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Résumé 
 

Implication des récepteurs à la neurotensine dans l'amélioration de paramètres de 
qualité de vie dans un modèle murin de douleur neuropathique chronique 

 
Par Pascal Tétreault, M.Sc 
Programme de physiologie 

 
Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 

du diplôme de philosophiae doctor (Ph.D.) en physiologie 

 Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, 
Québec, Canada, J1H 5N4 

 

Malgré les avancées majeures réalisées dans le monde de la médecine depuis plusieurs 
années, la gestion de la douleur est encore aujourd’hui un problème médical des plus 
important. Les patients se voient offrir un nombre limité de composés analgésiques, qui se 
présentent souvent avec des effets secondaires importants ou tout simplement un manque 
flagrant d’efficacité pour leur condition douloureuse spécifique. Face à ce constat, le milieu 
de la recherche en douleur est en profonde réflexion depuis quelques années par rapport à la 
difficulté d’introduire en clinique de nouveaux composés analgésiques fonctionnels. Parmi 
les hypothèses soulevées pour tenter de répondre à cette grande problématique, il a été 
proposé d’améliorer les méthodes d’évaluations précliniques de la douleur, de développer 
de nouveaux modèles de douleur plus proches de la réalité clinique, de cibler de nouvelles 
voies moléculaires impliquées dans la douleur, de trouver des alternatives aux approches 
pharmacologiques classiques, etc. Ces différentes pistes de réponse sont à l’heure actuelle 
en cours d’études dans de nombreux laboratoires dans le monde. Dans le cadre de mes 
projets de doctorat, je me suis intéressé à cette problématique de différentes façons. Nous 
avons tout d’abord validé un nouvel appareil comportemental qui permet d’évaluer des 
composantes de la douleur chronique qui sont rarement évaluées avec les tests actuellement 
disponibles. À l’aide de trois modèles de douleur chronique bien établis dans la littérature, 
soit un modèle de douleur inflammatoire (CFA pour Complete Freund Adjuvant), de 
douleur neuropathique (CCI pour Chronic Constriction Injury) et de douleur cancéreuse 
osseuse (tumeur fémorale), nous avons montré que le test de distribution pondérale 
dynamique (ou DWB pour Dynamic Weight Bearing) permet tout d’abord de détecter 
l’évolution des douleurs de façon comparable au test classique de von Frey pour l’allodynie 
mécanique. De plus, au moins trois autres paramètres pertinents associés à des composantes 
de qualité de vie ont pu être tirés de nos analyses. En effet, le poids posé sur chacune des 
pattes, leur temps d’utilisation durant le test et leur surface de contact avec le sol 
représentent des facettes de l’inconfort s’apparentant à ce qui peut être observé en clinique, 
mais qui ont rarement été étudié dans un contexte préclinique. Après la démonstration de 
l’aspect novateur de cet appareil, nous avons voulu valider son efficacité à détecter un effet 
analgésique, tout en s’interrogeant sur la pertinence clinique de nouvelles cibles 
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thérapeutiques. En effet, notre laboratoire s’intéresse au système neurotensinergique, 
constitué principalement de la neurotensine (NT) et de deux récepteurs couplés aux 
protéines G (NTS1 et NTS2), et de son fort potentiel analgésique dans différentes 
conditions douloureuses. Résultant de plusieurs collaborations avec des équipes de chimie 
médicinale, le laboratoire est maintenant pourvu d’un grand nombre d’agonistes liant les 
récepteurs à la NT. Nous avons ainsi évalué l’efficacité d’agonistes sélectifs du récepteur 
NTS2, soit le JMV431, la lévocabastine et la β-lactotensine, en plus d’un agoniste non 
sélectif de dernières générations, le JMV2009, présentant des caractéristiques 
pharmacologiques particulières. Après injection intrathécale, la plupart de ces agonistes se 
sont montrés d’une grande efficacité pour réduire l’allodynie mécanique présente chez les 
animaux atteints de douleur neuropathique, en plus d’améliorer de façon remarquable les 
différents paramètres de qualité de vie préalablement identifiés par notre étude portant sur 
la caractérisation du DWB. Il était également important de tester des molécules qui sont 
actuellement prescrites en clinique. Nous avons ainsi spécifiquement choisi des 
médicaments de première et de deuxième ligne pour le traitement de la douleur 
neuropathique, soit l’amytriptyline, la prégabaline et la morphine. Tous ces traitements ont 
été en mesure de réduire la présence d’allodynie mécanique chez les animaux CCI. 
Toutefois, la majorité de ces composés se sont avérés incapables de renverser les 
composantes de qualité de vie durant le test de DWB, et ce en utilisant les mêmes doses qui 
s’étaient montrées efficaces pour réduire l’allodynie mécanique. Cette dernière observation 
pourrait, au moins en partie, expliquer pourquoi les patients rapportent souvent une 
mauvaise gestion de leur douleur lorsqu’ils reçoivent ces traitements. Dernièrement, dans 
l’optique de mieux comprendre le fonctionnement du système neurotensinergique et de 
chercher des alternatives aux approches pharmacologiques, nous avons utilisé une 
technique d’interférence de l’ARN pour évaluer le rôle du récepteur NTS2 dans un contexte 
de douleur tonique. Nous avons alors montré que l’invalidation génique de ce récepteur 
était en mesure d’inhiber complètement l’effet analgésique induit normalement suivant une 
injection intrathécale de l’agoniste JMV431. Cette preuve de concept nous indique 
l’importance de ce récepteur dans la modulation de la douleur et montre également que 
l’interférence de l’ARN représente une technologie applicable au niveau du système 
nerveux central. Finalement, à la lumière de nos résultats, il est possible d’affirmer que le 
système neurotensinergique représente de nouvelles cibles thérapeutiques très prometteuses 
pour diminuer les signes de douleur neuropathique de type réflexif en plus d’améliorer 
différents paramètres de qualité de vie. Il est alors possible d’espérer que des agonistes 
neurotensinergique feront prochainement leur chemin ver la clinique afin d’améliorer le 
bien-être des patients. 

 

Mots clé : Douleur chronique, douleur neuropathique, récepteurs à la neurotensine, 
agonistes, paramètres de qualité de vie, inconfort. 
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Summary 
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Despite recent years major progress in medicine, pain management remains an important 
medical problem. Patients has to deal with a limited number of analgesic compounds, that 
frequently shows severe side effects or a complete lack of efficacy for their specific painful 
condition. In light of this problem, pain scientists has gone through a profound thinking 
state regarding the difficulty to introduce new and potent analgesic molecules to patient’s 
bedside. Numerous hypothesis has been proposed to address this great challenge, among 
them, it has been proposed to improve preclinical pain assessment techniques, develop new 
pain model closer to clinical reality, screen new molecular pathways implicated in pain 
processing, find alternatives to classical pharmacological approaches, etc. Most of these 
various possible answers are currently being studied in laboratories around the world. As 
part of my Ph.D projects, I addressed these problems in different ways. We first validated a 
novel behavioural device that allows the appraisal of chronic pain components that are 
seldom evaluated with currently available tests. By using three well documented chronic 
pain models, namely chronic constriction injury (CCI, neuropathic pain), complete’s 
Freund Adjuvant (CFA, inflammatory model), and femoral tumor (bone cancer pain), we 
showed that the dynamic weight bearing (DWB) test is first able to efficiently detect pain 
development in a similar way as for the classical von Frey test for mechanical allodynia. In 
addition, our analysis revealed that at least three other interesting parameters associated to 
quality of life proxies can be obtained with the DWB. In fact, the weight bore on each paw, 
the time spent on them and the flooring contact surface is considered to be discomfort 
aspects akin to what can be observed clinically, that has however rarely been studied in a 
preclinical paradigm. After demonstrating the novelty of this device, we wanted to validate 
its effectiveness to detect analgesic effects, and at the same time evaluate the clinical 
relevance of new therapeutic targets. Indeed, the neurotensinergic system, mainly 
comprising the neurotensine (NT) and two G protein coupled receptor (NTS1 and NTS2) is 
one of the main research interests of our laboratory, regarding the analgesic role of this 
system in various painful conditions. Several collaborations established with our lab and 
various medicinal chemistry teams have led to the development of numerous agonists 
holding the capacity to bind NT receptors. We thus established the efficacy of different 
NTS2 selective agonist, namely JMV431, levocabastine and β-lactotensine, and one new 
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non-selective agonist, the JMV2009, that showed interesting pharmacological properties. 
Following intrathecal injection, most of these compounds were able to attenuate 
mechanical allodynia present in neuropathic pain animals and also remarkably improved 
the various quality of life proxies that we previously identified in our first study on the 
DWB characterization. Validation with currently prescribed drugs is an important aspect of 
new drug screening. We thus carefully choose amytriptyline, pregabaline and morphine, 
drugs that are identified as first and second line treatments options for neuropathic pain. 
Accordingly, all of these compounds significantly reduce mechanical allodynia observed in 
CCI rats. Most of these drugs were however unable to ameliorates quality of life proxies 
during DWB evaluation, with doses that have been demonstrated to be efficient to reduce 
mechanical allodynia. This latest discovery could, at least in part, explain the poor pain 
management reported from patients receiving those treatments. We further studied the 
specific role of NTS2 receptor in tonic pain by using an RNA interference technology, 
giving us new insights on neurotensinergic system mechanisms. This new approach also 
represents a promising alternative to classic pharmacological techniques. We thus show 
that down regulation of NTS2 receptor by RNA interference was able to completely inhibit 
analgesia normally induced following JMV431 inrathecal injection. This proof of concept 
study indicate that NTS2 receptor is a key player in pain modulation and further established 
RNA interference as a potent technology that can be applied to the central nervous system. 
Finally, in light of our results, it seems possible to say that the neurotensinergic system 
comprise promising new therapeutic targets that holds the possibility to reduce reflexive 
signs of neuropathic pain in addition to improving quality of life proxies as assessed with 
an innovative device. We can now just hope to see neurotensinergic agonists make their 
way to the clinic to ultimately improve patient’s well-being. 

Keywords : Chronic pain, neuropathic pain, neurotensin receptors, agonists, quality of life 
proxies. 
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Introduction 

Avant propos 

 L’introduction qui sera présentée dans les prochaines pages expliquera les bases 

nécessaires à la compréhension des différents projets que j’ai eus durant mon cheminement 

doctoral. Je passerai en revue différentes notions de douleur avant de mettre l’emphase sur 

la neurophysiologie de la douleur neuropathique. Le système neurotensinergique, qui 

comprend principalement le peptide neuromodulateur appelé neurotensine et deux 

récepteurs couplés aux protéines G, NTS1 et NTS2, sera ensuite présenté. L’implication 

reconnue de ce système dans la modulation de différent type de douleur sera discutée afin 

d’élaborer l’hypothèse générale et mon doctorat ainsi que les objectifs qui en découlent.  

 

 En se concentrant sur les effets anti-nociceptifs de la NT, notre groupe de recherche 

figure parmi les principaux laboratoires ayant cette thématique de recherche comme point 

central. Le laboratoire d’Elliott Richelson, de la Mayo Clinic en Floride et celui de Thomas 

Dix, de l’Université Médical de Caroline du Sud, sont les autres laboratoires d’importance 

qui s’intéressent au système neurotensinergique en lien avec ses effets de modulation de la 

douleur. Dans le cas de notre laboratoire, l’article du Pr Sarret paru en 2005 dans le Journal 

of Neuroscience a jeté les bases des recherches entamées par le laboratoire. En effet, cet 

article fait mention de plusieurs des tests comportementaux et des agonistes qui sont utilisés 

dans les recherches menées par l’équipe du laboratoire. Ces tests ainsi que les agonistes 

seront décrits plus en détails dans chacun des articles présentés dans ma thèse. Deux 

articles publiés seront ensuite présentés dans leur forme manuscrite avant publication. La 

discussion fera le retour sur l’ensemble des résultats contenu dans les articles, en plus de 

présenter certains résultats obtenus durant ma thèse concernant deux autres projets qui 

n’ont pas encore fait l’objet de publications. Ces résultats sont ainsi insérés et discutés dans 

la section discussion afin de dresser un portrait global des recherches effectué dans mon 

doctorat, sans toutefois alourdir la section introduction qui couvre déjà l’essentiel des 

notions présenté dans cette thèse. 
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La douleur dans l’histoire 

La douleur est sans conteste le problème médical le plus ancien. L’histoire de 

l’humanité a été façonnée par les symboles philosophiques, politiques et religieux de celle-

ci. Avant même de pouvoir mettre des mots sur ses maux, l’Homme a ressenti la douleur et 

lui a donné de nombreuses significations. La douleur est de plus la métaphore centrale de la 

pensée judéo-chrétienne ; le test de la foi dans l'histoire de Job. La souffrance a une cause, 

mais dans ce cas-ci beaucoup plus philosophique que physique, c’est-à-dire la délivrance 

par la souffrance. Des milliers d’années avant que l’on comprenne le fonctionnement du 

système nerveux, depuis Hippocrate et la Grèce antique, la douleur est déjà un concept bien 

présent dans les écrits. Même dans une période de l’humanité où la théorie des humeurs 

faisait loi, la douleur occupait un créneau qui lui était propre et l’on cherchait déjà des 

façons de la soulager.  

