Les traitements bénéficiant de faibles recommandations et donc a utiliser en derniéere

intention incluent les opioides forts et la toxine botulique de type A [Finnerup et al.,
2015]. Le traitement par la toxine botulique est réservé aux douleurs neuropathiques
périphériques localisées pour lesquelles I'administration se fait par voie sous-cutanée
dans la zone douloureuse [Attal et al., 2016; Attal, 2019]. Il semblerait que le taux de
succés du traitement par la toxine soit plus élevé chez les patients démontrant une
préservation de la sensibilité mécanique et thermique au niveau de la zone douloureuse
concernée [Attal et al., 2016]. Cette monothérapie est bien tolérée et sans effet
indésirable majeur: les sujets rapportant souvent une vive douleur au moment de

I'injection. Néanmoins, la toxine botulique ne permet pas d’atténuer les troubles de
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sommeil et d’anxiété associés a la douleur et de ce fait devrait étre proposée
principalement en tant qu’adjuvant aux traitements précédemment mentionnés [Attal et
al., 2016]. Les données des revues systématiques Cochrane démontrent une efficacité
faible ou non concluante de I'utilisation des opioides forts (ex. morphine, oxycodone,
méthadone) dans la prise en charge des douleurs neuropathiques [Gaskell et al., 2016;
Cooper et al., 2017; McNicol et al., 2017]. En raison des effets secondaires a long-terme
(modifications immunologiques, hypogonadisme) et le risque de développement d’une
dépendance physique, la prescription des opioides forts est recommandée en dernier
recours lorsque les traitements précédents n’ont pas été efficaces ou pas suffisants pour
soulager la douleur des patients [Dworkin et al., 2007; Finnerup et al., 2015]. Les effets
indésirables les plus courants incluent: nausées, constipation, somnolence,
vomissements et vertiges [McNicol et al., 2013]. Afin de limiter les évenements
indésirables, les doses administrées doivent étre faibles et adaptées selon le patient en
prenant en compte ses antécédents personnels et familiaux d’abus de drogues ou

d’alcool [Dworkin et al., 2010].

Les traitements pharmacologiques représentent un vaste domaine thérapeutique, mais la
majorité des patients neuropathiques n’obtiennent pas de soulagement satisfaisant avec les
traitements existants qui présentent parfois d’effets indésirables lourds [Finnerup et al., 2010].
Ceci souligne la nécessité de développer de nouvelles alternatives thérapeutiques. Sur le plan
non pharmacologique, de nombreuses techniques de neurostimulation invasives et non
invasives ont ainsi commencé a prendre une place importante dans la prise en charge des
douleurs chroniques. Un certain nombre de ces approches seront décrites dans la deuxieme

partie de cette introduction.
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PARTIE II — Neurostimulation et Douleur neuropathique

1. Rappels historiques sur I’électricité médicale

L’'idée de l'utilisation de I'électricité comme moyen thérapeutique (électrothérapie) trouve ses
racines vers 3000 av. JC en Mésopotamie avec la découverte de la capacité de 'ambre jaune a
attirer des corps légers aprés frottement [Dolhem, 2008]. Dans I'Antiquité, la capacité de
certains poissons (torpilles, poissons-chats, anguilles et gymnotes) a produire des décharges
électriques fut utilisée par les Grecs et les Romains pour le soulagement des maux de téte et des
douleurs dans les articulations. Au XVII™e siécle, le philosophe grec Thalés de Milet en étudiant
d’autres substances présentant la méme vertu que I'ambre nomma cette propriété attractive
«électricité», d'aprés le nom de I'ambre en grec: elektron. Ce fut au milieu du XVIII®Me siécle que
le premier condensateur électrique, appelé aussi la bouteille de Leyde, fut congu par Ewald
Georg von Kleis rendant ainsi possible de stocker I'énergie électrostatique. Cette découverte
marqua le début des recherches sur |'électricité médicale en France a la fin des années 1770,
notamment par les travaux de I'abbé Bertholon qui remporta le concours lyonnais consacré aux
relations entre électricité et santé, et de Jean-Paul Marat dont le mémoire sur I'électricité
médicale lui remporta le prix du concours de I’Académie royale des sciences de Rouen [Zanetti,
2018]. La fin du XVIII®me siécle fut marquée d’une part par les expériences de Luigi Galvani sur
I'existence de I’électricité animale, posant ainsi les bases de I'électrophysiologie moderne, et
d’autre part par la mise au point de la premiére pile électrique par Alessandro Volta de Palua
décrivant alors I'électricité bimétallique [Parent, 2004]. Pendant le XIX®™¢ siécle, le lien entre
I’électricité et le magnétisme fut établi grace aux travaux du physicien danois Hans Christian
@rsted et du chimiste britannique Michael Faraday qui aboutirent a la construction des premiers
générateurs de courant. Tous ces progrés ont permis a I'électricité médicale de connaitre un
essor considérable avec une premiere utilisation documentée chez I’'Homme par Giovanni Aldini
en 1801 qui réussit a soigner un patient atteint de mélancolie (Luigi Lanzarini, 27 ans) par
stimulation électrique transcranienne [Parent, 2004]. Les travaux d’Aldini ont grandement

contribué a I'émergence de différentes formes d’électrothérapies pendant le XX®™e, telle que

Page | 83



I’électro-convulsivothérapie (ECT) développée par les italiens Ugo Cerletti et Lucio Bini qui ont
utilisé I’électrochoc pour déclencher des crises d’épilepsie a des fins thérapeutiques chez des
patients psychotiques [Faedda et al., 2010]. Plus tard, I'électrostimulation fut aussi appliquée de
maniere transcutanée pour le soulagement des douleurs chroniques en se basant sur la théorie
du portillon décrite par Melzack et Wall en 1965. Cette théorie stipule que I'activation des
interneurones inhibiteurs localisés dans la substance gélatineuse des cornes postérieures de la
moélle épiniére, par des influx provenant des fibres afférentes de gros calibres de type AB (non
nociceptifs), peut conduire a I'inhibition de la transmission du message douloureux véhiculé par

les fibres nociceptives de type Ab et C [Wall et Sweet, 1967].

La partie qui suit présentera quelques-unes des méthodes d’électrostimulation, périphérique ou
centrale, pratiquées actuellement dans le traitement de la douleur chronique. Il est considéré
gu’en fonction des paramétres de stimulation, ces approches permettent soit d’inhiber soit
d’exciter I'activité de la zone ciblée, voire de moduler la dynamique du réseau neuronal dans
lequel elle est impliquée. Il est important de noter que les mécanismes d’action de ces
différentes techniques restent mal connus et des études cliniques et précliniques s’averent

nécessaires afin de conclure sur une efficacité absolue.

2. Techniques de stimulation invasives dans la prise en charge de la douleur
neuropathique

Les techniques de stimulation invasives nécessitent une intervention chirurgicale pour
I'implantation des électrodes dans les structures plus ou moins profondes du systéme nerveux
central (encéphale, moélle épiniére) ainsi que pour le positionnement sous-cutané du

stimulateur.

2.1. Lastimulation cérébrale profonde
(DBS: Deep Brain Stimulation)
La technique de stimulation cérébrale profonde (acronyme anglais: DBS pour Deep Brain
Stimulation) consiste en l'implantation permanente de fines électrodes, pouvant étre

positionnées unilatéralement ou bilatéralement, dans des structures ciblées du cerveau. Les
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électrodes sont reliées a un générateur d’'impulsions qui est placé de maniére sous-cutanée en
zone sous-claviculaire du patient (Fig.10-A). Les complications qui peuvent survenir sont le plus
souvent liées a I'intervention chirurgicale pouvant causer une infection et dans de rares cas une
hémorragie intracranienne, et a la défaillance du matériel par érosion du générateur électrique
qui nécessite donc un remplacement [Hardaway et al.,, 2018]. Un essai clinique via des
électrodes externes, réalisé préalablement a l'implantation permanente, pourrait aider a
identifier les patients chez qui la DBS n’est pas tolérée et permettre ainsi la sélection de ceux
qui sont susceptibles de mieux répondre au traitement par cette technique. Au cours des
années, diverses régions cérébrales ont été ciblées dans l'objectif de soulager la douleur
chronique d’étiologies différentes. Les premiéres études basées sur la théorie du portillon,
stipulant qu’un centre cérébral unique est responsable pour le ressenti douloureux, ont
principalement ciblé des structures impliquées dans la composante sensori-discriminative de la
douleur, telles que le thalamus sensoriel [Abreu et al., 2017; Abdallat et al., 2021], la région
grise périaqueducale/périventriculaire du mésencéphale (PAG/PVG) [Pereira et al., 2013] et la
capsule interne [Franzini et al., 2008]. Cependant, les progrés dans le domaine de I'imagerie
cérébrale ont permis de mettre en évidence que I'expérience douloureuse est en réalité capable
d’activer plusieurs régions du cerveau qui ne sont pas spécifiguement dédiées au traitement
sensoriel mais impliquées aussi dans divers processus incluant la mémoire, I'attention et les
émotions. Ainsi, la douleur activerait de nombreuses structures cérébrales qui sont
interconnectées et qui permettent la perception consciente et émotionnelle de la douleur. Ce
réseau a été désigné par le terme de «matrice douleur» [Melzack, 2001]. Des études plus
récentes ont été menées en ciblant des zones cérébrales qui sont plut6t liées a la composante
affectivo-émotionnelle de la douleur, telle que le cortex cingulaire antérieur [Russo et Sheth,
2015]). Il s"avere alors que le choix de la région ciblée dépend en partie de la composante
douloureuse que I'on souhaite moduler. Les paramétres de stimulation varient selon les études
et en fonction de la zone ciblée, mais ils sont généralement compris entre 10Hz et 40Hz de
fréguence avec une amplitude de 1V a 5V et ont comme principal but de rétablir I'activité
électrique anormale de la structure visée [Moisset et al.,, 2020b]. Il est aussi important de

prendre en considération le phénotype clinique du patient. En effet, si la DBS a montré plut6t
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des effets bénéfiques dans le soulagement des douleurs chroniques d’origine périphérique, les
douleurs d’origine centrale peuvent montrer une réponse partielle voir nulle [Bittar et al., 2005;
Rasche et al., 2006]. Il est supposé que la DBS, ciblant la région PAG/PVG dorsale, exerce son
action antalgique, au moins en partie, via une activation du systeme opioide endogene [Akil et

al., 1976; Pereira et al., 2013; Sims-Williams et al., 2017].

A Stimulation cérébrale profonde B  Stimulation du cortex moteur

électrode fine elecFrodgs
quadnpolawes—l

sonde {'
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générateur générateur
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Fig. 10 Les techniques invasives de stimulation cérébrale. (A) La stimulation cérébrale profonde consiste en une
implantation permanente d’une ou deux électrode(s) fine(s) positionnée(s) de maniére uni- ou bilatérale afin de
stimuler des zones réduites du cerveau. L'électrode est reliée a un stimulateur placé sous la peau au niveau des
clavicules au cours d’une intervention chirurgicale. (B) La stimulation du cortex moteur nécessite la réalisation
d’une petite craniotomie afin de positionner dans I'espace épidural une ou deux électrode(s) quadripolaire(s) qui
sont connectée(s) a un générateur d’'impulsions sous-cutané situé dans la région sous-claviculaire. Réalisé avec
BioRender®

2.2. Lastimulation du cortex moteur

(MCS: Motor Cortex Stimulation)
Afin de remédier a l'inefficacité de la DBS dans la prise en charge des douleurs chroniques
d’origine centrale, la stimulation du cortex moteur (acronyme anglais: MCS pour Motor Cortex
Stimulation) a été proposée comme un traitement alternatif. Elle consiste en I'implantation,
sous anesthésie générale, d’une ou plusieurs électrode(s) quadripolaire(s) dans I'espace
épidural du cortex moteur par une craniotomie fronto-pariétale (40x50mm) ou a travers un trou
de fraise réalisé sous anesthésie locale. Les électrodes sont connectées a un stimulateur

électrique situé en région sous-claviculaire (Fig.10-B). La majorité des complications qui peuvent
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étre observées sont similaires a celles décrites pour la DBS. Des crises épileptiques ou bien une
perte progressive de I'efficacité peuvent également étre observées mais ces problemes sont
généralement résolus par un réglage des paramétres de stimulation et un repositionnement
guidé par neuronavigation des électrodes [Fontaine et al., 2009]. Les paramétres de stimulation
son compris entre 5Hz et 130Hz de fréquence avec une amplitude située entre 0.5V et 10V, et
une largeur d’impulsion allant de 60us a 450us [Ostergard et al., 2014]. Les résultats d’une
méta-analyse comparant 12 essais cliniques, incluant au total 198 patients, indiquent un taux de
succes élevé de la MCS dans le cas de plexopathie post-radiculaire (65.1%) et la névralgie du
trijumeau (46.5%) [Mo et al., 2019]. Des effets plus mitigés ont été observés pour les douleurs
liées a un AVC et les douleurs fantbmes avec un taux de succes de 35.2% et 34.1%,
respectivement. Les douleurs consécutives a une avulsion du plexus brachial démontrent un
taux de réponse assez faible a la MCS d’environ 29.8%. Les mécanismes d’action sous-tendant
I'efficacité thérapeutique de la MCS restent peu connus mais il est supposé qu’elle exercerait
son effet anti-nociceptif en inhibant I’hyperactivité thalamique associée généralement a la
douleur chronique d’origine centrale. Cette action serait possible grace a I'activation des voies
inhibitrices descendantes allant du cortex moteur vers le thalamus. Cependant, une étude de
neuroimagerie humaine a pu démontrer une activation cérébrale encore plus étendue avec
notamment des changements hémodynamiques dans le cortex cingulaire antérieur et le cortex
préfrontal dorsolatéral (acronyme anglais: dIPFC pour dorsolateral PreFrontal Cortex) par la
MCS, et une activation plus tardive du cortex orbitofrontal, du putamen et du tronc cérébral en
post-stimulation [Peyron et al., 2007]. L'analyse de la connectivité fonctionnelle a révélé une
forte corrélation entre le cortex cingulaire antérieur et les structures du tronc cérébral, et plus
précisément la PAG, ce qui souligne l'importance du réle de ces voies descendantes
modulatrices dans 'atténuation de la douleur. Ces résultats suggerent que I'effet analgésique
de la MCS est sous-tendu par I'activation des régions impliquées dans la composante affectivo-
émotionnelle et cognitive de la douleur et que le systeme opioide endogéne pourrait jouer un
role dans cet effet. Des résultats similaires ont également été obtenus dans un modeéle animal
de douleur neuropathique ou l'effet anti-nociceptif induit par la MCS était associé a une

diminution de I'activité neuronale du thalamus et de la corne dorsale de la moélle épiniére, ainsi
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gu’a une augmentation de l'activité de la PAG, le cortex cingulaire antérieur et les noyaux

central et basolatéral de I'amygdale [Paganol et al., 2011].

2.3. Lastimulation médullaire (SCS: Spinal Cord Stimulation) et
La stimulation du ganglion rachidien dorsal

(DRGS: Dorsal Root Ganglion Stimulation)
La technique de stimulation médullaire (acronyme anglais: SCS pour Spinal Cord Stimulation)

nécessite I'implantation d’une ou plusieurs électrode(s) quadripolaire(s) dans I'espace épidural
en regard des cordons postérieurs de la moélle épiniére. Les électrodes sont connectées par
voie sous-cutanée a un générateur d’impulsions localisé au niveau du flanc ou I"'abdomen du
patient (Fig.11-A). Les complications le plus souvent rencontrées sont liées au matériel: un
dysfonctionnement du générateur ou une migration des électrodes implantées [Bendersky et
Yampolsky, 2014]. Des infections locales et des hématomes épiduraux peuvent survenir dans de
rares cas. Typiquement, le générateur émet en continu des impulsions électriques de 20Hz-
120Hz (stimulation tonique) qui sont ressenties par le patient sous forme de paresthésies non
douloureuses (souvent décrites comme des picotements), ce qui rend difficile la réalisation des
essais cliniques en double-aveugle [Cruccu et al., 2016]. Cependant, avec la proposition de
nouvelles modalités de stimulation au cours des dernieres années, cet inconvénient
méthodologique semble étre résolu. En effet, actuellement la SCS peut aussi étre délivrée sous
forme de salves d’impulsions (stimulation en bursts) ou d’impulsions électriques a haute
fréquence (>1000Hz): deux paradigmes qui diminuent la sensation de paresthésies chez les
patients [De Ridder et al., 2010; Kapural et al., 2015, respectivement] et semblent démontrer
une efficacité supérieure par rapport a la stimulation tonique conventionnelle [Schu et al., 2014;
Kapural et al., 2016]. La SCS dispose d’une autorisation par la FDA (acronyme anglais pour Food
and Drug Administration: Agence fédérale américaine des produits alimentaires et
médicamenteux) pour le traitement de la douleur neuropathique d’origine périphérique, par
exemple dans le cas de douleur post-opératoire localisée dans le dos et les jambes (acronyme

anglais: CBLP pour post-surgical Chronic Back and Leg Pain) [Kallewaard et al., 2021] ou le CRPS

Page | 88



[Kriek et al., 2017]. D’autres indications existent aussi pour neuropathie diabétique [Petersen et
al.,, 2021], névralgie post-herpétique [Huang et al., 2020], ischémie critique des membres
[Klinkova et al., 2020] et angine de poitrine réfractaire [Andrell et al., 2010]. Les mécanismes
d’action sous-tendant I'effet anti-nociceptif des différents paradigmes de SCS ne sont pas
complétement élucidés et les connaissances actuelles se basent principalement sur les données
issues de la thérapie conventionnelle. Un grand nombre de recherches soulignent I'implication
du neurotransmetteur GABA dans l'effet antalgique de la SCS [Linderoth et al., 1994; Stiller et
al., 1996; Cui et al., 1997; Guan et al., 2010; Janssen et al., 2012; Biurrun Manresa et al., 2015;
Croshy et al.,, 2015; Meuwissen et al., 2020a]. Il ressort de ces études que les impulsions
électriques générées par la SCS stimulent directement les terminaisons centrales des fibres
afférentes AB non nociceptives, qui de maniére rétro- ou antérograde participeraient a la
modulation de [linformation nociceptive arrivant a la moélle épiniere (Fig.11-B). Plus
précisément, le mécanisme rétrograde impliquerait I’'activation spinale d’interneurones
intrinseéques (majoritairement des cellules en ilots) libérant le GABA. La fixation de GABA sur ses
récepteurs inhiberait ensuite la transmission nociceptive ascendante. Cette action inhibitrice se
traduirait notamment par une diminution de la libération des neurotransmetteurs excitateurs,
tels que le glutamate et I'aspartate, par les fibres afférentes C ainsi que les neurones WDR
spinaux, empéchant ainsi le cheminement des messages douloureux par le tractus spino-
thalamique vers les centres supra-spinaux. Outre le mécanisme rétrograde, il est également
supposé que le bénéfice thérapeutique de la SCS résulte, au moins en partie, de I'activation
antérograde de la boucle spino-bulbo-spinale [Vasquez et Vanegas, 2000; Wang et Wessendorf,
2002; Maxwell et al., 2003; Song et al., 2009, 2013b, 2013a; Song et al., 2011; Tazawa et al.,
2015]. Les fibres afférentes AB stimulées projettent dans la PAG via le tractus spino-
mesencéphalique. Les axones des neurones de la PAG, en passant par la RVM, renvoient a leur
tour des projections vers les interneurones de la corne dorsale de la moélle épiniere par le
funicule dorsolatéral, participant ainsi a la modulation descendante de [I'information
nociceptive. Plus précisément, la SCS induirait une inhibition de I'activité GABAergique dans la
PAG permettant ainsi la libération des opioides endogéenes dans la RVM. Ceci aurait comme

effet d’activer les cellules «OFF» de la RVM en facilitant ainsi la transmission sérotoninergique
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vers la moélle épiniére. La sérotonine, en se fixant sur ses récepteurs 5-HT3R exprimés par les
interneurones inhibiteurs spinaux, induirait I'augmentation de GABA dans la fente synaptique.
L'effet inhibiteur de GABA s’exercerait alors via I'activation des récepteurs GABAg localisés sur
les afférences primaires nociceptives qui voient alors leur seuil de réponse nociceptive
augmenter. Il est également supposé que la noradrénaline provenant du locus cceruleus, au lieu
d’exercer une action inhibitrice en projetant directement sur la moélle épiniere, aurait plutét un
effet sur le systeme modulateur PAG-RVM facilitant ainsi la voie sérotoninergique inhibitrice
descendante. D’autres pistes de mécanismes d’action sous-tendant I'efficacité de la SCS dans
I'atténuation de la douleur chronique ont également été rapportées, incluant notamment les
endocannabinoides, I'acétylcholine, ou encore la modulation de I'expression des cytokines pro-
inflammatoires au niveau spinal [pour plus de détails voir la revue de Sun et al., 2021]. Les effets
supra-spinaux de la SCS explorés par des techniques d’imagerie fonctionnelle [Deogaonkar et
al., 2016; Meuwissen et al., 2020b] ont aussi montré que, analogiquement a la DBS et la MCS, la
SCS permettrait de contrebalancer I'expérience émotionnelle négative associée a la douleur en
diminuant la connectivité fonctionnelle entre les régions dédiées au traitement sensori-
discriminatif et celles impliquées dans les aspects cognitivo-émotionnels. En accord avec ces
observations, Robb et collégues ont démontré que I'effet anti-nociceptif induit par la SCS chez
des patients CBLP est accompagné d’une amélioration significative de la symptomatologie

anxio-dépressive [Robb et al., 2017].
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Fig. 11 La stimulation médullaire. (A) La stimulation médullaire consiste en Iimplantation chirurgicale
d’électrode(s) quadripolaire(s) dans I'espace épidural en regard de la moélle épiniere. L’électrode est reliée a un
stimulateur placé au niveau du flanc du patient. (B) lllustration schématique présentant les mécanismes d’action
présumés de la stimulation médullaire. L’activation rétrograde des fibres afférentes AB non nociceptives par la
stimulation médullaire entraine la libération de GABA par les interneurones inhibiteurs (INI) dans la fente
synaptique. L’augmentation de la concentration en GABA induit I'inhibition de I'activité des interneurones
excitateurs (INE) et des neurones a large gamme dynamique (WDR) conduisant ainsi a la diminution de la libération
des neurotransmetteurs excitateurs (glutamate et aspartate) et a I'atténuation de la transmission ascendante du
message nociceptif vers les centres supra-spinaux via le tractus spino-thalamique. La stimulation antérograde des
fibres AB quant a elle active le systeme inhibiteur descendant (ex. sérotonine, 5-HT) faisant intervenir la substance
grise périaqueducale (PAG) et la médulla rostro-ventrale (RVM). L'inhibition de I'activité de la PAG entraine
I'activation des cellules «OFF» de la RVM qui modulent a leur tour I'activité des interneurones inhibiteurs de la
corne dorsale de la moélle épiniere pour atténuer la réponse nociceptive. Adapté d’apres Sun et al., 2021. Réalisé
avec BioRender®
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Plus récemment, le champ d’application de la SCS s’est étendu pour inclure d’autres cibles
anatomiques, telles que les DRG (Fig.12-A). Les fibres afférentes nociceptives se caractérisent
par une morphologie pseudo-unipolaire en «T», c’est-a-dire qu’elles possedent un axone se
divisant en deux branches: une longue branche périphérique avec une terminaison nerveuse
libre au niveau des tissus cutanés, et une branche centrale plus courte projetant en direction de
la moélle épiniere (Fig.12-B). Leur corps cellulaire est localisé dans les DRG. Cette particularité
morphologique leur permet non seulement d’assurer une signalisation bidirectionnelle des
protéines synthétisées dans les DRG mais les rend également capables de transmettre et de
recevoir des informations d’origine a la fois périphérique et centrale. Les DRG fonctionnent
donc comme un carrefour au sein duquel s’exerce une modulation des influx nociceptifs avant
leur arrivée au niveau du systéme nerveux central. Etant donné que chaque ganglion spinal
correspond a un dermatome sensitif, 'avantage de la stimulation DRG par rapport a la SCS
conventionnelle est qu’elle permet de cibler de maniére plus spécifique la partie du corps a
I'origine de la douleur, permettant ainsi de traiter plus efficacement des patients souffrant
d’une douleur localisée. Une étude comparative randomisée, incluant 152 patients CRPS, a
notamment mis en évidence une efficacité thérapeutique supérieure de la stimulation DRG avec
un taux de succes de 81.2% contre 55.71% pour la SCS conventionnelle [Deer et al., 2017]. Les
mécanismes d’action de la stimulation des DRG sont actuellement méconnus, mais une étude
préclinique récente laisse supposer que l'analgésie induite par la stimulation DRG n’est pas

dépendante de la signalisation GABAergique locale [Franken et al., 2021].
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Fig. 12 La stimulation du ganglion rachidien dorsal. (A) La stimulation médullaire peut également étre appliquée
sur les ganglions des racines dorsales (DRG) permettant ainsi un ciblage plus spécifique des zones a I'origine de la
douleur telles que le genou, le pied ou encore la hanche. Une électrode tres fine est posée en percutanée entre
deux vertébres sur le ganglion rachidien situé a proximité immédiate de la moélle épiniere. L’électrode de
stimulation est connectée a un générateur d’impulsions permettant de réguler l'intensité de stimulation. (B)
Illustration schématique d’un neurone sensoriel pseudo-unipolaire du ganglion de la racine dorsale. La morphologie
particuliere des fibres afférentes primaires leur permet de détecter des informations en provenance de la
périphérie par des récepteurs spécialisés localisés au niveau de la peau et de les transmettre a travers la racine
dorsale vers la moélle épiniére. Réalisé avec BioRender®

De maniére générale, les techniques d’électrostimulation invasives sont proposées en dernier
recours par les praticiens de la douleur aux patients réfractaires aux traitements
pharmacologiques classiques et qui ne répondent pas ou insuffisamment a d’autres approches
moins invasives. Une identification précoce au moyen des questionnaires semble étre
importante afin de sélectionner des patients susceptibles de bénéficier de ces thérapies car une
prise en charge tardive aggrave le pronostic de la réussite. Les stimulations électriques
implantées sont des techniques utiles démontrant une efficacité plus ou moins importante dans
le traitement de la douleur chronique d’origine périphérique et centrale et apportent une
amélioration du score douloureux et de la qualité de vie des patients traités. Cependant, ces
techniques ne sont pas dépourvues de risques et peuvent mener a des infections et des
complications en relation avec I'intervention chirurgicale ou la fiabilité des différents dispositifs
implantés, ce qui peut favoriser la prise médicamenteuse. Les techniques de neurostimulation
invasives nécessitent I'implication d’'une équipe pluridisciplinaire et sont réalisées par des

spécialistes, tels que des anesthésistes, neurochirurgiens et radiologues. Ainsi, ces interventions
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sont principalement réservées a des structures de soins spécialisées au sein desquelles les
consultations et les hospitalisations présentent des colts considérablement élevés, ce qui

explique le fait qu’actuellement peu de patients en bénéficient.

3. Techniques de stimulation non invasives dans la prise en charge de la
douleur chronique

Les techniques de stimulation non invasives ne requierent pas d’intervention chirurgicale
permettant ainsi de réduire le risque opératoire. Les électrodes sont généralement placées sur
la peau en regard de la zone ciblée et les impulsions électriques sont également délivrées par un
générateur externe. Ainsi, les appareils d’électrostimulation non invasive présentent I'avantage
d’étre portables et sont destinés a une utilisation facile et rapide, que ce soit dans le centre

médical ou bien a domicile.

3.1. Laneurostimulation électrique transcutanée

(TENS: Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation)
La neurostimulation électrique transcutanée (acronyme anglais: TENS pour Transcranial

Electrical Nerve Stimulation) est une technique non invasive qui permet d’émettre des
impulsions électriques au moyen d’électrodes adhésives (généralement au nombre de 2 ou 4
électrodes carrées, 50x50mm chacune) reliées a un générateur portatif et placées a la surface
de la peau sur la zone douloureuse, ou a proximité le long du nerf qui I'innerve [Johnson et
Bjordal, 2011] (Fig.13-A). C'est une méthode facilement applicable, avec relativement peu de
contre-indications, le principal effet indésirable étant I’apparition d’irritations cutanées [Gibson
et al., 2017]. Les parametres de stimulation (intensité, fréquence, largeur d’impulsion) varient
considérablement selon les études, ce qui rend difficile I'évaluation de son efficacité
thérapeutique. Néanmoins, en fonction des parametres le plus souvent utilisés, deux modalités
de stimulation continue peuvent étre distinguées: la TENS conventionnelle (C-TENS) permettant
d’appliquer une stimulation a haute fréquence (100Hz) avec une faible intensité et courte durée
d’impulsion (50us-80us), et la TENS «Acupuncture-like» (AL-TENS) délivrant une stimulation de
basse fréquence (1Hz-4Hz) avec une forte intensité et une durée plus longue d’impulsion (~

200us) [lohnson et Bjordal, 2011; Moisset et al., 2020b]. Il est également possible de combiner
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ces deux modes de stimulation pour administrer un courant électrique discontinu avec des
trains d’impulsions a 100Hz appliqués 1 a 4 fois par seconde [Moisset et al., 2020b]. Il
semblerait que les mécanismes d’action de la TENS, basés sur le méme postulat
neurophysiologique que la SCS, dépendent de la modalité de stimulation. Ainsi, il est supposé
qgue la C-TENS permet l'inhibition du signal douloureux par l'intermédiaire des fibres AP
stimulées conduisant a un soulagement immédiat mais de courte durée, tandis que I’AL-TENS
indurerait plutot une action endorphinique par le recrutement des voies descendantes
inhibitrices menant a un effet analgésique tardif durant la stimulation mais qui perdure aussi
apres l'arrét de celle-ci [Sabino et al., 2008; Peng et al., 2019]. Outre ces mécanismes d’action, il
a été démontré chez la souris que la C-TENS induit une modulation de l'activité des cellules
gliales spinales impliquées dans les processus inflammatoires responsables de l'initiation et le
maintien a long-terme de la sensibilisation des neurones nociceptifs. Matsuo et collegues ont
mis en évidence que lorsque la stimulation par la C-TENS est appliquée a un délai précoce, c’est-
a-dire peu de temps apres la lésion nerveuse a l'origine de la douleur neuropathique, cela
permet d’empécher le développement d’une sensibilisation centrale [Matsuo et al., 2014]. lls
ont notamment montré que la C-TENS précoce induit une atténuation de I'activation et de la
prolifération microgliale, ainsi qu’une diminution du nombre et de la taille des cellules
astrocytaires dans la corne dorsale de la moélle épiniére. Ces changements ont également été
accompagnés par une régulation a la baisse de la voie de signalisation de la p38/MAPK
microgliale impliquée dans la synthese de nombreuses cytokines pro-inflammatoires, ainsi
gu’une faible expression des protéines PKCy et CREB phosphorylée (acronyme anglais pour
Cyclic adenosine monophosphate Response Element-Binding, protéine de liaison a I'élément de
réponse a |'adénosine monophosphate cycliqgue=AMPc) dans les couches | et Il de la corne
dorsale gauche ipsilatérale a la lésion. Il a également été démontré que I'effet inhibiteur de la
TENS sur I'activation gliale est supprimé par l'injection de naloxone (un antagoniste compétitif
des récepteurs aux opioides), laissant supposer que la stimulation précoce, en préservant et en
agissant sur les récepteurs opioides spinaux, empécherait la libération des neurotransmetteurs
excitateurs, bloquant ainsi les réponses inflammatoires et I'activation gliale dans la corne

dorsale de la moélle épiniére [Matsuo et al., 2014]. De nombreuses études cliniques ont évalué
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les effets potentiels de la TENS dans la prise en charge de la douleur chronique d’étiologies
différentes mais les résultats restent contrastés. Gibson et collaborateurs ont documenté les
évidences cliniques issues des revues systématiques Cochrane datant de 2018 étudiant
I'efficacité thérapeutique de la TENS chez des adultes souffrant de douleur chronique [Gibson et
al., 2019]. Apres I'application des criteres d’inclusion, ils ont analysé les données issues de 8
revues représentant 51 essais controlés randomisés et comptant 2895 participants. Malgré
I’existence des limitations méthodologiques a risque élevé de biais, les auteurs ont pu rapporter
un effet bénéfique de la TENS sur l'intensité de la douleur par rapport a la condition placebo
(pas de délivrance de courant) chez 207 participants de 5 essais cliniques. Cependant, bien que
la qualité des revues incluses dans l'analyse soit élevée, en raison des données limitées,
I'important risque de biais et la petite taille des échantillons, les auteurs ont jugé que le niveau
de preuve des études était faible et n’ont pas pu conclure avec certitude quant aux risques liés a
I"utilisation de la TENS chez les adultes pour le traitement de la douleur chronique, ni a un effet
bénéfique de la stimulation sur I'impression globale de changement de la qualité de vie des
patients ou leur utilisation des analgésiques. Une autre étude comparative réalisée par Kiling et
collégues a mis en évidence une efficacité supérieure de la TENS dans le soulagement de la
douleur chronique neuropathique d’origine périphérique par rapport a celle d’origine centrale
[Kiling et al., 2014]. lls ont appliqué la C-TENS chez 40 patients (20:20, sujets avec douleur
d’origine périphérique ou centrale, respectivement) qui ont recu au total 20 sessions de
stimulation, chacune d’une durée de 30min, pendant 4 semaines. Bien qu’une amélioration
significative des parametres évaluant l'intensité et la qualité de la douleur ait été démontrée
chez les deux groupes de patients, il a été rapporté que le groupe de sujets souffrant d’une
douleur neuropathique périphérique était plus sensible a l'effet de la C-TENS, reflétée
notamment par une réduction de 38% de l'intensité de la douleur en comparaison a 15% dans le
groupe des patients de douleur neuropathique centrale. De plus, les scores évaluant la qualité
de vie des sujets, notamment en ce qui concerne la capacité de la marche et la jouissance de la
vie, ont été nettement plus améliorés chez les personnes atteintes d’une douleur
neuropathique périphérique. Les résultats de cette étude suggerent que la thérapie par TENS

pourrait étre utilisée en pratique clinique comme traitement alternatif pour I'atténuation de la
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douleur neuropathique, avec un succeés de réussite plus élevé en cas de douleur d’origine
périphérique que centrale. Cependant, I'une des limitations de cette étude réside dans
I’absence d’un groupe contréle, ce qui rend difficile de conclure avec certitude d’une efficacité
thérapeutique de la C-TENS. Actuellement en France, la TENS présente une faible
recommandation, avec un niveau de preuve modéré, pour le traitement de la douleur

neuropathique périphérique [Moisset et al., 2020b].

A Neurostimulation électrique transcutanée B La stimulation magnétique transcranienne

champ
magnétique

bobine en
forme de "8"

. électrique
électrode geara

‘\‘ adhésive

boite

A0 O . b
\ zone cranienne

\ douloureuse

générateur
portatif

‘;.«o/o‘-‘.

Fig. 13 Les techniques de stimulation non invasives. (A) La neurostimulation électrique transcutanée consiste a
utiliser un courant électrique pour le soulagement de la douleur a I'aide de deux ou quatre électrodes adhésives
placées sur la peau a proximité de la zone douloureuse ou le long du nerf qui I'innerve. Les électrodes sont reliées a
un générateur portatif permettant au sujet d’ajuster les réglages de stimulation. (B) La stimulation magnétique
transcranienne est une technique indolore de stimulation cérébrale réalisée a I'aide d'une bobine
électromagnétique positionnée par voie externe sur le scalp du patient. Le champ magnétique généré par la bobine
induit un courant électrique dans le tissu cérébral situé sous la bobine. Réalisé avec BioRender®

3.2. Lastimulation magnétique transcranienne

(TMS: Transcranial Magnetic Stimulation)
Cette méthode est basée sur le principe de la loi de Faraday portant sur l'induction

électromagnétique selon laquelle la variation rapide du flux d’un champ magnétique engendre

un champ électrique secondaire dans un élément conducteur a proximité [Noohi et Amirsalari,
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2016]. La stimulation magnétique transcranienne (acronyme anglais: TMS pour
Transcranial Magnetic Stimulation) est une technique non invasive permettant la modulation de
I'activité neuronale d’une région cérébrale d’intérét au moyen d’une bobine électromagnétique
reliée a un générateur et positionnée sur le scalp du patient (Fig.13-B). Le courant électrique
délivré par le générateur circule le long de la bobine en créant un champ électromagnétique qui
est capable de traverser avec moindre atténuation le scalp et la boite cranienne et produire a
son tour un courant électrique modifiant de maniére transitoire I'activité d’un ensemble de
neurones corticaux situés sous la bobine [Noohi et Amirsalari, 2016]. La TMS peut étre
appliquée selon divers modes de stimulation: stimulation simple (single pulse) ou double (paired
pulse), en mode double site (dual-site), stimulation répétitive classique ou encore en mode
spécifique (patterned). En clinique, la TMS est généralement appliquée de maniére répétitive
(rTMS: Stimulation Magnétique Transcranienne répétitive) du fait que des stimulations répétées
a hautes fréquences, plutdét qu’une stimulation unique utilisée comme moyen d’exploration
fonctionnelle du systeme moteur, sont capables de produire un effet analgésique a long-terme
et présentent donc un réel potentiel thérapeutique [Khedr et al.,, 2005; André-Obadia et al,,
2006]. La stimulation est pratiquée en ambulatoire chez un patient immobile et éveillé, sans
nécessité d’une anesthésie générale. La rTMS est dépourvue d’effets indésirables graves. Le
risque principal, qui reste cependant tres rare, est I'induction d’une crise épileptique lors des
stimulations a hautes fréquences. Des cas rapportant de telles complications datent
principalement d’une période antérieure a la détermination des consignes de sécurité [Rossi et
al., 2021)]. L'effet de la rTMS dépend largement des paramétres de réglages: le type et
I'orientation de la bobine par rapport au scalp, 'intensité et la fréquence de stimulation, ou
encore l'identification de la région cible. L’étendue de la zone stimulée dépend principalement
du type de bobine utilisée. Actuellement, il existe plusieurs formes de bobine (Fig.14) qui
different considérablement dans leurs capacités d’induction d’'un champ électrique [Deng et al,,
2013]. Les bobines permettant d’induire une pénétration plus profonde du champ électrique
dans le tissu cérébral (comme les bobines doubles en forme de cloche) présentent
généralement une focalisation réduite, et vice-versa. La bobine la plus souvent utilisée en

clinique est celle en forme de «8» qui permet d’induire une stimulation focalisée sur une surface
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de quelques cm? a une profondeur de 2cm, tandis qu’une bobine simple de forme circulaire est
capable de stimuler plus en profondeur mais avec un champ électrique plus diffus [Deng et al.,

2013; Moisset et al., 2020b].

A C
bobine circulaire bobine double en bobine
simple forme de cloche figure-en-huit

Fig. 14 Les types de bobines les plus souvent utilisées pour la stimulation magnétique transcranienne. (A) La
bobine circulaire entraine une pénétration plus profonde du champ magnétique mais une stimulation peu
focalisée. (B) La bobine double en forme de cloche présente un pouvoir de pénétration plus élevé que la bobine
circulaire mais toujours une focalisation réduite. (C) La bobine figure-en-huit induit un champ magnétique plus
focal mais a une profondeur limitée. Images issues de Magstim®.

Le changement d’orientation de la bobine induit une modification de la direction du courant
électrique généré, ce qui est susceptible de changer le type de neurones stimulés et modifier
I'effet antalgique de la stimulation. Il a notamment été démontré que le changement
d’orientation de la bobine en position latéro-médiale était incapable d’induire un meilleur effet
analgésique par rapport a l'‘orientation postéro-antérieure classiqguement utilisée dans les
protocoles de rTMS [André-Obadia et al., 2008]. Lintensité de la stimulation est réglée en
fonction du seuil moteur de chaque patient correspondant a I’énergie minimale nécessaire pour
induire un potentiel évoqué moteur (acronyme anglais: MEP pour Motor Evooked Potentials).
Généralement, la rTMS utilise des intensités se situant entre 80%-90% du seuil moteur [Moisset
et al., 2020b]. Il est considéré que des stimulations a basses fréquences (< 1Hz) entrainent une
inhibition de I'excitabilité corticale, tandis que l'utilisation des stimulations magnétiques a
hautes fréquences (25Hz) aurait plutot I'effet inverse, a savoir une facilitation sur I'activité
corticale. La majorité des études portant sur 'efficacité de la rTMS dans le cadre de la douleur
chronique ont été réalisées sur le cortex moteur primaire [Mhalla et al., 2011; Jin et al., 2015;

Pei et al., 2019; Quesada et al., 2020; Kumar et al., 2021; Mori et al., 2022]. Le ciblage d’autres
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structures cérébrales a également été réalisé, notamment sur le dIPFC qui est le plus souvent
repéré de facon empirique en se positionnant a 5cm avant le cortex moteur [Sampson et al.,
2011; Tanwar et al., 2020], ou encore sur le cortex cingulaire antérieur et le cortex insulaire
postérieur [Galhardoni et al., 2019; Dongyang et al., 2021]. Le ciblage des structures profondes
est optimisé par l'utilisation des systemes de neuronavigation, ce qui permet d’augmenter la
fiabilité de la stimulation [Ahdab et a/., 2010]. En raison du nombre limité d’études, la petite
taille des échantillons et I'hétérogénéité des parametres et des sites de stimulation, il est a
présent difficile de conclure avec certitude sur une efficacité de ciblage de ces structures
alternatives au cortex moteur primaire dans le traitement de la douleur chronique.
Actuellement, une recommandation européenne de grade A, fondée sur un niveau de preuves
scientifiques suffisant, existe pour la stimulation du cortex moteur primaire controlatéral a la
douleur par la rTMS a haute fréquence dans le cadre du traitement de la douleur neuropathique
chronique, ainsi qu’une recommandation de grade B (présomption scientifique avec un niveau
de preuve modéré) pour I'amélioration de la qualité de vie et le soulagement de la douleur des
patients atteints d’'une fibromyalgie en ciblant le cortex moteur primaire et le dIPFC gauche,
respectivement [Lefaucheur et al., 2020]. Il est supposé que les mécanismes d’action de la rTMS
sont similaires a ceux décrits pour la MCS, en raison du ciblage du cortex moteur dans les deux
techniques. Les études cliniques d’imagerie fonctionnelle mettent en évidence que I'effet de la
rTMS n’est pas uniquement limité a l'activation des interneurones locaux, mais interfére
également avec l'activité cérébrale des régions distantes étant interconnectées a la zone
stimulée et faisant partie d’un réseau plus vaste impliqué dans la perception et la modulation de
I’expérience douloureuse [Ohn et al., 2012; Martin et al., 2013; Dowdle et al., 2018]. Ciampi De
Andrade et colléegues ont démontré que I'effet analgésique de la rTMS sur le cortex moteur
primaire est bloqué par l'injection intraveineuse de naloxone, tandis qu’aucun changement de
I'effet anti-nociceptif n’est observé concernant la stimulation du dIPFC, suggérant ainsi
I'implication des mécanismes autres que la modulation des systémes opioides endogenes dans
le soulagement de la douleur induit par la rTMS sur le dIPFC [de Andrade et al., 2011]. Le méme
groupe de chercheurs a également montré que I'administration de kétamine (antagoniste des

récepteurs glutamatergiques de type NMDAR) est capable d’induire une réduction de |'effet
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analgésique de la rTMS ciblant le cortex moteur primaire, le cortex prémoteur et le dIPFC,
suggérant ainsi que des phénomeénes de plasticité synaptique, tels que la potentialisation ou la
dépression a long-terme (acronyme anglais: LTP pour Long-Term Potentiation et LTD pour Long-
Term Depression, respectivement), dépendants des récepteurs au glutamate NMDAR, puissent
étre responsables de I'effet anti-nociceptif prolongé de la rTMS [Ciampi de Andrade et al,

2014].

Les évidences cliniques encourageantes observées pour la TMS ont grandement contribué au
développement d’une alternative relativement nouvelle dans le traitement des douleurs
chroniques réfractaires qui est la stimulation transcranienne par courant continu (acronyme

anglais: tDCS pour transcranial Direct Current Stimulation).

4. La stimulation transcranienne par courant continu

(tDCS: transcranial Direct Current Stimulation)
La stimulation transcranienne par courant continu (tDCS) est une approche de stimulation

cérébrale consistant a délivrer un courant électrique continu de faible intensité a I'aide des
électrodes positionnées sur le cuir chevelu du patient dans le but de moduler I'excitabilité des
circuits neuronaux. C'est une technique indolore, facile a mettre en ceuvre et moins colteuse
gue la TMS. Les dispositifs actuels sont portables ce qui permet aux patients de recevoir cette
thérapie a domicile [Pérez-Borrego et al., 2014]. L'optimisation des protocoles de stimulation
procure a la tDCS la possibilité d’effectuer une condition placebo fiable afin d’évaluer la
spécificité des effets observés, renforcant ainsi son potentiel thérapeutique [Dissanayaka et al,,

2018; Neri et al., 2020].
4.1. Normes de sécurité d’utilisation de la tDCS

Cette méthode de neurostimulation présente un niveau de sécurité élevé dans les conditions
préconisées d’utilisation chez 'Homme, incluant notamment des protocoles appliquant des
intensités inférieures a 4mA (le plus souvent de 1mA-2mA en clinique), une durée de
stimulation pouvant aller jusqu’a 40-60min par jour et utilisant une taille des électrodes

comprises entre 16cm? et 35cm? permettant de délivrer une densité de charge allant de 171
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Coulombs/m?2 a 480 C/m? [Liebetanz et al., 2009; Antal et al., 2017; Nitsche et Bikson, 2017]. Les
effets secondaires mineurs le plus souvent rapportés sont limités aux sensations désagréables
de picotements ou de démangeaisons au niveau du cuir chevelu sous les électrodes au début et
a la fin de stimulation, ainsi que des maux de téte, de la somnolence et de la fatigue apres la
stimulation. Les sensations cutanées désagréables peuvent étre réduites en augmentant et en
réduisant progressivement le débit du courant au début et a la fin de stimulation,
respectivement. Ainsi, les protocoles de stimulation tDCS incluent souvent des périodes dites de
«ramp-up/ramp-down» (alternativement appelées des périodes de «fade-in/fade-out») qui
durent généralement entre 10s et 30s chacune [Nitsche et al., 2008; Bikson et al., 2016].
D’autres évenements modérés observables en pratique clinique incluent de rares cas de petites
brilures cutanées en raison d’un contact sous-optimal entre I'électrode et la peau. Des sessions
consécutives de stimulation, indépendamment de la polarité, semblent ne pas aggraver
I'incidence d’événements indésirables, en comparaison a une stimulation unique [Antal et al.,,
2017; Kortteenniemi et al., 2017; Zappasodi et al., 2018]. Une preuve supplémentaire de la
sécurité d’utilisation de la tDCS en clinique est fournie par les travaux de Nitsche et collegues
qui ont démontré que la neurostimulation par tDCS n’induit pas d’altérations de la barriere
hémato-encéphalique [Nitsche et al, 2004] et ne résulte pas en une augmentation des
concentrations sériques de |'énolase neurospécifique, un marqueur tumoral utilisé pour
I’évaluation pronostique, mettant ainsi en évidence I'absence de dommages cérébraux pendant

ou apres la stimulation [Nitsche et al., 2003a].

L'utilisation de la tDCS chez I'animal présente un fort regain d’intérét suite aux effets bénéfiques
observés en pratique clinique. Actuellement, peu d’études ont été réalisées concernant les
limites de sécurité associées a cette technique de neuromodulation chez le rongeur. Liebetanz
et collégues, en appliquant un courant continu d’intensités croissantes (1nA —1000pA) sur le
cortex frontal droit de rat a I'aide d’une électrode épicranienne (surface de contact: 3.5mm?),
ont pu démontrer que les premiers signes de dommage tissulaire apparaissent aprés une
stimulation cathodique délivrée a une intensité de 500uA pendant une durée de 10min (densité
de charge: 85 714 C/m?; densité de courant: 143 A/m?) [Liebetanz et al., 2009]. Aprés un

examen histopathologique évaluant les modifications morphologiques du tissu cérébral
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(coloration a I’hématoxyline et a I'éosine), les auteurs ont estimé que le seuil de densité de
charge de la tDCS cathodique permettant d’éviter I'apparition des lésions cérébrales est de 52
400 C/m?. De plus, étant donné que la tDCS est généralement utilisée de maniére répétitive en
clinique afin d’induire des effets durables dans le temps, Liebetanz et collegues ont également
montré que des stimulations sur 5 jours consécutifs avec des densités de charge inférieures au
seuil estimé ne présentent pas de risque de dommages cumulatifs [Liebetanz et al., 2009]. Une
autre étude a aussi examiné les dangers potentiels de la stimulation cathodique chez le rat
[Zhang et al., 2019]. Dans cette étude, I'électrode de stimulation a été appliquée sur le cortex
moteur (surface de contact: 3.5mm?) et les animaux ont recu un total de 10 sessions avec une
intensité fixée a 500uA et une durée de 15min par jour, résultant ainsi a une densité de charge
de 128 571 C/m?, ce qui est nettement supérieur au seuil de sécurité déterminé par Liebetanz et
collégues. La densité de courant atteignant le cerveau a été calculée a partir d'un modéle
computationnel et a été estimée a 20 A/m?, ce qui est inférieure a celle rapportée dans I'étude
précédente (143 A/m?). L’analyse par I'imagerie thermique n’a révélé aucune augmentation de
la température cérébrale pouvant causer des Iésions sous I'électrode de stimulation. De plus, les
examens histologiques n’ont détecté aucun changement morphologique au niveau des
différents tissus analysés (cerveau, cceur, poumons, foie, rein et rate). Les analyses
hématologiques n’ont révélé aucune modification du nombre des globules blancs et des
plaguettes, du pourcentage des leucocytes et des granulocytes, et de la concentration
d’hémoglobine. Les analyses des marqueurs biochimiques n’ont démontré aucun effet néfaste
de la tDCS cathodique sur les fonctions hépatique et rénale, ainsi qu’aucun changement au
niveau d’expression des différents neurotransmetteurs excitateurs (glutamate et aspartate) et
inhibiteurs (GABA, glycine et alanine) [Zhang et al.,, 2019]. Ces résultats indiquent que
Iutilisation de la stimulation cathodique de maniere répétitive avec une intensité de 500pA ne
présente aucun danger chez le rat, ce qui est incohérent avec les observations de Liebetanz et
collegues. Ceci peut étre di d’une part a la différence de la zone stimulée (cortex frontal vs
cortex moteur) et d’autre part a la différence de la taille de I'électrode de référence utilisée
(10cm? vs 7cm?). Ainsi, les normes de sécurité pour l'utilisation de la tDCS cathodique chez le rat

restent controversées et d’autres études supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer
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les parametres de stimulation optimaux permettant de préserver I'intégrité morphologique
cérébrale. Concernant la tDCS anodique, il est préconisé d’utiliser des densités de courant plus
faibles que celles rapportées pour la polarité cathodique. En effet, Jackson et collegues ont
estimé que la densité de courant maximale qui peut étre appliquée chez le rat sans que cela
induise des signes de dommage tissulaire est de 12 A/m?, ce qui correspond a une intensité de
300pA pendant 60min en utilisant une taille d’électrode de stimulation de 25mm? [Jackson et
al., 2017]. lls ont montré que les premiers signes de lésions cérébrales apparaissent a partir

d’une densité de courant de 20 A/m?, avec une intensité fixée a 500pA.

Chez la souris, il a été démontré qu’une session unique de tDCS (anodique ou cathodique,
15min a 500pA, surface de contact: 2.27mm?, densité de courant: 220 A/m?) ne présente pas de
risque d’induction de lésions cérébrales lorsque la densité de charge est inférieure a 198 000
C/m? [Pikhovych et al., 2016a]. Cependant, lorsque la méme densité de charge est appliquée de
maniere répétitive (10 sessions), la tDCS induit une perte neuronale localisée sous I'électrode
épicranienne [Pikhovych et al., 2016b]. Il a été montré que cette perte neuronale est associée a
une réaction inflammatoire aigué, reflétée par une augmentation de I'expression du marqueur
de la microglie activée Ibal (acronyme anglais pour lonized calcium Binding Adaptor molecule 1,
molécule adaptatrice de liaison au Calcium ionisé). Des expériences supplémentaires réalisées
avec une densité de charge de 99 000C/m? ont mis en évidence une absence de dommage
tissulaire et une réversion du profil inflammatoire suite a la tDCS répétitive [Pikhovych et al.,
2016b]. Ainsi, il semble que chez la souris le seuil d’induction des |ésions cérébrales est plus

faible pour la tDCS répétitive en comparaison a une session unique.

Globalement, ces résultats démontrent que les normes de sécurité different selon les especes,
probablement en grande partie en raison d’une différence anatomique influencant la
conductivité cérébrale mais aussi d’une différence dans la méthodologie utilisée (région
stimulée, taille et positionnement des électrodes, type de montage, parametres de stimulation).
Néanmoins, la densité de charge appliquée chez I'animal est nettement plus importante de celle
utilisée actuellement dans les études cliniques. Etant donné que les études animales portant sur

la sécurité d’utilisation de la tDCS sont principalement basées sur des analyses morphologiques
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et incluent rarement des investigations sur les changements comportementaux a long-terme,

ces données ne peuvent pas directement étre transférées a la pratique clinique.

4.2. Variantes de la tDCS conventionnelle

Une autre version de cette technique conventionnelle est la tDCS a haute définition (acronyme
anglais: HD-tDCS pour High-Definition transcranial Direct Current Stimulation) qui, basée sur
des approches computationnelles [Dmochowski et al., 2011; Sharma et Chowdhury, 2019], a été
techniquement améliorée afin de permettre une focalisation plus précise et un effet plus
soutenu dans le temps [Kuo et al., 2013]. Ceci est notamment rendu possible par I'utilisation
d’un réseau de 5 petites électrodes en gel (1 électrode active entourée de 4 électrodes de
référence, connue comme la configuration 4x1) placées sur le cuir chevelu selon une
configuration prédéterminée visant a stimuler la région d’intérét [Villamar et al., 2013] (Fig.15).
Le positionnement des électrodes s’effectue selon le systeme de placement international 10/20
standard qui permet de fixer la place de chacune des électrodes par rapport a des repéres
anatomiques et qui est également utilisé en clinique pour la TMS afin de déterminer le
positionnement de la bobine [Herwig et al., 2003]. Comparée a la tDCS conventionnelle qui
utilise 2 larges électrodes, la configuration 4x1 permet de circonscrire la zone de stimulation et
d’induire ainsi une amélioration de 80% de la résolution spatiale et de 98% de l'intensité de
stimulation au niveau des cibles corticales [Dmochowski et al., 2011]. Malgré ces améliorations
techniques, les évidences des essais cliniques portant sur le bénéfice thérapeutique de la HD-
tDCS dans le traitement des syndromes douloureux ne sont pas toujours concluantes. Une
étude évaluant I'effet de la HD-tDCS sur le cortex préfrontal médian chez des patients souffrant
d’une douleur chronigue au niveau du dos n’a montré aucune modification de la durée et de
I'intensité de la douleur ainsi qu’aucun effet sur les parametres psychologiques (évaluation de
I'expérience douloureuse, symptomatologie anxio-dépressive) et psychophysiques (seuil
nociceptif a la pression, intensité de la douleur) évalués [\MicPhee et Graven-Nielsen, 2021]. Une
autre étude récente ciblant simultanément le dIPFC et le cortex moteur primaire a également
échoué a démontrer un effet bénéfique de la HD-tDCS sur I’hyperalgésie ainsi que l'intensité de

la douleur expérimentale [Kold et Graven-Nielsen, 2022]. Cependant, Castillo-Saavedra et
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collégues, qui ont évalué le nombre de sessions nécessaires pour obtenir une réponse
cliniquement significative de la HD-tDCS, ont rapporté une réduction de 50% de la douleur chez
la moitié des patients atteints d’une fibromyalgie lorsqu’ils ont été stimulés sur le cortex moteur
primaire pendant 15 sessions, chacune d’une durée de 20min et avec une intensité de courant
fixée a 2mA [Castillo-Saavedra et al., 2016]. De plus, un effet cumulatif de la HD-tDCS a été
observé aussi bien chez les sujets répondeurs au traitement que les non répondeurs, indiqué
notamment par une diminution significative de I'intensité de la douleur et 'amélioration de la
qualité de vie. Les résultats contradictoires de la littérature mettent en évidence la nécessité de
standardisation des protocoles et de détermination des parameétres de stimulation optimaux
afin de pouvoir conclure sur l'efficacité d’utilisation de la HD-tDCS dans le traitement des
douleurs chroniques.

Ciblage du cortex moteur primaire pour une stimulation HD-tDCS en configuration 4x1
selon le systéme international 10/20 EGG

A B Cz
(cathode)

C3 (anode active)

© @ ® @ S . P3 (cathode)
@@Oa@@QOO

PRopmereea”
&‘@‘@‘“
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Fig. 15 La HD-tDCS. (A) Systéme international 10/20 d’EGG utilisé pour le placement des électrodes.
L’'emplacement C3 (cercle rouge) précise la localisation de I’électrode de stimulation, tandis que les points F3, T7,
P3 et Cz (cercles bleus) marquent I'emplacement des électrodes de référence. (B) lllustration du montage utilisé
pour la HD-tDCS en configuration 4x1: 1 électrode active placée au centre (anode) et entourée de 4 électrodes de
référence (cathode). Les électrodes sont placées de maniére a cibler le cortex moteur primaire. Adapté d’aprées
Broniec, 2016; Castillo-Saavedra et al., 2016. Réalisé avec BioRender®

Il existe également d’autres méthodes de neurostimulation électrique transcranienne, parmi

lesquelles on distingue notamment la stimulation par courant alternatif (acronyme anglais: tACS
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pour transcranial Alternating Current Stimulation) et la stimulation par bruit aléatoire
(acronyme anglais: tRNS pour transcranial Random Noise Stimulation). Ces deux modalités de

stimulation utilisent le méme type de montage que celui appliqué pour la tDCS conventionnelle.

Cependant, tandis que la tDCS est utilisée pour appliquer un courant continu dont l'intensité
reste stable durant la stimulation et permet de moduler le seuil d’excitabilité des neurones
individuels par des effets de polarisation [Nitsche et Paulus, 2000], la tACS utilise un courant
alternatif d’'une fréquence fixe qui se propage sous forme d’une onde sinusoidale entre les deux
électrodes et qui conduit a la synchronisation de la fréquence de décharge des groupes de
neurones spécifiques impliqués par exemple dans diverses taches cognitives [Battleday et al.,
2014] (Fig.16-A, B, C). La tRNS, tout comme la tACS, est utilisée afin d’interférer avec les
oscillations neuronales intrinséques mais en utilisant un courant alternatif a des fréquences

aléatoires se situant entre 0.1Hz et 640Hz [Terney et al., 2008] (Fig.16-D).

A Stimulation tDCS: courant continu de polarité anodique B Stimulation tDCS: courant continu de polarité cathodique
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C Stimulation tACS: courant alternatif a fréquence fixe D Stimulation tRNS: courant alternatif a des fréquences aléatoires
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Fig. 16 Les différentes formes de courant utilisées pour la stimulation électrique transcranienne. (A, B) Courant
continu (de polarité anodique ou cathodique, respectivement) utilisé pour la tDCS conventionnelle. (C) Courant
alternatif de forme sinusoidale a fréquence fixe pour la tACS. (D) Courant alternatif délivré a des fréquences
aléatoires pour la tRNS. D’apres Reed et Cohen Kadosh, 2018.

Il a été démontré que les changements d’excitabilité neuronale induits par la tRNS dépendent

de l'intensité de stimulation, avec 0.4mA induisant un effet inhibiteur et 1mA résultant plutot
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en une excitation [Moliadze et al., 2012]. A I’heure actuelle, les données de la littérature sont
insuffisantes et ne permettent pas de prouver |'efficacité clinique de ces nouvelles méthodes de
stimulation transcranienne dans le traitement des douleurs chroniques (Alm et Dreimanis,

2013; Palm et al., 2016; Ahn et al., 2019; May et al., 2021].

Les techniques de stimulation non invasives ont été développées comme une thérapie
alternative aux approches invasives dans le but d’améliorer la prise en charge des patients en
réduisant l'inconfort et le risque opératoire. Bien que la survenue d’événements indésirables
soit réduite au minimum avec ces méthodes non invasives, elles présentent néanmoins
guelgues inconvénients dont la nécessité de plusieurs sessions de stimulation pour que I'effet
antalgique soit maintenu sur de longues périodes, ainsi que le besoin d’établir des protocoles
avec des parametres de stimulation standardisés afin de minimiser la variabilité des résultats
observés. Le développement de nouvelles approches technologiques permettra d’améliorer

davantage la focalité du signal délivré et de cibler plus spécifiquement la région d’intérét.

Le travail expérimental présenté dans ce manuscrit de thése porte sur la tDCS conventionnelle.
Par conséquent, les paragraphes qui suivent aborderont plus en détails le principe et les effets
neurophysiologiques a court- et a long-terme, ainsi que les évidences cliniques rapportant
I'utilisation de cette méthode de neuromodulation dans la prise en charge de la douleur

chronique.

4.3. Principe de fonctionnement et les parameétres de stimulation influengant les
effets de la tDCS

4.3.1. Polarité de stimulation

Comme mentionné précédemment, la tDCS utilise un courant électrique constant de faible
intensité (1mA-2mA en clinique), afin d’induire un changement de |'état d’excitabilité des
neurones d’une région cible démontrant une activité cérébrale anormale dans des conditions
pathologiques. Les effets neurophysiologiques a court-terme de la tDCS sont principalement
dépendants de la polarité de stimulation. Il est considéré qu’une stimulation anodique (a-tDCS)

induit une dépolarisation du potentiel membranaire conduisant a une augmentation de
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I’excitabilité neuronale et facilitant ainsi la transmission synaptique, tandis qu’une stimulation
cathodique (c-tDCS) entraine plutét une hyperpolarisation résultant en une diminution de
I’excitabilité neuronale et par conséquent en une inhibition de la transmission synaptique. Ces
modifications de I'excitabilité neuronale selon la polarité de stimulation ont été initialement
montrées chez I'animal [Creutzfeldt et al., 1962; Bindman et al., 1964; Purpura et McMurtry,
1965] et confirmées par la suite chez ’'Homme [Nitsche et Paulus, 2000, 2001; Nitsche et al.,

2005] (Fig.17).

Animal (chat) Homme (sujet sain)
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Fig. 17 Effets polarité-dépendants d’une polarisation chez I'animal et de la stimulation par tDCS chez ’'Homme.
(A-D) Enregistrements de I’activité spontanée des neurones pyramidaux chez le chat durant une forte polarisation
(150puA/mm?). (A, B) La polarisation anodique entralne une augmentation de la fréquence de décharge des
neurones (anodal on) qui revient a la normale aprés I'arrét de la stimulation (anodal off). (C, D) La polarisation
cathodique induit une inhibition de la décharge neuronale (cathodal on) et I'arrét de la stimulation résulte en un
rétablissement de I'activité spontanée (cathodal off). D’apres Purpura et McMurtry, 1965. (E) Stimulation du cortex
moteur chez 'Homme (5min a 1mA) et enregistrement de la réponse motrice évoquée (potentiels évoqués
moteurs) aprés la fin de la stimulation par la tDCS. La polarité anodique entraine une augmentation de I'amplitude
des potentiels évoqués moteurs, reflétant une augmentation de I'excitabilité corticale, tandis que la polarité
cathodique induit une diminution de I’activité corticale, démontrée par une réduction de I'amplitude des potentiels
évoqués moteurs. D’aprées Nitsche et Paulus, 2000.

Il est considéré que lorsqu’un courant électrique chargé positivement (anode) est appliqué sur
le cortex cérébral, ceci conduit a une dépolarisation somatique et a une hyperpolarisation des
dendrites apicales des neurones corticaux pyramidaux (Fig.18). Le changement de l'activité
électrique étant plus importante au niveau du soma, l'effet principal est alors une
dépolarisation du potentiel membranaire. Inversement, lorsque le courant est chargé
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négativement (cathode), ceci conduit a une diminution de I'excitabilité neuronale résultant de
I’"hyperpolarisation du soma et la dépolarisation des dendrites apicales [Moreno-Duarte et al.,

2014].
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Fig. 18 L’effet d’un courant entrant (anode) et d’un courant sortant (cathode) sur la polarisation cellulaire.
Lorsque I'électrode de stimulation est chargée positivement (anode), le courant est entrant par rapport au cerveau
( ). Le courant généré atteint les neurones corticaux pyramidaux situés sous I'électrode de
stimulation: les régions dendritiques apicales deviennent alors hyperpolarisées (bleu), tandis que le soma devient
dépolarisé (rouge), ce qui conduit a une augmentation de I'excitabilité neuronale. Inversement, lorsque I'électrode
de stimulation est chargée négativement (cathode), le courant est sortant par rapport au cerveau ( ).
La polarisation bimodale induite par le courant dépolarise les dendrites apicales (rouge), tandis que le soma
devient hyperpolarisé (bleu), ce qui méne a une diminution de I'excitabilité neuronale. D’aprés Moreno-Duarte et
al., 2014.

Le courant délivré par la tDCS n’agit pas directement sur l'activité des neurones, c’est-a-dire
gu’il ne permet pas d’induire des potentiels d’action mais plutét de rendre les cellules plus ou
moins sensibles a une activation physiologique en ramenant le potentiel membranaire de repos
a un seuil d’excitabilité suffisant pour déclencher un potentiel d’action. L'implication de la tDCS

dans la modulation du potentiel membranaire a été notamment confirmée par des études
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pharmacologiques réalisées chez 'Homme [Liebetanz et al., 2002; Nitsche et al., 2003b].
Nitsche et collegues, qui ont étudié les effets de différents agents pharmacologiques sur
I’excitabilité corticale motrice chez des sujets sains stimulés par la tDCS, ont mis en évidence
qgue le blocage des canaux sodiques et des canaux calciques voltage-dépendants par la
carbamazépine et la flunarizine, respectivement, induit une inhibition de I'excitabilité neuronale
durant la stimulation anodique et aucun effet pendant la stimulation cathodique c-tDCS
[Nitsche et al., 2003b]. Cette absence d’effet pendant la c-tDCS peut étre di au fait que les
canaux voltage-dépendants sont déja inactivés par le courant hyperpolarisant et par conséquent
I’administration des agents inhibiteurs n’a aucun impact sur I'excitabilité membranaire. Par
ailleurs, les auteurs ont observé que l'effet inhibiteur de la flunarizine sur I'excitabilité
neuronale pendant la stimulation anodique est moindre par rapport a celui de la carbamazépine
[Nitsche et al., 2003b]. Ceci refléete notamment I'implication des canaux sodiques sensibles au
voltage, et non pas des canaux calciques, dans la phase de dépolarisation membranaire pendant
laquelle I'ouverture de ces canaux entraine une entrée d’ions Na* dans la cellule. Cet influx
d’ions Na* permet de rapprocher le potentiel de la membrane vers une valeur seuil, augmentant
ainsi la probabilité de déclenchement d’un potentiel d’action lorsque la cellule est stimulée par

les neurones adjacents.

4.3.2. Type de montage en fonction du positionnement des électrodes

Il existe différents types de montage pour la tDCS selon le nombre d’hémispheres stimulés
[Nasseri et al., 2015]. Les montages unilatéraux consistent a cibler un seul hémisphére, tandis
gue les montages bilatéraux utilisent un positionnement bilatéral des électrodes de facon a
stimuler simultanément les deux hémisphéres. Les montages en double canal utilisent deux
paires d’électrodes qui sont connectées a deux générateurs indépendants. Les deux électrodes
de stimulation, de polarité différente, peuvent par exemple étre positionnées bilatéralement de
maniére symétrique sur le cuir chevelu du patient, tandis que les électrodes de référence sont
placées sur les parties ipsilatérales du corps. Chacun de ces types de montage peut davantage
étre classifié en différents sous-groupes en fonction du nombre et du positionnement des

électrodes de stimulation [Nasseri et al.,, 2015]. Le montage le plus couramment utilisé en
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clinique inclut deux électrodes reliées a un générateur de courant. De maniere générale,
I’électrode de stimulation est positionnée a I'aplomb de la zone corticale cible, tandis que
I’électrode de référence est placée de maniére intracéphalique (sur le territoire céphalique) sur
une autre région cranienne (par exemple sur |'aire supra-orbitaire controlatérale) (Fig.19). Il a
été montré que ce positionnement des électrodes était le plus efficace pour induire des
changements de I'excitabilité corticale, notamment en ce qui concerne la stimulation du cortex
moteur [Nitsche et Paulus, 2000]. Il est également possible de placer I'électrode de référence en
position extracéphalique (en dehors du territoire céphalique) sur une partie du corps comme
par exemple I'épaule controlatérale a la stimulation. Cependant, ce type de montage nécessite
une adaptation de l'intensité de stimulation en raison de I'augmentation de la distance inter-
électrodes. En effet, Moliadze et collégues, qui ont étudié I'efficacité de la tDCS a moduler
I'excitabilité neuronale du cortex moteur primaire en fonction de la position intra- et
extracéphalique des électrodes, ont démontré que lorsque la distance inter-électrodes est
augmentée avec la position extracéphalique, des intensités de stimulation plus élevées sont
nécessaires afin d’obtenir des effets similaires a ceux observés avec le placement
intracéphalique des électrodes [Moliadze et al.,, 2010]. Ceci suggére qu’en fonction de la
position de I'électrode de référence, la distribution du courant électrique dans le tissu cérébral
peut changer, menant ainsi a une variabilité dans les effets observés. Les électrodes les plus
souvent utilisées en clinique sont des électrodes en éponge avec une taille allant de 20cm? 3
35cm?. Ces électrodes doivent étre humidifiées dans un tampon électrolytique approprié
(généralement une solution saline) afin d’éviter le risque de résistance accrue a l'interface
électrode/cuir chevelu qui peut causer des brilures cutanées. Il est aussi conseillé d’utiliser un
gel conducteur étant donné que les éponges peuvent sécher durant des expériences de longue
durée [Bikson et al., 2016; Antal et al., 2017]. Il a été démontré que la taille des électrodes joue
un role dans I'étendue de la stimulation. L'un des inconvénients de la tDCS conventionnelle est
gu’elle présente une faible focalisation spatiale. A cet égard, Nitsche et collaborateurs ont
notamment montré que la résolution spatiale de la tDCS peut étre améliorée d’'une part en
réduisant la taille de I'électrode de stimulation (de 35cm? & 3.5cm?), tout en maintenant une

densité de courant constante (0.03 mA/cm?), et d’autre part en augmentant la taille de
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I'électrode de référence de 35cm? & 100cm? (avec une densité de courant de 0.01 mA/cm?)
[Nitsche et al., 2007]. Ceci permettrait notamment d’éliminer les changements d’excitabilité qui
peuvent survenir sous |'électrode de référence et de limiter les effets d’excitabilité neuronale a

la région corticale stimulée, augmentant ainsi la spécificité des effets de la tDCS.

Stimulation transcranienne par courant continu:
tDCS conventionnelle

Anode:
électrode de stimulation
chargée positivement (+)

Cathode:
électrode de référence
chargée négativement (-)

direction du
courant
électrique

générateur
de courant

fils d'extension ”\l s
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Fig. 19 tDCS conventionnelle chez 'Homme. Exemple du montage le plus souvent utilisé pour la tDCS. Le
stimulateur permet de régler les parameétres de stimulation et de délivrer un courant continu. Ici, I'électrode de
stimulation (anode: chargée positivement) est placée sur le cortex moteur primaire, tandis que I'électrode de
référence (cathode: chargée négativement) est positionnée sur I'aire supra-orbitaire controlatérale. Le courant
électrique pénétre dans le tissu cérébral par 'anode, traverse les régions corticales et sous-corticales et puis ressort
par la cathode (sens du courant indiqué par une fleche discontinue). D’aprés Cerrahoglu Sirin et al., 2019.

Chez le rongeur, le montage le plus souvent utilisé est celui initialement développé chez le rat
par Liebetanz et colléegues [Liebetanz et al., 2006]. Dans leur dispositif, une embase
chirurgicalement fixée sur le crane de I'animal permet de visser 'électrode de stimulation,
tandis que I'électrode de référence est placée au niveau thoracique et est maintenu en utilisant
un gilet (Fig.20-A). L’électrode de référence peut aussi étre implantée en sous-cutané de
maniére permanente, ce qui nécessite un acte chirurgical supplémentaire [Fritsch et al., 2017].
Ce positionnement des électrodes permet donc d’avoir une configuration unilatérale de
stimulation et correspond au montage extracéphalique de la tDCS clinique. Généralement, les

montages bilatéraux ne sont pas préconisés chez le rongeur étant donné que le
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raccourcissement de la distance inter-électrodes est susceptible de créer un effet de
«shunting», c’est-a-dire d’éviter la diffusion du courant au niveau cortical en raison d’un
passage direct d’une électrode a l'autre [Faria et al.,, 2011]. La taille de I'électrode de
stimulation peut varier entre les différentes études animales allant de 3.5mm? a 7mm? [Brunoni
et al.,, 2011]. D’autres variations dans le placement de I'électrode de référence peuvent
également étre observées: par exemple sur le cou [Takano et al, 2011] ou la région
mastoidienne [Nekhendzy et al., 2006]. Chez la souris, le maintien de I'électrode de référence
au niveau thoracique peut s’effectuer soit via un corset chez I'animal anesthésié [Cambiaghi et
al., 2010; Peanlikhit et al., 2017] soit a I'aide d’une boite de contention chez la souris éveillée

[Pedron et al., 2014, 2022] (Fig.20-B).

stimulateur

électrode de
stimulation vissée
dans I'embase

électrode de
stimulation vissée
dans I'embase

I\st‘imulateur

électrode de référence
maintenue par contention
sous le thorax

électrode de référence
maintenue en place
par un gilet

Fig. 20 Montage tDCS chez le rongeur. (A) Le montage le plus souvent utilisé pour la stimulation tDCS chez le rat.
L’électrode de stimulation (rouge) est vissée dans I'embase qui est préalablement fixée sur le crane par une
opération chirurgicale. L’électrode de référence (bleue) est positionnée dans la zone thoracique ventrale et est
maintenue a l'aide d’un gilet. Les électrodes sont reliées a un stimulateur permettant de délivrer un courant
continu a des parametres prédéfinis. (B) Le méme type de montage est aussi utilisé chez la souris mais I'animal
éveillé est mis dans une boite de contention permettant de maintenir I'électrode de référence sur place. Adapté
d’apres Liebetanz et al., 2006; Pedron et al., 2014. Réalisé avec BioRender®
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4.3.3. Intensité de stimulation

L'intensité de stimulation est aussi un paramétre supplémentaire qui peut influencer les effets
de la tDCS. |l est envisageable de penser que plus l'intensité de stimulation augmente, plus
robustes seront les effets observés. Cependant, les données cliniques laissent entrevoir que ce
n‘est pas toujours le cas. Batsikadze et collaborateurs ont démontré qu’une stimulation
anodique de 20min entraine une augmentation de I'excitabilité du cortex moteur primaire, et
ceci indépendamment de l'intensité de stimulation utilisée (1ImA ou 2mA). Par ailleurs, tandis
gu’une stimulation de polarité cathodique délivrée a une intensité de 1mA résulte en une
diminution de I’excitabilité, une telle stimulation délivrée a une intensité de 2mA induit I'effet
inverse, reflété notamment par une augmentation de I’excitabilité du cortex moteur primaire au
lieu d’une inhibition [Batsikadze et al., 2013]. Ces résultats ont été confirmés par Mosayebi
Samani et collegues qui ont étudié les effets neuroplastiques de la tDCS cathodique sur le cortex
moteur primaire [Mosayebi Samani et al., 2019]. lls ont davantage montré que la stimulation
cathodique délivrée a une intensité de 3mA permettait d’induire un changement dans les
propriétés d’excitabilité des neurones et revenir ainsi a un effet inhibiteur, par rapport a une
intensité de 2mA. Ces effets différents de la stimulation peuvent probablement résulter du
recrutement d’autres types de neurones qui en fonction de leur orientation spatiale subissent
des effets inverses du sens du courant. Il a été par exemple démontré chez le chat que les
neurones non pyramidaux situés dans les couches superficielles du cortex moteur sont
hyperpolarisés par une stimulation anodique et dépolarisés par une stimulation cathodique,
tandis que les cellules des couches plus profondes sont activées par la stimulation anodique
mais inactivées par la stimulation cathodique [Purpura et McMurtry, 1965]. De plus, il a été mis
en évidence que le recrutement des cellules non pyramidales nécessite un courant d’intensité
faible, alors que les neurones pyramidaux sont activés par une stimulation d’intensité plus
élevée [Purpura et McMurtry, 1965]. Par ailleurs, des enregistrements électrophysiologiques in
vitro réalisés sur des coupes d’hippocampe de rat ont montré que la polarisation des neurones
differe en fonction de la direction du courant: ainsi un champ électrique orienté paralléelement a
I'axe somato-dendritique induit une polarisation somatique, tandis qu’un courant

perpendiculaire a I'axe apico-dendritique provoque plutét une polarisation des prolongements
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neuronaux [Bikson et al., 2004]. Ces études indiquent d’une part qu’une intensité plus élevée
n’est pas nécessairement associée a un effet bénéfique plus important et d’autre part que
I'orientation spatiale des neurones et la direction du courant, définie principalement par le type
de montage utilisé pour le positionnement des électrodes et la polarité de stimulation choisie,

peuvent influencer les effets de la tDCS.
4.3.4. Durée et nombre de sessions de stimulation

Une autre variable également a prendre en considération est la durée de stimulation. Les
travaux de Nitsche et Paulus ont montré qu’en augmentant la durée de la stimulation, les effets
de polarisation de la tDCS ne sont pas uniqguement limités a la période de la stimulation mais
peuvent également perdurer au-dela de celle-ci [Nitsche et Paulus, 2000, 2001]. lls ont appliqué
la tDCS sur le cortex moteur primaire chez des sujets sains et ont fait varier la durée de
stimulation de 1min a 5min a une intensité constante de 1ImA [Nitsche et Paulus, 2000]. Pour
détecter les changements d’excitabilité induits par le courant, les auteurs ont mesuré
I’'amplitude des MEPs. Ils ont démontré qu’une stimulation d’au moins 3min est nécessaire pour
induire un effet qui peut perdurer pendant 1min apres la fin de la stimulation. Cependant, en
augmentant la durée de la stimulation a 5min, il était possible de prolonger ses effets dans le
temps. Il était notamment mis en évidence qu’une stimulation anodique permettait d’induire
une augmentation significative de 40% des MEPs pendant prés de 5min apres la fin de la
stimulation, tandis qu’une stimulation cathodique entrainait une diminution de 30% des MEPs
durant les 3min qui ont suivi la stimulation. Dans des études complémentaires [Nitsche et
Paulus, 2001; Nitsche et al., 2003a], les mémes auteurs ont montré qu’une prolongation plus
importante de la durée de stimulation (9min, 11min et 13min) rendait les effets de la tDCS
anodique encore plus durables dans le temps (30min, 50min et 90min, respectivement).
L'augmentation de la durée de stimulation était aussi accompagnée d’une excitabilité corticale
motrice plus élevée, d’environ 150% par rapport a la ligne basale [Nitsche et Paulus, 2001]. De
maniére similaire, une stimulation cathodique d’'une durée de 9min entrainait des effets
pouvant persister jusqu’a une durée maximale de 60min apres la fin de la stimulation [Nitsche

et al., 2003a].