 

Malgré tous les symboles et parfois même l’aspect folklorique que représente la 

douleur, elle est avant tout un problème médical. Depuis des centaines d’années, les 

médecins tentent de diminuer les douleurs de leurs patients sans vraiment les comprendre. 

Parfois on utilisait de l’opium ou une préparation comme le laudanum, alors que d’autres 

fois on infligeait volontairement de la douleur lorsque « nécessaire » pour retirer les 

humeurs mauvaises ou amputer un membre malade. Plus récemment, des archéologues ont 

découvert des tablettes de glaise datant d’environ 5000 av. J-C qui faisait état de la culture 

et de la consommation de l’opium pour apporter la joie et arrêter les douleurs. Telemachus, 

le personnage central de l’Odyssée d’Homer, utilisait également l’opium pour soulager ses 

douleurs et oublier ses inquiétudes. Bien que l’on était conscient de la douleur, peu 

d’information était disponible pour en comprendre son fonctionnement. Dans son traité de 

l’Homme, publié en 1664, René Descartes décrit avec beaucoup de détails le corps comme 

étant une machine complexe (Bell 1824; Descartes et al. 1664). En parlant de ce corps à la 

troisième personne, il propose pour la première fois qu’il existe un lien entre les sensations 

périphériques et le cerveau. 
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Figure 1. Le processus douloureux vu par Descartes. 
Illustration réalisée par René Descartes montrant le chemin de l’information sensorielle 
partant de la périphérie pour se rendre jusqu’au cerveau. Tiré de (Bell 1824; Descartes et al. 
1664). 
 

Voici un extrait tiré du traité écrit par René Descartes, où il décrit le processus de 

douleur allant de la périphérie au cerveau.  

« Comme par exemple si le feu A se trouve proche du pié B, les petites parties de 
ce feu, qui se meuvent comme vous savez tres-promptement, ont la force de 
mouvoir avec soy l’endroit de la peau de ce pié qu’elles touchent ; & par ce moyen 
tirant le petit filet c, que vous voyez y estre attaché, elles ouvrent au mesme instant 
l’entrée du pore d, e, contre lequel ce petit filet se termine ; ainsi que tirant l’un des 
bout d’une corde, on fait tonner en mesme temps la cloche qui pend à l’autre bout. 
Or l’entrée du pore ou petit conduit d, e, estant ainsi ouverte, les Esprits Animaux 
de la concavité F entrent dedans, & font portez par luy, partie dans les muscles qui 
servent à retirer ce pié de ce feu, partie dans ceux qui servent à tourner les yeux & 
la teste pour le regarder, & partie en ceux qui servent a avancer les mains & à plier 
tout le corps pour y apporter du secours. Mais ils peuvent aussi estre portez par ce 
mesme conduit d, e, en plusieurs autres muscles. Et avant que je m’arreste à vous 
expliquer plus exactement, en quelle sorte les Esprits Animaux suivent leur cours 
par les pores du cerveau, & comment ces pores sont disposez, je veux vous parler 
icy en particulier de tous les sens, tels qu’ils se trouvent en cette machine, & vous 
dire comment ils se rapportent aux nostres. » 

 



	
   4	
  

Bien que ce texte nous semble aujourd’hui quelque peu farfelu, il décrit clairement 

un lien entre la périphérie (le petit filet qui part du pied, soit les nerfs) et le cerveau 

(Descartes parle alors des Esprits Animaux qui entrent dans les pores du cerveau). Il 

propose également une analogie simple, mais intéressante, le fil que l’on tire (processus de 

nociception) pour faire sonner la cloche (intégration centrale de l’information) permet 

d’illustrer de façon simple la dichotomie nociception/douleur que j’expliquerai plus tard. 

Descartes propose aussi un mécanisme de réflexe qui permet d’« apporter secours » à 

l’endroit atteint et qui serait contrôlé par le cerveau. Ce modèle cartésien d’une connectivité 

rigide et fixe conduisant l’information douloureuse a perduré longtemps sans subir de 

grandes modifications. Ce modèle a même été renforcé par les études anatomiques du 19e 

siècle, entre autres celles réalisées par Charles Bell, dont le livre « An exposition of the 

natural system of the nerves of the human body », publié en 1825 en est un exemple 

éloquent où il explique en détail la connectivité nerveuse sensorielle et motrice 

(Navratilova et al. 2013; Bell 1824). Ce n’est que assez récemment que les différentes 

pièces du casse-tête ont commencé à s’imbriquer pour faire de la douleur un tout beaucoup 

plus complexe. 

 

La douleur utile 

Le système nerveux est une merveilleuse machine qui permet de détecter et 

d’interpréter un nombre impressionnant de stimuli exogènes et endogènes. Lorsque ces 

stimuli gagnent en intensité, ils génèreront de la douleur. Cette douleur sera par contre 

modulée en fonction de nombreux paramètres génétiques, physiologiques, 

environnementaux, psychologiques, etc. La douleur sert avant tout de mécanisme de 

défense pour le maintien de l’intégrité corporelle. Dans l’éventualité d’une lésion, la 

douleur perdura durant la période de guérison afin de protéger le corps durant cette période 

de vulnérabilité. Toutefois, au-delà de cette simple définition, la douleur ne se définit 

malheureusement pas en une seule phrase. Il est alors important de la détailler dans toute sa 

complexité. L’humain expérimente la douleur d’une façon complexe et 

multidimensionnelle. Cette douleur est unique pour chaque individu et c’est pour cette 

raison que l’on parle généralement d’une « expérience douloureuse » puisqu’une même 

douleur « théorique » engendrera des réponses différentes pour chacun. Le chemin menant 
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du stimulus initial à la réponse comportementale qui peut suivre est long et parsemé 

d’obstacles. Ce dernier sera de prime abord affecté par l’aspect sensitif de la douleur, mais 

par la suite modulé par les dimensions affectives et cognitives propres à chaque individu 

(McMahon et al. 2013; Navratilova et al. 2013). Ces dimensions font de la douleur une 

entité médicale extrêmement difficile à évaluer et encore plus à traiter. En effet, il est 

virtuellement impossible de procéder à des études avec un échantillon de patients qui 

représente adéquatement la population globale atteinte de douleur chronique. Bien que ce 

constat soit vrai pour la plupart des problèmes de santé, il atteint, à mon avis, son apogée 

dans le cadre de la douleur.  

 

La douleur dans toute sa complexité 

Avant d’entreprendre la tâche de définir ce qu’est la douleur, il est essentiel de faire 

la distinction entre douleur et nociception. D’un point de vue séquentiel, la nociception 

précède la douleur. Il s’agit du processus nerveux acheminant l’information de la périphérie 

jusqu’au niveau central, soit des terminaisons nerveuses du système nerveux périphérique 

(SNP) vers les zones sensorielles du cerveau, en passant par la moelle épinière (éléments 

constituant le système nerveux central, ou SNC). Afin de parler de douleur, il faut que le 

signal provenant du SNP soit intégré par le cortex cérébral. C’est seulement une fois rendu 

à ce niveau que l’information nociceptive sera qualifiée de douloureuse ou simplement 

sensorielle. Il est possible d’avoir de la douleur sans nociception (ex. : maux de tête, 

douleur neuropathique) comme de la nociception sans douleur (ex. : lésion de la moelle 

épinière ou des zones cérébrales responsables de l’intégration des influx nerveux). Comme 

illustré à la figure 2, cette information sensorielle est véhiculée par des voies dites 

ascendantes, principalement la voie spino-thalamique dans le cas de la douleur. Ces voies 

sont quant à elles contrebalancées par d’autres voies, dites descendantes, principalement 

des voies bulbo-spinales. La première classification importante pour catégoriser la douleur 

se fait au niveau de l’aspect temporel. Elle se range en trois grandes phases, qui sont la 

douleur aiguë, la douleur tonique (aussi apelé subaiguë chez l’humain) et finalement la 

douleur chronique (McMahon et al. 2013). 
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Figure 2. Schématisation des voies nociceptives ascendantes et descendantes. 
La voie nociceptive ascendante est initiée au niveau périphérique par l’activation des fibres 
C et/ou Aδ (neurones de premier ordre), allant faire synapse avec les neurones de 2e ordre 
localisés dans la corne dorsale de la moelle épinière. Ces derniers se rendent au niveau du 
cortex, principalement par la voie spino-thalamique dans un contexte nociceptif, afin de 
faire synapse avec les neurones de 3e ordre situés dans le thalamus. Ces neurones se 
projettent alors vers les différentes régions corticales associées au stimulus initial. La voie 
descendante se partage plutôt en deux sections, la principale voie est de type bulbo-spinale, 
partant de la substance grise périaqueducale ou de la région bulbaire rostro-ventrale vers la 
moelle épinière, mais des projections cortico-bulbaires sont également présentes. Tiré de 
(Basbaum et al. 2009; Mantyh 2006; Treede et al. 1995). 
 

La douleur aiguë 

La douleur provenant d’une lésion tissulaire directe ou d’un potentiel de lésion est 

communément appelée douleur aiguë. Comme mentionnée plus haut, cette douleur répond 

à un fondement biologique bien précis, soit avertir le corps d’une blessure réelle ou 
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potentielle dans le but d’amorcer un réflexe de protection. Cette douleur initiale répond 

également à des bases neurologiques de conduction de l’influx nerveux. Tout d’abord, les 

fibres Aδ, de diamètre moyen (2 à 5 µm), faiblement myélinisées et conduisant 

l’information de 5 à 30 m/s, seront responsables de la première douleur dans la seconde 

suivant la lésion (Basbaum et al. 2009; Treede et al. 1995). Par la suite, les fibres C, de petit 

diamètre (0,2 à 2 µm), non myélinisées et conduisant l’information à un maximum de 

2 m/s, seront responsables d’une sensation appelée douleur secondaire, d’intensité moindre 

que la douleur primaire, mais s’échelonnant sur une plus grande période de temps (de 

quelques secondes à plusieurs minutes). Les fibres A α et β, de gros diamètres (6 à 12 µm), 

hautement myélinisées et d’une vitesse de conductions très rapide (35 à 75 m/s) ne 

participent pas à ces sensations douloureuses mais conduisent plutôt l’information 

sensorielle non nociceptive (McMahon et al. 2013; Basbaum et al. 2009; Treede et al. 

1995). La douleur primaire, aussi appelée douleur rapide, sert à localiser l’endroit qui a été 

atteint en activant notamment les cortex somatosensoriels S1 et S2, tandis que la douleur 

secondaire, ou lente, activera le système nerveux autonome sympathique et une réponse de 

type combat-fuite (mieux connue sous l’acronyme anglophone : « fight or flight ») 

(McMahon et al. 2013). Cette douleur secondaire activera également de nombreuses les 

réponses comportementales basées sur les dimensions affective/motivationnelle et 

cognitive/évaluative par l’activation des zones cérébrales comme le cortex insulaire et 

préfrontale, impliqué dans l’intégration de ce type d’information (Julius and Basbaum 

2001). Il est important de mentionner que la peau, tout comme les organes internes, répond 

à ces critères, l’innervation externe et interne fait appel aux mêmes fibres et une lésion peut 

ainsi être autant au niveau de la peau qu’au niveau des organes internes. 
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Figure 3. Caractéristiques des différents types de fibres du système nerveux 
périphérique. 
Les fibres de gros diamètres et fortement myélinisées sont les plus rapides et conduisent 
essentiellement l’information sensorielle de type proprioceptive. Les fibres de moyens 
calibres, faiblement myélinisées, sont quant à elles responsables de la sensation de première 
douleur et conduisent l’information nociceptive de type thermique, mécanique et chimique. 
Les fibres de petits diamètres sont les plus lentes et conduisent le même type d’information 
que les précédentes, mais possèdent des seuils d’activation différents. Tiré de (Jaggi, Jain, 
and Singh 2009; Julius and Basbaum 2001; D'amour and Smith 1941). 
 

Jusqu’à la fin des années 70, la recherche sur la douleur se concentrait 

essentiellement sur la douleur aiguë. Ainsi, les seules méthodes comportementales utilisées 

afin d’évaluer l’efficacité des analgésiques chez le rat étaient d’analyser les réactions face à 

des stimuli ponctuels et douloureux (Sandkühler 2009; Jaggi, Jain, and Singh 2009; 

D'amour and Smith 1941). La plupart de ces différents tests existent encore aujourd’hui 

pour déterminer l’intensité de la douleur aiguë perçue par les animaux. Les plus communs 

sont le test de retrait de la queue, suite à l’immersion dans un bain d’eau chaude ou 

l’application d’un rayon chauffant ; le test plantaire, où un faisceau lumineux chauffant est 

dirigé vers une des pattes arrières de l’animal et le test de la plaque chaude (ou froide) 

(Wheeler-Aceto and Cowan 1991; Sandkühler 2009). Dans tous les cas, ces tests induisent 

en premier lieu une réponse de type réflexe (engendré par des mécanismes spinaux) qui 

sera mesurée en temps de latence (en secondes) avant le comportement attendu. Ces 
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réponses nociceptives peuvent être modulées avec des analgésiques communs comme la 

morphine (Siddall and Cousins 2004; Wheeler-Aceto and Cowan 1991; Olesen et al. 2012) 

et représentent généralement la première étape de criblage dans l’évaluation préclinique 

d’un nouveau composé analgésique. 

 

La douleur tonique ou persistante 

La douleur tonique, qui est aussi appelée persistante, correspond à une phase 

soutenue de moyenne durée (de quelques heures à quelques mois) (Siddall and Cousins 

2004; Olesen et al. 2012). Cette phase douloureuse est présente durant la période de 

guérison de la blessure initiale et devrait normalement s’estomper progressivement jusqu’à 

atteindre le niveau normal de chaque individu. Les phases de douleur aiguë et tonique 

peuvent être considérées comme étant de nature physiologique, c’est-à-dire qu’elles 

constituent essentiellement des phénomènes normaux responsables du maintien de 

l’homéostasie corporelle tout au long de notre vie. La complication et la progression de ces 

douleurs dans le temps seront expliquées dans la section suivante décrivant la douleur 

chronique.  

 

La recherche préclinique a développé certains tests comportementaux permettant 

d’évaluer l’efficacité analgésique d’une molécule dans un contexte de douleur persistante. 

Un des tests les plus utilisés est le test à la formaline, consistant en l’injection intraplantaire 

d’une solution diluée de formaldéhyde qui induira chez l’animal une douleur tonique de 

type chimique (Blumberg, Wolf, and Dayton 1965; Dubuisson and Dennis 1977; Chernov 

et al. 1967; Niemegeers, Van Bruggen, and Janssen 1975; Fukawa et al. 1980). Les 

comportements de l’animal sont alors enregistrés sur une période d’au moins 60 minutes. 

D’autres modalités d’évaluation pour la douleur tonique existent comme le test de crampes 

abdominales, dans lequel une solution irritante (acide acétique, chlorure de sodium) est 

injectée de façon intrapéritonéale chez l’animal et le nombre de crampes est comptabilisé 

sur un certain laps de temps (Baliki et al. 2012; Blumberg, Wolf, and Dayton 1965; 

Schwartz et al. 2013; Chernov et al. 1967; Pagé et al. 2013; Niemegeers, Van Bruggen, and 

Janssen 1975; Deumens et al. 2013; Fukawa et al. 1980; Courtney and Fernández-de-Las-

Peñas 2011; Buchheit, Van de Ven, and Shaw 2012). Comme il le sera expliqué en détails 
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dans les pages suivantes, il est intéressant de mentionner que ce sont les mêmes fibres et 

neurotransmetteurs qui sont impliqués dans la douleur aiguë, tonique et chronique. Ce sont 

plutôt les mécanismes de régulations qui sont modulés pour créer différents paradigmes 

douloureux. 

 

La douleur chronique 

Si les phénomènes douloureux décrits précédemment (douleur aiguë et persistente) 

peuvent être considérés comme physiologiques en raison de leur rôle dans le maintien de 

l’homéostasie corporelle, il arrive également que la douleur puisse devenir pathologique 

lorsqu’elle perdure dans le temps après la guérison complète de toutes lésions périphériques 

apparentes. Dans ce cas, la douleur devient une maladie au sens propre du terme et sera 

qualifiée de chronique, bien que ce type de douleur peut également s’expliqué par des 

principes physiologiques. Il est évidemment essentiel de savoir contrôler et moduler la 

douleur physiologique (douleur aiguë et persistente), par exemple lors d’interventions 

chirurgicales, mais la douleur chronique demeure cependant celle qui constitue le fardeau 

sociétal le plus important. 

 

 La transition de la douleur dite physiologique vers la douleur chronique est un 

phénomène encore relativement mal connu. De nombreux groupes de recherche basent 

l’essentiel de leurs efforts à essayer de percer les mystères de ce point d’inflexion crucial 

dans le développement d’une pathologie douloureuse (Stubhaug 2005; Baliki et al. 2012; 

McGreevy, Bottros, and Raja 2011; Schwartz et al. 2013; Pagé et al. 2013; Deumens et al. 

2013; Courtney and Fernández-de-Las-Peñas 2011; Buchheit, Van de Ven, and Shaw 

2012). Une zone floue, encore une fois propre à chaque patient, est présente au moment de 

la transition entre la fin de la douleur persistante et le début de la douleur chronique. 

Malheureusement, aucun biomarqueur ou mécanisme fiable n’a encore été découvert afin 

de trancher si un patient est en voie de développer une douleur chronique ou si ses 

symptômes sont encore dus au processus de guérison. La découverte future de ce type 

d’information représentera une avancée considérable dans l’élaboration de stratégies de 

gestion de la douleur. Des approches sont toutefois en phase exploratoire, notamment le fait 

de traiter certaines douleurs aiguës ou sub-aiguës (comme les douleurs post-opératoire) par 



	
   11	
  

des traitements médicamenteux agressif, semblent être en mesure de bloquer la transition 

vers la douleur chronique (Stubhaug 2005; McGreevy, Bottros, and Raja 2011). 

 

Dans la recherche préclinique, la douleur chronique se subdivise en trois grandes 

familles ayant des critères distinctifs propres. On retrouve de ce fait la douleur 

inflammatoire, neuropathique et cancéreuse (Honore et al. 2000). Mon projet principal 

portant sur la douleur neuropathique, je décrirai rapidement les douleurs de types 

inflammatoire et cancéreuse et je m’attarderai ensuite à l’aspect neuropathique. 

 

La douleur inflammatoire 

La douleur inflammatoire chronique est initialement due à une réponse 

inflammatoire exagérée qui engendrera de la douleur aiguë. Que cette réponse soit, par 

exemple, la conséquence d’une infection ou d’une maladie auto-immune, il y aura une 

relâche importante de médiateurs inflammatoires qui contribueront à sensibiliser les 

nocicepteurs en périphérie des tissus inflammés. Les phénomènes de douleur inflammatoire 

aiguë peuvent alors perdurer pour entraîner le développement de douleur chronique. Les 

nocicepteurs sont des récepteurs localisés au niveau des terminaisons nerveuses libres des 

fibres C et A δ et possèdent différentes modalités d’activation en fonction des stimuli 

auxquels ils font face (Basbaum et al. 2009; Julius and Basbaum 2001). Parmi les 

médiateurs inflammatoires, il est possible de retrouver des molécules comme la 

bradykinine, l’histamine, des peptides issus des cellules immunitaires comme les 

interleukines (IL) 1, 6, 8, etc., des chimiokines comme la monocyte chemoattractant protein 

1 (MCP-1), le « tumor necrosis factor alpha » (TNF-α), l’interféron gamma (INF-γ), les 

leucotriènes, les prostaglandines, etc (Basbaum et al. 2009). Les terminaisons nerveuses 

elles-mêmes contribuent à cette grande « soupe » inflammatoire en relâchant des 

neuropeptides comme la substance P et le « calcitonin gene-related peptide » (CGRP) 

(McMahon, Cafferty, and Marchand 2005; Basbaum et al. 2009). Ces médiateurs, via 

l’activation de leurs récepteurs/canaux respectifs, induiront une hyperexcitabilité des 

neurones afférents qui engendrera une douleur continue (G. J. Bennett 2012; McMahon, 

Cafferty, and Marchand 2005). Cette douleur continue est caractéristique de la douleur 
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chronique inflammatoire et est à distinguer de la douleur spontanée présente dans la 

douleur neuropathique (Basbaum et al. 2009; G. J. Bennett 2012).  

 

 

Figure 4. Médiateurs pro-inflammatoires périphériques et les différentes familles de 
récepteurs associés. 
Plusieurs types cellulaires sont responsables de la sécrétion périphérique des nombreuses 
molécules contribuant à la sensibilisation des terminaisons axonales périphériques. Tiré de 
(Honore et al. 2000; Basbaum et al. 2009). 

 

La douleur cancéreuse 

La douleur cancéreuse a été initialement identifiée comme étant de type mixte, 

c’est-à-dire possédant à la fois les caractéristiques de la douleur inflammatoire (due à la 

réponse immunitaire causée par la prolifération tumorale) et de la douleur neuropathique 

(due, entre autres, à la compression nerveuse possible par la masse tumorale) (Honore et al. 

2000). Bien que ces composantes soient souvent présentes dans la douleur cancéreuse, des 

études ont montré que ce type de douleur possédait ses propres caractéristiques, non 

présentes dans les deux autres types de douleurs. Il est ainsi possible de retrouver une 

signature neurochimique, au niveau de la moelle épinière et des afférences primaires, 

propre à chaque type de douleur chronique, incluant la douleur cancéreuse (Delaney et al. 

2008; Honore et al. 2000; Kirou-Mauro et al. 2009; Doré-Savard et al. 2010). La douleur 

cancéreuse sera également très variable en fonction de l’organe cible atteint, certains 

cancers ne causant pratiquement aucune douleur (certains cancer du cerveau, cancer des 

bronches, etc.), tandis que d’autres, comme le cancer des os, peuvent induire des douleurs 
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faisant partie des douleurs les plus difficiles à traiter (Hehn, Baron, and Woolf 2012; 

Delaney et al. 2008; Kirou-Mauro et al. 2009; Doré-Savard et al. 2010). 

 

La douleur neuropathique 

Il est facile de penser que la douleur neuropathique (DN), quelle qu’en soit son 

étiologie, est un phénomène uniforme. Une atteinte nerveuse mène, de façon linéaire, vers 

une douleur unique. La réalité est toutefois loin de ce simple paradigme. Par définition, la 

DN origine du système nerveux (Ueda and Rashid 2003; Hehn, Baron, and Woolf 2012; 

Dray 2008). La définition exacte de l’Association International d’Étude sur la Douleur 

(IASP) est la suivante : Douleur causé par une lésion ou une maladie du système nerveux 

somatosensoriel. Il existe deux façons de classer les DN, soit selon la localisation par 

rapport au système nerveux touché : périphérique ou central, ou selon la cause : maladie 

métabolique, atteinte traumatique, infections ou neurotoxines. Toutefois, peu importe la 

localisation ou la cause, les dommages se présentent sous la forme d’une lésion ou d’une 

dysfonction affectant le SNP dans une proportion de 90 %, ; les autres cas étant dus à un 

problème au niveau du SNC (Authier et al. 2009; Ueda and Rashid 2003; Obrosova 2009; 

Dray 2008; Bhangoo et al. 2007; Jaggi, Jain, and Singh 2009; Tian, Perera, and Moalem-

Taylor 2013).  

 

Parmi les causes les plus évidentes, on retrouve les atteintes traumatiques 

(accidentelle ou chirurgicale), comme une compression ou une lésion, soit d’un nerf 

périphérique ou de la moelle épinière. Cependant, de nombreuses maladies ou traitements 

peuvent mener à une atteinte nerveuse, on parlera ainsi de symptômes secondaires dus au 

diabète, au cancer et certains agents chimiothérapeutiques (vincristine, cisplatine, 

paclitaxel, etc.), aux infections virales (herpes zoster, VIH, etc.) et certains agents 

antiviraux (zalcitabine, didanoside, stavudine, etc.), à différentes maladies auto-immunes 

(sclérose en plaque, syndrome de Guillain-Barré), etc (Apfel et al. 2001; Authier et al. 

2009; Boulton et al. 2004; Obrosova 2009; Tesfaye et al. 2010; Bhangoo et al. 2007; Jaggi, 

Jain, and Singh 2009; Tian, Perera, and Moalem-Taylor 2013). Comme il est détaillé dans 

la figure 5, ces différentes étiologies peuvent être modulées par de nombreux autres 

facteurs génétiques et environnementaux ainsi que d’autres problèmes pathophysiologiques 
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potentiellement déjà présents chez chaque personne. La combinaison de tous ces 

paramètres culminera en syndromes neuropathiques très variables. En effet, un exemple 

marquant est l’existence de neuropathies diabétiques qui peuvent être dans certains cas 

douloureuses tandis que dans d’autres situations, la neuropathie sera au contraire 

accompagnée d’une hypoesthésie importante (Hehn, Baron, and Woolf 2012; Apfel et al. 

2001; Boulton et al. 2004; Tesfaye et al. 2010). Les manifestations cliniques d’une 

étiologie d’apparence similaire peuvent de ce fait être diamétralement opposées. Ce triste 

constat vient alors complexifier les avenues de traitements et tend une fois de plus vers la 

nécessité d’une médecine personnalisée qui serait basée sur plusieurs facteurs en vue de 

déterminer le traitement optimal. 

 

 
 

Figure 5. Étiologie et facteurs contribuant aux nombreuses formes de douleur 
neuropathique chronique. 
Schéma résumant comment peuvent se développer les différents syndromes 
neuropathiques, partant de l’étiologie primaire, ensuite modulée en fonction du génotype de 
chaque individu ainsi que par les facteurs environnementaux présents. L’intégration de tous 
ces paramètres créera une pathophysiologie propre à chaque individu qui pourra ensuite 
être classée dans les différents sous-types de syndromes neuropathiques. Tiré de (Hehn, 
Baron, and Woolf 2012). 
 