Page | 116



Outre la durée de la stimulation, les données de la littérature soulignent également I'impact du
nombre de sessions de stimulation dans I'efficacité de la tDCS. Les travaux de Fregni et Boggio,
portant sur I'effet de la tDCS dans I'amélioration de la performance motrice chez des patients
ayant subi un AVC, indiquent un effet cumulatif des sessions répétées par rapport a une session
unique de stimulation [Fregni et al., 2005; Boggio et al., 2007]. Plus précisément, il a été
démontré que la stimulation cathodique de I’hémisphére intact conduit a une amélioration de
11.7% de la fonction motrice aprés une session unique, tandis que 5 sessions consécutives
entrainent une amélioration plus importante (16.7%, comparé a la performance basale) et plus
durable (2 semaines apres la fin de la stimulation). De plus, I'étude de Boggio et collegues
souligne l'importance de [lintervalle entre les sessions, étant donné que 4 sessions
hebdomadaires de tDCS n’entrainent pas de changements significativement différents de ceux
observés avec la session unique de stimulation (amélioration de 9.5% et 11.7%, respectivement)
[Boggio et al., 2007]. Ces résultats ont été confirmés par d’autres travaux qui ont montré que 10
sessions consécutives de tDCS entrainent des effets cliniques plus durables dans la prise en
charge de la douleur liée a la fiboromyalgie [Fregni et al., 2006a; Valle et al., 2009]. En effet,
tandis que 5 sessions consécutives de tDCS anodique du dIPFC gauche n’ont montré aucun effet
significatif sur le score douloureux évalué par I’échelle analogue visuelle (acronyme anglais: VAS
pour Visual Analogue Scale) [Fregni et al., 2006a], 'augmentation du nombre de sessions a 10 a
permis d’induire une réduction significative de la douleur [Valle et al., 2009]. La stimulation
anodique du cortex moteur primaire a montré un effet bénéfique avec les deux protocoles de
stimulation (5 sessions vs 10 sessions), mais I'augmentation du nombre de sessions a permis de
prolonger cet effet jusqu’a 60 jours, en comparaison a 3 semaines avec 5 sessions consécutives).
Ces études indiquent qu’il est possible d’induire des effets a long-terme de la tDCS en
augmentant la durée et le nombre de sessions de stimulation et suggerent I'implication des
mécanismes de plasticité permettant d’induire soit une facilitation soit une inhibition de la

transmission synaptique.
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4.4. Mécanismes impliqués dans les effets neurophysiologiques a long-terme de
la tDCS

Les mécanismes moléculaires impliqués dans les effets a long-terme de la tDCS ne sont pas
complétement élucidés. Cependant, il existe différentes pistes suggérant que les effets
prolongés de la tDCS sont associés a des mécanismes neuroplastiques [Bennett, 2000]. Les
travaux de Liebetanz et Nitsche [Liebetanz et al., 2002; Nitsche et al., 2003b] ont démontré que
le blocage par la carbamazépine des canaux sodiques voltage-dépendants chez des sujets sains
inhibe I'effet a long-terme de la stimulation anodique. De plus, ils ont montré que le blocage des
récepteurs glutamatergiques de type NMDAR par [|'administration de I'antagoniste
dextrométhorphane empéche I'induction des effets durables de la tDCS, quelque soit la polarité
de stimulation appliquée. Ces résultats suggérent d’une part la nécessité d’une dépolarisation
membranaire dans I'induction de I'effet de la stimulation anodique et d’autre part I'implication
des récepteurs NMDAR dans les effets a long-terme de la tDCS. Il a également été montré que
I'inhibition des canaux calciques sensibles au voltage élimine les effets de la stimulation
anodigue, mais pas ceux de la stimulation cathodique [Nitsche et al., 2003b]. La modulation de
I'activité des canaux calciques a également été montrée chez I'animal, reflétée notamment par
I'augmentation de la concentration calcique intracellulaire aprés une stimulation anodique (5
sessions de 30min avec un intervalle de 24h) du cortex sensorimoteur de rat [Islam et al., 1995].
Ces résultats mettent en évidence que |'effet potentialisant de la tDCS anodique sur I'efficacité
synaptique est Ca?*-dépendant. L’augmentation du taux de Ca?* facilite d’'une part la libération
pré-synaptigue des neurotransmetteurs et d’autre part 'augmentation de I'influx calcique post-
synaptique permettant ainsi de moduler I'efficacité des récepteurs au glutamate de type
NMDAR impliqués dans les phénomeénes de plasticité synaptique [Bennett, 2000]. Il a été
démontré que I'augmentation d’excitabilité neuronale dans le cortex visuel du chat induite par
la tDCS anodique est associée a une diminution de la concentration de GABA ainsi qu’a une
réduction de I'expression protéique des enzymes GAD65 et GAD67 (acide glutamique
décarboxylase 65 et 67: enzymes de synthése du GABA), tandis que la diminution d’excitabilité
neuronale induite par la stimulation cathodique altére la transmission glutamatergique,

démontrée notamment par une réduction de la concentration de glutamate et de son enzyme
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de synthese, la glutaminase [Zhao et al., 2020]. Des effets similaires ont également été observés
chez 'Homme suite a une stimulation appliquée sur le cortex moteur [Stagg et al., 2009] ou le
cortex auditif [Heimrath et al.,, 2020]. Ces résultats soulignent que l'effet excitateur de la
stimulation anodique et 'effet inhibiteur de la stimulation cathodique sont sous-tendus par une
modulation de la transmission GABAergique et glutamatergique, respectivement. La tDCS
semble également moduler d’autres neurotransmetteurs, tels que la sérotonine, la
noradrénaline et la dopamine. Il a été montré chez des sujets sains que le blocage sélectif de la
recapture de la sérotonine par la citalopram, induisant une augmentation de la concentration
sérotoninergique, conduit a une prolongation de I'effet de la stimulation anodique et a une
inversion de I'effet inhibiteur de la tDCS cathodique en une facilitation [Nitsche et al., 2009;
Melo et al., 2021]. Ces effets sont dépendants des récepteurs glutamatergiques de type
NMDAR, étant donné qu’il a été montré que I'administration de dextrométhorphane inhibe les
effets induits par la sérotonine [Kuo et al., 2016]. Des effets similaires ont également été
observés lorsque la recapture de la noradrénaline était sélectivement bloquée par
I’'administration de réboxétine [Kuo et al., 2017]. Concernant la dopamine, il a été mis en
évidence chez I'Homme que le blocage des récepteurs dopaminergiques de type D2 par
I'antagoniste sulpiride retarde I'effet de la stimulation anodique et supprime I'effet d’une
polarité cathodique [Nitsche et al., 2006]. Les auteurs ont également mis en évidence que
I'activation des récepteurs dopaminergiques de type D1 par I'administration de pergolide
(agoniste des récepteurs dopaminergiques de type D1/D2), en présence du bloqueur des
récepteurs D2, n’est pas suffisant pour induire des effets neuromodulateurs de la tDCS.
L'administration de pergolide seul, ce qui a comme effet d’activer principalement les récepteurs
D2 et dans une moindre mesure les récepteurs D1, conduit a une consolidation de la diminution
de l'excitabilité neuronale induite par la c-tDCS [Nitsche et al.,, 2006]. Un tel effet de la
stimulation cathodique en présence de pergolide a également été observé chez des sujets sains
ayant été soumis a une douleur expérimentale de nature aigué induite par une stimulation laser
[Terney et al., 2008]. Les potentiels évoqués par laser (acronyme anglais: LEP pour Laser Evoked
Potentials) ont été enregistrés afin d’examiner les corrélats neuronaux de la perception

douloureuse. Il a été démontré que la stimulation cathodique sur le cortex moteur primaire
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induit une réduction jusqu’a 2h de I'amplitude des potentiels évoqués, accompagnée d’une
diminution de la sensation douloureuse, tandis que I'administration préalable de pergolide
entraine une prolongation de ces effets jusqu’a 24h apres la fin de la stimulation [Terney et al.,
2008]. Ces résultats suggerent que le systeme dopaminergique est impliqué dans I'induction des
effets a long-terme de la tDCS. D’autres neurotransmetteurs, tels que I'acétylcholine, semble
aussi contribuer aux effets de la tDCS. Il a notamment été montré que I'administration de
rivastigmine (un inhibiteur de I'acétylcholinestérase qui facilite donc la transmission
cholinergique) supprime I'effet de I'a-tDCS et retarde la diminution de I’excitabilité induite par la

c-tDCS avant de stabiliser son effet post-stimulation [Kuo et al., 2007].

D’autres études attribuent les effets de la tDCS a la synthése des protéines impliquées dans les
modifications de la plasticité synaptique. Ainsi, des variations du taux de BDNF ont été
observées dans un modeéle de douleur neuropathique chronique chez le rat avec une
augmentation dans le sérum et le cortex préfrontal et une diminution dans la moélle épiniere
aprés une stimulation anodique [Filho et al., 2016]. Ces changements ont été accompagnés par
une augmentation de l'activité locomotrice et exploratoire, ainsi qu’une diminution du
phénotype anxieux chez des rats neuropathiques ayant été soumis a la tDCS. De plus, il a été
montré chez la souris que l'effet potentialisant de la tDCS anodique sur la mémoire
hippocampe-dépendante s’effectue via une régulation épigénétique de I'expression du facteur
BDNF [Podda et al., 2016]. L'expression du BDNF est controlée par différents facteurs de
transcription, tel que CREB. Les auteurs ont notamment mis en évidence que |'effet dépolarisant
de la stimulation anodique induit la phosphorylation du CREB qui mene a l'acétylation de
I’histone H3 au niveau du promoteur | du gene Bdnf. Une telle modification structurelle de la
chromatine conduit a une augmentation de I'expression des ARNm comprenant I'exon non
codant | et I'exon codant IX du géne Bdnf, ce qui résulte en une augmentation du niveau
d’expression de la protéine. Il a également été démontré chez la souris [Podda et al., 2016] et
sur des tranches d’hippocampe de rat [Yu et al., 2019] que I'augmentation de la plasticité
synaptique induite par la tDCS est dépendante de la voie de signalisation BDNF/TrkB, étant
donné que le blocage des récepteurs TrkB par I'antagoniste ANA-1243 inhibe |'effet facilitateur

de la stimulation anodique sur la mémoire. De plus, I'activation des récepteurs
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glutamatergiques de type NMDAR induit une augmentation de la concentration intracellulaire
de Ca?* dans I'élément pré-synaptique conduisant a la sécrétion de BDNF [Park et al. , 2015] et
réciproquement le BDNF, via la voie de signalisation TrkB/Fyn, conduit a la phosphorylation de
la sous-unité GIuN2B des récepteurs NMDAR, potentialisant ainsi leur activation [Li et a/., 2017].
L’activation des récepteurs NMDAR entraine des modifications spécifiques au niveau des
récepteurs post-synaptiques au glutamate de type AMPAR [Luscher et Malenka, 2012; Bliss et
Collingridge, 2013]. Il a été montré chez le rat que la stimulation anodique entraine d’une part
I’'augmentation du taux d’expression des ARNm codant pour I'enzyme CaMKII (protéine kinase
Ca?*/calmoduline-dépendante II) [Kim et al, 2017] et d’autre part une induction de la
phosphorylation du site S231 de la sous-unité GluAl des récepteurs glutamatergiques de type
AMPAR et leur translocation vers la membrane post-synaptique [Stafford et al., 2018]. Ainsi,
I'activation des récepteurs glutamatergiques de type NMDAR post-synaptiques suite a un
courant dépolarisant entrainerait I'augmentation de la concentration intracellulaire de Ca?*
activant I'enzyme CaMKIl, ce qui meénerait a la phosphorylation des récepteurs
glutamatergiques de type AMPAR et a leur insertion dans la membrane post-synaptique. L'effet
facilitateur de Ila stimulation tDCS sur [I'efficacité synaptique impliquerait alors une
augmentation du niveau d’expression des récepteurs AMPAR dans la membrane post-
synaptique, alors que l'effet inhibiteur induirait une diminution de I'expression de ces
récepteurs par un mécanisme d’endocytose. Cependant, les phénoménes de plasticité
synaptique étant des processus biologiques complexes, les différentes voies de signalisation
pouvant contribuer a I'apparition et au maintien des effets a long-terme de la tDCS ne sont pas
encore bien connues. Ainsi, diverses études ont également identifié d’autres candidats
moléculaires pouvant intervenir dans les effets durables de la tDCS, tels que 'oxyde nitrique
[Barbati et al., 2020] ou bien les génes d’expression précoce immédiate comme zif268 [Ranieri

et al.,, 2012] et c-fos [Kim et al., 2017].

En se basant sur le concept de la synapse tripartie [Araque et al., 1999], il n’est pas exclu que les
cellules gliales, telles que les astrocytes, jouent également un réle dans les mécanismes de la
plasticité synaptique induite par la tDCS. En utilisant des souris transgéniques exprimant la

protéine fluorescente G-CaMP7 qui permet de suivre la signalisation calcique en temps réel, il a
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été démontré que la stimulation anodique du cortex visuel primaire entraine une augmentation
de la concentration calcique astrocytaire [Monai et al., 2016]. Une telle augmentation n’a pas
été observée chez les souris déficientes en IP3R2 (récepteurs de I'Inositol triPhosphate, de type
2), ce qui indiqgue que les variations de la concentration calcique intracellulaire sont
dépendantes de I'activation des récepteurs IP3R2 au niveau des astrocytes. De plus, le blocage
des récepteurs al-adrénergiques (A1AR) par I'administration de I'antagoniste prazosine, ainsi
gue la diminution de l'innervation noradrénergique par un traitement de DSP4 (N-(2-
chloroéthyle)-N-éthyle-2-bromobenzylamine) inhibent I’élévation de Ca?* intracellulaire induite
par la tDCS, suggérant que la signalisation calcique astrocytaire s’exerce via l'activation
noradrénergique des récepteurs A1AR [Vionai et al., 2016]. Cette augmentation du taux de Ca?*
intracellulaire est nécessaire pour la libération des gliotransmetteurs dans la fente synaptique
qui, en se fixant sur les récepteurs pré- et post-synaptiques, sont susceptibles de moduler

I’activité neuronale et la force synaptique.

Une autre étude a examiné I'implication de la microglie, faisant également partie des cellules
gliales du systéeme nerveux central, dans les effets de la tDCS [Mishima et al., 2019]. Il a été
démontré que la stimulation anodique du cortex visuel primaire chez la souris induit une
augmentation de la taille du soma microglial. Cet effet n’a pas été observé chez des souris KO
pour les récepteurs IP3R2. De la méme maniere, I'ablation de I'innervation noradrénergique, le
blocage des récepteurs A1AR astrocytaires et le blocage des récepteurs B2-adrénergiques
(B2AR) exprimés par la microglie n’ont pas affecté la taille du soma microglial. Les auteurs ont
aussi mis en évidence que la tDCS induit une réduction de la motilité des ramifications
microgliales: un effet dépendant de I'activation des récepteurs B2AR. Ces résultats soutiennent
I’'hypothese selon laquelle la transmission noradrénergique serait impliquée dans les effets de la
tDCS, soit par un mécanisme indirect via une communication intercellulaire (activation des
récepteurs A1AR astrocytaires et signalisation calcique IP3R2-dépendante), soit par un
mécanisme direct via I'activation des récepteurs microgliaux B2AR par la noradrénaline.
[Mishima et al., 2019]. Ainsi, la microglie s’integre comme un composant fonctionnel dans la
synapse tripartite et présente une nouvelle cible d’étude des mécanismes a long-terme de la

tDCS.

Page | 122



Un schéma récapitulatif des mécanismes pouvant influencer les effets de la tDCS, concernant

principalement ceux de la stimulation de polarité anodique, est représenté dans la Fig. 21.
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Fig. 21 Représentation schématique des mécanismes impliqués dans les effets a long-terme de la tDCS. (1) Le
glutamate libéré par I’élément pré-synaptique se fixe sur les récepteurs glutamatergiques de type AMPAR et induit
I’entrée des ions Na* conduisant a une dépolarisation locale de la membrane post-synaptique. Ceci permet de
déloger le Mg?* bloquant les récepteurs au glutamate de type NMDAR avoisinants qui laissent passer des ions Na*
conduisant au déclenchement d’un potentiel post-synaptique excitateur. L'ouverture des récepteurs NMDAR
permet aussi I'entrée des ions Ca?* résultant ainsi en une augmentation de la concentration calcique intracellulaire
permettant d’activer la CamKIl qui est impliquée dans les processus de phosphorylation et d’exocytose des
récepteurs glutamatergiques de type AMPAR. La fixation du BDNF sur le récepteur TrkB induit une cascade de
signalisation permettant la synthése de nouvelles protéines, telles que zif268 et c-fos. De plus, le BDNF via la voie
de signalisation TrkB/Fyn conduit a la phosphorylation des récepteurs NMDAR, potentialisant ainsi leur activation.
(2) La fixation de noradrénaline sur les récepteurs noradrénergiques de type A1AR astrocytaires active la voie de
signalisation Gg/PLC/IPs. L’activation des récepteurs IP3R2 situés sur le réticulum endoplasmique induit la libération
de Ca?* 3 partir des stocks intracellulaires. L’augmentation du taux de Ca?* permet ainsi de libérer des
gliotransmetteurs susceptibles de moduler la force synaptique. (3) La noradrénaline (Nor) induirait également des
modifications morphologiques de la microglie soit par un mécanisme direct via l'activation des récepteurs
noradrénergiques de type B2AR, soit de maniére indirecte a travers une communication intercellulaire
astrocyte/microglie. AMPAR: récepteurs d’acide a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole propionique; NMDAR:
récepteurs de N-méthyl D-aspartate; CamKll: protéine kinase Ca?*/calmoduline-dépendante II; BDNF: facteur
neurotrophique dérivé du cerveau; TrkB: récepteurs kinase B de la tropomyosine; A1AR: récepteurs al-
adrénergiques; PLC: la phospholipase C; IPs: Inositol triPhosphate; IPsR2: récepteurs de I'Inositol triPhosphate de
type 2; B2AR: récepteurs B2-adrénergiques. Adapté d’apres Luscher et Malenka, 2012; Cocco et al., 2018; Mishima
etal., 2019; Korai et al., 2021. Réalisé avec BioRender®
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Les cellules microgliales sont aussi impliquées dans la modulation des réponses neuro-
inflammatoires et leur activation peut avoir un effet bénéfique via la production de cytokines
anti-inflammatoires (ex.TGF-B: facteur de transformation de croissance, IL-10...) ou un effet
néfaste par la production de cytokines (ex.IFN-1: interféron de type 1, IL-1, IL-6, IL-12) et
chimiokines (ex.TNFa) pro-inflammatoires. Différentes études rapportent plutdot des effets
bénéfiques de la tDCS sur I'activité microgliale. Par exemple, la stimulation anodique du cortex
pariétal de rat induit une réversion de la plasticité maladaptative induite par la douleur
chronique, reflétée notamment par un effet anti-nociceptif associé a une diminution de
I’expression hippocampique du TNFa [Spezia Adachi et al., 2012]. Concernant la stimulation
cathodique, il a été montré dans un modeéle animal d’ischémie cérébrale que la tDCS induit une
accélération de la récupération de la fonction motrice, probablement par une augmentation de
la prolifération des cellules souches neuronales associée a une polarisation microgliale
permettant d’assurer la migration des précurseurs d’oligodendrocytes vers le site de la Iésion
[Braun et al., 2016]. Ces résultats ont aussi été confirmés par I'étude de Zhang et collaborateurs
qui ont montré que la stimulation cathodique favorise la différentiation des cellules souches en
oligodendrocytes dans le striatum ischémique et que ce processus de différenciation cellulaire
est probablement di a l'inhibition de I'activation de la voie de signalisation Notch 1 [Zhang et
al., 2020c]. Une autre étude réalisée dans un modele murin d’ischémie cérébrale suggére
I'implication de I'activation de la voie de signalisation ephrinb1/EPHB2/MAP-2/NMDAR dans les
effets bénéfiques de la tDCS anodique sur la neurogenése hippocampique et la récupération de

la fonction cognitive associée [Ma et al., 2021].
4.5. Les effets cliniques de la tDCS sur la douleur chronique

Les travaux de Fregni et collegues ont grandement contribué a I'utilisation thérapeutique de la
tDCS en clinique. lls ont été les premiers a étudier I'implication de cette technique de
neuromodulation dans le traitement de la douleur chronique. En 2005, Fregni et collaborateurs
ont publié un article évaluant I'efficacité de la tDCS (1mA, 20min sur le cortex moteur) chez des
sujets atteints d’un AVC (n=6), présentant une réduction de I'activité neuronale dans

I'hémisphere touché et une activité excessive dans ’lhémisphére controlatéral a la lésion [Fregni
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et al., 2005]. De ce fait, les auteurs ont testé les deux polarités de stimulation: polarité anodique
sur I'hémisphere touché et la polarité cathodique sur I'hémisphere non affecté. lls ont mis en
évidence que la tDCS anodique induit une amélioration significative de 6.7% de la fonction
motrice, tandis que la stimulation cathodique de 11.7%, en comparaison avec la condition
placebo (courant appliqgué pendant 30s). La tDCS peut donc favoriser la récupération des
performances motrices chez des patients AVC, probablement en rétablissant la balance
d’excitabilité corticale entre les deux hémispheres. Suite a ces données encourageantes, les
auteurs ont également évalué I'utilisation clinique de la tDCS pour le soulagement de la douleur
chronique associée a une lésion médullaire [Fregni et al., 2006b] ou a la fibromyalgie [Fregni et
al., 2006z2]. Ainsi, 5 sessions consécutives de tDCS anodique sur le cortex moteur primaire (2maA,
20min, 5jours) permettent d’induire une diminution significative de 58% de la douleur chez des
patients ayant subi une lésion médullaire (n=17) et cet effet analgésique se maintient au moins
pendant deux semaines apreés la fin de la stimulation (37% de réduction du score douloureux par
rapport a la ligne basale) [Fregni et al., 2006b]. Utilisant les mémes parameétres de stimulation,
les auteurs ont aussi mis en évidence des effets bénéfiques similaires de la tDCS chez les
patients atteints d’une fibromyalgie [Fregni et al., 2006a]. Plus précisément, 32 patients ont été
randomisés pour recevoir une stimulation active de polarité anodique soit sur le cortex moteur
primaire soit sur le dIPFC. Etant donné que Fregni et collaborateurs ont démontré dans une
étude précédente que la tDCS anodique présente un effet antidépresseur significatif chez des
sujets souffrant d’une dépression sévere [Fregni et al., 2006c], le dIPFC a été choisi dans le but
d’améliorer la qualité de vie des patients en essayant de diminuer les symptomes dépressifs
associés a la fibromyalgie. Cependant, bien qu’'une amélioration a long-terme de la douleur ait
été observée suite a la stimulation du cortex moteur, la stimulation du dIPFC n’a montré aucun
effet significatif sur le score dépressif des patients fibromyalgiques [Fregni et al., 2006a]. Cette
différence dans les résultats concernant |'effet antidépresseur de la tDCS sur le dIPFC peut
probablement provenir du fait que les mécanismes physiopathologiques de la dépression chez
les patients atteints d’une fibromyalgie sont différents de ceux des patients souffrant d’une
dépression majeure sévere. Dans un autre essai clinique longitudinal randomisé et contrélé, le

méme groupe de chercheurs a mis en évidence que I'augmentation du nombre de sessions de
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stimulation permet de récupérer cette absence d’effet analgésique et antidépresseur de la tDCS
anodique sur le dIPFC [Valle et al., 2009]. Les auteurs ont notamment montré que 10 sessions
de stimulation de polarité anodique (2mA, 20min, 10 jours) sur le dIPFC entraine une diminution
de l'intensité de la douleur, ainsi qu’une amélioration significative de la qualité de vie des
femmes fibromyalgiques. Cependant, seule la stimulation du cortex moteur primaire a induit
des bénéfices cliniques durables persistant jusqu’a 60 jours aprés la fin du protocole de
traitement, suggérant un effet cumulatif dans le temps suite a des sessions consécutives de
stimulation. Les résultats de cette étude soulignent aussi I'intérét de cibler le dIPFC, bien qu’il
semble que son efficacité soit moins importante que celle observée pour la stimulation
du cortex moteur dans le soulagement de la douleur liée a la fibromyalgie. Boggio et collegues
ont étudié I'implication de ces deux régions dans I'effet modulateur de la tDCS dans un contexte
de douleur expérimentale [Boggio et al., 2008]. Des sujets sains (n=20) ont été soumis a une
stimulation anodique délivrée sur le cortex moteur, le dIPFC ou le cortex occipital. Pour la
condition placebo, le courant a été arrété apres 30s de stimulation. Le seuil sensoriel (I'intensité
de courant a laquelle le sujet signale la perception du stimulus électrique), ainsi que le seuil
douloureux (I'intensité de courant a laquelle le sujet déclare une sensation douloureuse) ont été
évalués en réponse a une stimulation électrique périphérique de I'index de la main droite. Les
résultats ont montré que la stimulation du cortex moteur primaire induit une augmentation des
seuils sensoriel et douloureux, tandis que la stimulation du dIPFC module uniquement le seuil
douloureux, suggérant ainsi des mécanismes d’action distincts. Aucun effet de la stimulation du
cortex occipital ainsi gu’aucun effet de la condition placebo n’ont été détectés [Boggio et al.,
2008]. Dans une étude complémentaire, les auteurs ont mis en évidence que la stimulation
anodique du dIPFC permet d’atténuer la sensation désagréable et l'inconfort émotionnel
évoqués par des stimuli douloureux aversifs [Boggio et al., 2009]. Un tel effet n’a pas été
observé aprés une stimulation du cortex moteur ou le cortex occipital. Ces résultats indiquent
I'implication du dIPFC dans le traitement émotionnel de la douleur et confirme davantage
I'intérét de son ciblage par la tDCS dans un but de soulagement de la douleur en modulant la
composante affectivo-émotionnelle, et non seulement la composante sensori-discriminative qui

est plutot modulée par le ciblage du cortex moteur. Une autre étude randomisée contrélée en

Page | 126



double aveugle réalisée chez des sujets sains (n=12) a évalué cette fois-ci les effets de la tDCS
cathodique (0.3mA, 20min) sur I'excitabilité corticale et la perception sensorielle et douloureuse
en ciblant le cortex moteur, le dIPFC et le cortex somatosensoriel [Vaseghi et al., 2015]. Il a été
montré que la stimulation cathodique induit une diminution significative de I’excitabilité dans le
cortex moteur primaire et le cortex somatosensoriel, reflétée notamment par une réduction de
I'amplitude des potentiels évoqués moteurs et les potentiels évoqués somatosensoriels,
guelque soit la région ciblée, mettant ainsi en évidence une connectivité fonctionnelle entre ces
trois régions cérébrales impliquées dans le traitement de la douleur. Il a aussi été démontré que
la stimulation de ces trois sites par la tDCS cathodique conduit a une augmentation des seuils
somatosensoriel et douloureux, confirmant davantage que le ciblage d’autres régions, outre que
le cortex moteur, peut présenter un intérét clinique dans la prise en charge de la douleur. De
plus, les travaux de Boggio d’une part [Boggio et al., 2008; Boggio et al., 2009] et de Vaseghi
d’autre part [Vaseghi et al., 2015] suggérent que les deux polarités de stimulation, a savoir
anodique et cathodique, sont capables d’induire un effet analgésique, mais les mécanismes

d’action par lesquels cet effet anti-nociceptif s’exerce restent encore méconnus.

Récemment, les lignes directrices internationales fondées sur les données probantes ont donné
une recommandation de niveau B (efficacité potentielle) pour [I'utilisation de la tDCS
conventionnelle dans la prise en charge de la douleur neuropathique, la fibromyalgie, la
migraine et la douleur aigué post-opératoire, et aucune recommandation pour le syndrome de
douleur myofasciale et la lombalgie [Fregni et al.,, 2021]. En raison des données limitées, le
nombre d’effectifs tres réduits et une hétérogénéité dans la méthodologie et la population
incluse dans les essais cliniques, aucune recommandation de niveau A (efficacité établie) n’est
possible a I’heure actuelle. Il est aussi a noter que cette recommandation concerne uniquement
la stimulation anodique appliquée sur le cortex moteur primaire. D’autres études sont alors
nécessaires afin d’obtenir des résultats plus concluants sur les effets de la stimulation
cathodique, ainsi que sur la contribution d’autres régions cérébrales pour valider la tDCS comme

un outil thérapeutique efficace en clinique pour le soulagement de la douleur neuropathique.
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OBJECTIFS DE LA THESE
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L'efficacité partielle et insuffisante des médicaments conventionnels pousse la communauté
scientifique a rechercher de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le soulagement des
douleurs neuropathiques. Les données cliniques et précliniques rapportées dans la littérature
au cours de ces derniéres années suggerent une efficacité plutot bénéfique de diverses
techniques de neurostimulation, parmi lesquelles notamment la tDCS. La douleur est une
expérience multidimensionnelle sous-tendue par I'activation d’un vaste réseau de structures
cérébrales. Cependant, la majorité des recherches menées jusqu’a présent visant a étudier
I'effet thérapeutique de la tDCS se sont focalisées sur la stimulation du cortex moteur primaire
et les données sur la contribution d’autres régions faisant partie de la «matrice douleur» restent
encore tres limitées. Le but principal de ce projet de these est donc d’enrichir les connaissances
actuelles sur le potentiel thérapeutique de la tDCS dans la prise en charge de la douleur
neuropathique en stimulant le cortex frontal chez la souris. Dans I'objectif d’essayer de moduler
les composantes sensori-discriminative et affectivo-émotionnelle de la douleur, le choix de la
région cible s’est porté sur le cortex frontal en raison de ses connexions réciproques avec le
cortex cingulaire antérieur (impliqué dans la composante émotionnelle) et le cortex insulaire
postérieur (impliqué dans la composante somatosensorielle de la douleur). Le modele animal de
neuropathie choisi est celui du modeéle «Cuff» qui se caractérise par la mise en place d’une
allodynie mécanique a long-terme (pouvant persister jusqu’a 3 mois) ainsi que par le
développement d’un phénotype anxio-dépressif comorbide (& partir de la 4™ semaine post-
opératoire). Ce modele semble ainsi étre pertinent pour étudier non seulement les effets de la
tDCS sur les troubles sensoriels mais aussi sur les conséquences affectives de la douleur
neuropathique. De plus, le décours temporel de la douleur neuropathique dans le modele
«Cuff» permet, a linstar des conditions cliniques, de tester I'efficacité des traitements

chroniques et notamment les effets des stimulations répétées.

De maniere conventionnelle, la tDCS est utilisée en appliquant un faible courant de polarité
anodigue ayant comme effet d’induire une augmentation de I'excitabilité neuronale facilitant
ainsi la transmission synaptique. Cependant, la douleur chronique résulte d’une sensibilisation
périphérique et centrale menant a une hyperexcitabilité spinale et supra-spinale. Il est alors

rationnel de supposer qu’une diminution de I'excitabilité neuronale peut conduire a une
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réduction de la symptomatologie douloureuse. Afin de tester cette hypothése, dans ce travail la

tDCS a été appliquée en utilisant deux polarités de stimulation: anodique ou cathodique. Ceci

permettra de déterminer si la stimulation cathodique, résultant en une inhibition de la

transmission synaptique, pourrait présenter un intérét thérapeutique dans le traitement de la

douleur neuropathique.

Afin d’étudier I'importance du moment de la prise en charge de la douleur neuropathique, deux

types de protocoles expérimentaux de stimulation tDCS ont été réalisés:

Approche curative, appelée «tDCS tardive» a été réalisée dans le but de tester
I’efficacité thérapeutique de la tDCS dans I'atténuation des conséquences émotionnelles
associées a la douleur chronique déja installée: les animaux ont été soumis au protocole
de stimulations répétées par la tDCS seulement aprés la mise en évidence du maintien a
long-terme de la neuropathie et le développement des symptomes anxio-dépressifs
comorbides (début des stimulations: 10 semaines aprés la compression du nerf
sciatique). Etant donné qu’une prise en charge tardive diminue les chances de réussite
de la stratégie de traitement utilisé, la tDCS appliquée a ce délai pourrait avoir aucun
effet analgésique mais présenter un effet bénéfique sur les troubles affectifs, ce qui

permettrait néanmoins d’améliorer la qualité de vie des patients neuropathiques;

Approche préventive, appelée «tDCS précoce» a été réalisée dans la perspective
d’essayer de court-circuiter les mécanismes menant a l'installation a long-terme de la
douleur neuropathique et de prévenir ainsi I’émergence des troubles affectifs: les souris
ont été soumises au protocole de stimulations répétées par la tDCS a un délai plus
proche de la compression nerveuse a |'origine de la douleur neuropathique (début des
stimulations: pendant la 3¥™¢ semaine post-chirurgie). Les cellules gliales étant parmi les
premieres cellules a étre activées aprés une lésion nerveuse, une intervention précoce
pourrait potentiellement permettre de réguler I'activité gliale des le stade d’initiation de
la douleur neuropathique et contrer ainsi la transition vers un état pathologique

chronique. Dans la perspective d’avoir un apercu de I'effet modulateur potentiel de la
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tDCS sur les processus neuro-inflammatoires, cette expérience a été complétée par une
approche d’'immunohistochimie enzymatique en utilisant les marqueurs astrocytaire
GFAP et microglial Iba-1 pour quantifier le nombre de cellules immunopositives pour les
différents marqueurs gliaux dans le cortex cingulaire antérieur et le cortex insulaire

postérieur.

Tout au long de ces deux protocoles expérimentaux, la sensibilité mécanique des animaux a été
testée avant et aprées la compression du nerf sciatique ainsi qu’apres le traitement par la tDCS
afin d’évaluer d’une part I'effet de I'implantation du cuff et d’autre part I'effet de la tDCS sur la
composante somatosensorielle. Des tests de comportements standardisés ont également été
effectués pour se rendre compte d’une éventuelle altération de la composante affectivo-
émotionnelle dans le modeéle de neuropathie utilisé et de voir si la tDCS est capable d’atténuer

les comorbidités affectives associées a cette neuropathie.

Ainsi ce projet de these a tenté de répondre aux questions suivantes:

- Est-ce que la tDCS appliquée sur le cortex frontal gauche pourrait présenter un intérét
thérapeutique dans la prise en charge des douleurs neuropathiques?

- Est-ce que la tDCS tardive de polarité cathodique est capable d’atténuer les altérations
émotionnelles qui accompagnent les douleurs neuropathiques chroniques?

- Est-ce que la stimulation précoce par la tDCS pourrait présenter un effet analgésique

capable de prévenir I'apparition des comorbidités affectives?
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1. Animaux

Les protocoles expérimentaux utilisés lors de ce projet de thése ont été validés par le Comité
d’Ethique Bisontin en Expérimentation Animale (CEBEA-58; n°d’agrément: A-25-056-2;
protocole: n°2015-004-EH-12PR). Toutes les expérimentations ont été réalisées en accord avec

la Directive du Conseil Européen du 22 Septembre 2010 (2010/63/UE).

L’ensemble des expériences a été réalisé avec des souris males de souche C57BL/6J agées de 8
semaines a leur réception. Les animaux ont été placés dans des cages d’élevage standards a
couvercle filtrant (36.5 x 20.7 x 14cm) et leur environnement a été enrichi avec un bout de
papier essuie-tout pour permettre la nidification. Tout au long des procédures expérimentales,
les souris ont été hébergées de fagon collective (n=5/cage) afin de permettre les interactions
sociales (en dehors des périodes de chirurgie et lors de certains tests comportementaux). Les
animaux ont été maintenus en cycle jour/nuit normal (12h-12h: lumiéres allumées a 7h) avec
une température constante de 22+2°C et une humidité contrélée a 50-60%. Les souris ont été
nourries et abreuvées ad libitum (sauf pour les besoins de certains tests comportementaux).
Aprés une semaine d’acclimatation aux conditions d’hébergement, les animaux ont été
manipulés une a deux fois par semaine (pesée et identification par marquage sur la queue) afin
d’étre habitués a I'expérimentateur. Le nombre d’animaux utilisé pour chaque expérimentation

sera précisé ultérieurement dans la partie des résultats.

En fonction des expériences, les animaux ont été répartis en plusieurs groupes (Tableau 1). Afin
d’évaluer les effets de la compression du nerf sciatique sur la sensibilité mécanique et le
comportement émotionnel, les souris ont été tout d’abord réparties en deux groupes
expérimentaux: la moitié des animaux a subi l'implantation du manchon autour du nerf
sciatique (groupe Cuff) et I'autre moitié a été soumise a la méme procédure chirurgicale sans
gue le manchon soit posé autour du nerf (groupe Sham). Aprés cette répartition initiale, afin
d’évaluer les effets de la tDCS sur les différents parametres comportementaux mesurés, ces
deux groupes d’animaux ont davantage été séparés en trois sous-groupes expérimentaux en
fonction de la polarité de stimulation, c’est-a-dire des animaux ayant subis des sessions

répétées soit de polarité anodique (Sham-Anodale, Cuff-Anodale), soit de polarité cathodique
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(Sham-Cathodale, Cuff-Cathodale), ou bien des animaux qui n’ont pas recu de stimulation (Sham

No-stim, Cuff No-stim).

Tableau 1 Répartition des animaux dans les différents groupes expérimentaux en fonction de la chirurgie de
compression du nerf sciatique (Sham, Cuff) et de la polarité de stimulation par la tDCS (No-stim, Anodal et
Cathodal).

T sem |

chirurgie de constriction du nerf sciatique
SANS pose du manchon

implantation |mp|antat|on
del'embasede del'embasede
|'électrode, I'électrode,
SANS AVEC
stimulation stimulation
électrique ANODIQUE

Bien que la totalité des expériences présentées dans ce manuscrit soient réalisées avec des

souris de fond génétique C57BL/6J, il faut néanmoins préciser que ces animaux ont été obtenus
auprés de deux fournisseurs différents. Ainsi, la premiere étude portant sur les effets d’'une
stimulation tardive par la tDCS a utilisé des souris provenant du Janvier Labs qui fournit
régulierement notre laboratoire. Cependant, afin de pouvoir comparer plus directement nos
données a celles issues de la littérature, présentant principalement des résultats obtenus avec
les souris en provenance de Charles River Laboratories, les animaux inclus dans la deuxiéme
étude visant a évaluer I'efficacité thérapeutique d’une stimulation précoce ont été obtenus

aupres du fournisseur Charles River.

2. Stimulation par la tDCS chez la souris

La stimulation par la tDCS chez la souris nécessite la fixation préalable d’une embase (support
cylindrigue avec diameétre interne de 2.1mm) sur le crane de I'animal dont le positionnement a

été déterminé a I'aide d’un appareil stéréotaxique (BioSeb, Vitrolles, France).
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2.1. Chirurgie de la pose d’embase

Aprés avoir été anesthésiée, la souris a été placée dans un cadre stéréotaxique. Une incision
sagittale d’environ 2cm a été réalisée sur la longueur du crane de I'animal en partant de la
région supra-orbitaire (Fig.22-A). Une fois le crane exposé, des cotons-tiges imbibés d’une
solution de 0.3% de peroxyde d'hydrogene (H,0,, Fisher Scientific, Leics, Royaume-Uni) ont été
utilisés afin d’assécher I'os. Ensuite, une solution contenant 10% d’acide citrique monohydraté
(CeHs07.H,0, Sigma-Aldrich, St-Louis, Etats-Unis) et 3% d’acide chlorure ferrique hexahydraté
(ClsFe.6H,0, Acros Organics™, New Jersey, Etats-Unis) a été appliquée pour rendre I'os plus
poreux de maniere a faciliter la fixation du ciment dentaire (Paladur®, Heraeus Kulzer GmbH,
Hanau, Allemagne) sur le crane. Une tres petite quantité de colle (Glue gel) a été étalée sur le
crane afin de permettre le maintien de I'embase jusqu’a la fin du protocole expérimental. A
I'aide de I'appareil stéréotaxique, le centre de 'embase a été ensuite positionné au-dessus du
cortex frontal gauche: +1mm antéropostérieur et +1mm a gauche du Bregma [Pedron et al.,
2014] (Fig.22-B). A la fin de la chirurgie, la peau a été suturée autour de 'embase et désinfectée

par de la Bétadine® (MEDA Pharma, Mérignac, France) (Fig.22-C).

Fig. 22 Chirurgie stéréotaxique de la pose d’embase sur le crane de la souris. (A) La téte de I'animal a été
maintenue immobile pendant la durée de la chirurgie a 'aide des barres d’oreilles. (B) L'embase a été positionnée
au niveau de la région frontale gauche en utilisant comme repére visuel la localisation du Bregma. (C) La peau a été
suturée afin d’éviter le déplacement et I'arrachement de I'embase.

Apreés la chirurgie, les souris ont été placées dans leur cage disposée sur un tapis chauffant
jusqu’a leur réveil et ensuite remises dans leur salle d’hébergement habituelle pour
récupération. Afin d’éviter I'impact de lisolement social sur le phénotype émotionnel, les

animaux n‘ont pas été mis en cages individuelles apres la chirurgie de la pose d’embase. La
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conductance en présence de la colle a été vérifiée sur un groupe d’animaux «tests» (n=5),
destinés a étre euthanasiés, fournis par le personnel de I’Animalerie centrale pour
I'entrailnement a la chirurgie de la pose d’embase et qui n’étaient donc pas inclus dans le

présent travail.
2.2. Protocole de stimulation par la tDCS

L'animal éveillé a été placé et maintenu immobile dans une boite de contention pendant la
durée de la stimulation (Fig.23). Les souris étaient éveillées afin d’éviter une éventuelle
interaction entre les effets de la tDCS et les médicaments anesthésiques, comme l'isoflurane.
Avant chaque session, I'électrode de stimulation (utilisation de deux polarités de stimulation:
anode ou cathode) a été vissée sur I'embase, préalablement remplie du liquide physiologique
(NaCl 0.9%, Versol®, Laboratoire Agnettant, Lyon, France) afin de permettre une meilleure
conductance du courant électrique, en créant une zone de contact de 3.5mm? avec le crane.
L’électrode de référence a été placée sous le thorax de la souris et du gel conducteur (M.E.I., La
Farléde, France) a été déposé au niveau de la zone de contact (9.5cm?). Les embases et les
électrodes utilisées pour la tDCS ont été concues par I'entreprise DIXI Medical (Besancon,
France). La manipulation de la souris avant le début de la stimulation prenait en moyenne 2min.
Si le courant ne passait pas et il fallait remettre du NaCl 0.9% dans I'embase, cette durée

pouvait étre prolongée mais en général ne dépassait pas les 4-5min de manipulation.

Les stimulations ont été réalisées en utilisant un stimulateur ayant une application clinique «DC-
stimulator Plus» (neuroConn GmbH, Iimenau, Allemagne) et quatre autres générateurs «Open-
tES» qui ont été adaptés pour la stimulation chez la souris [Pedron et al., 2020]. Les générateurs
«Open-tES» ont été réglés sur les mémes parametres de stimulation que ceux utilisés pour le
stimulateur clinique «DC-stimulator Plus». De plus, préalablement a leur utilisation dans le
présent travail, d’autres collégues du laboratoire ont comparé I'efficacité de ces deux dispositifs
sur le comportement apparenté a la dépression chez la souris et ont démontré que les
générateurs «Open-tES» permettent d’observer les mémes effets comportementaux que ceux
obtenus avec le stimulateur clinique, validant ainsi leur application chez la souris [Pedron et al.,

2020].
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Fig. 23 Stimulation par la tDCS chez la souris. (A, B) Une fois I'embase fixée au niveau du cortex frontal gauche,
I'animal éveillé a été placé dans une boite de contention afin d’étre immobilisé pendant la durée de stimulation. (C)
L’électrode de stimulation a été vissée dans I'embase préalablement rempli d’'une solution saline avant chaque
stimulation. L’électrode de référence a été placée sous le thorax de la souris. Le courant a été délivré par un
générateur placé a proximité. D’apres Pedron et al., 2014.

Les animaux ont subi 10 stimulations (deux sessions de 20min de stimulation anodique ou
cathodique par jour, pendant 5 jours consécutifs, avec un intervalle de 4h entre les stimulations)
[Pedron et al., 2014; Van Schuerbeek et al., 2021] (Tableau 2). L'intensité a été fixée a 0.2mA
(200pA) sur un générateur. Le courant a été appliqué avec une montée (fade-in: 10s) et une
descente (fade-out: 10s) progressives afin d’éviter le ressenti de sensations désagréables dues
aux variations brusques du courant électrique. Un signal sonore a été émis par les générateurs
en cas de forte résistance (>90kQ) conduisant a leur arrét automatique. Dans ce cas, afin
d’optimiser la conductance et de permettre la délivrance continue du courant électrique,
quelques gouttes supplémentaires de NaCl 0.9% ont été déposées sur I'électrode de
stimulation. Dans le cas ou le courant ne s’établissait pas, la stimulation était arrétée et du gel
conducteur a été déposé sur |'électrode de stimulation avant d’étre a nouveau vissée sur
I'embase et la stimulation était relancée. Les animaux témoins No-stim (non stimulés) ont été
soumis a la méme procédure (anesthésie, chirurgie, pose d’embase, boite de contention,

électrode vissée dans I'embase), sans que le courant soit délivré.
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Parametres de stimulation

Sham

Courant non délivré

Cuff

Courant non délivré

Tableau 2 Parameétres de stimulation utilisés pour la
stimulation tDCS. Dans notre approche expérimentale,
deux polarités de stimulation ont été testées: une

Groupe 20min x 2/jour 20min x 2/jour . - . . s
Nolatirm 5 jours consécutifs 5 jours consécutifs partie des animaux a regu une stimulation de polarité
Total:10 sessions Total:10 sessions anodique (Sham-Anodale, Cuff-Anodale), tandis que
'autre partie a été soumise a une stimulation de
Polarité anodique Polarité anodique L, )
T Intensité: 200pA Intensité: 200pA polarité cathodique (Sham-Cathodale, Cuff-Cathodale).
20min x 2/jour 20min x 2/jour . . . . . .
Anodale 5 jours consecutifs 5 jours consécutifs Les animaux stimulés ont régu 2 sessions de 20min par
Total:10 sessions Total:10 sessions jour pendant 5 jours consécutifs pour arriver au final a
Polarité cathodique  Polarité cathodique 10 sessions. L’intensité de stimulation a été fixée a
Intensité: 200pA Intensité: 200pA : 4 . "y . A
c(a;:gggzle 20min x 2/jour S0min % 2 liatr 200pA. Les animaux témoins ont été soumis au méme

5 jours consécutifs
Total:10 sessions

5 jours consécutifs
Total:10 sessions

protocole, sans que le courant soit délivré.

3. Modele de douleur neuropathique chronique

Une préparation expérimentale basée sur les travaux de Benbouzid et collégues [Benbouzid et
al., 2008a] a été mise en ceuvre au sein de notre laboratoire dans le but de modéliser chez la
souris la douleur chronique d’origine neuropathique. La compression du nerf sciatique a été
réalisée en se basant sur la procédure décrite par Yalcin et collaborateurs [Yalcin et al., 2014b].
Brievement, le principe repose sur I'apposition d’'un manchon en polyéthyléne (cuff: tube
polyéthylene PE-20, 2mm de long, diametre interne de 0.38mm, diametre externe de 1.09mm;
Harvard apparatus, Courtaboeuf, France), unilatéralement autour de la branche principale du
nerf sciatique de la patte postérieure droite de I'animal. Les animaux ont été anesthésiés par
voie intra-péritonéale (i.p.) avec un mélange de kétamine 80mg/kg (Clorkétam®1000,
Vétoquinol SA, Lure, France) et xylazine 12 mg/kg (Rompun®, Bayer SAS, La Garenne-Colombes,
France) dilués dans une solution injectable du Chlorure de Sodium NaCl 0.9% (Coopération
pharmaceutique francaise, Melun, France). Une fois I'animal endormi, du gel ophtalmique
(Lacryvisc®, Alcon®, Rueil-Malmaison, France) a été appliqué sur les yeux afin d’éviter leur
desséchement durant la chirurgie. Le pelage sur la patte arriére droite de I'animal a été enlevé
avec une tondeuse électrique et la zone désinfectée avec un coton-tige imbibé d’alcool a 70%.
Une incision d’environ 1lcm parallele au fémur a été réalisée. A I'aide de deux cure-dents
préalablement stérilisés, les muscles extenseurs et fléchisseurs a I’hauteur de la mi-cuisse ont

été écartés afin de repérer le nerf sciatique (Fig.24-A). Une fois le nerf repéré, il a été isolé et
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hydraté avec du sérum physiologique NaCl 0.9% (Fig.24-B). Le nerf sciatique a été maintenu
avec les cure-dents afin de poser le manchon en polyéthyléne autour de la branche principale
(Fig.24-C.1 et C.2) a l'aide des clamps bulldog a pointes fines (14118, World Precision
Instruments, Floride, Etats-Unis). Le manchon a été refermé en exergant une légére pression sur
ses deux extrémités avec une pince chirurgicale. Le nerf a été ensuite remis en place et la peau
refermée par 2 points de suture. De |la Bétadine® a été appliquée sur la peau suturée pour éviter
le risque d’une infection. Les souris du groupe contréle «Sham» ont subi la méme procédure
chirurgicale, sans insérer le manchon autour du nerf sciatique. A la fin de la chirurgie, les
animaux ont été placés dans des cages d’élevage propres, disposées sur un tapis chauffant. lls
ont ensuite été remis dans la salle d’hébergement apres leur réveil total. Les animaux ayant subi
la compression du nerf sciatique (animaux Cuff) et ceux qui n‘ont pas eu I'implantation du

manchon (animaux controles Sham) ont été hébergés dans des cages séparées.

Moélle
épiniére

i Nerf
" sciatique

Fig. 24 Modéle murin de douleur neuropathique chronique: le modéle du «Cuff». Procédure chirurgicale de la
compression du nerf sciatique de la patte arriere droite chez la souris. Aprées avoir écarté les muscles de la cuisse, la
branche principale du nerf sciatique a été repérée (A) et mise en évidence a I'aide des cure-dents stérilisés (B) afin
de pouvoir y placer tout autour un manchon en polyéthylene (C.1, C.2). D’aprés Benbouzid et al., 2008a.

Page | 139



4. Evaluation comportementale

Les souris ont été soumises a une série de tests visant a évaluer les conséquences
somatosensorielle et émotionnelle de la douleur neuropathique ainsi que le potentiel de la tDCS

a moduler ces réponses comportementales.

Le jour du test, les cages d’hébergement des animaux ont été placées pendant 30min dans une
pieéce expérimentale calme pour qu’ils puissent s’acclimater a ce nouvel environnement afin de
diminuer ainsi I'influence des facteurs externes de stress (intensité lumineuse, odeurs et bruits
non familiers) sur le comportement exploratoire basal des rongeurs. Toutes les expériences
comportementales ont été réalisées a des jours séparés, pendant la phase lumineuse du cycle
circadien entre 8h00 et 16h00 dans des salles dédiées a cet effet, en présence de lumiére
tamisée dont lintensité a été ajustée pour chaque test afin d’éviter un état de stress
supplémentaire chez les animaux. Tous les équipements ont été nettoyés entre chaque souris a
I'eau distillée et une solution d’éthanol a 70° pour éviter toute odeur pouvant perturber le
comportement de la souris suivante. Le comportement des animaux a été surveillé et enregistré

via une caméra vidéo afin d’étre analysé ultérieurement.

4.1. Etude de la composante somatosensorielle:

Evaluation de I'allodynie mécanique
D’origine clinique, le test de von Frey est également utilisé chez le rongeur afin de déterminer la

réponse nociceptive aux stimuli mécaniques. Ce test est basé sur le principe qu’un filament en
plastique changera de forme en réponse a une pression exercée sur la face interne de la patte
de la souris. La force de cette pression est déterminée en fonction de la longueur et le diameétre
du filament. Dans le présent travail, le seuil de sensibilité a la stimulation mécanique des
animaux a été évalué manuellement en utilisant un jeu de monofilaments de nylon (Aesthesio®,
Bioseb, Vitrolles, France) (Fig.25-A) d’une longueur constante de 5cm mais de différents
diametres, permettant ainsi d’avoir une gamme de force variable située entre un minimum de
0.008 grammes (g) et un maximum de 300g. Chez la souris, les filaments les plus souvent utilisés

sont représentés dans le Tableau 3 ci-dessous:
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. Force exercée en Force exercée en
Diamétre (mm) "
grammes (g) milliNewtons (mN)

3.22 0.16 1.6 Tableau 3 Liste des filaments de von Frey les plus
3.61 0.40 3.9 souvent utilisés chez la souris pour déterminer le
3.84 0.60 5.9 seuil nociceptif mécanique. Chaque filament
4.08 1.0 9.8 permet d’exercer une force constante, exprimée
117 1.4 13.7 en grammes (g) ou en milliNewtons (mN), qui est
prédéterminée en fonction du diametre (mm) du
4.31 2.0 19.6 , o , ,
filament. Données tirées du site du fabricant Ugo
4.56 4.0 39.2 e
Basile®.
4.74 6.0 58.8
4.93 8.0 78.4
5.07 10 98.0
5.18 15 147

La réalisation de ce test est basée sur le protocole précédemment décrit par Yalcin et collegues
[Yalcin et al., 2014b]. Le jour du test, afin de permettre I’"habituation au dispositif, I'animal a été
placé pendant 15min dans une boite de contention en Plexiglas (7 x 9 x 7cm) disposée sur une
grille métallique surélevée (Fig.25-B). Apres ce délai, chaque filament de nylon a été
successivement appliqué (pendant 2-5s) perpendiculairement a la surface plantaire (Fig.25-C),
tout d’abord de la patte arriére gauche (controlatérale a la lésion, non opérée) et ensuite de la
patte arriere droite (ipsilatérale a la lésion, opérée) de la souris, jusqu’a ce gu’il se plie, ce qui
permet d’exercer une pression calibrée délivrant une force constante prédéterminée. Le temps
requis pour I'évaluation des deux pattes arriere était d’environ 5min, mais ce temps pouvait
varier en fonction de I'activité et la sensibilité au stimulus mécanique de la souris. En effet, si
I'animal était engagé dans une activité de miction ou présentait un comportement de toilettage,

il fallait attendre I'arrét de cette activité afin d’appliquer le filament.

Page | 141



Boite Plexiglas

'f' TIET]LLY

Zone de test

i | '
e J 1

Filament
von Frey

Fig. 25 Evaluation de l'allodynie mécanique par le test des filaments de von Frey. (A) Set de monofilaments
utilisés pour le von Frey manuel. (B) La souris est placée dans une boite de contention se trouvant sur une grille
métallique surélevée. (C) Les filaments de von Frey sont appliqués dans un ordre de force croissante sur la surface
plantaire de la patte postérieure droite de I'animal. Adapté d’apres Deuis et al., 2017.

La détermination du seuil nociceptif mécanique a été réalisée selon I'approche méthodologique
dite de «stimulus ascendant» [Deuis et al., 2017]. Ainsi, la présentation des filaments a été faite
dans un ordre de force croissante en commencant par le filament de plus faible diametre, et
donc de plus faible force. Avant la compression du nerf sciatique le filament de plus faible
diametre utilisé était celui de 1.4g, tandis qu’apres la chirurgie I'application commencait par le
filament de 0.4g. En cas d’une réponse positive (+) de I'une des pattes au moment du premier
filament testé, un autre filament d’une force immédiatement inférieure (se référer au Tableau
3) a été utilisé. Si aucune réponse positive n’a été détectée (0) au moment d’application du
premier filament, le filament suivant de force immédiatement supérieure a été utilisé. En cas de
doute, un méme filament a été retesté dans un intervalle d’'une minute. Les réponses
nociceptives suivantes ont été recherchées pour chaque animal: retrait brusque, tremblement
ou léchage de la patte testée, garde de la patte arriere en position élevée soit pendant
I’application du stimulus soit immédiatement apres le retrait du filament. Chaque filament a été
appliqué a 5 reprises par patte (Fig.26). Il fallait comptabiliser au moins trois réponses positives
sur les 5 applications réalisées afin de conclure sur la valeur en grammes nécessaire pour
induire une réponse douloureuse minimale. Chaque animal a été testé jusqu’a ce que deux
filaments consécutifs conduisent a une réponse nociceptive. La valeur du filament de moindre

force a alors été prise en compte comme étant le seuil de retrait mécanique de I'animal.
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Fig. 26 Exemple de représentation visuelle des résultats obtenus lors du test de von Frey. Le test a commencé par
I’évaluation de la sensibilité mécanique de la souris en réponse au filament de plus faible force (dans I'exemple
présenté ici, c’est le filament de 0.4g). Si aucune réponse n’a été observée (noté: 0), le filament suivant de force
supérieur a été testé (ici, c’est le filament de 0.6g). Chaque filament a été appliqué a 5 reprises. Si un filament
donné induisait au moins trois réponses nociceptives positives (noté: +) sur les cing applications réalisées, c’est la
valeur de force, exprimée en grammes (g), qui a été désignée comme le seuil de retrait mécanique. Dans I'exemple
présenté ici, c’est le filament de 2g qui conduit a 3 réponses positives, donc le seuil nociceptif de la patte postérieur
droite est égal a 2g. Pour la patte arriere gauche, c’est le filament de 4g qui provoque 4 réponses nociceptives
positives, donc le seuil nociceptif correspond a 4g. Le filament de 6g a été testé afin de confirmer les seuils
déterminés précédemment pour chacune des pattes. G: patte postérieure gauche; D: patte postérieure droite.

4.2. Activité locomotrice

Le dispositif utilisé est un champ ouvert représentant une enceinte carrée opaque (40 x 40 x
40cm) [Galliot et al., 2012]. Chaque souris a été individuellement placée au centre de I'aréene et
la distance totale parcourue a été enregistrée pendant 5min par une caméra située au-dessus
du dispositif. Les données numériques ont été récupérées sous format d’un fichier Excel a I'aide

du logiciel de tracking ViewPoint 3.10 (ViewPoint Behavior Technology, Lyon, France).
4.3. Tests évaluant le comportement apparenté a I’anxiété

Plusieurs tests, qui consistent a explorer le comportement de type approche/évitement face a
un danger potentiel, permettent d’évaluer le phénotype apparenté a I'anxiété chez les
rongeurs. Les facteurs anxiogéniques et les parametres mesurés varient selon les tests. Les
différents tests qui seront décrits dans ce manuscrit sont basés sur des aversions innées des
animaux et ne nécessitent donc pas de phase de conditionnement.
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4.3.1. Le test de champ ouvert
(OF: Open-field test)
Le dispositif est le méme que celui utilisé pour évaluer I'activité ambulatoire des animaux (voir
point 4.2). L'aréne est fortement éclairée en son centre (70lux) et est virtuellement subdivisée
en 2 zones: une centrale (34cm) et une périphérique (3cm) (Fig.27). La zone périphérique est
moins intensément éclairée. Les souris ont été individuellement placées au centre de |'arene et
leur comportement exploratoire enregistré pendant 5min. Les fichiers vidéo et les données
numériques ont été simultanément recueillis par le logiciel ViewPoint. Dans I'OF, deux facteurs
permettent le déclenchement d’'un comportement de type anxieux: le premier est lié a
I'isolement social résultant de la séparation physique de I’'animal de ses congéneéres pendant la
durée du test, et le second est basé sur le stress provoqué par I'exposition de I'animal a un
nouvel environnement non protégé et fortement éclairé (ici, le centre de I'aréne). Le paradigme
d’approche/évitement utilisé dans ce test révele chez les rongeurs le comportement dit de
«thigmotactisme», a savoir de rester prés des parois de I'enceinte afin d’essayer de trouver un
abri [Bourin et al., 2007]. En général, moins un animal explorera le centre de I'arene, zone la
plus anxiogene, plus il est considéré comme présentant un comportement de type anxieux.
Ainsi, le parametre principal mesuré, qui a été utilisé comme un indice d’anxiété, est le temps

total passé par les souris dans la zone centrale du dispositif.

A B

40cm

périphérie (3cm

centre

34cm

wagy

A0ci

.
i Ik

Fig. 27 Dispositif utilisé pour le test de 'OF. (A) L’enceinte carrée a été virtuellement subdivisée en 2 zones: une
périphérique et une centrale (anxiogene). (B) Exemples de tracés de trajectoire obtenus lors de la durée du test.
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4.3.2. Le test de la boite claire/obscure
(LDB: Light-Dark box)
Le dispositif est le méme que celui utilisé pour le test de I'OF. L’enceinte est divisée en deux
compartiments: I'un qui est fortement éclairé (~120-130lux) et donc anxiogene, et 'autre
relativement sombre (~20lux) et plutét rassurant pour les animaux (Fig.28). L'ensemble du
dispositif est placé sur une plateforme capable de refléter le rayonnement infrarouge. La partie
sombre est couverte d’un verre rouge en acrylique laissant également passer les rayons
infrarouges, rendant ainsi possible le suivi de la trajectoire de I'animal pendant le test méme
dans le compartiment plus faiblement éclairé. Les deux parties du dispositif sont reliés par une
petite ouverture permettant le passage libre de I'animal d’un c6té a I'autre de I'enceinte. Au
début du test, chaque animal a été placé dans le compartiment sombre, avec la téte face a
I'ouverture, et son comportement exploratoire dans I'ensemble du dispositif a été enregistré
pendant 10min via le logiciel ViewPoint. Le temps passé et la latence d’entrée dans le
compartiment fortement éclairé ont été mesurés. Une entrée était considérée valide lorsque les

guatre pattes de I'animal étaient a I'intérieur du compartiment éclairé.

40cm

Compartiment
éclairé

40cm

ouverture

Compartiment
sombre

Boite 1 Boite 2

Fig. 28 Dispositif utilisé pour le test de LDB. L’animal placé au sein du dispositif est capable d’explorer librement
les deux compartiments: I'un qui est fortement éclairé et I'autre qui est relativement sombre. Les deux parties du
dispositif sont reliées par une petite ouverture permettant le libre passage de I'animal d’un compartiment a un
autre. Image tirée des enregistrements vidéo réalisés pendant le test.
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4.4. Test prédictif d’'un phénotype anxio-dépressif: Le test de consommation
supprimée par la nouveauté (NSF: Novelty-Suppressed Feeding)

Le NSF est utilisé pour évaluer les comportements apparentés a |'état dépressif et anxieux chez
le rongeur [Samuels et Hen, 2011]. Dans ce travail de these, le NSF a été réalisé uniquement
aprés la stimulation par la tDCS, étant donné que le principe du test est basé sur I'aspect
nouveauté et que les rongeurs peuvent présenter un comportement d’habituation a ce test lors
de sa répétition. Une enceinte cylindrique opaque (diametre interne: 40cm; hauteur: 48cm), ne
contenant pas de sciure et éclairée en son centre (40lux) a été utilisée pour le test de NSF. Un
cercle blanc de papier-filtre (Whatman, diamétre: 10cm) a été placé au centre du dispositif sur
lequel deux granulés habituels (nourriture familiere), ont été déposés (Fig.29). Les souris ont été
soumises a une restriction alimentaire de 24h avant le début du test en retirant la nourriture de
leur cage d’hébergement et en changeant la litiere afin d’éviter qu’il y ait des miettes restantes
('eau de boisson reste toujours a disposition). Le protocole ainsi concu permet de créer une
situation de conflit interne pour I'animal puisqu’il est partagé entre la motivation a se diriger
vers la source de nourriture familiere afin de s’alimenter et la peur d’explorer un
environnement nouveau qui est anxiogéne et potentiellement dangereux (le centre éclairé de
I'enceinte) [Samuels et Hen, 2011]. Préalablement au test, chaque animal a été pesé afin
d’estimer la perte de poids due a la privation de nourriture. Le jour du test, la souris a été placée
au sein de I'enceinte, téte face a la paroi et son comportement enregistré grace a une caméra
fixée au-dessus du dispositif. La latence mise par I'animal a initier la premiére consommation de
nourriture a été enregistrée pendant une durée maximale de 15min et utilisée comme un indice
du phénotype anxio-dépressif. Pour cela, la souris devait manifestement mordre une croquette
en utilisant ses pattes avant [David et al.,, 2007]. L’animal était retiré du dispositif des le 1°
grignotage et I'enregistrement arrété. Si au bout de 15min la souris n’avait rien consommé, le
test était arrété et un score de 900s de latence était noté. A la fin du test, I'animal a été replacé
dans sa cage habituelle pendant 5min en présence d’une quantité de nourriture connue. La

consommation durant les 5min ainsi que son poids corporel a la fin du test ont été mesurés.
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Fig. 29 Dispositif utilisé pour le test de NSF. (A) L’animal, mis en restriction alimentaire de 24h préalablement au
test, est placé au sein du dispositif au centre (zone anxiogéne) duquel deux croquettes (nourriture familiére) sont
mises a sa disposition. Le comportement de la souris est enregistré par une vidéo caméra, positionnée au-dessus
de I'enceinte, qui est reliée a un ordinateur. (B) Observation du comportement de la souris pendant la durée du
test. Image tirée des enregistrements vidéo réalisés pendant le test.

4.5. Tests évaluant le comportement apparenté a la dépression

Les tests qui seront présentés dans la section qui suit abordent différents aspects du

comportement dépressif.
4.5.1. Le Splash test évaluant le comportement auto-centré de toilettage

Chez les rongeurs, le toilettage est un comportement éthologique complexe qui pourrait étre
modifié par le stress, le niveau d’anxiété et de dépression ressenti [Smolinsky et al., 2009].
L’évaluation du comportement de toilettage permet de mesurer le degré de motivation de
I’'animal pour des activités dirigées vers soi [Nollet et al., 2013] qui sont souvent altérées chez
des patients dépressifs présentant alors une négligence de I’hygiéne corporelle [Stewart et al,,
2022]. Dans le test de Splash, le comportement de toilettage est provoqué par la pulvérisation
sur le pelage dorsal, a proximité de la base de la queue de I'animal, d’une solution de sucrose

concentrée a 10% [Nollet et al., 2013] (Fig.30). Le test a eu lieu dans une salle expérimentale
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faiblement éclairée (30lux). Chaque souris a recu deux pulvérisations et a été ensuite placée
dans une cage individuelle (26.8 x 21.5 x 14.1cm) remplie de sciure, en absence d’eau et de
nourriture. La latence du premier toilettage ainsi que la durée totale de toilettage (indicatifs du
comportement auto-centré et du degré de motivation de I'animal) ont été comptabilisées
manuellement a I'aide d’un chronomeétre pendant 5min. Le comportement des animaux a été
enregistré via une caméra placée en face de la cage expérimentale. Entre chaque passage, la
litiere a été changée afin d’éviter les odeurs interférentes entre les différents groupes

d’animaux.

Toilettage rostral

Fig. 30 Evaluation de l'activité de toilettage dans le test de Splash. (A) Chaque souris regoit deux pulvérisations
d’une solution de sucrose a 10% au niveau de la base de la queue. Son comportement de toilettage est ensuite
observé pendant la durée du test (5min). (B) Exemples de comportements observés pendant le test: toilettage
rostral au niveau du museau ou toilettage caudal au niveau du pelage dorsal. Images tirées des enregistrements
vidéo réalisés pendant le test.

4.5.2. Test évaluant le comportement d’anhédonie:
Le test de préférence au sucrose (SPT: Sucrose Preference Test)
D’une maniére générale, dans le test de préférence au sucrose, les animaux présentant un
phénotype dépressif montrent une baisse de leur consommation en sucrose par rapport aux
souris controbles, ce qui indique une diminution de la sensibilité du systeme de récompense se
caractérisant par un comportement anhédonique [Serchov et al., 2016]. Deux concentrations de

sucrose (2.5% ou 1.5%) ont été testées dans deux cohortes différentes. Le SPT a été réalisé
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pendant 3 nuits successives. Durant la premiere nuit dite de «consommation forcée», les souris
ont été maintenues dans leur cage d’hébergement collective et leur eau de boisson habituelle a
été remplacée par une solution de sucrose. Cette premiere phase permet d’habituer les
animaux a I'eau sucrée et d’éviter ainsi un comportement de néophobie alimentaire (refus ou
peur de consommer des nourritures ou boissons nouvelles) le jour du test. Les deux nuits
suivantes, les souris ont été séparées dans des cages individuelles en absence de nourriture et
en présence de deux biberons identiques qui ont été mis a leur disposition: 'un avec de I'eau de
boisson habituelle et I'autre avec la solution de sucrose. Cette deuxieme phase permet de
reproduire le paradigme de libre choix entre les deux biberons. Entre chaque nuit,
I’'emplacement des biberons a été inversé pour éviter les effets d’habituation de c6té et donc ne
pas avoir un biais de latéralité qui pourrait influencer les résultats (Fig.31). A la fin de chaque
nuit expérimentale, les souris ont été replacées dans leur cage collective avec de la nourriture et
de l'eau ad libitum. Au début et a la fin de chaque nuit, les biberons ont été pesés
individuellement afin de déterminer la quantité de boisson consommée par chaque souris. La

préférence au sucrose a été calculée comme il s’en suit:

Volume de sucrose consommeée (g)
Pourcentage de préférence (%) = * 100
Volume total de liquide consommée (g)

Phase d'habituation: : Phase de test:
consommation forcée choix libre entre deux biberons
de sucrose ' (eau ou sucrose)
Nuit 1 § | Nuit 2 -8- m Nuit 3 IzhE
: o 3 o c g 8
/7 /// H

sggig - - __ew»

.....................................................................................................................................................................................

Fig. 31 Evaluation du comportement anhédonique vis-a-vis d’une solution sucrée. Aprés une premiére nuit
d’habituation a la solution sucrée, les souris ont été placées dans des cages individuelles ou elles avaient le choix
entre deux biberons: un biberon rempli d’eau et un autre avec de I'eau sucrée. L’emplacement des biberons a été
inversé entre chaque nuit de test. Réalisé avec BioRender®
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4.5.3. Test évaluant le comportement de résignation:
Le test de la nage forcée (FST: Forced Swimming Test)
La procédure utilisée est celle décrite par Porsolt permettant d’évaluer un comportement
pseudo-dépressif chez les rongeurs [Porsolt et al., 1978]. Les conditions expérimentales mises
en ceuvre pour la réalisation du FST consistent a soumettre I'animal face a une situation de
stress dont la possibilité d’échappement est rendue impossible, ce qui au fur et a mesure
conduit a un comportement de résignation (I'un des critéeres de diagnostic des troubles
dépressifs). En effet, au bout d’un certain temps I'animal cesse progressivement toute tentative
d’échappement en réduisant ses mouvements pour finalement s'immobiliser, reflétant ainsi un
état interprété comme homologue au désespoir. Pour ce test, chaque souris a été
individuellement placée dans un cylindre en verre (diamétre et hauteur: 18cm et 27cm,
respectivement), rempli d’eau du robinet a une température de 23°-25°C (Fig.32). La salle
expérimentale a été éclairée d’une lampe halogéne afin d’obtenir une luminosité faible
d’environ 30lux. Le dispositif utilisé était suffisamment profond (profondeur: 18cm) pour ne pas
permettre a I'animal de poser ni ses pattes arriere ni sa queue au fond du récipient. Le
comportement de la souris a été enregistré pendant une durée de 6min par une caméra située
sur le c6té du cylindre. Les parametres, tels que la latence de premiere immobilisation ainsi que
la durée d'immobilité (flottement passif ne permettant d’effectuer que des mouvements
nécessaires au maintien de la téte hors de I’eau) ont été comptabilisés manuellement [Crupi et
al., 2011]. Ala fin du test, la souris a été retirée de I'eau et placée dans une cage identique a sa
cage habituelle qui a été positionnée sur un tapis chauffant afin d’éviter a I'animal le risque
d’une hypothermie. Une fois le pelage de la souris devenu sec, elle a été replacée dans sa cage
d’hébergement collective. L’'eau du cylindre a été changée entre chaque animal. Etant donné
gu’une forte activité de nage est généralement observée pendant les deux premiéres minutes
du test, ou I'animal essaie de trouver colite que colte une échappatoire, la durée d’'immobilité a

été quantifiée au cours des 4 dernieres minutes du test [Yalcin et al., 2011].
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FST: Forced Swimming Test
Evaluation du comportement de résignation

27¢cm

wogt

18cm

Fig. 32 Evaluation du comportement de résignation par le test de FST. Chaque souris est placée dans un cylindre
en verre rempli d’eau a 23-25°C. Face a une situation de stress dont I'échappement est impossible, I’'animal adopte
différentes stratégies: soit il présente un comportement de nage active, soit il essaie d’échapper en escaladant les
parois du cylindre en verre, soit il s'immobilise. Le comportement d’immobilité permet notamment de rendre
compte de I'état de désespoir de I'animal. Images tirées des enregistrements vidéo réalisés pendant le test.

4.6. Test évaluant le degré de motivation vis-a-vis d’une récompense
alimentaire: Le test de Ratio Progressif (PR: Progressive Ratio test)

Un protocole de comportement opérant dans des cages de Skinner (Med associates Inc,
Hertfordshire, Angleterre) a été développé afin de réaliser le test de Ratio Progressif [Cabeza et

al., 2021] (Fig.33). Ce test a été réalisé dans une cohorte séparée de souris.

Cage de conditionnement opérant

Orifice éclairé de récompense
Mangeoire

Générateur de son

Grille de fond

Tiroir de récupération des boli fécaux
Porte frontale

Distributeur de pellets

Cable de connexion a 'ordinateur

. Enceinte isolation phonique

10. Ventilateur

CENOU R WNE

Fig. 33 Représentation d’une cage de conditionnement opérant utilisée pour le test de Ratio Progressif. Chaque
animal a été individuellement placé dans une cage ou il devait apprendre la tache associative consistant a
introduire le museau dans un orifice éclairé (1) afin d’obtenir la récompense alimentaire délivrée dans la mangeoire
(2) située du coté opposé.
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Une semaine avant le début de la procédure expérimentale et jusqu’a la fin de celle-ci, les

animaux ont été soumis a une restriction alimentaire partielle permettant de maintenir leur

masse corporelle a 80%-90% de leur poids de référence. Avant de procéder a la réalisation du

test proprement dit, les souris ont été tout d’abord soumises a une phase d’habituation suivie

d’une phase d’apprentissage (Fixed Ratio-1 = FR-1; Fixed Ratio-5 = FR-5) (Fig.34).

Phase d’habituation: Les animaux ont été habitués au dispositif expérimental pendant 3
jours consécutifs. lls ont été placés individuellement dans la chambre opérante pour une
durée de 10min. Pendant ce temps, les souris pouvaient explorer librement une
mangeoire vide éclairée par une lumiére ainsi que deux orifices identiques non éclairés
disposés du coté opposé a la mangeoire. Au troisieme jour de passage, un pellet de
nourriture (Dustless Precision Pellets® Grain-Based Diet, PHYMEP s.a.r.L., Paris, France)

était mis a disposition des animaux au sein de la mangeoire;

Phase d’apprentissage de FR-1 et FR-5: La phase d’habituation a été suivie d’une
premiéere phase d’apprentissage dite de «Ratio Fixe-1» ou les animaux devaient réaliser
un effort minime pour obtenir de la nourriture (récompense alimentaire). L'animal
devait introduire une seule fois son museau (nose-poke) dans un orifice éclairé, désigné
comme actif, déclenchant la délivrance d’un pellet dans la mangeoire. Le choix des
orifices actifs et inactifs a été fait d’'une maniere aléatoire pour chaque souris lorsque
celle-ci ne présentait pas de préférence spatiale lors de la phase d’habituation.
Lorsqu’un animal démontrait une préférence spatiale pour un orifice donné (deux fois
plus de visites d’un orifice par rapport a un autre), I'ordre d’orifice actif et inactif était
inversé par I'expérimentateur. Chaque introduction du museau dans un orifice actif
(réponse correcte) ou inactif (réponse incorrecte) était suivie d’'un temps mort de 5s,
donnant ainsi la possibilité a la souris d’aller consommer la nourriture au sein de la
mangeoire. Si pendant ce laps de temps I'animal réalisait des nose-pokes
supplémentaires, ceux-ci n’entrainaient pas de délivrance de pellet dans la mangeoire.
Chaque session de FR-1 était d’'une durée maximale d’'une heure ou jusqu’a ce qu’un

maximum de 50 récompenses soit délivré. Il a été considéré que les animaux ont appris
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correctement la tache associative lorsque 1) les souris présentaient un indice de
discrimination 23:1 pour les réponses actives versus inactives, c’est-a-dire 3 fois plus de
réponses correctes qu’incorrectes, 2) les animaux arrivaient a obtenir 220 récompenses
par session 3) sur trois sessions consécutives. Lorsque ces 3 criteres d’acquisition ont été
atteints, les souris ont pu passer a la phase d’acquisition suivante dite de «Ratio Fixe-5»
durant laquelle elles devaient réaliser un effort plus important que précédemment, a
savoir effectuer 5 réponses correctes dans un orifice éclairé afin d’obtenir une
récompense dans la mangeoire. Les animaux ont été soumis a ce protocole de FR-5

durant une heure par jour pendant 3 jours consécutifs;

Phase de test dans le «PR»: Une fois que les animaux ont acquis la tache
d’apprentissage par association dans la phase de FR-5, leur degré de motivation pour
obtenir la récompense alimentaire a été évalué en les soumettant au protocole de
«Ratio Progressif». Les ratios utilisés durant le test ont été calculés suivant la formule
[5(R+0-2)]-5  ou R correspond au nombre de récompenses déja obtenues+1 [Richardson et
Roberts, 1996]. Ainsi, le nombre de réponses correctes nécessaires pour la délivrance
d’une récompense alimentaire augmente progressivement suivant l'ordre: 1, 2, 4, 6, 9,
12, 15, 20, 25, 32, 40, 50, 62, 77, 95 et ainsi de suite. Le plus haut ratio auquel la
performance est maintenue est appelé «point de rupture» ou «breakpoint=BP» et
désigne le moment ou I'animal cesse de fournir davantage d’effort pour obtenir sa
récompense. C'est notamment ce «point de rupture» qui a été utilisé pour déterminer le
degré de motivation de I'animal pour obtenir de la nourriture. Chaque session de PR
était d’'une durée d’une heure par jour ou bien la session était arrétée aprés 10min
d’inactivité de I'animal au sein de la cage opérante (pas de détection de visites dans les
orifices ou la mangeoire pendant les 10 premiéres minutes du test). La phase de PR se
terminait lorsque le nombre de récompenses obtenues au cours d’une session déviait de
<10% pendant 3 jours consécutifs, c’est-a-dire que pendant 3 jours consécutifs les souris

devaient présenter une stabilisation dans le nombre de récompenses obtenues.
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Critéres d’exclusion: Il est conseillé d’exclure de I'analyse les souris qui effectuent plus de 15

séances dans la phase de FR-1 d(i au manque d’apprentissage de la tache associative. Dans nos

conditions expérimentales, aucune souris n’a été exclue sur la base de ce critere.