D’un point de vie épidémiologique, la DN affecte une proportion variable de 

personnes, soit de 2 à 3% au niveau mondial, près de 7% au Canada et peut atteindre 

jusqu’à près de 8 % selon certaines études européennes (Descartes et al. 1664; Torrance et 

al. 2006; Bouhassira et al. 2008; Moulin et al. 2007). Toutes tendent cependant vers le 

même constat, la DN affecte des millions de personnes mondialement et représente ainsi un 

fardeau majeur pour la société, tant au niveau des coûts pour le système de santé qu’en 
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absentéisme au travail chez la population active (Basbaum et al. 2009; Kennedy 2007; 

Campbell and Meyer 2006; Hehn, Baron, and Woolf 2012). Afin de diagnostiquer 

facilement la présence de douleur neuropathique chez un patient, le questionnaire DN4 

(pour douleur neuropathique en 4 questions) est l’un des outils disponible pour les 

cliniciens. 

 

Neurophysiologie de la douleur neuropathique 

Plusieurs changements neurophysiologiques se produisent durant le développement 

de la douleur neuropathique. J’expliquerai ici les principaux mécanismes responsables non 

seulement du développement, mais également du maintien de la DN. On retrouve, entre 

autres, la sensibilisation périphérique, l’activité ectopique, la sensibilisation centrale et 

corticale, la modulation descendante et l’implication du système immunitaire et des cellules 

gliales. Plutôt que de former des entités physiologiques séparées et chronologiquement 

distinctes, tous ces mécanismes forment un tout expliquant dans son ensemble ce qu’est la 

douleur neuropathique. 

 

La sensibilisation périphérique 

Il se produit une sensibilisation périphérique caractérisée par une diminution du 

seuil d’activation et une augmentation de l’excitabilité des terminaisons périphériques des 

nocicepteurs. Ces phénomènes s’observent rapidement durant la phase de douleur aiguë et 

peuvent mener au développement de douleur chronique par la suite. Une des raisons 

principales des changements de propriété électrique est la modification d’expression, de 

distribution et d’activité de certains canaux ioniques ou récepteurs-canaux ioniques. Il est 

important de mentionner que la plupart des nocicepteurs sont de type polymodal (figure 6), 

c’est-à-dire qu’ils répondent à plusieurs stimuli d’origine thermique, mécanique et 

chimique.  
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Figure 6. Illustration des différents types de fibre c (nocicepteurs) présente en 
périphérie. 
Plusieurs types de canaux sont exprimés sur les nocicepteurs ce qui leur confère des 
propriétés spécifiques leur permettant de répondre à des stimuli thermique (chaud, ex. : 
TRPV1 ; froid, ex. : TRPM8), chimique (ex. : TRPA1, ASIC) et mécanique (TREK-1, 
TRAAK). Tiré de (J. Huang, Zhang, and McNaughton 2006; Basbaum et al. 2009). 

 

Un des principaux canaux impliqués dans ce processus de sensibilisation est le 

récepteur TRPV1 (pour Transient Receptor Potential Vanilloid 1). Le rôle de ce canal a été 

bien établi dans un contexte de douleur inflammatoire (Hudson et al. 2001; J. Huang, 

Zhang, and McNaughton 2006; H. Y. Kim et al. 2008), mais plusieurs études montrent 

également qu’après une lésion nerveuse, des changements post-traductionnels et de trafic 

intracellulaire, en plus d’une augmentation de l’expression dans les fibres sensitives non 

lésées seraient responsables d’une hypersensibilité tissulaire (Coutaux et al. 2005; Hudson 

et al. 2001; H. Y. Kim et al. 2008). En effet, un des premiers résultats de ces modifications 

est qu’une stimulation non nociceptive au niveau des tissus innervés par le ou les nerfs 

atteints sera perçue comme douloureuse (G.-Y. Xu et al. 2011; Coutaux et al. 2005; 

Shinoda et al. 2007; Eid et al. 2008). Ce phénomène appelé allodynie peut être, à l’instar 

des nocicepteurs impliqués, polymodal, c’est-à-dire qu’il est possible d’obtenir une 

allodynie thermique, mécanique ou encore chimique. D’autres processus 

neurophysiologiques, qui seront discutés plus loin, participent aussi au développement de 
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l’allodynie. La sensibilisation périphérique entraînera également un autre phénomène 

douloureux, appelé hyperalgésie, c’est-à-dire qu’une stimulation qui était initialement 

légèrement douloureuse sera perçue, après sensibilisation périphérique, comme plus 

douloureuse. D’autres canaux ioniques ont le potentiel d’affecter les propriétés électriques 

des fibres afférentes, parmi lesquels des membres de la famille des TRP, comme le TRPA1 

ou TRPM8 (sous-famille A ou M et membre 1 ou 8) ou encore d’autres appartenant aux 

récepteurs purinergiques, comme le P2X3. Leurs contributions respectives à 

l’hypersensibilité observée dans la DN restent encore à clarifier, mais ils représentent 

néanmoins de potentielles cibles thérapeutiques (Hehn, Baron, and Woolf 2012; G.-Y. Xu 

et al. 2011; Amir, Kocsis, and Devor 2005; Shinoda et al. 2007; Eid et al. 2008). L’aspect 

thérapeutique de ces récepteurs reste toutefois complexe puisque leur modulation affecte la 

perception normale des sensations thermiques, ce qui peut entraîner des problèmes en 

raison de la perte du signal d’alarme causé par la chaleur ou le froid.  

 

L’activité ectopique des fibres nerveuses 

L’activité ectopique des fibres nerveuses est un problème important, mais difficile à 

évaluer et à traiter. En effet, une douleur qui survient sans aucun stimulus externe est 

particulièrement débilitante et difficile à tolérer. Ces activités ectopiques peuvent apparaître 

virtuellement tout au long du chemin nociceptif, bien que ces sensations spontanées, après 

une lésion nerveuse, semblent être le résultat de l’hyperexcitabilité des neurones sensoriels 

primaires, ce qui mène au déclenchement de potentiels d’actions ectopiques au site de la 

blessure (Rasminsky 1980; Hehn, Baron, and Woolf 2012; Amir, Kocsis, and Devor 2005). 

Ces activités ectopiques mèneront principalement à deux phénomènes sensitifs, soit la 

paresthésie et la dysesthésie (figure 7), le premier n’étant pas en tant que tel une sensation 

douloureuse, mais plutôt désagréable comme un engourdissement ou des picotements. Par 

contre, la dysesthésie peut engendrer des sensations comme une décharge électrique, un 

coup de poignard ou une brûlure, manifestations physiologique qui seront perçues comme 

étant douloureuses. L’altération de l’intégrité nerveuse peut également conduire à un 

phénomène neurophysiologique appelé éphapse, caractérisé par un point de contact latéral 

entre des fibres nerveuses où une décharge électrique peut être transmise directement à 

travers les axones sans faire appel à une synapse (Djouhri et al. 2006; Rasminsky 1980; Wu 
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et al. 2002). Ces manifestations électriques sont ainsi des acteurs importants dans la 

propagation d’activité ectopique puisqu’une fibre non lésée peut soudainement déclencher 

un potentiel d’action nociceptif contribuant à la DN (Liu et al. 2000; Djouhri et al. 2006; 

Devor 2009; Wu et al. 2002; Berger et al. 2011; Hehn, Baron, and Woolf 2012). 

 

 

Figure 7. Types de sensation douloureuse (dysesthésie) et non douloureuse 
(paresthésie) pouvant être ressentis dans un contexte de syndrome neuropathique. 
Tirée du site internet de Pfizer : http://www.nepknowmore.ca/ 
 

Une lésion nerveuse altère grandement l’expression, la distribution et la 

phosphorylation de plusieurs canaux ioniques au niveau des neurones sensitifs. Ces 

changements induisent une modification des propriétés intrinsèques des membranes et la 

génération d’oscillation du potentiel membranaire qui aura pour conséquence de créer, en 

l’absence de stimulus, des rafales rythmiques de décharge (Woolf 1983; Liu et al. 2000; 

Devor 2009; Berger et al. 2011; Hehn, Baron, and Woolf 2012). Le but ici n’est 

évidemment pas de faire une revue complète du rôle joué par chacun des canaux ioniques, 

mais plutôt d’illustrer la complexité derrière la modulation de ces canaux et l’avantage 

d’avoir des cibles pharmacologiques ne faisant pas intervenir ces acteurs qui jouent un rôle 

clé dans les fonctions de base des neurones. En ciblant d’autres systèmes, il est possible 

d’éviter les effets indésirables au niveau du SNC, mais également au niveau cardiaque, qui 

pourraient survenir en modulant la fonction de ces canaux. 
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La sensibilisation centrale 

La découverte du phénomène de sensibilisation centrale remonte au début des 

années 80 (Latrémolière and Woolf 2009; Woolf 1983; Ohnami et al. 2011; Ruscheweyh et 

al. 2011) et a permis un profond changement dans la compréhension de l’établissement des 

douleurs chroniques. La sensibilisation centrale est une forme de plasticité synaptique de 

longue durée localisée au niveau de la moelle épinière et déclenchée initialement par les 

nocicepteurs. La sensibilisation centrale est ainsi dépendante d’une décharge soutenue de 

ces nocicepteurs, ce qui permettra l’établissement d’une potentialisation homo- et 

hétérosynaptique. La potentialisation homosynaptique possède plusieurs points en commun 

avec le phénomène appelé potentialisation à long terme (ou LTP pour « Long-Term 

Potentiation ») (Teyler 1987; Latrémolière and Woolf 2009; Ohnami et al. 2011; 

Ruscheweyh et al. 2011), bien connu dans les processus de formation de la mémoire 

(Molander and Grant 1986; Teyler 1987; Krenz and Weaver 1998). Toutefois, la 

facilitation hétérosynaptique est quelque peu différente puisque cette dernière fait 

intervenir, comme son nom l’indique, les synapses de différents types de fibres afférentes, 

principalement les fibres Aβ et C. En effet, dans le contexte de sensibilisation centrale, les 

terminaisons synaptiques des fibres Aβ bourgeonnent dans les laminae superficielles de la 

corne dorsale de la moelle épinière, où elles créeront des synapses avec les neurones de 2e 

ordre recevant normalement leur informations des fibres C (Woolf, Shortland, and 

Coggeshall 1992; Molander and Grant 1986; Krenz and Weaver 1998). Ce processus de 

bourgeonnement hétérosynaptique est l’autre principale raison pour laquelle une 

stimulation périphérique non douloureuse (donc activant les fibres Aβ) peut générer une 

sensation douloureuse (de l’allodynie) puisque ces fibres proprioceptives peuvent 

maintenant emprunter le chemin des fibres nociceptives de type C. Le bourgeonnement 

périphérique est initialement bon afin de rebrancher les axones périphériques endommagés 

à leurs cibles normales. Par contre, en augmentant leur capacité intrinsèque de croissance, 

les neurones peuvent bourgeonner au niveau de la moelle épinière, créant les problèmes 

décrits plus haut, et entraînant au final probablement plus de problèmes qu’ils en règlent 

(Melzack and Wall 1965; Woolf, Shortland, and Coggeshall 1992). 
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Parmi les théories modernes de la douleur, une des plus importantes est celle décrite 

par un scientifique montréalais, soit Ronald Melzack et autre anglais, Patrick D. Wall. Leur 

théorie du portillon (ou « gate control » en anglais), publié en 1965 (Melzack and Wall 

1965), est encore tout à fait d’actualité et représente un acteur important dans le phénomène 

de sensibilisation centrale. En effet, les interneurones inhibiteurs présents dans la moelle 

épinière relâchent en temps normal des neurotransmetteurs inhibiteurs (principalement le 

GABA et la glycine) afin de diminuer le niveau de transmission nociceptive provenant des 

nocicepteurs. En condition de douleur chronique, une désinhibition se produit, pouvant 

créer une hyperalgésie subséquente. 

 

 

Figure 8. Représentation graphique de la théorie du portillon. 
Cette théorie propose que les fibres de large diamètre (L, fibres A), autant que les fibres de 
petit calibre (S, fibres C) font synapse avec les interneurones présents dans la substantia 
gelatinosa (SG) et avec les premières cellules centrales de transmission (T). Les 
interneurones de la SG inhibent la transmission subséquente des cellules T, et cette 
inhibition est soit potentialisée par l’activation des fibres L, soit diminuée par l’activation 
des fibres S. Les fibres L induisent ainsi un contrôle central qui permet de moduler la sortie 
finale d’information nociceptive se rendant aux centres supérieurs. +, excitation ; -, 
inhibition. Tiré de (Latrémolière and Woolf 2009; Melzack and Wall 1965; Ohnami et al. 
2011). 
 

D’un point de vue mécanistique, la sensibilisation centrale induit des changements 

autant au niveau post- que présynaptique. Ces changements s’opèrent principalement au 

niveau de la régulation des récepteurs ionotropiques et des canaux calciques voltage-

dépendants responsable de l’efflux de calcium, ou encore par le relargage des réserves 
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intracellulaires de calcium suite à l’activation des récepteurs métabotropiques ou de type 

tyrosine kinase (Asiedu et al. 2011; Latrémolière and Woolf 2009; Katano et al. 2011; 

Ohnami et al. 2011; Miletic et al. 2011). Tous ces mécanismes de régulation du calcium 

intracellulaire tendent vers une signalisation produisant des changements transcriptionnels 

et post-traductionnels de plusieurs protéines effectrices, modulant leur niveau d’expression, 

leur distribution ainsi que leur activité fonctionnelle (D'Mello et al. 2011; Asiedu et al. 

2011; Hu and Gereau 2011; Katano et al. 2011; Latrémolière and Woolf 2009; Miletic et al. 

2011; Nozaki et al. 2011). En résumé, parmi les joueurs clés responsables des 

modifications synaptiques qui sous-tendent la sensibilisation centrale, il est possible de 

retrouver les récepteurs glutamatergiques NMDA, AMPA et mGluR, le récepteur à la 

substance P NK1, le récepteur du BDNF TrkB, ainsi que plusieurs protéines effectrices 

comme les kinases CaMKII, PKA et PKC, src, ERK, le facteur de transcription CREB, et 

plusieurs autres (Latrémolière and Woolf 2009; D'Mello et al. 2011; Hu and Gereau 2011; 

Nozaki et al. 2011). En tenant compte du nombre impressionnant de protéines impliquées 

dans la sensibilisation centrale, il est maintenant aisé de comprendre que des différences 

génotypiques interindividuelles, même si elles sont minimes, peuvent induire un risque très 

variable de développer des douleurs neuropathiques, mais également peut faire varier la 

réponse aux traitements. 

 



	
   22	
  

 

Figure 9. Processus cellulaires pouvant menés à la sensibilisation centrale. 
Une stimulation nociceptive répétée conduira à une modulation de plusieurs protéines et 
molécules effectrices. Ces modifications causeront différents problèmes comme une 
augmentation de l’excitabilité membranaire, une facilitation synaptique et une 
désinhibition. Ces différents phénomènes cellulaires sont responsables du développement 
de la sensibilisation centrale et des troubles sensoriels associés. Tiré de (Apkarian 2011; 
Latrémolière and Woolf 2009; Clarke and Lawrence 2013). 
 

Modification des régions corticales impliquées dans la douleur 

La sensibilisation centrale ne touche toutefois pas uniquement la moelle épinière. Il 

est possible d’observer des changements importants au niveau supérieur du SNC. Ces 

changements s’effectueront principalement dans les régions constituant ce qu’on appelle la 

matrice de la douleur. Bien que ce terme soit parfois critiqué, différents groupes de 

recherche tentent toujours de déterminer la réelle composition et le rôle de cette matrice 

(Moisset and Bouhassira 2007; Apkarian 2011; Clarke and Lawrence 2013). Nous pouvons 

cependant affirmer que certaines régions, qui sont maintenant reconnues de façon sûre pour 

être impliquées dans l’intégration et la modulation de la douleur, peuvent subir des 

changements synaptiques similaires à ceux observés dans les cornes dorsales de la moelle 

épinière. Il est alors possible de retrouver six régions principales, soit les cortex 
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somatosensoriels primaire et secondaire (S1 et S2), le cortex insulaire (ou insula), le 

thalamus, le cortex cingulé antérieur (CCA) et le cortex préfrontal (CPF) (Fu et al. 2008; 

Moisset and Bouhassira 2007; Pedersen, Scheel-Krüger, and Blackburn-Munro 2007; 

Baliki et al. 2012; Apkarian 2011; Metz et al. 2009; Brightwell and Taylor 2009). 

Cependant, des études récentes impliquent d’autres régions du cerveau, notamment 

l’amygdale, reconnue pour son rôle dans les dimensions affectives/émotionnelles de la 

douleur, le noyau accumbens, plus particulièrement sa connexion avec le CPF, qui serait 

important dans la transition de la douleur aiguë vers la douleur chronique et le locus 

coeruleus (Brooks and Tracey 2005; Fu et al. 2008; Kennedy 2007; Pedersen, Scheel-

Krüger, and Blackburn-Munro 2007; Costigan, Scholz, and Woolf 2009; Baliki et al. 2012; 

Apkarian 2011; Metz et al. 2009; Brightwell and Taylor 2009). De plus, l’amygdale, tout 

comme l’hypothalamus, sont également définie comme des régions importantes dans la 

modulation descendante puisque de nombreuses voies ont comme point d’initiation ces 

deux régions corticales (Moulton et al. 2011; Brooks and Tracey 2005; Kennedy 2007; 

Costigan, Scholz, and Woolf 2009). Une étude récente implique également le cervelet dans 

le processus aversif de la douleur (Apkarian, Hashmi, and Baliki 2011; Moulton et al. 2011; 

Tracey 2011; Schweinhardt et al. 2006; Baliki et al. 2011). D’autres études montrent une 

modification de l’état de repos du cerveau chez des patients souffrant de douleur spontanée 

et on observe des différences d’activation cérébrale selon la présence d’une douleur aiguë 

ou chronique ou encore selon l’induction d’un même stimulus chez des patients sains ou 

souffrant de douleur chronique (Baliki et al. 2011; Apkarian, Hashmi, and Baliki 2011; 

Tracey 2011; Schweinhardt et al. 2006). Il a été montré qu’une diminution régionale du 

volume de la matière grise pouvait survenir chez des patients atteints de douleur chronique 

neuropathique. Toutefois, ces modifications semblent variables selon le type de DN et 

représentent alors probablement le phénotype douloureux propre à chaque individu (Millan 

2002; Baliki et al. 2011; Tracey 2011). Les modifications supra-spinales pouvant survenir 

en cas de douleur chronique représentent un degré de complexité supplémentaire qui peut, 

en partie, expliquer les difficultés rencontrées par les cliniciens pour soulager leurs patients. 
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Modulation descendante 

Un des mécanismes régulateurs importants de contrôle de la douleur est l’inhibition 

descendante provenant des centres supérieurs. Des noyaux importants sont localisés au 

niveau du tronc cérébral, principalement dans la substance grise périaqueducale (SGPA ou 

PAG, pour periaqueductal gray) ainsi que dans la région bulbaire rostro-ventrale (RVM, 

pour rostroventral medulla) et contiennent des populations neuronales qui font synapse 

avec les terminaisons des nocicepteurs et les interneurones présents dans les laminae 

superficielles de la moelle épinière. Ces neurones relâchent localement des 

neurotransmetteurs, comme les opioïdes endogènes, qui activeront notamment les 

interneurones inhibiteurs, ce qui permetra une diminution de l’influx nociceptif vers les 

centres supérieurs (Bee and Dickenson 2008; Millan 2002; Vera-Portocarrero et al. 2006). 

Toutefois, en condition neuropathique, un changement s’opère dans ce système complexe 

de contrôle inhibiteur descendant et le résultat net est un signal sérotoninergique 

descendant qui induit une facilitation de la douleur, plutôt que l’inhibition initiale (Leong et 

al. 2011; Bee and Dickenson 2008; Vera-Portocarrero et al. 2006). De plus, il a été observé 

dans un modèle animal qu’une perte neuronale dans la région du tronc cérébral peut 

survenir après une lésion nerveuse périphérique, indiquant que cette lésion peut induire une 

apoptose à différents niveaux de l’axe neural (G. J. Bennett 1999; Leong et al. 2011; 

Campbell and Meyer 2006).  

 

Implications immunitaire et gliale en périphérie 

Bien que les DN ne soient pas, en général, d’origine inflammatoire, il est possible 

d’observer malgré tout une forte implication du système immunitaire dans les processus de 

développement et de maintien de la DN (G. J. Bennett 1999; Campbell and Meyer 2006). 

Suite à une lésion nerveuse, une importante infiltration de macrophages survient à l’endroit 

de la lésion, mais également dans les ganglions de la racine dorsale (DRG pour « Dorsal 

Root Ganglia ») où réside le soma des neurones afférents (figure 10). Cette infiltration 

fournit une source importante de médiateurs pro-inflammatoires qui pourront agir 

directement sur les neurones sensoriels. Les macrophages et les lymphocytes qui seront 

recrutés de façon subséquente communiquent entre eux, mais également avec les neurones, 

les cellules de Schwann et les cellules satellites des DRG via un langage constitué de 
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cytokines et de chimiokines (Calvo, Dawes, and Bennett 2012; Costigan, Scholz, and 

Woolf 2009; Hehn, Baron, and Woolf 2012). Cette communication stimulera l’expression 

des récepteurs aux cytokines (ex. : TNFR, récepteur du TNF-α) et aux chimiokines (ex. : 

CCR2, récepteur de la CCL2 (ou MCP-1)) par les DRG, ce qui, globalement, participera à 

la sensibilisation des fibres lésées, mais également des fibres saines adjacentes (F. A. 

White, Jung, and Miller 2007; Calvo, Dawes, and Bennett 2012). De cette façon, la MCP-1 

et son récepteur, le CCR2, sont surexprimés dans les DRG et dans la moelle épinière 

suivant une atteinte nerveuse. Par la suite, l’interaction entre CCR2 et certains membres des 

récepteurs TRP, notamment TRPA1 et TRPV1, permettra leur transactivation et 

contribuera alors à la sensibilisation des nocicepteurs, faisant du couple MCP-1/CCR2 un 

acteur important dans la genèse de la DN au niveau périphérique (Basbaum et al. 2009; F. 

A. White, Jung, and Miller 2007). Ces phénomènes sont à différenciés de l’inflammation 

neurogène, qui fait plutôt appel à des mécanismes intrinsèques aux neurones comme une 

relâche de substance P et de CGRP (Basbaum et al. 2009). 
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Figure 10. Effet d’une lésion nerveuse sur l’activation des cellules immunitaires le 
long de la voie sensitive périphérique. 
Des cellules immunitaires résidentes sont présentes au niveau de la peau (A), des nerfs (B) 
et des DRG (C), où elles scrutent les tissus afin de détecter rapidement la présence d’un 
dommage. Lorsqu’une atteinte nerveuse périphérique est décelée, ces cellules vont libérer 
de nombreux médiateurs inflammatoires afin d’activer et de recruter d’autres cellules 
immunitaires aux différents sites tissulaires (D-F). Ces multiples phénomènes entraîneront 
la sensibilisation des fibres lésées, en plus des fibres intactes à proximité, ce qui pourrait 
alors contribuer aux différentes manifestations sensitives anormales qui accompagnent les 
lésions nerveuses périphériques (activité ectopique, hyperesthésie, …). Tiré de (Beggs and 
Salter 2007; Calvo, Dawes, and Bennett 2012; Scholz et al. 2008). 
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Implications immunitaire et gliale au niveau central 

Un phénomène similaire à celui décrit précédemment se produit au niveau du SNC, 

mais avec des acteurs légèrement différents. Dans la moelle épinière, les cellules 

microgliales (les macrophages résidents du SNC) et les astrocytes seront rapidement activés 

à la suite d’une lésion périphérique, de façon préférentielle en périphérie des terminaisons 

centrales des afférences affectées (LeBlanc et al. 2011; Beggs and Salter 2007; Leong et al. 

2011; Scholz et al. 2008; Ren and Dubner 2008). Cette microgliose suite à une lésion 

périphérique peut même être observée jusqu’à des zones supra-spinales comme le thalamus, 

la PAG et la RVM (Saab, Waxman, and Hains 2008; LeBlanc et al. 2011; Suter et al. 2007; 

Leong et al. 2011; Ren and Dubner 2008). Dans tous les cas, les cellules microgliales 

relâcheront plusieurs modulateurs immunitaires, qui altèreront les fonctions neuronales et 

contribueront à induire, mais également à soutenir la DN (Milligan, Sloane, and Watkins 

2008; Saab, Waxman, and Hains 2008; Suter et al. 2007). Par exemple, la fractalkine 

(CXC3CL1) est exprimée par les neurones et les astrocytes, tandis que son récepteur, le 

CX3CR3 est quant à lui exprimé sur les microglies, suggérant une étroite communication 

chimiokinergique entre ces différents types cellulaires, surtout dans un contexte de 

surexpression du système (Orhan, Onal, and Ulker 2010; Milligan, Sloane, and Watkins 

2008; Scholz et al. 2008). Plusieurs autres couples agonistes/récepteurs participent à la 

régulation immunitaire de la DN, ce qui fait des cellules immunitaires périphériques et des 

cellules microgliales des cibles thérapeutiques intéressantes. En effet, différents traitements 

immunosuppresseurs ont montré une certaine efficacité dans des modèles animaux de DN, 

bien que ces traitements n’aient pas d’effet analgésique en soi (Calvo, Dawes, and Bennett 

2012; Orhan, Onal, and Ulker 2010; Scholz et al. 2008). Cependant, il demeure incertain 

que ce type de traitement soit facilement applicable à l’humain. Les thérapies précliniques 

ciblant ces mécanismes immunitaires et gliaux semblent mieux fonctionner lorsqu’ils sont 

appliqués rapidement après le dommage nerveux, suggérant un rôle plus important de ces 

mécanismes dans l’induction de la DN plutôt que dans le maintien. Cette fenêtre 

thérapeutique temporelle étant très courte, il est alors difficile de l’appliquer dans un 

contexte humain où la DN est souvent détectée bien après l’installation des modifications 

neurophysiologiques. 
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Figure 11. Effet d’une lésion nerveuse périphérique sur les cellules immunitaires de la 
moelle épinière. 
En cas de lésion périphérique, les projections axonales périphériques terminant dans les 
cornes dorsales de la moelle épinière relâcheront plusieurs facteurs, incluant des cytokines 
(ex. : CCL2, CCL21), des protéases (ex. : MMP-9, cathepsine-S), des facteurs de 
croissance (ex. : neuregulin-1) et des purines comme l’ATP. Ces signaux stimulent ensuite 
la prolifération et le chimiotactisme de la microglie et des astrocytes vers la région de la 
corne dorsale recevant les projections des afférences primaires lésées. Ces différents types 
cellulaires relâcheront d’autres cytokines et chimiokines conduisant à l’augmentation 
globale de la relâche de neurotransmetteurs menant à une amplification de l’activité des 
récepteurs excitateurs. Au final, l’ensemble de ces changements causera une excitation 
accrue et un état d’hypersensibilité. Tiré de (Boulanger 2008; Calvo, Dawes, and Bennett 
2012). 
 