Testd’apprentissage associatif basé sur le conditionnement opérant:
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Fig. 34 Représentation schématique du protocole utilisé pour le test de Ratio Progressif. Avant de passer dans la
phase de test, les souris ont été d’abord soumises a une phase d’habituation, suivie d’'une phase d’apprentissage
ou elles devaient apprendre la tdche associative consistant a effectuer un (FR-1) ou cing (FR-5) nose-pose(s) dans
un orifice illuminé (réponse correcte) pour obtenir un pellet dans la mangeoire. Durant la phase de test (PR), le
nombre de réponses correctes nécessaires pour la délivrance d’un pellet augmentait progressivement, permettant
ainsi de déterminer le degré de motivation des animaux vis-a-vis de I'obtention d’une récompense alimentaire.
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5. Evaluation neurobiologique des processus neuro-inflammatoires

Afin d’étudier I'implication des processus neuro-inflammatoires persistants dans le modele de
douleur neuropathique utilisé dans ce travail de these et la contribution éventuelle de la tDCS
dans la résolution de ces processus, une approche immunohistochimique a été mise en ceuvre
pour la révélation des marqueurs gliaux Ibal (microglie) et GFAP (astrocytes) au niveau supra-

spinal.
5.1. Fixation et coupe des cerveaux de souris

A la fin du protocole expérimental, aprés avoir regu une injection i.p. de Doléthal® (1ImL/kg,
Vétoquinol S.A, Lure, France), les souris ont été perfusées par voie transcardique avec une
solution de NaCl a 0.9%, suivie d’une solution de paraformaldéhyde a 4% (PFA: (CH,0),, Roth®,
Karlsruhe, Allemagne) dissout dans un tampon phosphate 0.1M (PB, pH=7,2, Na;HPO4: di-
Sodium hydrogénophosphate et KH,PO4: Potassium dihydrogénophosphate, Roth®, Karlsruhe,
Allemagne). Les cerveaux ont été prélevés pour étre post-fixés pendant une nuit a 4°C dans le
méme fixateur. lls ont ensuite été cryoprotégés par immersion dans une solution de sucrose a
15% (D(+)-Saccharose: Ci12H22011, Roth®, Karlsruhe, Allemagne) diluée dans du PB 0.1M pendant
24h a 4°C. Les cerveaux ont été congelés dans de l'isopentane (CsHi2: 2-méthylbutane, Roth®,
Karlsruhe, Allemagne) a -80°C pendant 6sec en utilisant le systétme SnapFrost™ (Alphelys,
Plaisir,France). Des coupes coronales de 30um d’épaisseur ont été réalisées a -20°C avec un
microtome coulissant (Microm KS 34-S: 47 282 ; Systéme de refroidissement: R404a, Micron
GmbH, Walldorf, Allemagne) et conservées au congélateur a -20°C dans des plaques a 24 puits
contenant du cryoprotecteur (% de PBS: solution saline tamponnée au phosphate a 0.1M, % de

Glycérol et % d’Ethyléne glycol) jusqu’a la réalisation des marquages immunohistochimiques.
5.2. Immunohistochimie enzymatique sur coupes flottantes

La technique immunohistochimique employée permet une révélation de la protéine d’intérét
par la méthode dite «avidine-biotine-peroxydase» qui utilise les propriétés enzymatiques de la
peroxydase HRP (Horse Radish Peroxidase conjuguée a un anticorps). L'enzyme, en présence de

H,0,, catalyse la réaction d’oxydoréduction de substrat chromogéne de 3,3’diaminobenzidine
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(DAB, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Allemagne) en le transformant en un produit coloré insoluble

(Fig.35).

substrat

3,3’diaminobenzidine + NiCl2 non coloré
H202

précipité
coloré
) Avidine
Anticorps secondaire ——
biotinylé nue_gm s
Complexe Avidine-Biotine @  Biotine
(ABC)

a Peroxydase

Anticorps primaire: ——
@-lba-1o0u
@-GFAP

protéine d’intérét:
C 0 +<— Iba-1o0u GFAP

1 «—— tissu cérébral

Fig. 35 Représentation schématique de la technique d’immunohistochimie enzymatique. L’anticorps primaire
reconnait la protéine d’intérét (antigene) présente au sein du tissu cérébral. L’anticorps secondaire biotinylé,
couplé a I'enzyme peroxydase HRP, reconnait les immunoglobulines (IgG) de I’anticorps primaire. La peroxydase, en
présence de peroxyde d’hydrogene, induit la dégradation du substrat non coloré (DAB) en un précipité coloré dont
le signal est analysé.

Les anticorps utilisés dans cette étude immunohistochimique sont des anticorps provenant du
commerce dont la spécificité est testée par le fabriquant. L’anticorps monoclonal anti-lbal
utilisé a été obtenu par immunisation de souris avec le polypeptide humain AIF-1 et produit en
masse par la technologie des hybridomes, tandis que I’anticorps polyclonal anti-GFAP a été
préparé par le fabricant a partir de sérum de lapin donc par immunisation de lapins avec la
protéine bovine purifiée. Les caractéristiques des anticorps primaires utilisés sont indiquées

dans le Tableau 4.

Tableau 4 Caractéristiques des anticorps primaires utilisés pour I'immunohistochimie enzymatique.

anicos | e | anigine | orine | bivion

Polypeptide humaine, Santa Cruz Biotechnology,

Ibal (souris) monoclonal  Facteurinflammatoire Référence: 1/5008me
d’allogreffe 1 (AIF-1) (1022-5): sc-32725
GFAP (lapin) polyclonal  Protéine bovine, purifiée MerckMillipore, 1/1000%me

Référence: AB5804
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L’'Ibal, aussi connue comme le facteur inflammatoire d’allogreffe 1 (AlIF-1), est un polypeptide
de 17kDa dont la localisation microgliale a été identifiée par Ito et collegues avec la méthode
d’immunohistochimie enzymatique sur des coupes cérébrales de rat fixées au formol [Ito et al,,
1998]. La GFAP (protéine d’acide fibrillaire gliale) est le composant principal des filaments
intermédiaires astrocytaires. Elle a été isolée a partir de la névroglie fibreuse par Eng et
collegues au début des années 70 [Eng et al., 1971] et par la suite sa localisation spécifique dans
les astrocytes fibrillaires a été identifiée par la technique d’immunofluorescence indirecte

[Bignami et al., 1972].

Aprés avoir sorti les coupes de cerveaux du congélateur, elles ont été rincées dans du PBS
contenant 0.3% de Triton X-100 (PBS-T: 2x5min et 1x10min sous agitation a température
ambiante). Les coupes ont été ensuite placées pendant 15min dans du PBS-T contenant 0.3% de
H,0; pour bloquer I'activité des peroxydases endogenes. Elles ont été rincées dans trois bains
successifs de 5min de PBS-T avant d’étre incubées sous agitation pendant 48h a 4°C avec les
anticorps primaires. L’anticorps polyclonal anti-GFAP a été préparé dans une solution dite de
«diluant anticorps» composée de PBS-T contenant 10% de lactoprotéines (Régilait: lait écremé
en poudre), 1% d’albumine sérique bovine (BSA, Roth®, Karlsruhe, Allemagne) et 0.01% d’azide
de sodium (NaNs, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Allemagne). L'anticorps monoclonal anti-lbal a
été dilué dans du PBS-T. A la fin de l'incubation, les coupes ont été rincées dans du PBS-T
(3x5min), puis incubées pendant une nuit a 4°C avec les anticorps secondaires biotinylés
suivants: anticorps de chevre dirigés contre les I1gG de souris (référence: BA-9200, dilution
1/2000, Vector Laboratories®, Burlingame, Etats-Unis), et anticorps de chévre anti-IgG de lapin
(référence: BA-1000, dilution 1/2000, Vector Laboratories®, Burlingame, Etats-Unis). Le
lendemain, les coupes ont été incubées pendant 1h sous agitation a température ambiante avec
une solution contenant les réactifs du complexe avidine-biotine-peroxydase (Vectastain Elite
ABC Kit, Vector Laboratories®, Etats-Unis). La réaction a été arrétée par lavage dans du PBS
(3x5min et 3x10min). Les coupes ont ensuite été incubées pendant 6min a 12min dans du PBS
contenant 0.04% de DAB, 0.006% de H,0O, et 0.04% de Chlorure de Nickel (II) (NiCl;, Roth®,
Karlsruhe, Allemagne). Aprés rincage au PBS, elles ont été déposées a I'aide d’un pinceau sur

des lames gélatinées et séchées a I'étuve a 37°C pendant une nuit. Le lendemain, les coupes ont
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été déshydratées dans des bains successifs d’alcool (a concentration croissante: 70°, 95° et
2x100°, 3min chacun) et de xyléne (3x2min, VWR International S.A.S., Fontenay-sous-Bois,
France) avant d’étre montées entre lame et lamelle au baume du Canada (Roth®, Karlsruhe,
Allemagne). Aprés montage, les coupes ont été séchées pendant 2 jours a I'étuve avant d’étre

observées au microscope.
5.3. Acquisition et analyse des images

L'observation des coupes a été réalisée avec un microscope optique (Olympus Bx51 TF) en
utilisant un objectif x4 pour la localisation des différentes structures cérébrales, suivie d’une
visualisation plus précise des différents types de cellules gliales avec un objectif x20 pour les
astrocytes et un objectif x40 pour les cellules microgliales. L’acquisition des images a été
effectuée avec une caméra digitale (Olympus DP50-CU) reliée a un ordinateur équipé du logiciel
analySIS 3.1 (Soft Imaging System). Les images ont été prises dans les hémispheres gauche et
droite des coupes. Une analyse de quantification du nombre de cellules immunopositives pour
les marqueurs gliaux Ibal et GFAP a été ensuite réalisée a I'aide du logiciel ImageJ (National
Institutes of Health, Etats-Unis) dans les deux régions cérébrales sélectionnées en fonction de
leur implication dans les composantes affective et somatosensorielle de la douleur [Barthas et
al., 2015]: cortex cingulaire antérieur (aire Cgl: [0.98-0.62mm] antérieur a la Bregma) et cortex
insulaire postérieur (aire agranulaire AIP: [0.70-1.06mm] postérieur a la Bregma),
respectivement. Les niveaux de coupe utilisés ont été définis d’aprés I'atlas de Paxinos et
Franklin, 2001 [Paxinos et Franklin, 2001]. Pour [lanalyse du nombre de cellules
immunomarquées avec le logiciel Imagel, I'échelle a été établie en fonction du grossissement
auquel les images ont été prises: pour les astrocytes (Gr: 200x) I'échelle a été fixée a 4.29
pixels/um et pour les cellules microgliales (Gr: 400x) a 8.55 pixels/um. Une région d’intérét (ROI)
a été définie pour chacune des structures cérébrales sélectionnées (Fig.36 et 37). Ainsi, un carré
de 855 pixels x 855 pixels (=200um x 200um) a été utilisé et appliqué sur toutes les images
analysées. Le positionnement de la ROl a été défini selon les coordonnées x=250 pixels et y=80
pixels, permettant ainsi que le carré soit toujours positionné au méme endroit sur toutes les

images dans le but d’assurer au mieux la représentativité des résultats obtenus. Une taille de
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26um? minimum a été définie pour la visualisation optimale des astrocytes, tandis qu’une taille
de 13pum? minimum a été choisie pour les cellules microgliales. Les particules possédant une

taille inférieure a la valeur définie n"ont donc pas été prises en compte dans I'analyse finale.

+0.62mm

Fig. 36 Zones d’analyse de surface marquée (carrés rouges) dans le cortex cingulaire antérieur.
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Fig. 37 Zones d’analyse de surface marquée (carrés rouges) dans le cortex insulaire postérieur.
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6. Analyse statistique des données

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne et les barres d’erreur représentent I'erreur
standard a la moyenne (xSEM). Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel
STATISTICA 10 (Statsoft, Palo Alto, Etats-Unis). Les représentations graphiques des résultats ont
été faites a I'aide du logiciel GraphPad Prism 9.4.1 (GraphPad Inc., San Diego, Etats-Unis). Les
valeurs abberantes (outliers) ont été identifiées en utilisant la fonction boite a moustaches dans
le logiciel JASP 0.16.3 (JASP Team, Amsterdam, Bays-Bas). Les différences ont été considérées
comme significatives lorsque p<0.05 (*), p<0.01 (**) et p<0.001 (***). La normalité de la
distribution des données a été vérifiée avant chaque analyse par le test de Shapiro-Wilk afin de

déterminer I'application des tests paramétriques ou non-paramétriques.

Pour les parametres comportementaux ayant une distribution normale et obtenus avant la
stimulation tDCS, des tests-t de Student non appariés ont été utilisées pour la comparaison
entre groupes indépendants. Concernant les résultats de von Frey, les différences de seuil entre
groupes ont été étudiées en appliquant une ANOVA a mesures répétées avec comme facteur
intra-spécifique la condtion (Sham vs Cuff) ou la patte (ipsilatérale vs controlatérale) et comme
facteur inter-spéficique le temps (semaines post-cuff), suivie des tests post-hoc de Duncan. Pour
les données ne suivant pas la loi normale et obtenues apres la stimulation tDCS, des tests non-
paramétriques ont été utilisés: ANOVA de Kruskal-Wallis, suivie des tests U de Mann-Whitney.
Le test de Wilcoxon pour données appariées a été utilisé pour comparer le pourcentage de

préférence au sucrose de chaque groupe expérimental a une valeur standard de 50%.
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RESULTATS ET DISCUSSION
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Les résultats présentés dans ce manuscrit concernent la caractérisation comportementale des
effets de la compression chronique du nerf sciatique d’'une part et de la tDCS d’autre part, en
s’intéressant essentiellement a la dimension somatosensorielle (sensibilité mécanique) ainsi

gu’émotionnelle (anxiété, dépression) de la douleur neuropathique.

PARTIE I — Approche tDCS tardive

L'approche tardive a été réalisée dans le but d’étudier le potentiel curatif de la tDCS dans le
soulagement des symptomes anxio-dépressifs consécutifs au développement d’une douleur

neuropathique chronique.

Le protocole expérimental pour cette étude (Fig.38) a été développé de facon a permettre dans
un premier temps d’évaluer I'impact de la compression chronique du nerf sciatique sur la
sensibilité mécanique et le comportement émotionnel des animaux. Pour se faire, le seuil
nociceptif a été déterminé par le test des filaments de von Frey avant et apres la chirurgie. Les
animaux ont été ensuite soumis a une premiere batterie de tests (OF, LDB, Splash, SCT et FST)
afin d’évaluer les conséquences de l'implantation du cuff sur le comportement apparenté a
I'anxiété et a la dépression. Aprés cette caractérisation initiale du modele animal de
neuropathie, les souris ont été reparties dans différents groupes expérimentaux et ont été
soumises pendant la 10°™® semaine post-chirurgie a des sessions répétées de stimulation par la
tDCS. A partir de la 3°™ semaine post-tDCS, I'ensemble des animaux ont passé par une
deuxiéme batterie de tests (von Frey, OF, NSF, Splash et FST) permettant cette fois-ci d’étudier
I’effet du traitement tDCS sur les aspects somatosensoriel et émotionnel de la douleur. A la fin
du protocole expérimental (délai: 16 semaines post-chirurgie, équivalent a 6 semaines post-
tDCS), les animaux ont été euthanasiés et les cerveaux fixés ont été prélevés dans la perspective
d’étudier I'effet de la tDCS sur les processus neuro-inflammatoires a travers une approche

immunohistochimique ciblant les protéines GFAP (astrocytes) et Ibal (microglie).
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Fig. 38 Représentation schématique du protocole expérimental ayant appliqué la tDCS de fagon tardive, a visée
curative, dans un modele murin de douleur neuropathique chronique. La caractérisation du modele animal de
neuropathie a été réalisée pendant 8 semaines. Les animaux ont été stimulés au cours de la 10°™ semaine suivant
la chirurgie de compression du nerf sciatique a raison de 10 séances de stimulation de 20min a 0.2mA. L’évaluation
de la sensibilité mécanique ainsi que la pesée de I'animal ont été effectuées chaque semaine. Le comportement
émotionnel des souris a été étudié avant et aprés la stimulation tDCS. A la fin de 'expérience, les cerveaux des
animaux ont été prélevés pour une analyse ultérieure des marqueurs gliaux GFAP et Ibal. Réalisé avec BioRender®

1. Caractérisation comportementale des effets de la compression du nerf
sciatique et de la stimulation tardive par la tDCS sur la sensibilité
mécanique des animaux

Soixante-dix souris males de souche C57BL/6JRJ (Ets Janvier Labs, Saint-Berthevin, France) ont
été utilisées dans cette étude (poids moyen (g) +SEM = 23.56+0.19). Deux souris ont été exclues
de I'analyse étant donné qu’elles présentaient un seuil basal de nociception inférieur a 2g. Deux
souris (une avec tendon déchiré et une avec nerf sciatique déchiré de la patte arriére) ont
également été exclues de I'analyse. Quatre souris n’ont pas supporté I'anesthésiant: deux sont
mortes avant méme la chirurgie du nerf sciatique et deux avant la chirurgie de pose d’embase.

Une souris a subi un arrét cardiaque et est morte avant la réalisation du test FST. Ainsi, le

Page | 163



nombre final d’animaux par groupe expérimental était le suivant: Sham, n=30-31; Cuff, n=31-33;
Sham No-stim, n=10; Sham-Anodal, n=9; Sham-Cathodal, n=11; Cuff No-stim, n=11; Cuff-Anodal,
n=12; Cuff-Cathodal, n=8.

1.1. Changement du comportement nociceptif aprés la compression chronique
du nerf sciatique

Pour I’évaluation de la sensibilité mécanique avant la stimulation tDCS au niveau de la patte
arriere droite opérée (Fig.39-A), 'ANOVA a mesures répétées révele un effet du facteur
«condition» (Sham vs Cuff: Fj1,50)=125.91, p<0.001) et un effet du facteur «temps» (Baseline
jusgu’a semaine 9 post-cuff: Fjg5317=13.13, p<0.001) ainsi qu’une interaction «condition*temps»
(Fro,5311=4.70, p<0.001). Alors qu’aucune différence significative concernant le seuil nociceptif
basal (baseline) n’est observée entre les deux groupes d’animaux avant la chirurgie de
compression du nerf sciatique (moyenne baseline (g) +SEM, Sham: 5.42+0.32; Cuff: 4.76+0.29,
p=0.31), 'implantation du cuff conduit a une augmentation de la sensibilité mécanique, reflétée
par une baisse significative du seuil nociceptif chez les souris du groupe Cuff par rapport aux
animaux controles Sham. L’analyse post-hoc de Duncan montre notamment des différences
entre les deux groupes pour les 9 semaines (sem) suivant la chirurgie: moyenne sem 1 post-cuff
(g) £SEM, Sham: 4.08+0.40; Cuff: 1.66+0.19, p<0.01; moyenne sem 2 post-cuff (g) £SEM, Sham:
3.94+0.37; Cuff: 1.5140.16, p<0.01; moyenne sem 3 post-cuff (g) +SEM, Sham: 4.53+0.39; Cuff:
1.32+40.20, p<0.001; moyenne sem 4 post-cuff (g) +SEM, Sham: 3.49+0.40; Cuff: 1.30+0.14,
p<0.01; moyenne sem 5 post-cuff (g) +SEM, Sham: 5.38+0.31; Cuff: 1.3440.15, p<0.001;
moyenne sem 6 post-cuff (g) +SEM, Sham: 4.83+0.35; Cuff: 1.51+0.22, p<0.001; moyenne sem 7
post-cuff (g) +SEM, Sham: 4.73+0.32; Cuff: 2.18+0.29, p<0.01; moyenne sem 8 post-cuff (g)
+SEM, Sham: 4.63+0.29; Cuff: 2.12+0.26, p<0.01 et moyenne sem 9 post-cuff (g) +SEM, Sham:
4.10£0.40; Cuff: 1.75£0.26, p<0.01. Cette différence de sensibilité mécanique entre les deux
groupes se maintient jusqu’a la semaine 13 post-cuff: moyenne sem 11 post-cuff (g) +SEM,
Sham No-stim: 3.93+£0.96; Cuff No-stim: 1.71+0.28, [MWU, Z=2.09, p<0.05]; moyenne sem 12
post-cuff (g) +SEM, Sham No-stim: 4.90+0.67; Cuff No-stim: 1.90+0.27, [MWU, Z=2.87, p<0.01];
moyenne sem 13 post-cuff (g) +SEM, Sham No-stim: 5.64+0.85; Cuff No-stim: 3.08+0.65, [MWU,

Z=2.08, p<0.05]. A partir de la 14°™¢ semaine post-cuff, une absence de significativité statistique
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entre les seuils nociceptifs des deux groupes d’animaux peut étre observée: moyenne sem 14
post-cuff (g) £SEM, Sham No-stim: 3.26+0.50; Cuff No-stim: 3.54+0.46, [MWU, Z=-0.30, p>0.05];
moyenne sem 15 post-cuff (g) +SEM, Sham No-stim: 4.44+0.58; Cuff No-stim: 3.54+0.68, [MWU,
Z=1.08, p>0.05].

En ce qui concerne la patte arriere controlatérale (gauche, non opérée) (Fig.39-B), ’ANOVA a
mesures répétées révele un effet du facteur «condition» (Sham vs Cuff: Fj1,571=4.57, p<0.05) et
un effet du facteur «temps» (Baseline jusqu’a semaine 9 post-cuff: Fg5131=6.74, p<0.001) ainsi
gu’une interaction «condition*temps» (Fi9,513=3.56, p<0.001). Pour le seuil nociceptif basal, il y a
aucune différence statistique avant la chirurgie entre les deux groupes de souris (moyenne
baseline (g) +SEM, Sham: 5.56+0.33; Cuff: 4.82+0.34, p=0.35). Bien que I'analyse post-hoc de
Duncan n’ait mis en évidence aucune différence significative du seuil nociceptif entre les deux
groupes expérimentaux pour chacune des 9 semaines qui suivent la chirurgie, une faible
tendance a l'abaissement du seuil nociceptif chez les animaux neuropathiques est observée
pendant les semaines 1 et 3 post-cuff: moyenne sem 1 post-cuff (g) £SEM, Sham: 4.64+0.46;
Cuff: 2.8940.27, p=0.08; moyenne sem 3 post-cuff (g) +SEM, Sham: 4.68+0.43; Cuff: 3.04+0.36,
p=0.09. Aprés la 10°™¢ semaine post-cuff, les seuils nociceptifs des animaux neuropathiques
restent similaires a ceux observés pour les souris Sham: moyenne sem 11 post-cuff (g) +SEM,
Sham No-stim: 3.75+0.70; Cuff No-stim: 2.99+0.49, [MWU, 7Z=0.71, p<0.05]; moyenne sem 12
post-cuff (g) £SEM, Sham No-stim: 2.82+0.40; Cuff No-stim: 2.19+0.38, [MWU, Z=0.99, p<0.05];
moyenne sem 13 post-cuff (g) +SEM, Sham No-stim: 2.01+0.33; Cuff No-stim: 3.36+0.87, [MWU,
Z=-0.75, p<0.05]; moyenne sem 14 post-cuff (g) £SEM, Sham No-stim: 2.90+0.64; Cuff No-stim:
3.78+0.63, [MWU, 7=-0.94, p<0.05] et moyenne sem 15 post-cuff (g) +SEM, Sham No-stim:
2.8210.50; Cuff No-stim: 3.72+0.60, [MWU, Z=-1.13, p<0.05].

Tandis que les animaux du groupe controle Sham ne présentent pas de différence de sensibilité
mécanique entre les pattes ipsilatérale et controlatérale avant ou aprés chirurgie (ANOVA a
mesures répétées, interaction «patte*temps»: Fig,522)=0.98, p>0.05), le seuil nociceptif diminue
de maniere ipsilatérale chez les souris Cuff (ANOVA a mesures répétées, interaction

«patte*temps»: Fio,522)=5.02, p<0.001).
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1.2. Effet des sessions répétées de stimulation tardive par la tDCS sur la
sensibilité mécanique des animaux

Le protocole de stimulation tDCS a été appliqué a la semaine 10 du planning expérimental et la
sensibilité mécanique des animaux a continué a étre évaluée encore pendant 5 semaines (=

semaine 1, 2, 3, 4 et 5 post-tDCS) (voir Fig.38).

Pour la patte arriére droite des animaux controles Sham, ’ANOVA de Kruskal-Wallis montre un
effet de la tDCS sur le seuil nociceptif mesuré pendant la 2™ semaine post-tDCS (x?(2,30;=9.04,
p=0.01) et une tendance lors des semaines 3 et 5 post-tDCS: x?12,29)=5.88, p=0.052; x*[2,30;=4.93,
p=0.08, respectivement. Bien que la stimulation de polarité cathodique n’ait révélé aucun effet,
I'analyse post-hoc de Mann-Whitney met en évidence une augmentation de la sensibilité
mécanique, reflétée par une baisse significative du seuil nociceptif, chez les souris Sham ayant
subi des sessions répétées de stimulation anodique (Fig.39-A, groupes des souris Sham). Cet
effet se met en place & partir de la 2¢™® semaine post-tDCS (moyenne sem 2 post-tDCS (g) +SEM,
Sham No-stim: 4.90+0.67; Sham-Anodal: 2.71+0.62, [MWU, Z=2.62, p<0.01]) et reste observable
durant la 32™¢ et 5°™e semaine post-tDCS: moyenne sem 3 post-tDCS (g) +SEM, Sham No-stim:
5.64+0.85; Sham-Anodal: 2.67+0.71, [MWU, Z=2.30, p<0.05] et moyenne sem 5 post-tDCS (g)
+SEM, Sham No-stim: 4.4410.58; Sham-Anodal: 2.33+0.52, [MWU, Z=2.30, p<0.05],

respectivement.

Chez les animaux neuropathiques Cuff, ’ANOVA de Kruskal-Wallis révele un effet de la tDCS sur
le seuil nociceptif de la patte postérieure ipsilatérale uniguement pendant la 4™ semaine post-
tDCS: x°[2,311=6.45, p<0.05. La comparaison entre groupes permet de démontrer que cet effet se
situe entre les animaux neuropathiques non stimulés et les souris neuropathiques ayant été
soumises a des sessions répétées de stimulation cathodique. En effet, la tDCS de polarité
cathodique induit une augmentation de la réponse douloureuse, indiquée par une diminution
significative du seuil nociceptif, chez les animaux neuropathiques durant la 4™ semaine post-
tDCS: moyenne sem 4 post-tDCS (g) +SEM, Cuff No-stim: 3.54+0.46; Cuff-Cathodal: 1.69+0.38,
[MWU, 7=2.73, p<0.01] (Fig.39-A, groupes des souris Cuff).
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Concernant la patte arriere gauche non opérée des souris Sham, I’ANOVA de Kruskal-Wallis
montre une tendance pour l'effet de la tDCS sur le seuil nociceptif mesuré lors de la 3°me
semaine post-tDCS: x%(2,30;=5.52, p=0.06. Ainsi, la tDCS cathodique entraine un abaissement de la
sensibilité mécanique chez les animaux Sham, un effet transitoire observable seulement
pendant la 3°™¢ semaine aprés les stimulations: moyenne sem 3 post-tDCS (g) +SEM, Sham No-
stim: 2.011£0.33; Sham-Cathodal: 4.28+0.74, [MWU, Z=-2.24, p<0.05] (Fig.39-B, groupes des
souris Sham). Aucun effet de la tDCS, indépendamment de la polarité de stimulation, sur le seuil
nociceptif de la patte postérieure controlatérale n’est décelé chez les souris neuropathiques

Cuff (Fig.39-B, groupes des souris Cuff).
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Fig. 39 Evaluation de la sensibilité mécanique aprés la compression du nerf sciatique et suite a la stimulation
tardive par la tDCS a Paide des filaments de von Frey. La compression unilatérale du nerf sciatique induit une
allodynie mécanique ipsilatérale persistant pendant 3 mois aprées la chirurgie (13 semaines) et disparaissant a partir
de la 14®™ semaine post-chirurgie. Les stimulations de polarité anodique et cathodique chez les animaux contréles
Sham résultent en une diminution et une augmentation des seuils de perception nociceptive, respectivement. La
tDCS tardive de polarité cathodique retarde la récupération spontanée des animaux neuropathiques. Les données
sont exprimées en moyennetSEM (n=30-31/Sham; n=31-33/Cuff; n=10/Sham No-stim; n=9/Sham-Anodal;
n=11/Sham-Cathodal; n=11/Cuff No-stim; n=12/Cuff-Anodal; n=8/Cuff-Cathodal). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
ANOVA a mesures répétées suivie de tests post-hoc de Duncan pour comparaison Sham vs Cuff pour chacune des
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semaines pré-tDCS; ANOVA de Kruskal-Wallis suivie de tests U de Mann-Whitney pour comparaison entre les
différents groupes expérimentaux pour chacune des semaines post-tDCS.

2. Caractérisation comportementale des conséquences affectives de la
douleur neuropathique induite par la compression chronique du nerf
sciatique

Apres validation du modele animal de neuropathie (mise en évidence d’une altération de la
composante somatosensorielle), une caractérisation du phénotype émotionnel de I'ensemble
des animaux a été réalisée a travers différents tests comportementaux apparentés soit a
I'anxiété soit a la dépression. Ceci a été fait dans le but de contréler si I'allodynie mécanique
induite par la compression chronique du nerf sciatique est accompagnée par une altération de

la composante émotionnelle de la douleur dans nos conditions expérimentales.

2.1. La compression du nerf sciatique n’affecte pas la prise de poids et I’activité
ambulatoire des animaux

La prise de poids des animaux neuropathiques ne différe pas significativement de celle des
souris contréles Sham durant les 9 semaines qui suivent la chirurgie. En effet, TANOVA a
mesures répétées révele un effet significatif du facteur «temps» (Fis480=51.49, p<0.001),
démontrant une évolution progressive de la prise de poids en fonction du temps chez les deux
groupes expérimentaux, mais aucun effet du facteur «condition» (F{1,601=1.25, p>0.05) ainsi
gu’aucune interaction «condition*temps» (Fs480j=0.79, p>0.05) (Fig.40-A). Ce résultat est en
accord avec ceux rapportés dans la littérature démontrant que la chirurgue du cuff n’affecte pas

la prise de poids chez les animaux [Benbouzid et al., 2008a; Barthas et al., 2015].

Afin de s’assurer que les résultats obtenus dans les différents tests de comportement n’ont pas
été influencés par l'effet de la compression du nerf sciatique sur I'activité ambulatoire des
animaux, une analyse de la locomotion, objectivée par la distance totale parcourue au sein de
I’OF, a été réalisée (le test de I'OF a eu lieu pendant la 6™ semaine post-cuff et était le premier
test comportemental auquel les animaux ont été soumis). Les animaux neuropathiques
parcourent une distance similaire a celle observée pour les souris Sham: moyenne distance

totale parcourue (mm) *SEM, Sham: 21205.07+1027.56; Cuff: 21102.33+872.60 [tstudent,
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t56=0.08, p>0.05] (Fig.40-B). Il est donc considéré que les résultats comportementaux présentés
par la suite ne sont pas influencés par un éventuel déficit moteur causé par I'implantation du
manchon autour du nerf sciatique. D’autres études de la littérature semblent également
confirmer l'absence d’altération de la fonction locomotrice dans le modele du «Cuff»

[Benbouzid et al., 2008a; Yalcin et al., 2011; Sellmeijer et al., 2018].
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Fig. 40 Evaluation de la prise de poids et de I'activité locomotrice aprés la compression chronique du nerf
sciatique. (A) La prise de poids des animaux neuropathiques évolue d’une maniére similaire a celle des souris
contréles. Les données sont exprimées en moyennexSEM (n=30-31/Sham; n=32-33/Cuff). ns, non significatif,
ANOVA a mesures répétées pour comparaison Sham vs Cuff pour chacune des semaines pré-tDCS (de la baseline
jusqu’a la semaine 9 post-cuff). (B) L’activité ambulatoire des souris Cuff est comparable a celle des animaux Sham
et est donc intacte apres la compression du nerf sciatique. Les données sont exprimées en moyenne+SEM
(n=28/Sham; n=30/Cuff), test-t de Student pour comparaison Sham vs Cuff.

2.2. Mise en évidence d’un état émotionnel accru aprés la compression
chronique du nerf sciatique

Différents tests standardisés ont été utilisés afin d’évaluer les conségquences émotionnelles de la
douleur neuropathique chronique (démontrée précédemment chez les animaux ayant subi la
compression du nerf sciatique). Les résultats bruts de ces différents tests issus de deux cohortes
différentes ont été combinés et seront présentés dans un premier temps. Par la suite, une
présentation des données normalisées qui ont permis d’aboutir a une évaluation de |'état

émotionnel global des animaux sera faite.

Les tests de I'OF ainsi que le LDB ont été réalisés afin d’évaluer le comportement apparenté a

I'anxiété. Bien que I'analyse statistique n’ait révélé aucune différence significative au niveau du
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temps passé au centre de I'aréne de I'OF entre les deux groupes d’animaux (moyenne temps au
centre (sec) +SEM, Sham: 110.80+9.23; Cuff: 93.0318.31 [tstudent, ts6=1.43, p>0.05]) (Fig.41-A),
une diminution significative du temps passé dans le compartiment éclairé de la boite
claire/obscure est observée chez les souris neuropathiques qui passent alors significativement
moins du temps a explorer le partie fortement éclairée et non protégée du dispositif
expérimental en comparaison des souris contrdles (moyenne temps passé dans le
compartiment éclairé (sec) +SEM, Sham: 147.33+11.66; Cuff: 106.35%+9.36 [tstudent, ts6=2.74,
p<0.01]) (Fig.41-B). Cependant, les animaux Cuff passent autant de temps a initier la transition
de la partie sombre vers la partie éclairée que les souris Sham, indiquée par une absence d’effet
significatif au niveau de la latence d’entrée: moyenne latence d’entrée dans le compartiment

éclairé (sec) £SEM, Sham: 68.03+16.14; Cuff: 97.03+21.76 [tstudent, ts6=-1.07, p>0.05].

Le développement potentiel d’'un phénotype dépressif chez les animaux neuropathiques
souffrant d’une allodynie mécanique a été évalué par le test de Splash, consistant a étudier le
comportement dirigé vers soi a travers une mesure de I'activité de toilettage, et le test de FST
évaluant le comportement de résignation reflétant I'état de désespoir de I'animal face a une
situation de stress dont I'échappement est impossible. Dans le test de Splash (Fig.41-C), les
animaux neuropathiques démontrent une augmentation significative de la latence du premier
toilettage par rapport aux animaux controles (moyenne latence de toilettage (sec) +SEM, Sham:
43.65+4.39; Cuff: 82.0048.48 [tstudent, t51=-3.97, p<0.001]), et s’engagent significativement moins
de temps dans l'activité de toilettage en comparaison avec des souris Sham (moyenne durée de
toilettage (sec) +SEM, Sham: 97.50+5.09; Cuff: 83.19+2.88 [tstwudent, t51=2.47, p<0.05]). En ce qui
concerne le comportement de type dépressif étudié au sein du dispositif de FST (Fig.41-D), la
compression du nerf sciatique ne montre aucun effet sur la latence d’'immobilisation et la durée
d’'immobilité. En effet, bien qu’une latence d’immobilisation relativement moins élevée soit
observée chez les animaux neuropathiques par rapport aux animaux contrbles, I'analyse
statistique ne décele pas de différence entre les deux groupes expérimentaux: moyenne latence
d’'immobilisation (sec) +SEM, Sham: 70.50+8.28; Cuff: 55.4747.20 [tstudent, ts8=1.37, p>0.05].

Aucune différence statistiquement significative n’a également été mise en évidence entre les
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deux groupes concernant la durée d’immobilité: moyenne durée d'immobilité (sec) +SEM,

Sham: 104.83+7.78; Cuff: 116.87%8.03 [tstudent, tss=-1.08, p>0.05].
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Fig. 41 Evaluation des conséquences émotionnelles de la douleur neuropathique. (A) L'implantation du cuff
n’affecte pas le temps passé au centre de I'aréne dans le test de I’OF. (B) Alors qu’aucune différence entre groupes
n’est observée pour la latence d’entrée dans le compartiment éclairé, les animaux neuropathiques passent
significativement moins de temps dans la partie fortement éclairée du LDB, démontrant ainsi un comportement de
type anxieux. (C) La compression du nerf sciatique induit une augmentation de la latence de toilettage et une
diminution de la durée de toilettage dans le test de Splash, indiquant I'émergence d’un phénotype dépressif chez
les animaux neuropathiques. (D) Dans le FST, le comportement des animaux neuropathiques ne differe pas de celui
des animaux contréles, indiqué par une absence d’effet entre groupes au niveau de la latence d’'immobilisation et
la durée d’'immobilité. Les données sont exprimées en moyenne+SEM (n=26-30/Sham; n=27-30/Cuff). *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, test-t de Student pour comparaison Sham vs Cuff.

Etant donné que deux différentes cohortes utilisées a différents temps ont été inclues dans

-

cette étude afin d’augmenter par la suite les effectifs des groupes d’animaux qui ont ét

-

stimulés par la tDCS, les données issues des différents tests comportementaux ont ét
normalisées en appliquant la méthodologie de z-scoring qui permet de diminuer la variabilité
pouvant étre causée par des changements subtils dans I'environnement d’hébergement des
animaux ou l'environnement dans lequel les différents tests ont été réalisés [Guilloux et al.,
2011). Il a été démontré que cet outil mathématique offre la possibilité de combiner les

données de diverses études évaluant la méme dimension pathologique permettant ainsi
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d’augmenter la sensibilité et la fiabilité du phénotypage comportemental chez la souris

[Guilloux et al., 2011; Mekiri et al., 2017].

Pour I'évaluation de la dimension émotionnelle, les données individuelles de chaque souris ont
été normalisées par rapport a la moyenne et I'écart-type du groupe de référence qui n’a pas
subi I'implantation du manchon autour du nerf sciatique, a savoir le groupe des souris Sham. Le

calcul du z-score a été ainsi réalisé en appliquant la formule suivante:

ou X représente les données individuelles relevées pour chaque animal dans chacun des tests
comportementaux, | et o correspondent a la moyenne et I'écart-type du groupe de référence,
respectivement. Le z-score ainsi calculé représente donc un score standardisé indiquant de
combien une observation dévie par rapport a la moyenne du groupe de référence. La direction
des z-scores a été ajustée de sorte qu’'une augmentation des valeurs des scores refléte une
augmentation du comportement émotionnel. Par exemple, la diminution de I'activité au centre
de I'arene de I'OF ou I'augmentation de la latence de toilettage dans le test de Splash ont été
converties en un écart-type positif comparé a la moyenne du groupe de référence, indiquant

ainsi un état émotionnel accru.

La normalisation des données permet de visualiser que par rapport au groupe de référence
(Sham), les animaux neuropathiques Cuff présentent de maniére générale des z-scores plus
élevés pour chacun des parameétres comportementaux étudiés dans les différents tests réalisés
(Fig.42). Cependant, l'analyse statistique aboutit aux mémes p-valeurs qu’avant Ia
normalisation: moyenne z-temps au centre +SEM, Sham: 0.00+0.19; Cuff: 0.36£0.17 [tstudent,
tse=-1.43, p>0.05] (Fig.42-A), moyenne z-latence d’entrée dans le compartiment éclairé +SEM,
Sham: 0.00£0.19; Cuff: 0.33£0.25 [tstudent, ts6=-1.07, p>0.05] et moyenne z-temps passé dans le
compartiment éclairé +SEM, Sham: 0.00+0.19; Cuff: 0.65+0.15 [tstudent, ts6=-2.74, p<0.01] (Fig.42-
B), moyenne z-latence de toilettage +SEM, Sham: 0.00+0.20; Cuff: 1.71+0.38 [tstudent, t51=-3.97,

p<0.001] et moyenne z-durée de toilettage +SEM, Sham: 0.0+0.20; Cuff: 0.55+0.11 [tstudent, ts1=-
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2.47, p<0.05] (Fig.42-C), moyenne z-latence d’immobilisation #SEM, Sham: 0.00+0.18; Cuff:
0.33+0.16 [tstudent, tss=-1.37, p>0.05] et moyenne z-durée d’'immobilité £SEM, Sham: 0.00+0.18;
Cuff: 0.29+0.19 [tstudent, tss=-1.08, p>0.05] (Fig.42-D).
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Fig. 42 Normalisation par la méthode de z-scoring des données issues des tests comportementaux réalisés apres
la compression chronique du nerf sciatique. Les données brutes ont été normalisées en utilisant le groupe de
souris n’ayant pas subi la compression chronique du nerf sciatique comme groupe de référence. La z-valeur de
chacun des parameétres comportementaux étudiés est obtenue en moyennant les z-scores individuels des souris
appartenant d’une part au groupe contréle Sham et d’autre part au groupe d’animaux neuropathiques Cuff.
L’analyse statistique a abouti aux mémes p-valeurs que celles observées avant la normalisation des données. Les
données sont exprimées en moyenne+SEM (n=26-30/Sham; n=27-30/Cuff). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, test-t
de Student pour comparaison Sham vs Cuff.

Par la suite, un z-score pour chacun des tests a été calculé. Par exemple, pour le test de I'OF,
dans lequel un seul parametre est étudié, le z-score du test (Z-OF) a été calculé pour chaque
animal en utilisant les données normalisées du paramétre «temps passé au centre». Pour les
tests incluant deux variables dépendants, le z-score du test a été obtenu en moyennant les z-
scores des deux variables. A titre d’exemple, le Z-Splash, indiquant I'intensité du comportement
dépressif des animaux testés dans le test de Splash, a été obtenu en moyennant les z-scores

individuels de chaque souris pour la variable «/atence de toilettage» et la variable «durée de
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toilettage». Enfin, pour étudier I'effet de la compression chronique du nerf sciatique sur la
composante émotionnelle, un z-score d’émotionalité global (Z-Emotionalité), reflétant I'état
émotionnel général des animaux Sham et Cuff, a été calculé en moyennant les z-scores de
chacun des quatre tests réalisés: OF, LDB, Splash et FST. Le test de préférence au sucrose,
réalisé pour deux concentrations différentes (2.5% dans la cohorte A et 1.5% dans la cohorte B),

n’a pas été inclu dans le calcul final du score d’émotionalité.