Traitement actuel de la douleur neuropathique 

Traitements pharmacologiques 

 Un groupe québécois de spécialistes en douleur a élaboré en 2008 un algorithme de 

traitement de la DN (Boulanger 2008). Dans ce texte de recommandation, quatre lignes de 

traitement sont proposées en fonction de l’efficacité du traitement et de l’intensité de la 
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douleur ressentie par le patient. Ainsi, selon cet algorithme, il est recommandé de prescrire 

un médicament de première ligne de prime abord et d’ajouter ponctuellement un opioïde ou 

le tramadol à courte durée d’action pour les épisodes de douleur intense. Dans le cas d’une 

inefficacité de soulagement, il est alors préconisé d’ajouter ou de remplacer par un autre 

médicament jouant sur un autre paramètre de la douleur avant d’augmenter de façon trop 

importante la dose en monothérapie. En tout temps, il est important de suivre non 

seulement l’évolution de la douleur, mais surtout le développement d’effets secondaires. Si 

l’ajout d’un nouvel agent ne permet pas d’atteindre l’effet escompté, un sevrage doit être 

effectué avant de passer aux médicaments des lignes successives ou de substituer pour un 

autre médicament (Boulanger 2008). Cet algorithme de traitement n’a pas changé sepuis sa 

parution en 2008, mais une mise à jours sera réalisé prochainement, de même que 

l’algorithme canadien (communication personelle avec Dre Aline Boulanger). 

 

 
 

Figure 12. Algorithme québécois de traitement de la douleur neuropathique. 
Les traitements disponibles au Québec pour traiter la douleur neuropathique se répartissent 
en quatre lignes distinctes selon la puissance du composé et l’importance des effets 
secondaires potentiels. À tous moments, des opioïdes ou du tramadol peuvent être prescrits 
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afin de combattre les douleurs épisodiques. Tiré de (O'Connor and Dworkin 2009; 
Boulanger 2008). 
 

Il est intéressant de constater que les lignes de traitement peuvent être variable d’un 

pays à l’autre et même au sein du Canada par rapport au Québec. Une revue parue en 2009 

relate les principales différences entre les lignes de traitements présentes au Canada, aux 

Etats-Unis et en Europe (tableau 1). On constate par exemple que les ISRSN sont prescrits 

en 1ère ligne aux Etats-Unis, mais en 2e ligne au Canada (incluant le Québec) et en Europe. 

Des différences sont présentes entre le reste du Canada et le Québec pour la Lidocaïne 

topique (2e ligne au Canada et 1ère au Québec) et pour les opioïdes et le tramadol (3e ligne 

au Canada et au besoin à toutes les lignes au Québec). 

 

Tableau 1 : Comparaison des médicaments prescrit en 1ère et 2e ligne de traitement 
pour la douleur neuropathique.  
Tiré et traduit de (B. Xu et al. 2012; O'Connor and Dworkin 2009; Boulanger 2008; Attal 
2012) 

 

Classe de médicament 
Recommandation du 

NeuPSIG 
Recommandation de 

la CPS 
Recommandation de la 

EFNS 

Antidépresseur tricyclique 1ère ligne 1ère ligne 
1ère ligne pour PND, 

NPH, DC 

Ligand du canal Calcique α2-δ 
(Gabapentine et pregabaline) 1ère ligne 1ère ligne 

1ère ligne pour PND, 
NPH, DC 

ISRSN (uloxetine et 
venlafaxine) 1ère ligne 2e ligne 2e ligne 

Lidocaïne topique 
1ère ligne pour DN 

périphérique localisée 
2e ligne pour DN 

périphérique localisée 1ère ligne 

Opioïdes 
2e ligne, excepté dans des 
circonstances particulières 3e ligne 

2e ligne-3e ligne pour 
PND, NPH, DC 

Tramadol 
2e ligne, excepté dans des 
circonstances particulières 3e ligne 

2e ligne-3e ligne pour 
PND et NPH 

CPS = Canadian Pain Society; DC = Douleur centrale; DN = Douleur Neuropathique; EFNS = European 
Federation of Neurological Societies; ISRSN = Inhibiteur Sélectif de la Recapture de la Sérotonine et de la 
Norépinéphrine; NeuPSIG = Neuropathic Pain Special Interest Group; NPH = Neuropathie Post-Herpétique; 
PND = Polyneuropathie Douloureuse 

 

Dans tous les cas, les médicaments disponibles se répartissent en cinq grandes 

classes, où l’on retrouve les antidépresseurs, les anticonvulsivants, les agonistes 
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opioïdergiques, les agonistes cannabinoïdergiques et finalement les thérapies topiques. Le 

tableau suivant résume les principaux médicaments disponibles pour traiter la DN 

 

Tableau 2 : Principaux traitements pharmacologiques de la douleur neuropathique, 
leurs modes d’actions ainsi que leurs principaux effets secondaires. 
Adapté de (Kennedy 2007; B. Xu et al. 2012; Goss, Goins, and Glorioso 2007; Boulanger 
2008; Attal 2012) 

 
Classes de médicaments Mode d'action des molécules Effets secondaires principaux 

Antidépresseurs     
Amitriptyline 

Inhibiteur de la recapture de la 
sérotonine et/ou de la norépinéphrine 

Centraux: fatigue, sédation, baisse de la 
vigilance, confusion, anxiété.                             
Périphériques: vision trouble, 
constipation, nausées, dysurie, 
tremblements, gain pondéral, 

hypotension, dysfonctionnement sexuel 

Désipramine 
Nortriptyline 
Maprolitine 
Duloxetine 
Venlafaxine 

Anticonvulsivants     

Gabapentine Ligand de la sous-unité α2-δ des canaux 
sodiques voltage-dépendant, diminution 

de la relâche de glutamate, 
norépinéphrine et de substance P 

Étourdissement, somnolence, œdème 
périphérique, confusion, bouche sèche, 

vision trouble, ataxie, céphalée, nausées, 
gain pondéral, myoclonies, dystonie, 

astérixis Pregabaline 

Lacosamide 
Inhibition des canaux sodiques voltage-
dépendant, diminution de la relâche de 

neurotransmetteur présynaptique 

Somnolence, nausées, tremblement, 
maux de tête, fatigue 

Agonistes Opioïde     
Morphine 

Principalement des agonistes du 
récepteur aux opioïdes µ 

Nausées, vomissements, somnolence, 
étourdissement, constipation, 
diaphorèse, prurit, myoclonie, 

dépression respiratoire, hyperalgésie aux 
opioïdes, hypogonadisme 

Oxycodone 
Méthadone 

Fentanyl 
Codéine 

Agonistes Cannabinoïdes     
Dronabinol 

Agonistes des récepteurs aux 
cannabinoïdes CB1 et CB2 

Baisse de la concentration, hypotension, 
bouche sèche (irritation buccale), 

étourdissements 
Nabilone 

THC/CBD (voie buccale) 
Thérapie topique     

Timbre de Lidocaine (5%) Bloqueur des canaux sodiques Érythème local, démangeaisons, 
éruption cutanée 

Timbre de capsaïcine à 
forte concentration (8%) 

Agoniste sélectif du canal TRPV1, 
induisant un dommage local des 

nocicepteurs, bloquant la nociception 
Érythème local, douleur 
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Toxine botulique 
(injection sous-cutanée) 

Inhibition de l'exocytose de 
neurotransmetteur, principalement 
l'acétylcholine, mais également la 

substance P et le CGRP 

Douleur à l'injection, peu d'effet 
systémique ou topique rapporté 

 

Toutefois, malgré tous les traitements pharmacologiques disponibles pour les 

patients, moins de 50% d’entre eux réussissent à atteindre un seuil de soulagement adéquat 

(B. Xu et al. 2012; Kennedy 2007; Devulder, Richarz, and Nataraja 2005; Goss, Goins, and 

Glorioso 2007; Sullivan and Ballantyne 2012; de Leon-Casasola 2013). Leur inefficacité 

vient principalement du fait que certaines formes de DN ne répondent pas aux analgésiques 

classiques. De plus, dans de nombreux cas, les effets secondaires encourus (décrits dans le 

tableau 2) sont trop importants par rapport au soulagement produit par ces mêmes 

traitements. Cela entraîne alors un nombre considérable de patients à arrêter leur 

médication (B. Xu et al. 2012; Devulder, Richarz, and Nataraja 2005; Sullivan and 

Ballantyne 2012; de Leon-Casasola 2013). 

 

Traitements non pharmacologiques 

 Afin de pallier aux limites pharmacologiques, différentes méthodes non 

pharmacologiques sont également disponibles. Elles sont divisées le plus souvent en trois 

grandes classes : les thérapies psychologiques, les traitements de type physique et les 

approches neurochirurgicales. L’essentiel de ces techniques est résumé dans le tableau 

suivant.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
   33	
  

 

 

 

Tableau 3 : Principaux traitements non pharmacologiques de la douleur 
neuropathique. 
Tiré de (Nicholson and Verma 2004; B. Xu et al. 2012; Chapman, Tuckett, and Song 2008; 

Lumley et al. 2011). 

 

 
 

 La première classe correspond à des approches de type psychologique. Comme les 

douleurs chroniques sont souvent associées à des problèmes d’anxiété, de dépression et de 

trouble de qualité de vie générale, il est important d’améliorer la perception que peut avoir 

le patient de sa douleur et de lui donner des façons de changer son comportement face à 

elle. Comme il a été expliqué dans plus haut, de nombreuses régions corticales connues 

pour intégrer des informations émotives sont impliquées dans le décodage des douleurs 

chroniques. C’est ainsi que l’aspect biopsychosocial de la douleur, comme l’anxiété, le 

stress et la dépression entre en jeu et peut alors moduler à la hausse ou à la baisse la réelle 

perception de la douleur que peut avoir chaque individu (Nicholson and Verma 2004; 

Chapman, Tuckett, and Song 2008; Lumley et al. 2011). Les thérapies cognitives et 
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l’hypnose sont des méthodes ayant démontré une certaine efficacité (Sluka et al. 2013; 

Mobily, Herr, and Kelley 1993; Frischenschlager and Pucher 2002; Jensen et al. 2005; 

Jensen et al. 2008). En améliorant le profil psychologique d’un patient, une diminution 

concomitante de la douleur est souvent observée. La seconde classe contient principalement 

les méthodes faisant appel à la physiothérapie, allant de la massothérapie jusqu’à 

l’acuponcture, en passant par des méthodes de stimulation nerveuse électrique transcutanée. 

Bien que cette dernière méthode, communément appelée TENS (pour Transcutaneous 

Electrical Nerve Stimulation), a démontré des résultats contradictoires dans la littérature 

(Sluka and Walsh 2003; Sluka et al. 2013), elle représente une alternative intéressante qui 

repose sur des bases neurophysiologiques solides (Willer, Bouhassira, and Le Bars 1999; 

Sluka and Walsh 2003). En effet, le TENS peut s’effectuer de deux façons, faisant appel à 

différents mécanismes neuronaux. On retrouve le TENS de type acuponcture (faible 

fréquence, haute intensité), où des impulsions de fortes amplitudes sont données afin 

d’activer les voies d’inhibitions descendantes de la douleur (Melzack and Wall 1965; 

Willer, Bouhassira, and Le Bars 1999; Sluka and Walsh 2003), et le TENS classique (haute 

fréquence, faible intensité), où de faibles impulsions sont données afin d’activer les 

interneurones inhibiteurs de la moelle épinière, comme expliqué dans la théorie du portillon 

(B. Xu et al. 2012; Melzack and Wall 1965; Sluka and Walsh 2003). La troisième classe de 

traitement non pharmacologique est la plus invasive puisqu’elle fait intervenir des 

approches chirurgicales. L’ablation directe de certaines régions, ciblées comme 

problématiques, est utilisée en dernier recours chez des patients souffrant de douleur 

violente et chez qui les autres méthodes (tant pharmacologiques que non 

pharmacologiques) ont été essayées sans succès. Il existe une seconde approche 

chirurgicale qui est moins invasive. Dans ce cas-ci, le neurochirurgien procède à 

l’implantation d’une électrode de stimulation directement aux sites de modulation de la 

douleur, soit au niveau périphérique, ou encore au niveau de la moelle épinière ou du 

cerveau. De façon très simplifié, cette approche fait, entre autre, appel à des mécanismes 

similaires de contrôle de la douleur qu’il est possible d’activer avec le TENS, mais plus 

proche des fibres nerveuses impliquées (Jaggi, Jain, and Singh 2009; B. Xu et al. 2012). 
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Modèles animaux de douleurs neuropathiques 

Pour des raisons éthiques évidentes, la recherche sur la douleur doit souvent passer 

par une phase préclinique complète et rigoureuse. Depuis près de 40 ans, plusieurs modèles 

animaux ont vu le jour. Au début, ces modèles ont été utilisés pour évaluer les phénomènes 

de nociception aiguë. Par la suite, les chercheurs se sont rendus à l’évidence que la douleur 

aiguë, bien qu’importante pour le maintien de l’intégrité physique, n’est pas celle qui 

affecte le plus la qualité de vie des gens. La douleur vraiment invalidante et qui devient une 

pathologie en elle-même est la douleur chronique. En effet, c’est la douleur persistante, que 

ce soit la douleur chronique inflammatoire, neuropathique ou cancéreuse, qui affecte le plus 

les patients. À la lumière de ce constat, de nombreux modèles animaux de douleurs 

chroniques ont été développés. Le projet présenté ici s’intéresse particulièrement aux 

modèles murins, plus précisément chez le rat, de douleur chronique neuropathique. Le 

tableau suivant illustre de façon détaillée la plupart des modèles animaux de douleur 

neuropathique. Il est alors possible de classer ces différents modèles dans quatre grandes 

classes qui sont les douleurs neuropathiques périphériques (numéro : 1 à 13, 25 et 26), 

centrales (numéro : 14 à 17), induites par des maladies (numéro :19 à 22) et finalement 

induites par des médicaments ou autres composés (numéro : 18, 23, 24 et 27) (Jaggi, Jain, 

and Singh 2009).   
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Tableau 4. Répertoire de certains modèles de douleurs neuropathiques périphériques, 
centraux, induits par des médicaments et induits par des maladies, réalisés chez les 
animaux. 
Tiré de (Galluzzi 2007; Jaggi, Jain, and Singh 2009). 
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Modèles périphériques de douleur neuropathique 

La douleur neuropathique périphérique est l’une des classes de neuropathie les plus 

fréquentes dans la société (Huntoon and Burgher 2009; Galluzzi 2007). Cette forme de 

douleur neuropathique se présente sous différents types. Toutefois, à des fins de 

simplification et comme mes projets de doctorat ont porté principalement sur la douleur 

neuropathique périphérique de type traumatique, je m’attarderai à décrire plus en détails les 

modèles qui y sont liés. Ces douleurs surviennent principalement à la suite d’accidents ou 

d’interventions chirurgicales, causant une compression ou une lésion nerveuse. On les 

observe plus fréquemment au niveau des nerfs des membres inférieurs, bien que ce type de 

neuropathie puisse également atteindre les membres supérieurs et le visage (G. J. Bennett 

and Xie 1988; Huntoon and Burgher 2009; Seltzer, Dubner, and Shir 1990; Wall et al. 

1979). La plupart des modèles animaux de douleur neuropathique périphérique traumatique 

se concentrent au niveau du nerf sciatique (Klusakova and Dubovy 2009; G. J. Bennett and 

Xie 1988; Seltzer, Dubner, and Shir 1990; Wall et al. 1979) en raison de sa grande taille et 

sa facilité d’accès. Du à cette grande taille et à sa localisation, ce nerf est d’autant plus un 

site souvent atteint chez les patients, que ce soit suite à une lésion traumatique comme une 

fracture ou que ce nerf soit atteint par une neurotoxicité médicamenteuse, virale, etc. La 

figure ci-dessous illustre les principaux modèles de douleur neuropathique impliquant une 

lésion nerveuse de type physique.  
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Figure 13. Illustration schématique des modèles expérimentaux de douleur 
neuropathique touchant le nerf sciatique et les structures nerveuses périphériques 
associées. 
Tiré de (G. J. Bennett and Xie 1988; Klusakova and Dubovy 2009). 

 

Dans la plupart des cas, il s’agit de réaliser une ou plusieurs ligatures à l’aide d’un 

fil de suture sur les nerfs périphériques innervant les pattes arrières de l’animal. Un des 

modèles les plus utilisés est celui développé par le groupe de Bennett en 1988. Il consiste 

en une constriction chronique du nerf sciatique (CCI pour Chronic Constriction Injury, 

numéro 2 sur le schéma) où quatre ligatures lâches sont réalisées, en amont de la 

trifurcation menant aux nerfs sural, fibulaire et tibial. Cette chirurgie induit par la suite de 

l’hyperalgésie, de l’allodynie et de la dysesthésie (Mosconi and Kruger 1996; G. J. Bennett 
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and Xie 1988). Ce modèle était intéressant puisqu’il est moins invasif que le précédent 

modèle de transsection complète du nerf sciatique, développé par Wall en 1974 (numéro 1 

sur le schéma), tout en donnant des résultats aussi pertinents et surtout plus proche de la 

réalité clinique. C’est ce modèle qui a été privilégié dans le cadre de mon doctorat puisque 

c’est l’un des plus étudiés et des mieux caractérisés d’un point de vue comportemental et 

pharmacologique. Toutefois, le modèle a subi une légère modification pour mes 

expériences en ce qui a trait au type de fil de suture. En effet, le fil utilisé dans le modèle 

initial (du « chromic gut ») est reconnu pour induire une légère inflammation. Afin de 

minimiser cette composante inflammatoire dans mes expériences, un fil de suture 

biologiquement neutre (du prolène) a été utilisé en remplacement.  

 

Bien que le modèle de Bennett soit encore largement utilisé, il est fréquent 

d’observer une variabilité d’une chirurgie à l’autre et encore plus d’un expérimentateur à un 

autre. Afin de pallier à ce problème, le groupe de Kruger, à Los Angeles, a développé une 

méthode de constriction plus facilement reproductible (Seltzer, Dubner, and Shir 1990; 

Mosconi and Kruger 1996). En effet, l’implantation d’un manchon (« cuff » en anglais) de 

diamètre contrôlé sur le nerf sciatique induit des phénomènes douloureux similaires au 

modèle de Bennett, mais en diminuant la possibilité de variabilité induite par le 

manipulateur. Entre temps, de nombreux autres modèles ont été développés, toujours dans 

la région du nerf sciatique. Sans les nommer tous, on retrouve une ligature partielle du nerf 

sciatique (S. H. Kim and Chung 1992; Seltzer, Dubner, and Shir 1990) (numéro 3 sur le 

schéma), une ligature des nerfs spinaux L5, L6 (Carlton et al. 1994; S. H. Kim and Chung 

1992) (numéro 5 sur le schéma) ou L7 (Decosterd and Woolf 2000; Carlton et al. 1994) 

(chez le primate), une axotomie des différentes subdivisions du nerf sciatique, soit tibial et 

fibulaire commun (B. H. Lee et al. 2000; Decosterd and Woolf 2000) (numéro 4 sur le 

schéma) ou tibial et sural (DeLeo et al. 1994; B. H. Lee et al. 2000) ou encore des modèles 

particuliers comme une cryoneurolyse, qui consiste à geler une partie du nerf sciatique 

(Tabo et al. 1999; DeLeo et al. 1994). D’autres groupes se sont également intéressés à 

réaliser des modèles avec une ou deux ligatures en aval du DRG L5 (Lombard et al. 1979; 

Tabo et al. 1999) (numéro 6 sur le schéma), ou encore une radicotomie dorsale au niveau de 

L4 (L. Li et al. 2002; Lombard et al. 1979) (numéro 7 sur le schéma), ou ventrale au niveau 
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de L5 (Walczak et al. 2005; L. Li et al. 2002) (numéro 8 sur le schéma). Ces modèles 

nécessitent toutefois une procédure chirurgicale légèrement plus complexe que les modèles 

s’intéressant au nerf sciatique. 

 

Il est également important de mentionner que la plupart des modèles touchant le 

nerf sciatique entraînent des troubles moteurs. En effet, le nerf sciatique transmettant des 

informations tant sensorielles que motrices, une lésion de ce nerf induit une rétroflexion et 

une légère perte de tonus de la patte atteinte. Pour pallier à cet inconvénient, des modèles 

strictement sensitifs ont été développés, comme celui du groupe de Pierre Beaulieu de 

l’Université de Montréal (Kissin 2010; Walczak et al. 2005) où de 30 à 50 % du nerf 

saphène, véhiculant uniquement de l’information sensorielle, est ligaturé. Le but ici n’est 

pas de faire une énumération exhaustive de tous les modèles existants, mais plutôt de 

comprendre la pertinence de ces différents modèles. Le but ultime des modèles animaux est 

évidemment de mimer une DN humaine. Comme mentionné plus haut, il existe de 

nombreuses étiologies et un seul modèle animal ne peut prétendre représenter tous les types 

de DN humaine. Dans une optique idéale de médecine personnalisée, chaque DN humaine 

aurait son propre modèle animal pour valider l’efficacité des meilleurs analgésiques 

préalablement à sa prescription chez l’humain. Cet idéal est évidemment impossible, mais 

les nombreux modèles animaux disponibles tentent malgré tout de répondre aux différentes 

variations observées chez l’humain. Les modèles animaux ont ainsi leurs limites et la 

validation finale d’une cible thérapeutique doit inévitablement passer par des études 

cliniques rigoureuses. 

 

Problématique de recherche 

Maintenant que la douleur neuropathique a été détaillée de façon relativement 

complète, il est temps de parler de la problématique générale derrière ma thèse de doctorat. 

Depuis quelques années, le monde de la douleur se questionne quant à son incapacité de 

mettre sur le marché de nouvelles molécules analgésiques efficaces et ayant moins d’effets 

secondaires que les traitements actuels. Devant ce triste constat, la question évidente à se 

poser est toute simple : pourquoi? Pourquoi tant d’argent et de temps investis dans la 

recherche en neuropharmacologie de la douleur pour si peu de résultat tangible? Il faut tout 
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de même admettre que les nombreuses recherches des dernières années ont permis de 

raffiner notre connaissance de la douleur et de son fonctionnement. En effet, tous les 

mécanismes et phénomènes décrits plus haut sont issus de recherches qui ont favorisé un 

essor considérable dans la compréhension de la physiopathologie de la douleur chronique. 

Malgré tout, peu de traitements sont aujourd’hui disponibles et surtout aucun n’est 

véritablement basé sur les cibles thérapeutiques potentielles identifiées dans la littérature. 

Dans une revue récente, le Dr Igor Kissin de l’Université Harvard fait mention de ce 

problème (Kissin 2010). Ainsi, depuis les 50 dernières années, 59 médicaments ont été 

introduits sur le marché comme étant des molécules analgésiques. De celles-ci, moins de 

12% portaient sur des cibles considérées comme nouvelles et seulement une sur les 59, le 

sumatriptan, utilisé pour diminuer les migraines, s’est avérée suffisamment efficace pour 

motiver la recherche d’autres médicaments sur cette cible (Campbell et al. 2006; Kissin 

2010). Bien que le nombre de publications en douleur a connu un essor exponentiel depuis 

les dernières années (figure 14), la grande partie de la littérature en douleur s’intéresse 

toujours aux opioïdes et aux AINS (anti-inflammatoire non stéroïdien) (figure 15). Le 

manque de nouveauté peut être en partie attribué à la faible valeur prédictive des modèles 

animaux pour évaluer de nouveaux composés analgésiques ainsi que le nombre limité, de 

même que la qualité des instruments d’évaluation de la douleur préclinique (Kissin 2010; 

Campbell et al. 2006). Je considère ainsi que je suis arrivé dans le monde de la douleur à un 

moment charnière où de nouvelles avenues doivent impérativement être ouvertes pour 

répondre à la multitude de questions qui surgissent.  
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Figure 14. Croissance du nombre de publications relié à la douleur de 1960 à 2009. 
Toutes les publication ou certains types spécifiques (graphique inséré) sont présenté par 
tranche de cinq ans de 1960 à 2009 (seulement 4,5 ans pour la dernière tranche). Les études 
cliniques (CT pour clinical trials) inclues toutes les phases possible de ce type d’études. 
Tiré de (Kissin 2010). 
 

 

Figure 15 : Proportion du nombre de publication reliée à la douleur portant sur les 
opioïdes et les AINS de 1960 à 2009. 
Tiré de (Doré-Savard et al. 2012; Kissin 2010; Doré-Savard et al. 2010; Doré-Savard et al. 
2013). 
 