Dans le test de I’OF, aucun effet du cuff sur le parametre étudié n’est observé: moyenne Z-OF
+SEM, Sham: 0.00+0.19; Cuff: 0.36%0.17 [tstudent, tse=-1.43, p>0.05] (Fig.43-A). Un effet
significatif de la compression du nerf sciatique est révélé dans les tests de LDB et de Splash, avec
les animaux neuropathiques démontrant des z-scores significativement plus élevés que les
souris contrOles: moyenne Z-LDB +SEM, Sham: 0.00+0.16; Cuff: 0.4940.18 [tstudent, ts6=-2.03,
p<0.05] (Fig.43-B) et moyenne Z-Splash +SEM, Sham: 0.00+0.17; Cuff: 1.13£0.20 [tstudent, t51=-
4.24, p<0.001] (Fig.43-C), respectivement. De plus, I'analyse du z-score global du test de FST
montre également une tendance a I'augmentation du comportement dépressif des animaux
neuropathiques en comparaison au groupe de référence: Z-FST +SEM, Sham: 0.00+0.12; Cuff:
0.31+0.11 [tstudent, tss=-1.88, p=0.07] (Fig.43-D). La combinaison des z-valeurs de ces différents
tests met en évidence un score d’émotionalité significativement plus élevé chez les souris
neuropathiques par rapport aux animaux Sham (moyenne Z-Emotionalité +SEM, Sham: -
0.06+0.11; Cuff: 0.60+0.09 [tstudent, ta3=-4.70, p<0.001] (Fig.43-E), indiquant ainsi un effet

délétere de I'implantation du cuff sur I’état émotionnel global.

Pour résumer, la réalisation des différents tests comportementaux met en évidence
I’émergence d’un phénotype anxio-dépressif consécutif a I'induction de 'allodynie mécanique
causée par la compression chronique du nerf sciatique. Les animaux neuropathiques
démontrent notamment un comportement de type anxieux dans le test de LDB, accompagné
d’'un comportement apparenté a la dépression dans le test de Splash. La normalisation des
données par la méthode de z-scoring permet d’augmenter la sensibilité du FST, menant
davantage a la révélation d’'une tendance a I'augmentation du phénotype dépressif des animaux
neuropathiques dans ce test et conduisant ainsi a un effet plus robuste de I'effet du cuff sur
I’état émotionnel global des animaux. L’ensemble de ces résultats indiquent ainsi une altération
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de la composante émotionnelle apres la compression du nerf sciatique et reflétent Ia

comorbidité anxio-dépressive qui est souvent associée en clinique a la douleur neuropathique

chronique.
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Fig. 43 L’effet de la compression chronique du nerf sciatique sur I’état émotionnel global des animaux. (A, B, C, D)
Globalement, les animaux neuropathiques présentent un comportement anxio-dépressif plus prononcé que les
souris contréles dans les différents tests, avec une significativité démontrée dans le LDB et le Splash ainsi qu’une
tendance observée dans le FST. (E) Les animaux ayant subi la compression chronique du nerf sciatique sont ainsi
plus sensibles a la douleur et développent une comorbidité affective, mise en évidence par un score d’émotionalité
significativement plus élevé par rapport aux souris Sham. Les données sont exprimées en moyenne+SEM (n=26-
30/Sham; n=27-30/Cuff pour les différents tests et n=23/Sham; n=22/Cuff pour le score d’émotionalité). *p<0.05,
**%p<0.001, test-t de Student pour comparaison Sham vs Cuff.

L’évaluation de la consommation d’une solution sucrée par rapport a l'eau a été réalisée en
testant deux concentrations différentes. Une solution concentrée a 2.5% de sucrose a été
utilisée chez les souris de la cohorte A (Sham, n=10; Cuff, n=18), tandis qu’une concentration
plus faible de 1.5% a été testée chez les animaux de la cohorte B (Sham, n=19; Cuff, n=13). Il est
considéré que la solution sucrée présente une valeur hédonique agréable pour les rongeurs et
permet donc de mesurer la capacité des animaux a ressentir du plaisir lors de sa consommation.

Bien que la comparaison entre groupes ne s’avere pas statistiguement significative pour les
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deux concentrations testées (moyenne préférence au sucrose 2.5% (%) *SEM, Sham:
92.52+1.62; Cuff: 91.52+1.71, [MWU, Z=0.53, p>0.05] (Fig.44-A) et moyenne préférence au
sucrose 1.5% (%) +SEM, Sham: 93.45+0.90; Cuff: 93.82+1.17, [MWU, Z=-1.09, p>0.05] (Fig.44-
B)), des différences subtiles de préférence peuvent néanmoins étre observées. En effet, lorsque
comparé a une valeur standard de 50% (neutre), les deux groupes de souris développent une
préférence pour la solution sucrée, indépendamment de la concentration utilisée:
consommation solution sucrose 2.5% (%) *SEM, Sham, Wilcoxon: Z=2.80, p<0.01; Cuff,
Wilcoxon: Z=3.72, p<0.001(Fig.44-A) et consommation solution sucrose 1.5% (%) +SEM, Sham,
Wilcoxon: Z=3.82, p<0.001; Cuff, Wilcoxon: Z=3.18, p<0.01 (Fig.44-B). Cependant, c’est la
significativité statistique de préférence qui differe en fonction de la concentration de sucrose.
Ainsi, les animaux controles Sham développent une plus forte préférence pour la solution moins
concentrée (p<0.001 vs p<0.01), tandis que les souris neuropathiques Cuff présentent une plus
forte préférence pour la solution plus concentrée et une moindre préférence pour la solution
moins concentrée (p<0.001 vs p<0.01). Il est envisageable que cette différence subtile de
préférence chez les animaux neuropathiques résulte d’'une différence du degré d’allodynie
mécanique ressentie lors de la réalisation des deux tests: les animaux Cuff utilisés pour tester la
solution sucrée a 2.5% présentent une sensibilité mécanique plus prononcée (moyenne sem 7
post-cuff (g) #SEM, Sham: 5.00+0.68; Cuff: 1.93+0.38, [MWU, Z=3.41, p<0.001]) que celle
observée pour les souris neuropathiques utilisées pour tester la solution de sucrose a 1.5%
(moyenne sem 7 post-cuff (g) +SEM, Sham: 4.60+0.36; Cuff: 2.54+0.56, [MWU, Z=2.71, p<0.01]
(Fig.44).
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Fig. 44 Test de préférence au sucrose a 2.5% et a 1.5%. (A, B) La compression du nerf sciatique n’influence pas
I'appréciation hédonique de la solution sucrée, indépendamment de la concentration utilisée. Les deux tests ont
été réalisés pendant la 7°™® semaine post-cuff et les résultats de von Frey correspondant & ce délai sont
représentés pour chaque cohorte. Les données sont exprimées en moyennezSEM (n=10/Sham; n=18/Cuff pour la
cohorte A et n=19/Sham; n=13/Cuff pour la cohorte B). Tests U de Mann-Whitney pour comparaison entre groupes
Sham vs Cuff; #p<0.01, ##p<0.001, tests de Wilcoxon appariés pour la comparaison a la valeur standard de 50%
(représentée par une ligne rouge).

Afin de compléter I'analyse sur les effets comportementaux de la tDCS dans le modéle «Cuff»,
dans la suite de cette étude une évaluation de l'influence des sessions répétées de stimulation

tardive sur le comportement anxio-dépressif des animaux sera réalisée.

2.3. Evaluation du potentiel curatif de la tDCS dans [l'atténuation des
conséquences affectives induite par la compression chronique du nerf
sciatique

A la troisieme semaine suivant la derniere session de stimulation, le comportement apparenté a
I'anxiété et a la dépression a été évalué a travers 4 différents tests, a savoir I'OF, le NSF, le
Splash et le FST (voir Fig.38). Ce délai entre la derniére session de stimulation et le début des
tests comportementaux post-stim a été choisi en se basant sur des études précédentes issues
de notre laboratoire qui, en utilisant les mémes parameétres de stimulation, ont démontré des
effets bénéfiques de la tDCS observables 3 semaines aprés la derniére session de stimulation. En
particulier, ces travaux ont permis de montrer que la tDCS de polarité anodique permet

d’améliorer la mémoire de travail et de diminuer I'envie de consommer («craving») dans un
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modele d’addiction a la nicotine chez la souris [Pedron et al., 2014] et d’atténuer les symptdmes

dépressifs dans un modeéle murin d’anxiété-dépression [Peanlikhit et al., 2017].

Au sein de I’OF (Fig.45-A), L'ANOVA de Kruskal-Wallis montre un effet sur le temps passé dans la
zone centrale de I'aréne: x’s55=16.89, p<0.01. La comparaison entre groupes révele que les
animaux neuropathiques n’ayant pas été soumis a la stimulation tDCS passent significativement
moins de temps au centre du dispositif par rapport aux souris contréles non stimulées:
moyenne temps au centre (sec) +SEM, Sham No-stim: 122.55+11.07; Cuff No-stim: 66.75+11.02,
[MWU, 7=2.82, p<0.01]. Bien que la stimulation cathodique entraine une augmentation du
temps passé au centre chez les animaux neuropathiques (moyenne temps au centre (sec) +SEM,
Cuff-Cathodal: 96.43+14.68), cet effet reste cependant statistiqguement non significatif. La
polarité anodique n’affecte également pas le comportement anxieux des souris Cuff. La tDCS,
indépendamment de la polarité de stimulation, n’influence pas non plus le comportement des

souris Sham.

L’ANOVA de Kruskal-Wallis montre une forte tendance de la tDCS a influencer le comportement
des animaux évalué dans le test de NSF: x?553=11.00, p=0.051 (Fig.45-B). Les souris
neuropathiques non stimulées passent significativement plus de temps a initier le
comportement consommatoire, démontrant ainsi un phénotype anxio-dépressif, par rapport
aux animaux contréles n’ayant pas été soumis a la tDCS: moyenne latence de premiére
consommation (sec) +SEM, Sham No-stim: 165.00+36.72; Cuff No-stim: 273.50+48.21, [MWU,
Z=-2.12, p<0.05]. Tandis qu’aucun effet de la tDCS n’ait révélé chez les animaux Sham, les deux
polarités de stimulation (anodique et cathodigque) montrent une tendance a la diminution de la
latence de consommation chez les souris neuropathiques: moyenne latence de premiere
consommation (sec) +SEM, Cuff No-stim: 273.50+48.21; Cuff-Anodal: 174.82+26.37, [MWU,
7=1.90, p=0.06] et Cuff-Cathodal: 152.71+42.49, [MWU, 7Z=1.76, p=0.08], respectivement. Cette
réduction de la latence de consommation suite a la tDCS observée chez les souris
neuropathiques ne semble pas étre liée a un éventuel effet de la stimulation sur I'appétit car la
consommation des animaux en cage habituelle, mesurée immédiatement apres le test, n’est pas

significativement affectée par le traitement: ANOVA de Kruskal-Wallis, x?12,211=2.83, p>0.05.
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Concernant le comportement dépressif évalué dans le test de Splash (Fig.45-C), L'ANOVA de
Kruskal-Wallis ne décele aucun effet de la tDCS sur les deux parameétres étudiés: latence de
toilettage, x?s,;55=8.66, p>0.05 et durée de toilettage, x%s,s5=5.00, p>0.05. Ainsi, la tDCS,
indépendamment de la polarité de stimulation, n’a pas d’impact sur I'activité de toilettage que

c¢a soit chez les animaux Sham ou Cuff.

Dans le FST (Fig.45-D), 'ANOVA de Kruskal-Wallis démontre une tendance de la tDCS a
influencer la latence d’immobilisation (x?(s535=10.73, p=0.06), mais aucun effet sur la durée
d’immobilité (x?s,53=8.13, p>0.05). Chez les souris Sham, bien que les deux polarités de
stimulation conduisent a une élévation de la latence d’immobilisation, les animaux ayant été
soumis a la tDCS anodique présentent une augmentation significativement plus importante que
le groupe controle de référence: moyenne latence d’'immobilisation (sec) £SEM, Sham No-stim:
14.48+4.21; Sham-Anodal: 33.00+5.30, [MWU, Z=-2.07, p<0.05]. Un tel effet n’est pas observé

chez les animaux neuropathiques.
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Fig. 45 Evaluation du potentiel curatif de la tDCS sur les conséquences émotionnelles induites par la douleur
neuropathique. (A) La tDCS n’a aucun effet sur le phénotype anxieux des animaux neuropathiques dans le test de
I’OF. (B) Les deux polarités de stimulation, anodique et cathodique, montrent une tendance a la diminution de la
latence de consommation dans le test de NSF, suggérant un effet bénéfique de la tDCS chez les animaux
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neuropathiques. (C) Aucun effet de la tDCS, indépendamment de la polarité de stimulation, n’est décelé sur le
comportement apparenté a la dépression évalué dans le test de Splash. (D) La stimulation de polarité anodique
exerce un effet bénéfique sur le comportement de type dépressif chez les souris contréles, démontré par une
augmentation significative de la latence d’immobilisation dans le FST. Les données sont exprimées en
moyenne+SEM (n=9-10/Sham No-stim; n=7-9/Sham-Anodal; n=9-11/Sham-Cathodal; n=9-11/Cuff No-stim; n=10-
12/Cuff-Anodal; n=7-8/Cuff-Cathodal). *p<0.05, **p<0.01, ANOVA de Kruskal-Wallis suivie de tests U de Mann-
Whitney pour comparaison entre les différents groupes expérimentaux pour chacun des parametres des tests
comportementaux.

Les résultats des tests comportementaux réalisés aprés la stimulation tDCS montrent dans un
premier temps que les animaux neuropathiques présentent toujours une altération du
comportement anxio-dépressif, révélée notamment par une baisse du temps passé au centre de
I’OF et une augmentation de la latence de consommation dans le NSF. Cependant, les souris
neuropathiques ne démontrent aucun phénotype dépressif ni dans le test de Splash ni dans le
FST. En se plagant dans le contexte expérimental (voir Fig.38), les tests de I'OF et de NSF ont été
réalisés pendant la 13°™¢ semaine post-cuff, tandis que le Splash et le FST ont eu lieu pendant la
148me et la 15%™M¢ semaine post-cuff, respectivement. En prenant en compte la cinétique de
I'allodynie mécanique (voir Fig.39), il semblerait alors que I'effet de la compression chronique
du nerf sciatique sur le comportement émotionnel perdure le moment que les animaux
présentent une altération de la composante somatosensorielle. Autrement dit, une fois que les
souris neuropathiques entrent dans la phase de récupération spontanée, qui commence a se
mettre en place a partir de la 14 semaine post-cuff, I'impact de I'implantation du cuff sur le

phénotype émotionnel est également atténué.

Concernant la tDCS, il semblerait qu’elle a un effet bénéfique sur le phénotype anxio-dépressif
des animaux neuropathiques, suggéré notamment par une tendance a la diminution de la
latence de consommation dans le test de NSF. Chez les souris du groupe controle Sham, la
stimulation de polarité anodique exerce aussi un effet positif sur le comportement de type
dépressif évalué dans le FST, démontré notamment par une augmentation significative de la
latence d’immobilisation. Comparé aux résultats du test FST réalisé pendant la 8™ semaine
post-cuff (pré-stim), lors de la réplication de ce test pendant la 15°™¢ semaine post-cuff (post-

stim), les animaux contrdéles présentent une tendance a la baisse des valeurs pour le
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parameétre «latence d’immobilisation» (moyenne latence d’'immobilisation en pré-stim (sec)
+SEM, Sham: 70.5048.28 vs moyenne latence d’immobilisation en post-stim (sec) +SEM, Sham
No-stim: 14.78+4.21, Wilcoxon: Z=1.84, p=0.07) et une augmentation significative des valeurs
pour le parametre «durée d’immobilité» (moyenne durée d’'immobilité en pré-stim (sec) £SEM,
Sham: 104.83+7.78 vs moyenne durée d’immobilité en post-stim (sec) +SEM, Sham No-stim:
193.93+20.26, Wilcoxon: Z=2.67, p<0.01), suggérant ainsi une détérioration du comportement
émotionnel avec la répétition du test. Les animaux neuropathiques non stimulés semblent
également étre affectés par l'effet répétition du test FST, démontré notamment par une
tendance a la diminution de la latence d’immobilisation (moyenne latence d’immobilisation en
pré-stim (sec) +SEM, Cuff: 55.47+7.20 vs moyenne latence d’immobilisation en post-stim (sec)
+SEM, Cuff No-stim: 9.00+2.52, Wilcoxon: Z=1.78, p=0.07) et une augmentation significative de
la durée d’immobilité (moyenne durée d’immobilité en pré-stim (sec) +SEM, Cuff: 116.87+8.03
vs moyenne durée d’'immobilité en post-stim (sec) £SEM, Cuff No-stim: 259.31+24.32, Wilcoxon:
Z=2.80, p<0.01). Ainsi, I'effet de la tDCS anodique sur la latence d’immobilisation observé chez
les souris contréles Sham non stimulées est probablement influencé par la répétition du test

FST.

La normalisation des données brutes des différents tests comportementaux par la méthode de

z-scoring montre les mémes significativités statistiques que précédemment décrites (Fig.46).

Page | 181



Open-Field Novelty-Suppressed Feeding

*%
0.08

3 3
* 0.06
o 2 2 ’—v—‘
- c
c @
1 No-stim 3 14 g % 1
BN Anodal 3 . S E od
B Cathodal 2 £8
£ . 4 c i
8 N8
N2+ 2]
] 5
Sham Cuff Sham Cuff
Cc D .
Splash Forced Swim
3 . . 3
< 3
(] =
> 24 s 24 S L 24
= @ 9 * =
s 5 3 3
3 1 2 1 5 (= g 11
o | ; 0 £ | E Al
o L - J = Eel U
3 @ o ©
c - 1o g 14 D 14
2 S c S
] (s} o Q
_Irh 2 o 27 = 2+ N -2
J 3J N 34 |
Sham Cuff Sham Cuff Sham Cuff Sham Cuff

Fig. 46 Normalisation par la méthode de z-scoring des données issues des tests comportementaux réalisés apres
la stimulation tardive par la tDCS. Les données brutes des différents tests post-stim ont été normalisées en
utilisant le groupe Sham No-stim (n’ayant pas subi la compression chronique du nerf sciatique et n’ayant pas recu
de stimulation active) comme groupe de référence. L’analyse statistique des z-scores a abouti aux mémes p-valeurs
que celles observées avant la normalisation. Les données sont exprimées en moyenne*SEM (n=9-10/Sham No-stim;
n=7-9/Sham-Anodal; n=9-11/Sham-Cathodal; n=9-11/Cuff No-stim; n=10-12/Cuff-Anodal; n=7-8/Cuff-Cathodal).
*p<0.05, **p<0.01, ANOVA de Kruskal-Wallis suivie de tests U de Mann-Whitney pour comparaison entre les
différents groupes expérimentaux pour chacun des parametres des tests comportementaux.

Les z-scores ont été ensuite moyennés pour obtenir un score spécifique pour chaque test
comportemental. Pour étudier 'effet de la tDCS sur la dimension émotionnelle, le score global
d’émotionalité a été calculé en moyennant les z-scores des 4 tests réalisés. Les z-scores de I'OF
et de NSF étant basés sur une seule variable dépendante, I'analyse statistique aboutit aux
mémes p-values que précédemment observées. Ainsi, dans le test de I'OF, les animaux ayant
subi la compression du nerf sciatique mais qui n"ont pas été stimulés par la tDCS présentent un
état émotionnel significativement plus élevé en comparaison des souris du groupe contrdle de
référence: moyenne Z-OF £SEM, Sham No-stim: 0.00£0.32; Cuff No-stim: 1.59+0.31, [MWU, Z=-
2.82, p<0.01] (Fig.47-A). Une telle différence entre les deux groupes expérimentaux est aussi

démontrée dans le test de NSF: moyenne Z-NSF +SEM, Sham No-stim: 0.00£0.32; Cuff No-stim:

0.93+0.42, [MWU, Z=-2.12, p<0.05] (Fig.47-B). De plus, une tendance a un effet du traitement
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tDCS sur le score spécifique du test NSF est révélée, indiguée notamment par des z-scores
moins élevés chez les souris neuropathiques ayant recu des sessions répétées de polarité
anodique (p=0.06) et de polarité cathodique (p=0.08) (par rapport aux souris Cuff non
stimulées). Aucun effet, ni de I'implantation du cuff ni du traitement tDCS, sur le comportement
dépressif évalué a travers le test de Splash n’est observé, probablement d en grande partie a
une variabilité interindividuelle importante dans les différents groupes d’animaux
expérimentaux étudiés (Fig.47-C). Le calcul du score global pour le test de FST (Fig.47-D) permet
de mettre en évidence une différence significative du comportement entre les animaux
neuropathiques non stimulés et les souris contrdles non stimulées (moyenne Z-FST +SEM, Sham
No-stim: 0.00+0.28; Cuff No-stim: 0.74+0.23, [MWU, Z=-2.04, p<0.05]), montrant ainsi que la
normalisation des données conduit a une évaluation plus robuste de I'effet de la compression
chronique du nerf sciatique sur I’état émotionnel. L'impact des stimulations anodiques répétées
sur le comportement de type dépressif des souris contrdles est également normalisé, révélant
cette fois-ci une tendance a la baisse: moyenne Z-FST +SEM, Sham No-stim: 0.00+0.28; Sham-
Anodal: -1.03+0.24, [MWU, Z=1.96, p=0.05], suggérant que la méthode de z-scoring permet de
minimaliser la variabilité induite par la répétition du test et aboutit a un effet plus fiable de

I’effet de la tDCS sur le comportement émotionnel.

En ce qui concerne le score d’émotionalité global (Fig.47-E), les animaux neuropathiques non
stimulés présentent toujours un état émotionnel plus prononcé que celui des souris controles
non stimulées: moyenne Z-Emotionalité #*SEM, Sham No-stim: 0.13+0.18; Cuff No-stim:
0.9310.29, [MWU, Z=-1.85, p=0.06]. La réduction de la significativité statistique au niveau du
score d’émotionalité mesuré entre la 6™ et la 8™ semaine post-cuff et celui évalué entre la
138me et |g 15°™Me semaine post-cuff (p<0.001 vs p=0.06) est probablement due au fait que le
calcul du deuxiéme score d’émotionalité global inclut les résultats des deux tests
comportementaux (Splash et FST) qui ont été réalisés dans la phase de récupération des
animaux neuropathiques de l'allodynie mécanique. Pour |'effet de la stimulation tardive,
'ANOVA de Kruskal-Wallis révele un effet significatif de la tDCS sur le score d’émotionalité
global des souris: x%5,39=15.11, p<0.01). La comparaison entre groupes met en effet en évidence

une baisse significative d’émotionalité chez les souris contréles ayant été soumises a des
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sessions répétées de polarité anodique: moyenne Z-Emotionalité *SEM, Sham No-stim:
0.13+0.18; Sham-Anodal: -0.58+0.17, [MWU, Z=2.38, p<0.05]. Chez les animaux neuropathiques,
I'analyse statistique montre cette fois-ci une forte tendance de la stimulation cathodique a
normaliser le comportement émotionnel altéré par la compression chronique du nerf sciatique:
moyenne Z-Emotionalité +SEM, Cuff No-stim: 0.93+0.29; Cuff-Cathodal: 0.18+0.23, [MWU,
Z=1.87, p=0.06].
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Fig. 47 L’effet des sessions répétées de stimulation tardive par la tDCS sur I’état émotionnel global des animaux.
(A, B, C, D) Globalement, les animaux neuropathiques présentent un comportement anxio-dépressif plus prononcé
que celui des souris contréles dans les différents tests, avec une significativité observée dans les tests de I'OF, le
NSF et le FST, mais sans aucun effet démontré de la compression chronique du nerf sciatique dans le test de Splash.
(E) Uimplantation du cuff continue a affecter le comportement émotionnel des animaux, méme aprés un délai
éloigné de la chirurgie (13-15 semaines post-cuff), indiquée par une tendance a l'augmentation du score
d’émotionalité global des souris neuropathiques par rapport au groupe contréle de référence. Alors que chez les
souris Sham la stimulation de polarité anodique induit une normalisation de I'’état émotionnel, chez les animaux
Cuff c’est la stimulation cathodique qui démontre un effet potentiellement bénéfique. Les données sont exprimées
en moyenneiSEM (n=9-10/Sham No-stim; n=7-9/Sham-Anodal; n=9-11/Sham-Cathodal; n=9-11/Cuff No-stim;
n=10-12/Cuff-Anodal; n=7-8/Cuff-Cathodal pour les différents tests comportementaux et n=8/Sham No-stim;
n=4/Sham-Anodal; n=7/Sham-Cathodal; n=7/Cuff No-stim; n=8/Cuff-Anodal; n=5/Cuff-Cathodal pour le score
d’émotionalité global). *p<0.05, **p<0.01, tests U de Mann-Whitney pour comparaison entre les différents
groupes expérimentaux.

Page | 184



Etant donné que l'effet de la tDCS sur le score d’émotionalité global des animaux
neuropathiques peut étre biaisé par la phase de récupération spontanée, ce score a été a
nouveau calculé en prenant en compte cette fois-ci uniquement les tests qui ont été réalisés
avant le début de cette phase de récupération (en moyennant les z-scores des tests OF et NSF)
afin d’essayer de spécifier la validité thérapeutique de la tDCS en condition pathologique
(Fig.48). L'analyse statistique de ce nouveau score révele que les animaux neuropathiques
n‘ayant pas recu de stimulation active présentent un phénotype anxio-dépressif
significativement plus important que les souris contréles non stimulées: moyenne Z-
Emotionalité +SEM, Sham No-stim: 0.07+0.28; Cuff No-stim: 1.314+0.23, [MWU, Z=-2.86, p<0.01].
L'ANOVA de Kruskal-Wallis décele un effet de la tDCS tardive sur I|'état émotionnel:
X’15,52=17.28, p<0.01. Bien qu’aucun effet de la stimulation de polarité anodique ne soit
démontré en condition pathologique, un effet significatif de la tDCS tardive de polarité
cathodique sur le score anxio-dépressif global des animaux neuropathiques est observé: Z-
Emotionalité +SEM, Cuff No-stim: 1.31+0.23; Cuff-Cathodal: 0.21+0.27, [MWU, Z=2.54, p=0.01].
La tDCS, indépendamment de la polarité de stimulation, n’a pas d’impact sur I'’émotionalité des

souris contréles Sham.
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Fig. 48 L’effet de la tDCS tardive sur le comportement anxio-dépressif global des animaux. Les animaux
neuropathiques non stimulés démontrent un phénotype anxio-dépressif plus important que les souris controles
non stimulées, indiqué par un z-score d’émotionalité significativement plus élevé. Tandis que la tDCS ne montre
aucun effet chez les souris Sham, les sessions répétées de stimulation cathodique permettent de normaliser le
comportement émotionnel altéré par la compression chronique du nerf sciatique chez les animaux
neuropathiques. Les données sont exprimées en moyenne+SEM (n=9/Sham No-stim; n=7/Sham-Anodal; n=9/Sham-
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Cathodal; n=10/Cuff No-stim; n=10/Cuff-Anodal; n=7/Cuff-Cathodal). **p<0.01, tests U de Mann-Whitney pour
comparaison entre les différents groupes expérimentaux.

Ce score anxio-dépressif, qui ne prend pas en considération la phase de récupération des
animaux neuropathiques ainsi que I'effet de répétition du test de FST, semble donc fournir une
analyse plus fiable de I'effet de la compression chronique du nerf sciatique d’une part et de
I'effet du traitement tardif par la tDCS d’autre part sur le comportement émotionnel des

animaux.

3. Résumé et discussion des résultats obtenus

Dans un premier temps, les résultats de cette étude mettent en évidence que I'implantation
unilatérale du manchon en polyéthyléne autour du nerf sciatique de la patte postérieure droite
induit le développement d’une allodynie mécanique ipsilatérale, confirmant la validité du
modele «Cuff» de neuropathie au sein de notre laboratoire. Cette sensibilité accrue en réponse
a des stimuli mécaniques normalement non douloureux se maintient a long-terme, perdurant
jusqu’a 13 semaines (3 mois) apres la chirurgie. Apres cette période, le seuil nociceptif des
animaux Cuff revient d’'une maniére spontanée a un niveau comparable a celui des souris
contrbles. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature rapportant une
cinétique d’évolution similaire de l'allodynie mécanique dans le modéle murin du «Cuff»
[Benbouzid et al., 2008a; Yalcin et al., 2011]. Si on compare quelques études précliniques
utilisant ce modele de neuropathie chez la souris, il est possible de constater que le seuil
nociceptif basal (avant la compression du nerf sciatique) varie entre 4g a 6g. Par exemple, le
seuil nociceptif basal chez les souris C57BL/6) de Charles River est généralement de 6g
[Benbouzid et al., 2008a; Yalcin et al., 2011; Barthas et al., 2017], tandis que les souris C57BL/6)
en provenance de Jackson Laboratory présentent une valeur basale d’environ 4g [Andreoli et
al., 2017]. Dans notre étude, les souris C57BL/6J issues de Janvier Labs démontrent un seuil
nociceptif basal intermédiaire, a savoir environ 5g. Ces données suggérent donc que 1) le seuil
nociceptif basal peut varier en fonction du fournisseur et que 2) la compression chronique du

nerf sciatique permet de modéliser de maniére fiable la douleur neuropathique chez I'animal,

Page | 186



objectivée par la mise en place d’une allodynie mécanique a long-terme, indépendamment du
fournisseur utilisé. Il faut néanmoins noter que durant les 3 premiéres semaines suivant la
chirurgie, le seuil nociceptif de la patte postérieure controlatérale des animaux neuropathiques
est intermédiaire entre celui observé pour la patte arriere ipsilatérale opérée et celui des souris
Sham, suggérant que la compression unilatérale du nerf sciatique influence, bien qu’a un
moindre degré, la sensibilité mécanique de la patte controlatérale non opérée. De plus, en
comparaison au seuil basal, un léger changement de la réponse aux stimuli mécaniques est
observé chez les animaux controles Sham, laissant a penser que la chirurgie seule peut aussi

avoir un impact sur le comportement nociceptif.

Dans le modele «Cuff», les animaux neuropathiques présentent spontanément une résolution
de l'allodynie mécanique. Pour autant, le fait que les souris ne démontrent plus de
comportement de douleur provoquée (réponse a des stimuli mécaniques) ne signifie pas
gu’elles sont dépourvues des signes de douleur spontanée. En effet, certaines études ont
notamment mis en évidence que la douleur spontanée persiste au-dela de la disparition de
I'allodynie mécanique [Barthas et al., 2015; Sellmeijer et al., 2018]. De plus, Barthas et collégues
ont démontré que la lésion du cortex insulaire postérieur supprime le développement de
I'allodynie mécanique mais n’affecte pas la douleur spontanée, tandis que la lIésion du cortex
cingulaire antérieur bloque la douleur spontanée sans impacter |'allodynie mécanique,
suggérant donc des mécanismes distincts entre les deux symptémes douloureux induits par la
compression chronique du nerf sciatique [Barthas et al., 2015]. Comme précédemment évoqué
dans l'introduction de ce manuscrit, le diagnostic de la douleur neuropathique en clinique n’est
pas exclusivement basé sur la présence ou l'absence d’une hypersensibilité mécanique. La
majorité des patients déclarent souffrir des signes positifs d’origine spontanée se manifestant
en absence de tout stimulus, décrits principalement comme des sensations de fourmillements,
engourdissements, picotements, démangeaisons [Backonja et Stacey, 2004; Gilron et al., 2015].
La composante spontanée de la douleur neuropathique reste difficilement quantifiable chez les
rongeurs. Le plus souvent, elle est appréhendée a travers le test de préférence de place
conditionné dans lequel I'animal est conditionné a associer l'injection intrathécale de clonidine

(analgésique non morphinique dépourvu de pouvoir addictif) a un environnement particulier
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[King et al., 2009; Barthas et al., 2015; Kamoun et al., 2021]. Dans ce test, la clonidine exerce
son effet anti-nociceptif uniquement si I'animal présente des signes de douleur spontanée. Si
c’est le cas, I'animal aura tendance a passer plus de temps dans le compartiment associé au
soulagement de la douleur lors des passages ultérieurs effectués sans la substance analgésique.
I a été proposé que l'évaluation de certains comportements, tels que le redressement
exacerbé, le tremblement et le |échage de la patte |ésée, la diminution de I'activité locomotrice
ainsi que la répartition anormale du poids de I'animal entre les différentes pattes, pourrait
permettre une meilleure caractérisation de la douleur spontanée chez le rongeur. Cependant,
Mogil et collégues, qui ont étudié ces comportements dans deux modeles de neuropathie (CCl
et SNI) en utilisant 22 souches de souris, ont conclu que ces comportements ne permettent pas
de détecter de maniere fiable la douleur spontanée chez les souris neuropathiques [Mogil et al.,
2010]. Afin d’essayer de se rapprocher le plus possible a la condition clinique, une échelle
d’expressions faciales a été développée chez la souris (MGS: Mouse Grimace Scale) afin
d’essayer d’évaluer le comportement de douleur spontanée [Langford et al., 2010]. Cette
échelle est basée sur I’évaluation de cing caractéristiques faciales permettant de détecter les
signes de douleur chez I'animal, tels que la fermeture des yeux, la contraction du museau et des
joues, I'étirement des oreilles en arriere et le changement de la position des moustaches en
arriére ou en avant du visage. Trois de ces cing expressions faciales sont similaires a celles
observées chez 'Homme, notamment la fermeture des yeux, ainsi que la contraction du nez et
des joues. Il est cependant important de noter que ces caractéristiques faciales ont été relevées
en analysant des images de souris avant et apres I'injection de I'acide acétique conduisant a une
constriction abdominale, c’est-a-dire a un stimulus nociceptif d’intensité et de durée modérée.
Ainsi, bien que le développement d’un tel outil d’évaluation de la douleur spontanée chez les
rongeurs présente un avantage non négligeable pour la découverte de médicaments plus
adaptés a la pathologie humaine, son utilisation reste encore a étre validée dans des modeles

de neuropathie ou l'intensité et la durée de la douleur sont beaucoup plus importantes.

Les résultats de von Frey présentés dans cette étude montrent aussi que le protocole de
stimulation tardive du cortex frontal gauche affecte le comportement nociceptif des animaux

Sham testés. Tandis que la polarité anodique résulte en une diminution relativement soutenue
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des seuils nociceptifs de la patte droite, la polarité cathodiqgue méne a une augmentation
transitoire du seuil de perception nociceptive de la patte gauche. Si on se base sur les données
des travaux de Michael A. Nitsche réalisés chez les sujets sains, il est considéré que les effets a
court et a long-terme de la tDCS sont en grande partie dépendants de la polarité de stimulation
[Nitsche et Paulus, 2000; Nitsche et al., 2005]. Ainsi, il est possible que lorsque les souris Sham
sont soumises a des sessions répétées de polarité anodique cela conduise a une potentialisation
de la transmission glutamatergique au sein des circuits neuronaux impliqués dans le traitement
nociceptif, résultant donc en une augmentation de ['excitabilité cortico-spinale et une
facilitation des voies descendantes excitatrices ce qui en condition physiologique aurait plut6t
comme effet d’augmenter la sensibilité mécanique. De maniére intéressante, la stimulation de
polarité cathodique démontre un effet transitoire seulement sur le seuil nociceptif de la patte
gauche. Cet effet peut résulter d’'une différence d’évolution du seuil nociceptif entre les deux
pattes, qui est probablement due au fait que la patte droite a été soumise a la procédure de
chirurgie, tandis que la gauche n’a pas été manipulée. Si on compare les deux pattes, on se rend
compte que le seuil nociceptif de la patte gauche présente une diminution progressive au cours
du temps qui est plus importante de celle observée pour la patte droite, ce qui pourrait refléter
une altération du fonctionnement des mécanismes endogenes d’inhibition de la douleur. Dans
ces conditions expérimentales, la tDCS cathodique semble avoir un effet normalisateur
permettant de ramener le seuil nociceptif de la patte gauche vers un niveau similaire a celui de
la patte droite. En se basant sur les données de I'étude de Huang et collégues qui ont démontré
qgue des projections directes du cortex préfrontal médian (en particulier I'aire prélimbique) sur
les neurones de la PAG ventrolatérale sont impliquées dans le controle modulateur descendant
de la douleur [Huang et al., 2019], il est possible de supposer que la stimulation répétitive du
cortex frontal par la polarité cathodique engendrait une réduction de I'activité des neurones
glutamatergiques et une potentialisation de l'activité des interneurones GABAergiques a la
parvalbumine du cortex préfrontal. Ces interneurones en faisant synapse avec les neurones de
la PAG vont permettre la transmission de l'information nociceptive a la RVM et le locus
cceruleus qui vont alors inhiber la facilitation de la voie excitatrice descendante vers la corne

dorsale de la moélle épiniere, conduisant ainsi a une normalisation de I'excitabilité spinale et
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par conséquent du comportement nociceptif. Dimov et collaborateurs qui ont étudié I'effet de
la stimulation cathodique (250uA, 15min) sur le cortex moteur ont aussi mis en évidence une
augmentation du seuil nociceptif mécanique chez des rats naifs [Dimov et al., 2016]. Cet effet a
été accompagné d’une diminution de I'activité neuronale dans la PAG et dans les laminae | et Il
de la moélle épiniere, ainsi que d’une baisse du niveau d’expression spinal des enképhalines,
neuropeptides opioides endogenes, confirmant ainsi que la tDCS est capable de moduler les
voies descendantes nociceptives. Outre le cortex moteur primaire, Vaseghi et colléegues ont
démontré chez les sujets sains que la stimulation du cortex somatosensoriel primaire ainsi que
du cortex préfrontal dorsolatéral par la tDCS cathodique (0.3mA, 20min) permet également

d’augmenter les seuils de perception sensoriel et douloureux [Vaseghi et al., 2015].

Chez les animaux neuropathiques, la tDCS tardive ne démontre aucun effet thérapeutique sur
I'allodynie mécanique induite par la compression du nerf sciatique. Ce manque d’efficacité est
probablement lié a la chronicité de la douleur. En effet, dans cette étude le traitement par la
tDCS a été appliqué dans un stade tardif ou les modifications de plasticité maladaptative sont
déja consolidées depuis longtemps, menant a une sensibilisation centrale robuste qui ne peut
potentiellement plus étre affectée par les stimulations répétitives. Ainsi, il est possible qu’en
condition pathologique avancée I'état d’hyperexcitabilité globale du systeme nerveux soit déja a
son niveau maximal et de ce fait la stimulation de polarité anodique ne puisse exciter davantage
un réseau qui est déja hyperexcité et que l'effet inhibiteur de la stimulation de polarité
cathodique ne soit pas assez efficace pour équilibrer la balance excitation/inhibition. Il a été
démontré chez le rat que l'injection intrathécale de GABA est capable d’atténuer I'allodynie
mécanique lorsqu’il est administré peu de temps aprés la constriction chronique du nerf
sciatique (1 a 2 semaines), alors qu’une application au-dela de ce délai ne démontre aucun effet
sur le comportement nociceptif [Eaton et al., 1999]. De plus, Smits et collegues ont mis en
évidence que l'efficacité analgésique de la stimulation médullaire dans le modéle de ligature
partielle du nerf sciatique chez le rat est dépendante du degré de sévérité de l'allodynie
mécanique, qui est considéré a refléter le degré de sévérité de la sensibilisation centrale [Smits
et al., 2006]. Plus précisément, les auteurs ont montré que la stimulation médullaire exerce un

effet anti-nociceptif rapide et robuste chez les animaux présentant une allodynie mécanique
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légére, alors gu’aucun effet thérapeutique suite au traitement n’est observé chez les rats
souffrant d’une allodynie sévere. Ces données soulignent donc I'importance du choix de la
fenétre d’intervention et incitent a penser que l'efficacité thérapeutique de la tDCS sur la
composante sensori-discriminative de la douleur neuropathique pourrait potentiellement étre

améliorée si elle est appliquée a un délai plus précoce.

Bien qu’aucun effet analgésique de la tDCS sur le comportement des animaux neuropathiques
n'ait été observé dans cette étude, la stimulation de polarité cathodique entraine une
diminution significative du seuil nociceptif pendant la 4°™¢ semaine post-tDCS. La mise en
évidence d'un tel effet a ce délai semble avoir son importance. Dans nos conditions
expérimentales, les souris neuropathiques commencent a récupérer de I'allodynie mécanique a
partir de la 14°™e semaine post-cuff (équivalent a la 4°™¢ semaine post-tDCS). Ainsi, il semblerait
gue la stimulation cathodique interfére avec les mécanismes de récupération qui sont en train
de se mettre en place, ce qui a comme effet de retarder la phase de récupération spontanée.
Okamoto et collegues [Okamoto et al., 2001] ont montré dans le modéle CCI chez le rat que
cette récupération de I'allodynie mécanique est associée a une augmentation d’expression de
I'IL-10 qui est une cytokine bien connue pour ses propriétés anti-inflammatoires [Moore et al,,
2001; Sabat et al., 2010]. Ceci suggere que la récupération spontanée est probablement sous-
tendue par une résolution de l'inflammation permettant un retour vers un équilibre entre
cytokines pro- et anti-inflammatoires. Il serait alors intéressant d’étudier les effets de la tDCS
sur les processus inflammatoires aussi bien au niveau central qu’au niveau systémique, ce qui
permettrait d’élargir le champ d’application thérapeutique de cette technique non invasive de

neuromodulation.

En clinique, la douleur neuropathique est souvent associée a des comorbidités anxio-
dépressives [Katona et al., 2005; Radat et al., 2013; Cherif et al., 2020]. Au cours des derniéres
années, des études précliniques ont mis en évidence qu’il est également possible de modéliser
cette altération de la composante affectivo-émotionnelle de la douleur dans différents modeles
de neuropathie [Suzuki et al., 2007; Zeng et al., 2008; Yalcin et al., 2011; Alba-Delgado et al.,
2013; Caspani et al., 2014; Sellmeijer et al., 2018; Sieberg et al., 2018; Birmann et al., 2019]. Les
résultats des différents tests comportementaux réalisés dans cette étude ainsi que le calcul d’un
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score d’émotionalité global ont permis de confirmer que la douleur neuropathique, objectivée
par la mise en place d’une allodynie mécanique a long-terme, conduit au développement des
symptémes anxio-dépressifs comorbides chez les animaux neuropathiques Cuff. Dans nos
conditions expérimentales, lorsque les données ne sont pas normalisées par rapport au groupe
contréle, les animaux ayant subi la compression chronique du nerf sciatigue commencent a
présenter un phénotype anxio-dépressif a partir de la 7®™ semaine post-cuff. Cette
perturbation de la composante affectivo-émotionnelle est encore évidente jusqu’a la 13¢me
semaine post-chirurgie, mais disparait ensuite a partir de la 14°™ semaine post-cuff. Comme
évoqué précédemment, au premier abord ceci suggéere que les conséquences affectives de la
douleur neuropathique disparaissent avec la résolution de I'allodynie mécanique. Cependant,
lorsque les données sont traitées en appliquant la méthodologie de z-scoring, qui permet
d’augmenter la fiabilité des résultats comportementaux, il est possible d’observer que les
animaux neuropathiques continuent a démontrer un phénotype dépressif méme pendant la
15°™¢ semaine post-cuff, c’est-a-dire en absence d’une hypersensibilité mécanique. En effet,
certaines études de la littérature suggérent que les altérations comportementales induites par
I'atteinte nerveuse peuvent persister au-dela du délai de récupération spontanée, a savoir au
moins jusqu’a 6 semaines aprés la normalisation de la sensibilité mécanique [Dimitrov et al.,
2014; Sellmeijer et al., 2018]. Il faut néanmoins noter que dans ces études différentes cohortes
d’animaux ont été utilisées pour chaque test comportemental, tandis que dans notre étude les
deux cohortes d’animaux utilisées ont été systématiguement soumises a plusieurs tests
comportementaux. Ainsi, la réalisation de multiples tests sur les mémes cohortes et la
répétition de certains tests ont pu affecter le comportement des animaux et nos résultats sont
donc a traiter avec précaution, notamment en ce qui concerne I'évolution temporelle des

conséquences anxio-dépressives.

Etant donné que la phase de récupération spontanée peut minimiser I'effet thérapeutique de la
tDCS, le calcul final du score d’émotionalité post-stim a uniquement pris en compte les tests
comportementaux qui ont été réalisés avant la résolution de I'allodynie mécanique. Le score
d’émotionalité global post-stim ainsi obtenu indique que la tDCS, lorsque qu’elle est appliquée

au stade tardif, permet d’atténuer le phénotype anxio-dépressif chez les animaux
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neuropathiques, démontrant ainsi que le ciblage du cortex frontal présente un intérét dans la
modulation de la composante émotionnelle de la douleur. De maniere intéressante, cet effet
est uniguement observé suite a des sessions répétées de polarité cathodique. L'idée de tester
les effets de la tDCS cathodique dans le modele «Cuff» était fondée sur le fait que la douleur
neuropathique est associée a une sensibilité périphérique et centrale qui résulte en une
hyperexcitabilité des circuits cérébraux impliqués dans les composantes sensori-discriminative
et affectivo-émotionnelle de la douleur. Plusieurs études précliniques ont notamment démontré
une potentialisation de I'activité des neurones excitateurs du cortex cingulaire antérieur suite a
I'atteinte nerveuse et soulignent [I'implication de cette région cérébrale dans la
physiopathologie de la douleur chronique [Blom et al., 2014; Zhuo, 2014; Zhao et al., 2018]. De
maniére importante, il a été mis en évidence que le développement des conséquences anxio-
dépressives de la douleur neuropathique est sous-tendu par I'hyperactivité du cortex cingulaire
antérieur et que son inhibition optogénétique est capable de supprimer les altérations
émotionnelles induites par la compression chronique du nerf sciatique [Barthas et al., 2015;
Sellmeijer et al., 2018]. Récemment, il a été aussi montré que I'émergence d’un phénotype
dépressif dans le modele «Cuff» est associée a une potentialisation de la connectivité
fonctionnelle entre le cortex cingulaire antérieur et I'amygdale basolatérale [Becker et al.,
2022]. De plus, le cortex préfrontal est fortement connecté avec I'amygdale basolatérale et
participe donc dans la régulation des émotions [Little et Carter, 2013; Neugebauer, 2015]. Au vu
de ces études, il est possible que la stimulation de polarité cathodique régule a la baisse
I'activité des neurones excitateurs dans le cortex frontal ce qui par conséquent induirait une
potentialisation de la transmission inhibitrice. Les interneurones GABAergiques en projetant
ensuite vers I'amygdale basolatérale permettront de réduire I"hyperactivité de I'amygdale, ce
qui par la suite aurait comme effet de normaliser la connectivité fonctionnelle altérée avec le
cortex cingulaire antérieur, menant ainsi a une atténuation des conséquences anxio-
dépressives. Bien évidemment, les données comportementales de notre étude ne sont pas
suffisantes pour déterminer les mécanismes d’action exacts de la tDCS cathodique et des
expériences complémentaires sont nécessaires afin de confirmer les hypothéses avancées dans

cette étude. De plus, certaines études cliniques réalisées chez des sujets sains suggérent que
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I'effet inhibiteur de la polarité cathodique peut étre transformé en un effet excitateur en
fonction de l'intensité et la durée de stimulation utilisées, ce qui complique davantage la
compréhension de ses mécanismes d’action [Batsikadze et al., 2013; Mosayehi Samani et al.,

2019].

Nos résultats comportementaux suggeérent aussi qu’il est possible de réverser le phénotype
anxio-dépressif sans modifier I'allodynie mécanique. De maniere similaire, Mariano et collegues
ont démontré que la stimulation du cortex cingulaire antérieur par la polarité cathodique
pourrait améliorer la dimension affective sans impacter l'intensité de la douleur chez des
patients souffrant d’une douleur chronique du bas du dos [Mariano et al., 2019]. Ces résultats
suggerent que soit 1) la stimulation du cortex frontal par la tDCS permet de cibler de maniere
spécifique la composante affectivo-émotionnelle de la douleur neuropathique mais est
inefficace pour moduler la dimension sensori-discriminative qui elle peut étre mieux ciblée par
la stimulation du cortex moteur primaire soit 2) I'effet de la tDCS est dépendant de I'état
d’activité du réseau. Dans cette étude, la tDCS a été appliquée a un stade tardif, c’est-a-dire a
un moment ou la chronicité de la douleur est déja bien installée et qu’il y a 'émergence des
troubles anxio-dépressifs. Si on considére que les changements de plasticité maladaptative au
sein des circuits neuronaux impliqués dans la composante sensori-discriminative de la douleur
sont déja bien établis et que le moment de la stimulation coincide avec/ou est plus proche des
dérégulations qui sont en train de se mettre en place dans les circuits impliqués dans la
composante émotionnelle, on peut supposer que la tDCS pourrait normaliser I'hyperexcitabilité
du réseau associé au développement des troubles affectifs mais qu’elle n’est pas assez efficace
pour traiter les mécanismes d’origine qui ont mené a la sensibilisation périphérique et centrale.
Autrement dit, si la tDCS est appliquée a un délai précoce ou il y a uniquement |’altération de la
composante sensori-discriminative, la stimulation pourrait potentiellement exercer un effet
analgésique, mais lorsqu’il y a une dérégulation cumulative des composantes sensori-
discriminative et affectivo-émotionnelle la tDCS est uniquement capable d’interférer avec les

mécanismes de plasticité maladaptative sous-tendant I'apparition des troubles affectifs.

Pour résumer, I'ensemble des résultats de cette étude mettent en évidence que la compression
chronique du nerf sciatique induit une allodynie mécanique a long-terme qui est associée au
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développement d’un phénotype anxio-dépressif. Au stade chronique de la pathologie, la tDCS
est dépourvue d’un effet analgésique mais semble présenter un potentiel thérapeutique

intéressant sur le comportement émotionnel comorbide.

PARTIE II — Approche tDCS préventive

L’approche préventive a été réalisée dans le but d’étudier le potentiel thérapeutique de la tDCS
dans la suppression de la mise en place d’'une douleur neuropathique chronique et par

conséquent la prévention d’apparition des troubles affectifs comorbides.

Le protocole expérimental pour cette étude (Fig.49) a été développé de facon a permettre
I"application du traitement par la tDCS a un stade plus proche de la chirurgie de compression du
nerf sciatique, & savoir durant la 3°™ semaine post-cuff. Ainsi, contrairement & I'étude
précédente ou les souris ont été stimulées aprés le développement d’une allodynie mécanique
a long-terme et apres I'émergence des conséquences émotionnelles, dans cette étude la tDCS a
été appliquée au cours de l'installation de la chronicité de la douleur neuropathique et avant
I"apparition d’'un phénotype anxio-dépressif chez les animaux. La sensibilité mécanique a été
évaluée avant et apres I'implantation du cuff ainsi qu’aprés la stimulation par la tDCS. Une
batterie de tests (OF, LDB, NSF, Splash et FST) a été réalisée a partir de la 3°™¢ et jusqu’a la 5¢™¢
semaine post-tDCS pour étudier I'influence des sessions répétées de stimulation sur I'état
émotionnel des souris. A la 8™ semaine post-cuff (correspondant a la 5°™¢ semaine post-tDCS),
20 souris ont été sacrifiées et des échantillons frais (sang, rate, moélle épiniere, cerveau) ont
été prélevés pour une analyse ultérieure des marqueurs inflammatoires. A la fin du protocole
expérimental (délai: 12 semaines post-chirurgie, équivalent a 9 semaines post-tDCS), les
cerveaux perfusés des animaux ont été prélevés et une expérience d’immunohistochimie
enzymatique a été réalisée afin d’étudier I'effet de la chirurgie puis de la tDCS sur I'expression
des marqueurs gliaux (GFAP, Ibal) dans le cortex cingulaire antérieur et le cortex insulaire
postérieur. Des prélevements sanguins complémentaires ont également été effectués au début

et apres la compression du nerf sciatique, aprés 48h et aprés une semaine de stimulation ainsi
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gu’a la fin de I'expérimentation dans la perspective d’explorer I'impact de la procédure

d’induction de la neuropathie puis de la tDCS sur les marqueurs sériques de I'inflammation.
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Fig. 49 Représentation schématique du protocole expérimental ayant appliqué la tDCS de facon précoce, a visée
préventive, dans un modeéle murin de douleur neuropathique chronique. Deux semaines aprés la chirurgie de
compression du nerf sciatique, les animaux ont été soumis a des sessions répétées de stimulation (10 séances,
20min, 0.2mA). A partir de la 3®™ semaine post-tDCS, I'état émotionnel des souris a été évalué 3 travers différents
tests comportementaux. Une partie des animaux a été sacrifiée afin de prélever des échantillons frais (sang, rate,
moélle épiniére, cerveau) pour une analyse ultérieure des marqueurs inflammatoires. A la fin de I'expérience (12
semaines post-cuff), des cerveaux perfusés ont été prélevés pour I'analyse immunohistochimique des marqueurs
gliaux GFAP et Ibal. De maniere complémentaire, a différents délais du protocole expérimental, des prélevements

rétro-orbitaires de sang ont été réalisés pour I'analyse des marqueurs inflammatoires sériques. Réalisé avec
BioRender®
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1. Evaluation comportementale des effets de la compression du nerf
sciatigue et de la stimulation précoce par la tDCS sur la sensibilité
mécanique des animaux

Soixante-quinze souris males de souche C57BL/6J (Charles River, L'Arbresle, France) ont été
utilisées dans cette étude (poids moyen (g) £ SEM = 22.58+0.16). Une souris a été exclue de
I'analyse étant donné qu’elle présentait un seuil basal de nociception inférieur a 2g. Quatre
animaux n’ont pas supporté I'anesthésiant. Six souris, dont I'embase a été arrachée en cage
collective ou durant la stimulation, n’ont pas eu la totalité des sessions de stimulation et ont
donc été aussi exclues de I'analyse. Ainsi, le nombre final d’animaux par groupe expérimental
était le suivant: Sham, n=28; Cuff, n=36; Sham No-stim, n=13; Sham-Anodal, n=8; Sham-

Cathodal, n=7; Cuff No-stim, n=10; Cuff-Anodal, n=16; Cuff-Cathodal, n=10.

Trois cohortes de souris ont été utilisées dans cette étude. Les données brutes issues des
différents tests comportementaux ont été normalisées par la méthodologie de z-scoring,

comme décrit précédemment.

1.1. l'allodynie mécanique ipsilatérale induite par la compression chronique du
nerf sciatique est suivie par une augmentation retardée de la sensibilité
mécanique du c6té controlatéral

Avant la chirurgie de la compression chronique du nerf sciatique, aucune différence significative
au niveau du seuil nociceptif basal de la patte arriere droite opérée n’est observée entre les
deux groupes expérimentaux (Fig.50-A): moyenne baseline (g) +SEM, Sham: 6.48+0.48; Cuff:
6.84+0.34, p=0.27. Apres la chirurgie, 'ANOVA a mesures répétées décele un effet du facteur
«condition» (Sham vs Cuff: Fj1,57=21.23, p<0.001) et un effet du facteur «temps» (Baseline
jusgu’a semaine 2 post-cuff: Fj2,114=42.83, p<0.001) ainsi qu’une interaction «condition*temps»
(Fr2,114i=15.32, p<0.001). Ainsi, la pose du manchon autour de la branche principale du nerf
sciatique induit une allodynie mécanique se définissant par une baisse significative des scores
nociceptifs chez les animaux Cuff par rapport au groupe contréle Sham. L’analyse post-hoc de
Duncan révele notamment des différences entre les deux groupes d’animaux pour les 2

semaines qui suivent la chirurgie: moyenne sem 1 post-cuff (g) +SEM, Sham: 4.43+0.58; Cuff:
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2.38+0.33, p<0.001; moyenne sem 2 post-cuff (g) +SEM, Sham: 5.16+0.48; Cuff: 1.78+0.24,
p<0.001. Pour les besoins du protocole expérimental, ces deux groupes de souris ont été
ensuite repartis dans 6 sous-groupes expérimentaux et I’évaluation de la cinétique de I'allodynie
mécanique chez les animaux non stimulés par la tDCS a continué a étre effectuée a travers des
tests statistiques non-paramétriques. Cette analyse met en évidence que I'augmentation de la
sensibilité mécanique induite par I'implantation du cuff perdure jusqu’a la 10°™® semaine et
commence a disparaitre a partir de la 11°™ semaine post-cuff: moyenne sem 4 post-cuff (g)
+SEM, Sham No-stim: 5.06+0.76; Cuff No-stim: 2.45+0.91, [MWU, Z=2.21, p<0.05]; moyenne
sem 6 post-cuff (g) +SEM, Sham No-stim: 5.38+0.70; Cuff No-stim: 2.31+0.76, [MWU, Z=2.50,
p<0.05]; moyenne sem 7 post-cuff (g) +£SEM, Sham No-stim: 5.20+0.90; Cuff No-stim: 2.34+0.62,
[MWU, Z=2.14, p<0.05]; moyenne sem 8 post-cuff (g) +SEM, Sham No-stim: 5.27+1.13; Cuff No-
stim: 2.46+0.67, [MWU, Z=2.10, p<0.05]; moyenne sem 9 post-cuff (g) +SEM, Sham No-stim:
7.1140.68; Cuff No-stim: 1.44+0.65, [MWU, Z=2.98, p<0.01]; moyenne sem 10 post-cuff (g)
+SEM, Sham No-stim: 7.00+0.65; Cuff No-stim: 2.80+1.33, [MWU, Z=2.17, p<0.05] et moyenne
sem 11 post-cuff (g) £SEM, Sham No-stim: 5.75+0.96; Cuff No-stim: 3.12+1.35, [MWU, Z=1.72,
p=0.09].

Concernant la patte arriere gauche non opérée (Fig.50-B), aucune différence statistiquement
significative n’est également démontrée pour le seuil nociceptif basal, indiquant que les deux
groupes d’animaux présentent une sensibilité mécanique similaire avant la chirurgie: moyenne
baseline (g) +SEM, Sham: 6.07+0.55; Cuff: 6.48+0.40, p=0.61. Suite a la chirurgie du cuff, aucun
effet du facteur «condition» n’est présent (Sham vs Cuff: Fj1,59=1.52, p=0.22), mais '’ANOVA a
mesures répétées met en évidence un effet du facteur «temps» (baseline jusqu’a semaine 2
post-cuff: Fj2,118=11.87, p<0.001) ainsi qu’une tendance a l'interaction entre les deux facteurs
«condition*temps» (Fj2,1181=2.66, p=0.07). Bien que la comparaison entre groupes ne montre
aucune différence statistique du seuil nociceptif jusqu’a la 42™e semaine post-cuff, & partir de la
6°Me semaine suivant la chirurgie les animaux appartenant au groupe Cuff présentent une
augmentation de la sensibilité mécanique au niveau de leur patte postérieure controlatérale,
reflétée notamment par une diminution significative des scores nociceptifs par rapport aux

souris controles Sham. Cette sensibilité mécanique se maintient jusqu’a la 10°™¢ semaine et
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disparait ensuite a partir de la 11°™¢ semaine post-cuff: moyenne sem 6 post-cuff (g) +SEM,
Sham No-stim: 5.79+0.69; Cuff No-stim: 3.36x0.64, [MWU, Z=2.22, p<0.05]; moyenne sem 7
post-cuff (g) £SEM, Sham No-stim: 6.55+0.90; Cuff No-stim: 3.24+0.58, [MWU, Z=2.55, p<0.01];
moyenne sem 8 post-cuff (g) £SEM, Sham No-stim: 6.18+0.69; Cuff No-stim: 2.94+0.36, [MWU,
Z=3.12, p<0.01]; moyenne sem 9 post-cuff (g) +SEM, Sham No-stim: 6.86+0.40; Cuff No-stim:
2.3240.72, [MWU, Z=2.19, p<0.01]; moyenne sem 10 post-cuff (g) +SEM, Sham No-stim:
6.75%0.75; Cuff No-stim: 2.96+1.27, [MWU, Z=2.16, p<0.05] et moyenne sem 11 post-cuff (g)
+SEM, Sham No-stim: 6.10£0.80; Cuff No-stim: 4.20+0.92, [MWU, Z=1.43, p>0.05].

1.2. Effet des sessions répétées de stimulation précoce par la tDCS sur l'allodynie
mécanique

Dans cette étude, le protocole de stimulation tDCS a été appliqué pendant la 3™ semaine qui a
suivi la chirurgie de compression chronique du nerf sciatique et la sensibilité mécanique des
animaux a continué a étre évaluée jusqu’a la 8™ semaine post-stim (correspondant a la 11°™me

semaine post-cuff) (voir Fig.49).

Concernant la patte postérieure droite des animaux Sham (Fig.50-A, groupes des souris Sham),
'ANOVA de Kruskal-Wallis montre un effet de la tDCS sur le seuil nociceptif uniquement
pendant la 3®™® semaine post-tDCS: x?12,26/=8.00, p<0.05. En effet, comparé au groupe non
stimulé, les souris contrbéles ayant recu des stimulations répétées de polarité anodique
présentent une augmentation transitoire du score nociceptif qui est observée 3 semaines apres
la derniére session de stimulation: moyenne sem 3 post-tDCS (g) #SEM, Sham No-stim:
5.38+0.70; Sham-Anodal: 8.57+0.67, [MWU, Z=-2.50, p<0.05]. Aucun effet de la tDCS de polarité

cathodique sur la sensibilité mécanique de la patte arriére droite des souris Sham n’est décelé.

Chez les animaux neuropathiques (Fig.50-A, groupes des souris Cuff), une amélioration de la
sensibilité mécanique de la patte arriere ipsilatérale a la compression chronique du nerf
sciatique est mise en évidence apres des sessions répétées de stimulation anodique. Cette
amélioration commence a se mettre en place a partir de la 1% semaine post-tDCS, indiquée

notamment par une tendance a I'augmentation du seuil nociceptif (moyenne sem 1 post-tDCS
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(g) £SEM, Cuff No-stim: 2.45+0.91; Cuff-Anodal: 4.21+0.74, [MWU, Z=-1.79, p=0.07]), et se
maintient jusqu’a la 6°™¢ semaine post-tDCS: moyenne sem 3 post-tDCS (g) +SEM, Cuff No-stim:
2.3140.76; Cuff-Anodal: 4.53+0.63, [MWU, Z=-1.98, p<0.05]; moyenne sem 4 post-tDCS (g)
+SEM, Cuff No-stim: 2.34+0.62; Cuff-Anodal: 4.91+0.77, [MWU, Z=-2.01, p<0.05]; moyenne sem
5 post-tDCS (g) +SEM, Cuff No-stim: 2.46+0.67; Cuff-Anodal: 4.89+0.67, [MWU, Z=-2.35, p<0.05]
et moyenne sem 6 post-tDCS (g) +SEM, Cuff No-stim: 1.44+0.65; Cuff-Anodal: 4.33+0.85, [MWU,
Z=-2.31, p<0.05]. La tDCS de polarité cathodique n’a pas d’impact sur l'allodynie mécanique des

animaux neuropathiques.

La tDCS, indépendamment de la polarité de stimulation, n’influence pas la sensibilité mécanique
de la patte postérieure gauche non opérée chez les souris controles Sham (Fig.50-B, groupes
des souris Sham). Bien que les deux polarités de stimulation (anodique et cathodique) semblent
entrainer une élévation des scores nociceptifs chez les animaux neuropathiques, cette
augmentation reste cependant non significative par rapport au groupe des souris Cuff non
stimulées, indiquant ainsi une absence d’effet de la tDCS sur la sensibilité mécanique de la patte

controlatérale a la compression nerveuse (Fig.50-B, groupes des souris Cuff).
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Fig. 50 Evaluation des effets de la compression chronique du nerf sciatique et de la stimulation précoce par la
tDCS sur la sensibilité mécanique des animaux. La sensibilité mécanique au niveau de la patte arriére droite
opérée et de la patte postérieure gauche non opérée a été évaluée en utilisant le test des filaments de von Frey. La
compression unilatérale du nerf sciatique induit une allodynie mécanique a long-terme sur la patte ipsilatérale,
suivie d’une bilatéralisation tardive sur la patte controlatérale. Cette allodynie mécanique se maintient pendant 10
semaines aprés la chirurgie et commence a disparaitre & partir de la 11™ semaine post-cuff. Les stimulations
répétées de polarité anodique induisent un effet analgésique a long-terme chez les animaux neuropathiques,
reflétée par une augmentation des seuils nociceptifs qui commence & se mettre en place dés la 1" semaine post-
tDCS. Un effet similaire de la polarité anodique, mais de nature transitoire, est aussi observé chez les souris
contréles pendant la 3™ semaine post-tDCS. Aucun effet de la stimulation cathodique sur la sensibilité mécanique
n’est révélé ni chez les souris contréles Sham ni chez les animaux neuropathiques, indépendamment de la patte
testée. Les données sont exprimées en moyennexSEM (n=26-28/Sham; n=33-36/Cuff; n=7-13/Sham No-stim; n=5-
8/Sham-Anodal; n=4-7/Sham-Cathodal; n=5-10/Cuff No-stim; n=9-16/Cuff-Anodal; n=7-10/Cuff-Cathodal). *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, ANOVA a mesures répétées suivie de tests post-hoc de Duncan pour comparaison Sham vs
Cuff pour chacune des semaines pré-tDCS; ANOVA de Kruskal-Wallis suivie de tests U de Mann-Whitney pour
comparaison entre les différents groupes expérimentaux pour chacune des semaines post-tDCS.
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2. Evaluation du potentiel préventif de la stimulation précoce par la tDCS sur
I’émergence des troubles affectifs comorbides dans le modéle «Cuff»

Dans cette expérience, la caractérisation du phénotype anxio-dépressif a été réalisée dans le
but de vérifier si I’effet analgésique de la stimulation précoce par la tDCS est aussi associé a un
effet bénéfique sur le comportement émotionnel des animaux neuropathiques. Autrement dit,
est-ce que l'atténuation de l'allodynie mécanique par un traitement précoce par la tDCS

pourrait prévenir I'apparition des comorbidités affectives?

Les différents tests comportementaux apparentés a I'anxiété et a la dépression ont été réalisés
entre la 6™ et la 8°™¢ semaine post-cuff (= entre la 3™ et 5™M¢ semaine post-tDCS) (voir
Fig.49). Etant donné que dans I'étude précédente la fiabilité et la robustesse de la méthodologie
de z-scoring a été confirmée pour |'évaluation de la composante émotionnelle dans le modéle
de neuropathie utilisé, dans cette expérience les résultats des z-scores specifiques de chaque

test seront présentés.

L’ANOVA de Kruskal-Wallis ne montre aucun effet ni de la compression du nerf sciatique ni de la
tDCS sur le phénotype anxieux étudié dans le test de I'OF: x?(5,59;=5.87, p>0.05 (Fig.51-A). Dans
le test de LDB (Fig.51-B), le comportement émotionnel des animaux ayant subi la chirurgie du
cuff et qui ont été traités par la tDCS ne différe pas de celui des souris témoins: x?(s,s8=6.25,
p>0.05. Le comportement de type anxio-dépressif évalué dans le test de NSF n’est également
pas affecté par I'implantation du cuff et par la tDCS: x?s,571=5.83, p>0.05 (Fig.51-C). Pour les
tests apparentés a la dépression, I'analyse de variances de Kruskal-Wallis ne décele aucune
différence statistiquement significative entre groupes pour le test de Splash (x%s,61=8.26,
p>0.05) (Fig.51-D) et pour le test de FST (x?s59=4.21, p>0.05) (Fig.51-E). Le calcul du score
global d’émotionalité ne permet pas de mettre en évidence un effet robuste de I'implantation

du cuff ni du traitement tDCS sur I’état émotionnel des animaux: x%s44j=3.44, p>0.05 (Fig.51-F).
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Fig. 51 L'effet des sessions répétées de stimulation précoce par la tDCS sur I’état émotionnel global des animaux.
(A, B, C, D, E) De maniere générale, les différents tests de comportement réalisés démontrent que le phénotype
anxio-dépressif des animaux ayant subi la compression chronique du nerf sciatique est similaire a celui des souris
controles. La tDCS, indépendamment de la polarité de stimulation, n’exerce aucun effet sur le comportement des
souris neuropathiques et des souris témoins. (E) La combinaison des z-scores individuels de chacun des tests en un
seul score d’émotionalité global met en évidence I'absence de développement des troubles affectifs chez les
animaux neuropathiques et aucun effet des sessions répétées de stimulation précoce par la tDCS sur I'état
émotionnel général des animaux dans ces conditions expérimentales. Les données sont exprimées en
moyennet+SEM (n=9-13/Sham No-stim; n=6-7/Sham-Anodal; n=5-7/Sham-Cathodal; n=8-10/Cuff No-stim; n=15-
16/Cuff-Anodal; n=9-10/Cuff-Cathodal pour les différents tests comportementaux et n=7/Sham No-stim;
n=6/Sham-Anodal; n=4/Sham-Cathodal; n=6/Cuff No-stim; n=14/Cuff-Anodal; n=7/Cuff-Cathodal pour le score
d’émotionalité global). ANOVA de Kruskal-Wallis pour comparaison de plusieurs échantillons indépendants.
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3. Approche immunohistochimique: Etude de I'effet de la tDCS précoce sur
les processus neuro-inflammatoires dans le modéle animal de neuropathie

Comme précédemment évoqué dans l'introduction de ce manuscrit, les cellules gliales jouent
un role important dans la chonicité de la douleur neuropathique et I'une des hypotheses du
mécanisme d’action de la tDCS est que son effet thérapeutique s’exerce via une modulation de
I'activité gliale. Dans ce contexte, une approche immunohistochimique permettant de quantifier
le nombre de cellules immunopositives pour les marqueurs gliaux GFAP et Ibal a été réalisée
afin d’étudier I'effet éventuel de la tDCS précoce sur les processus neuro-inflammatoires dans le
modeéle animal de neuropathie utilisé dans cette étude. L'analyse de [I'expression
neurochimique de ces marqueurs a été effectuée a la fois dans le cortex cingulaire antérieur et
le cortex insulaire postérieur. En raison de nombreux problémes techniques et au manque de
temps pour I'analyse compléte des images, seulement une partie des résultats préliminaires

sera présentée ici.

Dans les deux structures cérébrales étudiées, I’ANOVA de Kruskal-Wallis ne montre aucun effet
ni de la compression du nerf sciatique ni de la tDCS sur le nombre de cellules GFAP
immunopositives: x%s44=8.24, p>0.05 pour le cortex cingulaire antérieur (Fig.52-A) et
X’i5,26=4.93, p>0.05 pour le cortex insulaire postérieur (Fig.52-B). Concernant
'immunomarquage de la protéine microgliale lbal, I'analyse de variances ne détécte aucun
effet de I'implantation du cuff ainsi qu’aucun effet du traitement par la tDCS sur l'activité
microgliale du cortex cingulaire antérieur: x?s36=8.91, p>0.05 (Fig.52-C). Cependant, ’ANOVA
de Kruskal-Wallis décele un effet significatif sur la densité cellulaire immunomarquée dans le
cortex insulaire postérieur: x?is,241=11.13, p<0.05 (Fig.52-D). En effet, la comparaison entre
groupes permet de démontrer que les souris neuropathiques ayant été soumises a des
stimulations répétées de polarité anodique présentent une diminution significative du nombre
de cellules microgliales Ibal immunopositives par rapport au groupe d’animaux neuropathiques
non stimulés: moyenne nombre de cellules Ibal+ *SEM, Cuff No-stim: 202.75+7.47; Cuff-

Anodal: 155.00+11.40, [MWU, Z=2.13, p<0.05].
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Fig. 52 Quantification de I'expression des marqueurs gliaux GFAP et Ibal dans le cortex cingulaire antérieur et le
cortex insulaire postérieur. (A, B) Aucun effet a la fois de la compression chronique du nerf sciatique et de la tDCS
sur le nombre de cellules GFAP immunopositives n’est révélé dans les deux régions cérébrales étudiées. (C, D) Bien
gu’aucune modification de I'expression microgliale n’ait observée dans le cortex cingulaire antérieur, la tDCS
précoce de polarité anodique induit chez les animaux neuropathiques une baisse significative du nombre de
cellules exprimant le marqueur microglial Ibal dans le cortex insulaire postérieur. Les données sont exprimées en
moyenne+SEM (n=8-9/Sham No-stim; n=5-6/Sham-Anodal; n=5-7/Sham-Cathodal; n=3-5/Cuff No-stim; n=8-9/Cuff-
Anodal; n=6-9/Cuff-Cathodal pour le cortex cingulaire antérieur et n=4-9/Sham No-stim; n=3-7/Sham-Anodal; n=4-
7/Sham-Cathodal; n=4-5/Cuff No-stim; n=6-9/Cuff-Anodal; n=3-9/Cuff-Cathodal pour le cortex insulaire postérieur.
*p<0.05, ANOVA de Kruskal-Wallis suivie de tests U de Mann-Whitney pour comparaison entre les différents
groupes expérimentaux.

4. Evaluation du degré de motivation des animaux vis-a-vis d’une
récompense alimentaire apres la compression chronique du nerf sciatique

Afin d’étudier si la compression chronique du nerf sciatique est susceptible d’engendrer des
déficits motivationnels, un test de ratio progressif a été réalisé sur une nouvelle cohorte de
souris males de souche C57BL/6J (Charles River, L’Arbresle, France): n=20, poids moyen (g)
+SEM = 23.1740.27 au début du protocole expérimental. Une souris a été exclue de I'analyse car

s’est étouffée avec les pellets durant la phase d’apprentissage de FR-1. Ainsi, le nombre final
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d’animaux par groupe expérimental était le suivant: Sham, n=10; Cuff, n=9. Le comportement
de conditionnement opérant a débuté & partir de la 8°™¢ semaine post-cuff et a duré trois
semaines. Au fur et a mesure que les animaux accomplissaient le test, ils étaient sacrifiés et

leurs cerveaux prélevés (Fig.53).

Progressive Ratio

Y

\ — s 5
n=20 f compression du Prélevements
Cohorte H: .‘=| s nerf sciatique cerveaux fixés
es7eL/ed sensibilite
mécanigue
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Fig. 53 Représentation schématique du protocole expérimental utilisé pour la réalisation du test de Ratio
Progressif. L'évaluation de la motivation des animaux vis-a-vis d’une récompense alimentaire a débutée a partir de
la 8%™ semaine post-chirurgie. A la fin du protocole expérimental, les cerveaux perfusés ont été prélevés et
conservés. Réalisé avec BioRender®

La comparaison du nombre de sessions réalisées par les souris dans la phase d’apprentissage de
FR-1 ne révele aucune différence significative entre les deux groupes expérimentaux: moyenne
nombre total de sessions FR-1 +SEM, Sham: 4.00+0.21; Cuff: 5.00+1.17, [MWU, Z=0.18, p>0.05]
(Fig.54-FR1), indiquant que les animaux neuropathiques nécessitent autant de sessions que les
souris controles pour apprendre la regle de la tache associative. Ainsi, les souris ayant subi la
compression chronique du nerf sciatique présentent des capacités d’apprentissage similaires
aux souris témoins. Dans la phase de test (Fig.54-PR), les animaux neuropathiques emploient
autant d’effort que les souris controles pour obtenir la récompense alimentaire (moyenne
nombre total de sessions PR +SEM, Sham: 7.40+1.12; Cuff: 7.22+1.15, [MWU, Z=0.13, p>0.05])
et stabilisent ainsi leurs performances a un niveau de «point de rupture» comparable a celui du
groupe contréle: moyenne BP +SEM, Sham: 147.40+18.87; Cuff: 155.11+17.54, [MWU, Z=-0.25,
p>0.05].
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Fig. 54 Evaluation du degré de motivation des animaux vis-a-vis d’'une récompense alimentaire par le test de
Ratio Progressif. Les animaux neuropathiques requierent autant de sessions que les souris contréles pour atteindre
le critére d’acquisition dans la phase d’apprentissage de FR-1 et montrent des performances similaires au groupe
contrble durant la phase de test. La compression du nerf sciatique n’affecte pas le comportement motivationnel,
indiqué par un «point de rupture» qui ne différe pas significativement entre les deux groupes expérimentaux,
malgré la présence d’une allodynie mécanique chez les animaux neuropathiques. Les données sont exprimées en

moyennetSEM (n=10/Sham; n=9/Cuff. **p<0.01, tests U de Mann-Whitney pour comparaison entre groupes
indépendants.

Au vu de ces résultats, la compression du nerf sciatique semble ne pas avoir un effet délétere
sur le degré de motivation que les animaux sont préts a atteindre pour obtenir une récompense
alimentaire, bien qu’au début du protocole du conditionnement opérant (c’est-a-dire a la 8™
semaine post-cuff) les animaux du groupe Cuff présentaient une diminution significative de leur
seuil nociceptif, confirmant ainsi la présence d’une allodynié mécanique: moyenne sem 8 post-
cuff (g) £SEM, Sham: 7.37+1.27; Cuff: 2.98+1.42, [MWU, Z=2.71, p<0.01] (Fig.54). Ces résultats
sont en accord avec ceux rapportés par Okun et collegues qui en utilisant le modéle du nerf
épargné chez le rat ont démontré que la douleur neuropathique chronique n’interfére pas avec

les réponses motivationnelles dirigées vers une récompense alimentaire [Okun et al., 2016].
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5. Résumé et discussion des résultats obtenus

Dans la présente étude, la compression chronique du nerf sciatique de la patte arriére droite
induit bien une allodynie mécanique a long-terme perdurant au moins pendant 10 semaines (=
deux mois et demi). Aprés cette période, une récupération spontanée peut étre observée chez
les animaux neuropathiques. Comparé a I'étude précédente dans laquelle il a été démontré que
les animaux Cuff récupérent a partir de la 14°™¢ semaine post-cuff, la récupération spontanée
des animaux neuropathiques utilisés dans la présente étude a lieu a un délai plus précoce, a
savoir a partir de la 11®™¢ semaine post-cuff, démontrant ainsi une variation dans le décours
temporel de la récupération spontanée en fonction de lot d’animaux utilisé. Il a notamment été
rapporté que cette résolution de la douleur évoquée dans le modele murin du «Cuff» se produit
en général entre la 11°™¢ et |la 14°™¢ semaine post-opératoire [Sellmeijer et al., 2018], ce qui est

en adéquation avec les résultats observés dans ce manuscrit.

De maniére inattendue, dans la présente étude la compression du nerf sciatique conduit
également a une augmentation de la sensibilité mécanique de la patte arriére controlatérale
(non opérée) chez les souris neuropathiques. Bien qu’une bilatéralisation de la douleur dans ce
modeéle ait été rapportée dans des études antérieures réalisées chez le rat [Mosconi et Kruger,
1996; Pitcher et al., 1999], les données de la littérature concernant I'adaptation de ce modéle
chez la souris semblent plutét converger vers un effet unilatéral de la chirurgie [Yalcin et al,,
2011; Tsymbalyuk et al., 2019; Sheehan et al., 2021]. Des signes similaires de douleur dans des
régions controlatérales, référencés sous le terme de «mirror-image pain» ou douleur en miroir,
ont également été signalés dans d’autres modeéles animaux de neuropathie [Seltzer et al., 1990;
Milligan et al., 2003; Mao-Ying et al., 2006; Arguis et al., 2008; Chang et al., 2010]. De plus, en
pratique clinique il n’est pas rare que certains individus neuropathiques présentent des signes
de dysfonctionnement sensoriel dans des zones du corps autres que celles attribuées a
I'atteinte nerveuse [Oaklander et al., 1998; Maleki et al., 2000; Giglio et Gregg, 2018]. Il a
notamment été montré chez des patients souffrant d’'une douleur unilatérale que le risque de
développement extraterritorial de signes neuropathiques se situe entre 33% et 50%, indiquant

qgue la bilatéralisation de la douleur doit étre considérée comme une regle plutét qu’une
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exception [Konopka et al., 2012]. Quoi gu’il en soit, il est fort probable que dans nos conditions
expérimentales cette propagation de la douleur vers le co6té controlatéral a la Iésion soit la
conséquence d’une accumulation des actes chirurgicaux. Plus précisément, tandis que dans la
premiere étude les souris ont été tout d’abord soumises a I'opération de la compression du nerf
sciatique et 4 semaines aprés a une opération visant a poser I'embase sur la crane, dans la
présente étude les deux chirurgies ont été réalisées en méme temps, c’est-a-dire d’abord
I'implantation du cuff et directement aprés la pose d’embase. De ce fait, il est envisageable de
penser que les différences de manifestation des signes de I'allodynie mécanique observées
entre les deux études soient dues a une différence du niveau d’intensité/de sévérité des actes
chirurgicaux réalisés. En d’autres termes, il est possible que le degré de sévérité des deux
opérations potentialise I'activité du systéeme immunitaire qui par conséquent amplifierait les
mécanismes de sensibilisation périphérique et centrale impliqués dans le développement et le
maintien de la douleur neuropathique. Milligan et collegues ont notamment mis en évidence
dans un modeéle de rat de douleur inflammatoire qu’une forte activation du systeme
immunitaire conduit a une bilatéralisation de la douleur, tandis qu’une réponse immunitaire de
plus faible intensité est généralement associée a une allodynie mécanique unilatérale [Milligan
et al., 2003]. lls ont également montré que l'inhibition du métabolisme glial par linjection
intrathécale de fluorocitrate et le blocage de I'activité des cytokines pro-inflammatoires telles
que IL-1, IL-6 et TNFa par des antagonistes spécifiques suppriment les signes neuropathiques
d’allodynie ipsilatérale mais aussi controlatérale, suggérant ainsi I'implication des médiateurs

immunes dans la bilatéralisation de la douleur.

Les résultats de von Frey obtenus dans cette étude mettent aussi en évidence que le
changement du seuil nociceptif de la patte arriére controlatérale apparait a partir de la 6°me
semaine post-opératoire, tandis que I'allodynie mécanique au niveau de la patte postérieure
ipsilatérale est déja présente & partir de la 1°© semaine post-cuff chez les animaux
neuropathiques. Ceci indique que la bilatéralisation de la douleur se produit de facon retardée,
ce qui suggere que les signes neuropathiques controlatéraux apparaissent aprés que la douleur
induite par la lésion initiale est devenue chronique. Cette apparition tardive de I'allodynie

mécanique controlatérale pourrait alors résulter d’'une reconfiguration morphologique ou
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fonctionnelle au niveau des circuits spinaux ou certaines structures cérébrales faisant partie de
la «matrice douleur». Chang et collaborateurs ont montré que la douleur en miroir observée
dans leur modéle de neuropathie (lésion unilatérale de type brilure) est associée a une
augmentation de I'excitabilité spinale et a une élévation de I'activité microgliale dans la corne
dorsale controlatérale a la Iésion [Chang et al., 2010]. De maniere intéressante, ils ont mis en
évidence que l'atteinte nerveuse produit initialement une augmentation de |’excitabilité des
neurones spinaux du codté ipsilatéral qui se propage ensuite a partir de la 4°™ semaine post-
opératoire vers le cO6té controlatéral. Il est alors possible que I'évolution temporelle de
I'allodynie controlatérale observée dans le modele animal utilisé dans la présente étude
correspond, au moins en partie, au temps nécessaire pour que ce type de changements
fonctionnels se mettent en place. En se basant sur d’autres études de la littérature, il est aussi
probable que ce délai correspond a la mise en place d’une prolifération de novo de fibres
sympathiques dans les DRG controlatéraux, sous l'influence de facteurs pro-inflammatoires
comme le TNFa et le NGF [Chien et al., 2005; Hatashita et al., 2008; Cheng et al., 2015; Liu et al.,
2020]. Au niveau supra-spinal, une étude plus récente a démontré que la bilatéralisation de
I'allodynie mécanique observée dans le modele murin de constriction chronique du nerf
sciatique (modeéle CCI) est sous-tendue par des changements anatomo-fonctionnels dans le
cortex cingulaire antérieur [Hu et al., 2021]. Plus précisément, les auteurs ont rapporté une
émergence de connexions monosynaptiques entre les neurones de I’hémisphére ipsilatéral et
les neurones de I'"hémisphére controlatéral, suggérant ainsi une potentialisation au fil du temps
de la transmission synaptique entre les deux hémisphéres. Le lien de causalité est mis en
évidence par le fait que l'inhibition des neurones de projection inter-hémisphériques permet de
supprimer la sensation nociceptive de la patte non opérée sans pour autant affecter I'allodynie
mécanique de la patte lésée, et que l'inhibition des neurones locaux dans I'hémisphéere
controlatéral atténue I'allodynie mécanique de la patte Iésée sans avoir un impact sur la douleur
en miroir de la patte non lésée. Ces résultats mettent aussi en évidence que le cerveau est
neuroplastique et qu’il est capable de développer de nouvelles interconnexions permettant de
moduler I'efficacité de la transmission synaptique au niveau neuronal, voir a plus grande échelle

au niveau d’un réseau cérébral.
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Suite a I'application du protocole de stimulation précoce par la tDCS, les résultats de von Frey
témoignent d’'un effet bénéfique de la polarité anodique sur la sensibilité mécanique des
animaux. Tandis que cet effet est de nature courte et transitoire (se maintient uniquement sur
une semaine) chez les souris controdles, il se maintient sur une période de plusieurs semaines
chez les animaux neuropathiques. De maniere similaire aux résultats de la premiere étude
présentée dans ce manuscrit, une diminution légere du seuil nociceptif de la patte opérée est
également observée chez les souris Sham suite a la chirurgie. Bien que cette diminution soit
significativement moins importante par rapport a celle observée chez les animaux
neuropathiques, elle confirme que I'acte chirurgical en lui-méme a un impact sur la perception
nociceptive des animaux contrdles. Dans ces conditions expérimentales, la polarité anodique
permet d’atténuer I'effet de la chirurgie en ramenant le seuil nociceptif des animaux contréles a
un niveau comparable a celui observé avant I'opération. Ceci suggére que la tDCS, lorsqu’elle est
appliquée a un délai proche de la chirurgie, présente un effet anti-inflammatoire permettant
probablement de normaliser I'équilibre entre les cytokines pro- et anti-inflammatoires et limiter
ainsi les dommages causés par I'opération en maintenant une homéostasie tissulaire normale.
Des études menées dans différents modéles animaux de douleur chronique ont notamment
démontré que la tDCS est capable de moduler le niveau d’expression de divers médiateurs, tels
que I'lL-1B, I'lL-10 et le TNFa, sous entendant donc une action sur les processus inflammatoires
[Spezia Adachi et al., 2012; Cioato et al., 2016]. De maniére intéressante, un essai clinique
randomisé contrdolé en double aveugle a démontré que la tDCS (2 sessions de 20min, polarité
anodique, 2mA, cortex moteur primaire gauche) permet d’améliorer la gestion de la douleur
post-opératoire lorsqu’elle est appliquée de maniére préventive avant I'opération [Ribeiro et al.,
2017], suggérant ainsi que cette technique non invasive de neuromodulation pourrait étre une
stratégie thérapeutique intéressante pour empécher la transition d’'une douleur aigué vers une
douleur chronique. A I'appui de cette hypothése viennent les données de von Frey obtenues
chez les animaux neuropathiques dans la présente étude qui mettent en évidence un effet
analgésique soutenu de la polarité anodique, reflétée par une diminution significative de
I'allodynie mécanique jusqu’a la 6™ semaine post-stim. Ainsi, ces résultats indiquent que la

stimulation du cortex frontal gauche par la tDCS anodique peut atténuer la sévérité de
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progression de la douleur induite par la compression chronique du nerf sciatique. L'absence
d’un tel effet analgésique de la polarité anodique dans la premiere étude présentée dans ce
manuscrit résulte probablement du fait que la stimulation n’est pas appliguée au méme stade
du développement de la douleur neuropathique. En effet, dans la premiére étude I'effet de la
tDCS a été étudié dans la phase chronique lorsque la douleur neuropathique est déja bien
installée tandis que dans la présente étude la tDCS a été appliquée au stade précoce lorsque la
chronicité de la douleur est en train de se développer, donc dans le but de prévenir plutot que
de guérir. Les résultats issus des deux études indiquent donc que I'efficacité de la tDCS dépend
de la phase du développement de la douleur neuropathique et, qu’en fonction du moment de
stimulation, la tDCS peut impacter de maniére différente la composante sensori-discriminative
et la composante affectivo-émotionnelle. Bien que I'évaluation comportementale des réponses
nociceptives ne permettent pas de clarifier les mécanismes d’action sous-tendant cet effet
analgésique, il est possible que la stimulation précoce du cortex frontal par la tDCS permette
d’interrompre les changements de plasticité maladaptative qui sont en train de se mettre en
place en restaurant I’équilibre de la balance excitation/inhibition, notamment dans le cortex
insulaire postérieur comme suggéré par nos données préliminaires de [I'approche
immunohistochimique mettant en évidence une modulation de I'activité microgliale dans cette
région cérébrale. Comme précédemment décrit dans l'introduction, les cellules gliales sont
largement impliquées dans les mécanismes de sensibilisation périphérique et centrale sous-
tendant l'initiation et le maintien de la douleur neuropathique chronique. Les diverses cytokines
et chimiokines sont en effet capables de potentialiser la transmission synaptique excitatrice via
I'activation de différentes voies de signalisation intracellulaire menant a la phosphorylation et le
recrutement des récepteurs glutamatergiques. Les travaux de Qiu et collaborateurs ont
notamment mis en évidence chez la souris que la douleur neuropathique est associée a une
régulation a la hausse des récepteurs glutamatergiques de type NMDAR et AMPAR dans le
cortex insulaire et que le blocage pharmacologique de ces récepteurs, et par conséquent la
diminution de I'activité neuronale, permet de supprimer I'allodynie mécanique induite par la
ligature du nerf péronéal [Qiu et al., 2013, 2014]. Dans une autre étude, Alonso-Matielo et

collégues ont démontré que la stimulation électrique répétitive du cortex insulaire postérieur
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(amplitude: 1V, fréquence: 60Hz, largeur d'impulsion: 210us, intensité de courant: 100uA, durée
de stimulation: 15min, 1 session sur 5 jours consécutifs) induit un effet analgésique chez des
rats ayant subi une compression chronique du nerf sciatique [Alonso-Matielo et al., 2021]. Les
auteurs ont mis en évidence que cet effet anti-nociceptif est associé a une augmentation de
I'expression de GAD65 dans le cortex insulaire postérieur et que le blocage pharmacologique
des récepteurs GABAa supprime |'effet bénéfique observé, suggérant une implication possible
de ce neurotransmetteur dans les effets de la stimulation électrique. De maniére intéressante,
aucune modification de I'immunoréactivité astrogliale aprés la stimulation électrique n’a été
rapportée par Alonso-Matielo et collaborateurs, ce qui semble étre en accord avec nos résultats
immunohistochimiques. Il faut également mentionner que dans nos conditions expérimentales,
aucune différence statistiguement significative n’est observée pour le marquage GFAP et |bal,
indépendamment de la structure cérébrale étudiée, entre les animaux neuropathiques non
stimulés et les souris contréles non stimulées. Ceci est probablement lié au délai auquel les
cerveaux ont été prélevés, a savoir a la 12®™ semaine post-cuff. Les résultats de von Frey
démontrent qu’a ce moment les animaux neuropathiques sont déja dans un stade de
récupération spontanée qui est potentiellement associée a une normalisation de la réactivité

gliale.

Le changement de la réactivité microgliale dans le cortex insulaire postérieur rapporté dans la
présente étude incite a penser que lorsque la tDCS est appliquée sur le cortex frontal, la
stimulation n’interfere pas uniquement avec l'activité d’'un ensemble limité de neurones
localisés au site de la stimulation mais qu’elle est aussi capable d’induire des effets a distance
dans des régions cérébrales connues comme faisant partie de la «matrice douleur». Une étude
récente explorant les bases neuronales de I'effet anti-nociceptif de la tDCS répétitive du cortex
frontal a notamment mis en évidence que chez les animaux neuropathiques la polarité
anodique conduit a une atténuation a long-terme de I'excitabilité neuronale dans le cortex
cingulaire antérieur et médian, le cortex insulaire postérieur, le cortex moteur primaire et la
PAG ventrolatérale [Gan et al., 20213a]. Il est supposé que cette réduction de I'excitabilité dans
les circuits nociceptifs résulte d’'une augmentation de |'activité des neurones inhibiteurs de

projection a la somatostatine du cortex préfrontal [Gan et al., 2021a)]. Des connexions
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anatomiques distinctes identifiées chez des primates non humains ont montré que le cortex
insulaire postérieur regoit principalement des projections du cortex cingulaire médian [Lu et al,,
2016]. L'augmentation de la connectivité fonctionnelle entre ces deux régions conduit au
recrutement du systeme PAG-RVM qui facilite la voie nociceptive sérotoninergique (excitatrice)
descendante responsable du maintien de I'allodynie mécanique dans deux modeéles murins de
neuropathie (modele du nerf épargné et modele inflammatoire) [Tan et al., 2017]. Il semblerait
alors que l'inhibition de I'activité du circuit cortex cingulaire médian-cortex insulaire postérieur-
PAG ventrolatérale joue un role important dans |'effet analgésique de la tDCS anodique. D’un
autre coté, le cortex cingulaire antérieur envoie des projections directes vers la corne dorsale de
la moélle épiniére et est ainsi capable de moduler, sans passer par le systeme PAG-RVM,
I’hyperexcitabilité spinale [Chen et al., 2018]. Dans le modele de douleur chronique de type
inflammatoire, Shao et collegues ont montré que l'activation chémogénétique des neurones
GABAergiques du cortex cingulaire antérieur permet de réduire l'activité des neurones
pyramidaux excitateurs locaux et par conséquent d’atténuer l'allodynie mécanique et le
comportement anxieux associé [Shao et al., 2021]. La diminution de l'activité neuronale du
cortex moteur primaire rapportée dans I'étude de Gan et collaborateurs [Gan et al., 20213]
suggere également une possible implication du circuit cortex moteur-thalamus-PAG/RVM dans

I’action analgésique de la tDCS anodique [Lima et Fregni, 2008].

Les résultats des tests comportementaux obtenus dans cette étude suggérent que la présence
de 'allodynie mécanique n’est pas forcément associée a une altération de I’état émotionnel des
animaux neuropathiques. Ces résultats sont en désaccord avec ceux obtenus dans la premiére
étude présentée dans ce manuscrit ou il a été démontré que la compression chronique du nerf
sciatique induit l'apparition d’un phénotype anxio-dépressif comorbide. Des résultats
contradictoires sont également documentés dans la littérature concernant la caractérisation de
I'altération émotionnelle dans divers modeles animaux de douleur neuropathique [Leite-
Almeida et al., 2015; Kremer et al., 2021]. La revue de Kremer et collegues, incluant une analyse
détaillée de 144 articles, souligne que l'un des facteurs majeurs pouvant expliquer cette
divergence des résultats entre les études précliniques est le temps, c’est-a-dire le moment ou

les tests de comportements sont réalisés. Ainsi, si I’évaluation du comportement émotionnel est
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réalisée a un délai tres précoce ou tres tardif par rapport au moment de l'induction de la
douleur, il est fort probable que les différents tests comportementaux résultent en une absence
d’altération de la composante émotionnelle. Comme mentionné précédemment, dans le
modele du «Cuff» il a été montré que les souris ayant subi la compression chronique du nerf
sciatique développent un comportement de type anxieux a partir de la 4™ semaine post-
opératoire et présentent un phénotype dépressif entre la 6°™ et la 8™ semaine post-chirurgie
[Yalcin et al., 2011]. Dans les deux études présentées dans ce manuscrit, ce facteur temps a été
pris en compte et tous les tests comportementaux ont été réalisés entre la 6™ et la 8°me
semaine post-cuff. Pitzer et collaborateurs ont effectué une étude chronologique des
symptomes anxio-dépressifs dans deux modéles murin de neuropathie (modele de douleur
inflammatoire par injection d’adjuvant complet de Freund et le modéle du nerf épargné SNI) et
ont mis en évidence que méme si les différentes phases du développement de la douleur
chronique sont prises en compte et que les tests de comportements sont réalisés durant la
période ou les animaux présentent une hypersensibilité accrue aux stimuli mécaniques, il est
possible de ne pas observer une altération du comportement émotionnel chez les souris

C57BL/6J neuropathiques [Pitzer et al., 2019].

Comme discuté auparavant, la manifestation des signes d’allodynie mécanique différe entre les
deux études décrites dans le présent travail. Lorsqu’il n’y a pas d’accumulation des actes
chirurgicaux, comme c’est le cas dans la 1° étude, I'apparition de I'allodynie mécanique est
restreinte uniquement au niveau de la patte opérée tandis qu’elle s’étend sur la patte
controlatérale lorsque les deux opérations sont réalisées en méme temps. Ceci incite a se
demander si la bilatéralisation de la douleur observée dans la présente étude est capable de
retarder l'apparition des troubles anxio-dépressifs. En d’autres termes, il est possible
d’envisager que le systéme nociceptif soit pleinement engagé dans le traitement de la
composante sensori-discriminative de la douleur (de traiter les informations provenant des
mécanismes sous-tendant la bilatéralisation) que l'intégration de |’aspect désagréable du
ressenti douloureux par les structures cérébrales impliquées dans la composante affectivo-
émotionnelle serait retardée. Dans ce cas, le délai auquel les différents tests comportementaux

ont été réalisés n’est potentiellement pas adapté a révéler un dysfonctionnement émotionnel et
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nécessitent d’étre effectués a un délai plus tardif. Cependant, cette affirmation peut étre
réfutable étant donné que les animaux neuropathiques utilisés dans cette étude présentent une
récupération spontanée a partir de la 11°™® semaine post-cuff et aucune altération du
comportement anxio-dépressif n’est détecté jusqu’a la 8™ semaine post-opératoire, laissant
donc ainsi seulement une marge de deux semaines pour la mise en évidence d’une perturbation
tardive de la composante affective. Il est aussi important de noter que I'évaluation du
comportement émotionnel des animaux dans nos deux études n’est pas basée sur une donnée
comportementale unique issue d’un seul test mais plutét sur une convergence d’observations
comportementales provenant des différents tests qui ensemble permettent de définir le
phénotype anxio-dépressif. Au vue de ces considérations, il est possible que les lots d’animaux
utilisés dans cette seconde étude soient moins vulnérables a développer des troubles affectifs
comorbides. D’aprés les données épidémiologiques [Radat et al., 2013; Cherif et al., 2020], la
prévalence des troubles anxieux et dépressifs (20.3%-73.7% et 29.7%-65.6%, respectivement)
dans la population neuropathique varie considérablement, ce qui indique que pas tous les
patients souffrant d’une douleur chronique d’origine neuropathique développent des
comorbidités affectives. Les résultats comportementaux de notre étude peuvent alors refléter
cette variabilité interindividuelle existante en clinique ou les profils pathologiques des patients
neuropathiques difféerent en fonction de la prévalence des symptomes anxio-dépressifs. Dans
nos conditions expérimentales, les différences phénotypiques décrites peuvent étre dues a
certaines modifications qui ont eu lieu entre les deux études, notamment le changement du
fournisseur et le changement dans les conditions d’hébergement. En ce qui concerne le
changement du fournisseur, la premiére étude présentée dans ce manuscrit a été réalisée avec
des souris C57BL/6J provenant du Janvier Labs, tandis que pour la deuxiéme étude des souris
C57BL/6J ont été procurées auprés de Charles River Laboratories. Il est alors possible que les
réponses comportementales des animaux varient en fonction du fournisseur utilisé. Un tel effet
fournisseur-dépendant sur le comportement anxieux évalué dans les tests de I'OF et du LDB a
notamment été démontré chez les rats Sprague Dawley issus de trois fournisseurs différents
[Tsuda et al., 2020]. Les auteurs ont mis en évidence que les rats Sprague Dawley issus du

fournisseur Taconic présentent un phénotype anxieux significativement plus important par
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rapport aux rats Sprague Dawley provenant de Charles River ou Envigo, confirmant que des
facteurs externes liés au fournisseur peuvent potentiellement impacter les résultats
comportementaux. Un autre changement a mentionner est qu’entre les deux études un
aménagement des locaux d’animalerie a eu lieu afin de pouvoir accueillir un nombre plus
important d’animaux. Par conséquent, alors que pour la premiéere étude les cages des animaux
Sham et Cuff ont été séparées sur des portoirs différents, cette séparation n’a pas pu étre
réalisée pour les souris utilisées dans la seconde étude. Ainsi, des changements éventuels dans
la salle d’hébergement, tels que le bruit ou la fréquence d’occupation, ont pu potentiellement
influencés le comportement des animaux. Quoi qu’il en soit, en absence d’un trait pathologique
anxio-dépressif évident chez les animaux neuropathiques dans cette étude (en comparaison
avec les souris controles), il est possible que la tDCS échoue de démontrer quelconque effet
bénéfique sur I'état émotionnel. D’un autre coté, étant donné que le traitement par la tDCS a
été appliqué a un délai relativement proche de la chirurgie de la compression du nerf sciatique,
il est probable que les signes anxio-dépressifs n‘ont pas pu se développer en raison
d’atténuation de l'allodynie mécanique chez les animaux neuropathiques ayant recu des
stimulations répétées de polarité anodique. De ce fait, les résultats de cette étude ne
permettent pas d’exclure avec certitude un effet potentiellement bénéfique de la tDCS précoce

sur la composante émotionnelle de la douleur.

Pour résumer, les résultats de cette étude mettent en évidence que la compression chronique
du nerf sciatique induit une allodynie mécanique a long-terme qui s’étend de maniére tardive
sur le coté controlatéral. Dans nos conditions expérimentales, cette hypersensibilité mécanique
ne conduit pas a I'’émergence des troubles anxio-dépressifs comorbides et les animaux
neuropathiques ne développent pas non plus des déficits motivationnels. Lorsqu’appliquées de
maniére précoce, les stimulations répétitives de polarité anodique du cortex frontal induisent
un effet analgésique soutenu chez les souris neuropathiques. Cet effet bénéfique s’exerce
probablement par une diminution des changements de plasticité maladaptative a travers une
régulation des processus neuro-inflammatoires dans des structures cérébrales connues pour
étre impliquées dans la composante sensori-discriminative de la douleur, telles que le cortex

insulaire postérieur.
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LIMITES ET PERSPECTIVES
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1. Limites

Le travail présenté dans ce manuscrit n’est pas exempte de limites. Au vu des résultats obtenus,
I"'une des limites majeures est liée a I'absence d’un groupe de comparaison de souris naives. Le
choix de ne pas inclure un tel groupe dans les expérimentations était fondé sur le fait que la
majorité des études réalisées sur des modeles animaux de neuropathie utilisent uniquement le
groupe Sham comme groupe contréle. Les animaux Sham ont subi toutes les étapes de la
chirurgie de la compression du nerf sciatique (sauf I'implantation du cuff) ainsi que celle de la
chirurgie de pose d’embase (sans délivrance du courant). Les résultats obtenus indiquent que la
chirurgie en elle-méme peut avoir un effet sur le comportement, surtout nociceptif, des
animaux Sham, ce qui a probablement mené a des fluctuations importantes au niveau des seuils
nociceptifs. Ceci peut s’avérer problématique car ces fluctuations peuvent parfois masquer
I'effet du cuff chez les animaux neuropathiques et biaiser ainsi I'interprétation des résultats. De
plus, si les animaux du groupe Sham présentent un dysfonctionnement sensoriel, méme
minime, cela signifie que l'effet de la tDCS n’est plus comparé entre une population
pathologique et une population saine de souris controles. Il s’avere aussi que la compression du
nerf sciatique peut parfois affecter le seuil nociceptif de la patte non opérée. En effet, dans la
seconde étude une bilatéralisation de la douleur a été observée chez les animaux
neuropathiques, ce qui souligne le fait que I'utilisation de la patte controlatérale comme patte
contréle peut parfois ne pas étre le choix judicieux. Toutes ces observations soulignent
I'importance d’inclure un groupe d’animaux naifs (sans chirurgie) dans les expérimentations afin

de pouvoir distinguer clairement I'effet de la tDCS sur le comportement des animaux.

Une autre limite est que dans nos études les effets de la compression du nerf sciatique et du
traitement tDCS ont été exclusivement évalués chez les animaux males, ce qui ne refléte pas la
réalité épidémiologique de la prévalence de la douleur chronique ou ce sont majoritairement les
femmes qui sont les plus concernées [Mogil, 2020]. De plus, les données des méta-analyses
semblent indiquer que les femmes sont plus sensibles aux stimuli douloureux et que la réponse
aux analgésiques differe en fonction du sexe [Wiesenfeld-Hallin, 2005; Niesters et al., 2010;

Mogil, 2012, 2020]. Ainsi, si la variable sexe n’est pas prise en compte, ceci peut conduire a une
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prise en charge inadéquate de la douleur. Bien qu’au cours des dernieres années une
augmentation du nombre des travaux incluant les deux sexes soit observée, seulement 20% de
ces études évaluent le sexe comme une variable expérimentale, c’est-a-dire que dans la
majorité des cas les résultats obtenus ne sont toujours pas comparés en fonction du sexe [Will
et al.,, 2017]. D’un point de vue historique, l'utilisation des animaux males en recherche
préclinique est privilégiée a cause d’une plus grande variabilité des données chez les femelles en
raison des fluctuations hormonales, ce qui par conséquent complique l'interprétation et incite
les chercheurs a augmenter le nombre d’effectifs afin de valider les résultats obtenus [Smith,
2019]. Néanmoins, ce raisonnement s’avere actuellement quelque part peu justifié étant donné
que plusieurs études ont démontré que la phase d’cestrus n’a pas de réel impact sur de
nombreux parameétres comportementaux, électrophysiologiques, neurochimiques et
histologiques [Prendergast et al., 2014; Becker et al., 2016]. Ainsi, le fait d’inclure des animaux
femelles dans la recherche préclinique ne nécessite pas forcément |'utilisation d’un plus grand
nombre d’animaux. De ce fait, pour mieux comprendre les mécanismes sous-tendant I'effet de
la tDCS et afin d’éviter un risque de généralisation de son effet thérapeutique, il serait
nécessaire de compléter nos données expérimentales en utilisant des souris femelles, ce qui
permettrait d’améliorer la pertinence translationnelle de cette technique non invasive de

neuromodulation dans le traitement de la douleur neuropathique.

Dans nos conditions expérimentales, les souris ont été maintenues éveillées lors des sessions de
stimulation dans le but de se rapprocher le plus possible des conditions cliniques ainsi que pour
éviter une interaction potentielle entre l'agent anesthésiant (isoflurane) et les effets
comportementaux de la tDCS. Il a notamment été démontré dans un modele de rat de douleur
neuropathique (modeéle CCl) que les expositions répétitives a I'isoflurane (20 min/ jour, pendant
8 jours) sont capables de potentialiser I'effet analgésique induit par I'acupuncture et I’électro-
acupuncture ainsi que de modifier le niveau d’expression de NGF et de la protéine S100b
(marqueur d’atteinte lésionnelle) dans le nerf sciatique [Spezia Adachi et al., 2018]. L'isoflurane
exerce son effet d’anesthésique via une inhibition des récepteurs au glutamate de type NMDAR
[Nishikawa et Maclver, 2000]. Etant donné que ces récepteurs sont largement impliqués dans

les mécanismes de sensibilisation périphérique et centrale sous-tendant le développement de la
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douleur neuropathique, il est possible que I'administration de l'isoflurane interfere avec la
réponse nociceptive des animaux. Mishima et collaborateurs ont montré que la stimulation de
polarité anodique du cortex visuel chez la souris induit des changements morphologiques de la
microglie, notamment une augmentation de la taille du soma [Mishima et al., 2019].
Cependant, une telle modification de la morphologie microgliale a été observée uniquement
chez des animaux éveillés mais pas chez les souris qui ont été anesthésiées pendant les sessions
de stimulation, suggérant que l'isoflurane pourrait aussi interférer avec les effets de la tDCS via
une intervention sur la microglie. Outre son effet sur les mécanismes de la douleur, il semblerait
qgue l'isoflurane peut aussi affecter les résultats des tests comportementaux. Par exemple, il a
été rapporté qu’une stimulation unique de polarité anodique permet d’observer un effet
antidépresseur dans le test de FST lorsque les animaux ont été stimulés sous anesthésie, mais
cet effet nest plus visible chez les animaux qui ont été éveillés pendant la stimulation
[Peanlikhit et al., 2017]. Les données de Peanlikhit et celles de Spezia Adachi mettent ainsi en
évidence que l'isoflurane interfére avec les effets de la tDCS, généralement en potentialisant

son effet thérapeutique.

Le choix de ne pas anesthésier les animaux pendant les sessions de stimulation implique la
réalisation des contentions répétées qui peuvent présenter un facteur de stress important
susceptible d’atténuer I'effet thérapeutique de la tDCS. En effet, certaines études montrent
gu’un stress de contention chronique conduit a une augmentation de la sensibilité a la douleur,
reflétée par I'apparition des signes d’hyperalgésie et d’allodynie mécanique [Bardin et al., 2009;
Spezia Adachi et al., 2012]. Il faut néanmoins noté que dans ces études, le stress de contention
est appliqué en placant I'animal dans un tube en plastique pendant 1h/jour pour une période de
5 ou 11 semaines consécutives, conduisant ainsi a |'apparition des premiers signes de
neuropathie a partir de la 2™ semaine du protocole expérimental [Bardin et al., 2009]. Pour
notre protocole de stimulation, les souris ont été placées dans des boites de contention et
maintenues pendant 40min/jour (20min le matin et 20min I"aprés-midi, avec un intervalle de 4h
entre les deux sessions) pendant 5 jours consécutifs. Ces différences dans le mode et la durée
de contention ne permettent pas de préciser a quel niveau le stress de contention induit par

notre modeéle est capable d’'impacter les effets de la tDCS. Ceci souligne aussi la nécessité
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d’inclure un groupe controle de souris naives (sans chirurgie, sans contention, sans stimulation)
dans nos futures expériences. Dans les études présentées dans ce manuscrit, le groupe contréle
était constitué des souris Sham, c’est-a-dire des animaux qui ont subi la méme chirurgie et les
mémes contentions que les souris stimulées mais qui n’ont pas recu de stimulation active. Il est
aussi important de mentionner qu’aprés les sessions de stimulation les animaux n’ont pas été
manipulés jusqu’a plusieurs jours ou semaines plus tard. Plus précisément, le premier test post-
stim de von Frey a été réalisé une semaine apres la fin de la derniére session de stimulation et
les tests comportementaux ont débuté a la 3°™¢ semaine post-stim. Ainsi, 'effet que le stress de
contention a pu avoir sur le comportement des animaux a probablement était atténué au

moment de la réalisation des tests post-stim.

Pour les sessions de stimulation, I’électrode stimulatrice est vissée dans une embase
chirurgicalement fixée sur le crane de I'animal. De ce fait, il est généralement recommandé de
placer les souris en cages individuelles aprés la chirurgie afin d’éviter la dégradation ou le
décrochage des embases. Cependant, pour nos expérimentations, nous avons choisi de garder
les animaux en cages collectives pour ne pas induire un autre facteur de stress pouvant biaiser
les résultats comportementaux. En effet, il a été démontré que I'isolement social mene a une
augmentation de la sensibilité a la douleur [Vachon et al., 2013] et induit le développement

d’un phénotype anxio-dépressif chez la souris [leraci et al., 2016; Lee et al., 2021].

Comme évoqué dans l'introduction, la tDCS conventionnelle présente une faible résolution
spatiale et de nouvelles approches technologiques sont en train de se développer afin de pallier
ce probléme [DaSilva et al., 2015]. Etant donné que dans nos expériences nous n’avons pas
procédé a une étude immunohistochimique complete d’un marqueur d’activité neuronale (c-
Fos, Zif268, Egr-1...), nous ne pouvons pas spécifier la focalité de la stimulation. Néanmoins, en
vue de la modulation de la réactivité microgliale dans le cortex insulaire postérieur induite par la
polarité anodique dans notre étude et en se basant sur d’autres données de la littérature
[Dimov et al., 2016; Gan et al., 2021a; Gan et al., 2021b], il semble bien que I'effet de la tDCS
n‘est pas restreint au site de stimulation mais agit également sur des circuits neuronaux
impliqués dans le traitement de la douleur. De plus, si on prend en considération le
positionnement de I'électrode stimulatrice ainsi que le rapport entre la taille de I'électrode
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stimulatrice et le cortex frontal des souris, il est possible que le montage utilisé dans nos
expériences ne permette pas d’obtenir une différenciation optimale de la zone stimulée. Ainsi,
une contribution du cortex moteur a I'effet analgésique de la tDCS ne peut étre totalement
exclue dans nos conditions expérimentales. Un autre facteur a prendre en considération est la
différence de densité de courant appliquée dans les études cliniques et précliniques. Tandis
qu’en clinique la densité de courant est communément de I'ordre de 0.57 A/m? (pour une
stimulation de 2mA), chez le modéle animal utilisé dans ce manuscrit elle est de 57 A/m?. Bien
gue cette densité de courant soit 100 fois plus élevée de celle actuellement utilisée chez
I'Homme, elle ne dépasse pas pour autant les limites de sécurité établies chez la souris (seuil

d’induction de Iésons cérébrales: 220 A/m?) [Pikhovych et al., 2016a; Pikhovych et al., 2016b].

Les limites discutées ici sont bien évidemment non exhaustives di a la complexité de la
modélisation de la douleur neuropathique ainsi que de la tDCS chez I'animal. De plus, en raison
des différences anatomo-physiologiques entre espéces (conductivité du tissu, épaisseur de la
peau et I'os du crane, taille de la téte, présence ou non de circonvolutions: lissencéphale chez la
souris vs gyrencéphale chez 'Homme) et des contraintes techniques inhérentes au modeéle
animal, il est difficile d’extrapoler les résultats des études précliniques a I’'Homme. Bien
gu’imparfaites, ces études sont néanmoins nécessaires pour mieux comprendre les effets
physiologiques de la tDCS et apprendre davantage sur ses mécanismes d’action, ce qui
permettra d’obtenir des résultats plus fiables pouvant augmenter la validité thérapeutique de

cette technique de neuromodulation dans la prise en charge de la douleur neuropathique.
2. Perspectives

= Etude des processus (neuro)-inflammatoires dans le modeéle «Cuff» et les
modifications induites par la tDCS

Au cours de ce travail de these, plusieurs échantillons frais (sang, rate, moélle épiniére, cerveau)

ont été prélevés a différents délais durant les protocoles de tDCS tardive (Tableau 5) et tDCS

précoce (Tableau 6) dans le but de procéder a un phénotypage des cellules immunitaires par

cytométrie en flux multiparamétrique dans le modéle «Cuff» et d’étudier les effets modulateurs

potentiels de la tDCS sur les processus (neuro)-inflammatoires. Les mesures des marqueurs de
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I'inflammation dans les différents échantillons prélevés seront réalisées en collaboration avec
les Dr. Francis Bonnefoy et Dr. Sylvain Perruche de I'unité INSERM-1098 «Interaction hotte-
greffon-tumeur et Ingénierie cellulaire et génique» de Besancon. Ces analyses permettront
d’explorer plus en détails I’hypothése inflammatoire impliquée dans la physiopathologie de la
douleur neuropathique et les résultats obtenus vont enrichir les connaissances sur les modes

d’action des nouvelles stratégies thérapeutiques, telles que la tDCS.

Comme précédemment mentionné, une partie des coupes de cerveaux a déja été traitée par
immunohistochimie enzymatique afin de quantifier les marqueurs gliaux GFAP et Ibal. Ces
analyses doivent étre finalisées ce qui nous permettra d’avoir un apercu plus précis sur les
modifications de la réactivité astrocytaire et microgliale induites par la tDCS dans différentes
structures cérébrales faisant partie de la «matrice douleur». |l serait intéressant de compléter
cette étude par une analyse de Scholl (analyse des caractéristiques morphologiques des cellules)
pour déterminer si la douleur neuropathique d’une part et le traitement par la tDCS d’autre part

induisent des changements morphologiques des cellules gliales étudiées.

Les résultats escomptés devraient permettre de mieux comprendre les mécanismes a |'origine
du développement et du maintien de la douleur chronique d’origine neuropathique, ses
relations avec les processus inflammatoires et neuro-inflammatoires et de préciser les
modalités et moments opportuns d’utilisation de la tDCS pour la prise en charge des différentes
dimensions sensori-discriminative et affective dans une perspective de médecine de précision

pour lutter au mieux contre la douleur chronique humaine.

= Etude de I'effet thérapeutique de la tDCS sur les conséquences cognitives induites par

la douleur neuropathique chronique
Comme déja mentionné dans l'introduction, la définition de la douleur fait intervenir 4
composantes. Les travaux réalisés jusqu’a présent ont permis d’étudier trois de ces
composantes, a savoir la composante sensori-discriminative, affectivo-émotionnelle et
comportementale. La 4™ composante qui refléte I'aspect cognitif reste donc a étre

déterminée. Outres les tests évaluant la mémoire a court- et a long-terme ou la mémoire
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spatiale, le développement des paradigmes de conditionnement opérant permettant d’étudier

le comportement d’impulsivité et la flexibilité cognitive pourront étre envisagés.

Tableau 5 Comptabilisation du nombre d’échantillons biologiques disponible pour I'expérience tDCS tardive et
précision des délais de prélevements

tDCS tardive: souris C57BL/6JR]j

" song [N ssus ois

Délai de prélevement | Sham Cuff | Sham » Cuff
3 semaines post-cuff 5 5 x x
5 semaines post-cuff | 4 | 4 | 5 5
12 semaines post-cuff 5 5 X X
14 semaines post-cuff | 5 5 5 5
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Tableau 6 Comptabilisation du nombre d’échantillons biologiques disponible pour I'expérience tDCS précoce et
précision des délais de préléevements

tDCS précoce: souris C57BL/6N

Délai de prélévement

Baseline:
avant chirurgie cuff

Naives = Sham

Cuff

Groupes d'animaux et nombre d'échantillons sanguins

Sham No-stim

Sham-Anodale

Sham-Cathodale

Cuff No-stim

Cuff-Anodale

Cuff-Cathodale

25

1 semaine post-cuff

32

3 semaines post-cuff
& 48h post-tDCS

15

10

4 semaines post-cuff
& 1 semaine post-1DCS

15

6 semaines post-cuff
& 3 semaine post-1DCS

8 semalnes post-cuff
& 5 semaine post-tDCS

12 semaines post-cuff
& 9 semaine post-tDCS

10

X
X

10

Délai de prélavement | Naives  Sham Cuff Sham No-stim Sham-Anodale | Sham-Cathodale | Cuff No-stim | Cuff-Anodale | Cuff-Cathodale
1 semaine post-cuff 5 5 4

3semanespos 5 3 X s 4 X
Rfeuciedonttcd : s X 4 ‘ X
oSemmin s 6 X s ’ X
P e 4 X X s 7
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CONCLUSION

Ce travail de these s’est intéressé a savoir si le ciblage du cortex frontal par la tDCS pourrait
présenter un intérét thérapeutique dans le soulagement de I'allodynie mécanique et ses
comorbidités anxio-dépressives dans un modele murin de douleur neuropathique chronique.
Les résultats présentés dans ce manuscrit suggerent que les effets polarité-dépendants de la
tDCS varient en fonction du temps d’intervention. Plus précisément, il a été démontré que les
stimulations répétées de polarité cathodique permettent d’atténuer Ialtération de Ia
composante affectivo-émotionnelle lorsque la chronicité de la douleur est installée depuis
longtemps, tandis que la tDCS de polarité anodique présente un effet analgésique lorsqu’elle est
appliquée a un stade précoce, c’est-a-dire lorsque les mécanismes de sensibilisation centrale
sont en train de se développer. Ces travaux mettent donc en évidence que le cortex frontal
semble étre une cible corticale intéressante pour étudier les effets de la tDCS non seulement sur
la dimension émotionnelle mais également sur la composante sensori-discriminative de la
douleur neuropathique. lls soulignent aussi la nécessité de prendre en considération le degré de
chronicité de la douleur lors des études cliniques utilisant la tDCS comme un outil
thérapeutique. Malgré les données encourageantes de ce travail de thése, des études
complémentaires sont nécessaires pour rechercher les mécanismes cellulaires et moléculaires
sous-tendant les effets de ce type de stimulation, mécanismes qui permettront potentiellement
de développer des stratégies d’intervention individualisées afin de proposer un traitement plus

approprié aux patients neuropathiques.
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