Il y a différentes façons d’aborder la problématique du manque de nouveaux 

composés analgésiques. Tout d’abord, il possible de penser que la douleur chronique est 
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simplement une pathologie très complexe et qu’il est normal de piétiner autant pour trouver 

de nouvelles molécules actives pour traiter ces douleurs rebelles. Il est également possible 

de se questionner sur la fiabilité clinique des modèles animaux, à savoir, est-ce que les 

modèles utilisés actuellement reflètent adéquatement la réalité clinique. Un pan de la 

recherche du laboratoire du Pr Philippe Sarret s’intéresse à cette question en développant et 

validant un nouveau modèle de douleur cancéreuse (Vierck, Hansson, and Yezierski 2008; 

Doré-Savard et al. 2012; Lascelles and Flecknell 2010; Doré-Savard et al. 2010; Doré-

Savard et al. 2013), mais cette problématique de validité par rapport aux douleurs humaines 

est également vrai pour tous les modèles animaux de douleur chronique. Une autre question 

faisant l’objet de nombreux articles sur la douleur est de savoir si les méthodes précliniques 

d’évaluation de la douleur, sur lesquelles est basée la démonstration de l’efficacité 

analgésique, sont adéquates et permettent d’évaluer les vraies douleurs rencontrées par les 

patients dans leurs activités quotidiennes (Berrocoso et al. 2011; Vierck, Hansson, and 

Yezierski 2008; N. Kumar et al. 2010; Lascelles and Flecknell 2010; LaBuda and Little 

2005). La réponse à cette grande problématique n’est pas unique et réside sûrement dans 

toutes les pistes de réponses proposées précédemment. La douleur est un phénomène d’une 

grande complexité, c’est pourquoi il est essentiel d’avoir des modèles animaux de qualité 

en plus d’un appareillage permettant l’évaluation de douleur de type clinique le plus proche 

de la réalité. 

 

Nous avons ainsi voulu répondre à une autre facette de cette problématique, à savoir 

si les méthodes d’évaluation préclinique de la douleur étaient adéquates. La plupart des 

tests actuels sont basés sur un stimulus induit et de ce fait ne permettent pas d’évaluer les 

douleurs continues, spontanées, induites par le mouvement volontaire ou encore d’autres 

paramètres de qualité de vie connexes. Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 

la qualité de vie se définit comme suit : « C’est la perception qu’a un individu de sa place 

dans l’existence, dans le contexte de la culture et du système de valeurs dans lequels il vit, 

en relation avec ses objectifs, ses attentes, ses normes et ses inquiétudes. La qualité de vie 

est donc multidimensionelle puisqu’elle dépend de l’état physique, des sensations 

somatiques, de l’état psychologique et du statut social. Dans le domaine de la santé, la 

qualité de vie est une mesure subjective du point de vue des intéressés ». La condition 
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physique et les douleurs font ainsi partie intégrante de la qualité de vie. C’est ainsi que dans 

le questionnaire de qualité de vie de l’OMS, au moins deux questions se rapportent 

directement à l’impact de la douleur sur la capacité de se déplacer et l’accomplissement des 

activités quotidiennes. L’amélioration de ce type de paramètre est alors lié à une 

amélioration d’une partie de ce qui est défini comme la qualité de vie. De plus, il est 

important de mentionner que la plupart des analgésiques classiques qui sont souvent 

rapportés comme étant inefficaces par les patients sont fonctionnels dans les tests 

comportementaux de type réflexif (Olesen et al. 2012; Berrocoso et al. 2011; N. Kumar et 

al. 2010; LaBuda and Little 2005). Nous avons donc voulu utiliser un appareil de type non 

réflexif, qui semble plus en accord avec ce qui peut être vécu par les patients dans leurs 

activités quotidiennes (Olesen et al. 2012). L’aspect biopsychosocial tel que la présence de 

stress, d’anxiété, de dépression, de mauvaise estime de soi, etc. sont évidemment des 

paramètres majeurs de l’évaluation de la qualité de vie, mais nécessitent d’autre paradigmes 

expérimentaux, dont certains seront discuté dans cette thèse, afin d’être évalué de façon 

adéquate au niveau préclinique.  

Le professeur Sarret a instauré, dès le début de mon doctorat, une collaboration avec 

une compagnie française (BIOSEB) qui venait de développer un nouvel appareillage très 

prometteur. Cet appareil fait intervenir près de 2000 capteurs de pression disposés de façon 

à recouvrir une surface de 22 cm x 22 cm. Dans cet environnement, l’animal peut se 

déplacer librement et différents paramètres peuvent ainsi être enregistrés pendant la période 

de temps voulu. Tous les détails de cette technique sont expliqués dans le premier article 

inclus dans ma thèse. Cet article s’inscrit dans un courant important de changement de 

paradigme expérimental. En effet, de plus en plus de groupes de recherche utilisent des 

appareillages ou des méthodes permettant d’évaluer la douleur spontanée, c’est-à-dire des 

comportements douloureux non induits par un stimulus externe (Vrinten and Hamers 2003; 

K.-S. Lee, Huang, and Yen 2012; Bozkurt et al. 2008; Cobos et al. 2012; Angeby-Möller et 

al. 2012; King et al. 2009; Gabriel et al. 2009; Koplovitch, Minert, and Devor 2012; 

Tétreault et al. 2011; He et al. 2012; Tétreault et al. 2013; Doré-Savard et al. 2012; Boyd et 

al. 2007; Rashid et al. 2012; Navratilova et al. 2013; Sufka 1994; Kawasaki-Yatsugi et al. 

2012; Nagakura et al. 2012; Andrews et al. 2011; Andrews et al. 2012; Jirkof et al. 2010; 

Matsumiya et al. 2012; Sotocinal et al. 2011; Langford et al. 2010; Jourdan, Ardid, and 



	
   45	
  

Eschalier 2002; Wallace, Norbury, and Rice 2012; Wendy O Williams 2008; Wall et al. 

1979; G. J. Bennett and Xie 1988; Devor 1991; Blumenkopf and Lipman 1991). Ces 

nouvelles méthodes permettent ainsi d’évaluer des composantes non sensorielles de la 

douleur, d’ordre affectives et émotionnelles, plus proches de l’état des patients atteints de 

douleur chronique. Le tableau suivant résume les différents tests comportementaux de type 

non réflexif existant actuellement dans la littérature. 

 

Tableau 5 : Description des différents tests comportementaux non-réflexifs  
Information tiré de (G. J. Bennett 2012; Vrinten and Hamers 2003; Bozkurt et al. 2008; Angeby-
Möller et al. 2012; Gabriel et al. 2009; Tétreault et al. 2011; Tétreault et al. 2013; Cobos et al. 2012; 
Doré-Savard et al. 2012; Boyd et al. 2007; Rashid et al. 2012; Navratilova et al. 2013; Koplovitch, 
Minert, and Devor 2012; Sufka 1994; King et al. 2009; Kawasaki-Yatsugi et al. 2012; Nagakura et 
al. 2012; Andrews et al. 2011; Andrews et al. 2012; Jirkof et al. 2010; Matsumiya et al. 2012; 
Sotocinal et al. 2011; Langford et al. 2010; Jourdan, Ardid, and Eschalier 2002; Wallace, Norbury, 
and Rice 2012; Wendy O Williams 2008; Wall et al. 1979; G. J. Bennett and Xie 1988; Devor 
1991; Blumenkopf and Lipman 1991) 
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Ces questions m’amènent vers un sujet des plus actuels dans la compréhension des 

phénomènes sensitifs observés dans les douleurs chroniques, à savoir ce qu’est la douleur 

spontanée et dans quel contexte elle apparaît. Dans un article récent, le chercheur Gary J. 

Bennett, de l’université McGill à Montréal, discute du sujet en profondeur (G. J. Bennett 

2012). Il part de la prémisse que nous avons une idée fausse de ce qu’est la douleur 

spontanée et énumère les trois principales raisons de cette erreur. 1) Nous utilisons souvent 

le terme douleur spontanée pour référer à la fluctuation quotidienne de douleur présente 

dans les douleurs inflammatoires et neuropathiques, mais ce terme ne peut pas s’appliquer 

au processus inflammatoire continue, il peut seulement s’appliquer dans un contexte 

neuropathique. 2) La douleur spontanée peut être évoquée par un stimulus (externe ou 

interne), qui peut passer inaperçu parce qu’il fait partie des activités quotidiennes normales. 

3) En condition inflammatoire ou neuropathique, l’allodynie et l’hyperalgésie présente 

peuvent causer de nombreux épisodes quotidiens de douleur induite par un stimulus. Il se 

pourrait alors que ces épisodes douloureux s’additionnent au fil du jour pour produire le 

niveau changeant de douleur persistante qui est alors confondue avec la douleur spontanée 

(Carraway and Leeman 1973; G. J. Bennett 2012). Cet article soulève également le 

problème de la terminologie. En effet, de nombreux articles utilisent des termes pour 

décrire les paramètres évalués, que ce soit chez l’animal ou l’humain, sans vraiment les 

définir. Comme le groupe de travail sur la taxonomie de l’IASP ne propose pas de 

définition de la douleur spontanée, Bennett présente alors les définitions suivantes pour 

clarifier ces différents termes. Douleur continue : douleur due à une décharge 

inflammatoire continue causée par la présence permanente des produits de la réaction 

inflammatoire initiale. Douleur spontanée : douleur due à une décharge spontanée dans les 

neurones somatosensoriels qui est causée par des changements qui sont intrinsèques au 

neurone. Douleur cumulée : douleur due à une sommation temporelle d’épisodes de 

douleurs allodyniques et hyperalgésiques qui sont évoqués par les stimuli de la vie 

quotidienne (que ce soit en condition inflammatoire ou neuropathique). 

 

Le système neurotensinergique 

 En plus de trouver de nouvelles méthodes d’évaluation de la douleur, nous avons 

toujours espoir de trouver une façon de mieux traiter les douleurs chroniques avec, dans 
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certains cas, de nouvelles approches pharmacologiques. La problématique générale de mon 

projet de doctorat étant définie, j’aborderai maintenant la question des cibles thérapeutiques 

de notre groupe de recherche. Le laboratoire du Pr Philippe Sarret a été fondé en 2005 avec 

comme thématique principale l’implication du système neurotensinergique dans la 

modulation de la douleur. Huit ans plus tard et après environ 40 publications directement 

issues du laboratoire, plusieurs autres thématiques se sont greffées à l’objet initial. Il n’en 

demeure pas moins que ce système, à l’origine des recherches du professeur Sarret au 

milieu des années 90, reste toutefois au centre de ses recherches. C’est en 2008 que j’ai eu 

le plaisir de me joindre à l’équipe de son laboratoire et de commencer mes recherches sur la 

neurotensine et ses récepteurs. Je me suis rapidement intéressé à la problématique de la 

douleur neuropathique, devenue par la suite l’aspect central de mon doctorat. Je détaillerai 

dans les paragraphes suivants le système neurotensinergique et ses principaux constituants, 

soit la neurotensine et ses récepteurs. 

 

La neurotensine 

  La neurotensine est évidemment la molécule pivot de ce système. Ce peptide de 13 

acides aminés a été découvert en 1973 à l’Université Harvard par Robert Carraway et Susan 

E. Leeman (Kitabgi et al. 1992; Carraway and Leeman 1973). Le gène de la neurotensine, 

NTS, code pour deux peptides, soit la neuromedine N (NN) et la neurotensine (NT) (voir 

figure 16) (Kitabgi et al. 1992). Toutefois, la recherche sur la NN est peu abondante et ce 

peptide ne semble pas jouer de rôle aussi important que ce qu’il est possible d’observer 

avec la NT. 

 

 
 

Figure 16. Représentation graphique du prépropeptide contenant la neurotensine 
(NT) et la neuromédine N (NN). 
Tiré de (Bissette et al. 1976; Kitabgi et al. 1992). 
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Initialement isolée d’extrait d’hypothalamus bovin, la NT a été identifiée de prime 

abord comme un peptide modulateur de tension en raison de son effet hypotenseur chez le 

rat, induisant une vasodilatation importante. Depuis cette publication étalon, près de 5100 

articles ont été publiés sur la neurotensine et son implication a été montrée dans un grand 

nombre de processus physiologiques, allant de l’hypothermie (Brown and Vale 1976; 

Bissette et al. 1976), au métabolisme de l’insuline (Frey, Lis, and Coward 1988; Brown and 

Vale 1976), à des effets modulateurs des systèmes dopaminergique et cholinergique 

(Clineschmidt and McGuffin 1977; Frey, Lis, and Coward 1988; Dobner 2006), à la 

modulation de la douleur (Mustain, Rychahou, and Evers 2011; Clineschmidt and 

McGuffin 1977; Dobner 2006), et d’autres encore. Lire (Boules et al. 2013; Mustain, 

Rychahou, and Evers 2011) pour une revue détaillée. En résumé, la NT joue un rôle de 

neurotransmetteur au niveau du système nerveux et un rôle d’hormone au niveau 

périphérique (principalement gastro-intestinal). Je m’attarderai ici aux fonctions de la NT 

principalement sur le système nerveux. La NT peut agir en tant que neuromodulateur sur un 

grand nombre de neurotransmetteurs, incluant les systèmes dopaminergique, 

sérotoninergique, GABAergique, glutamatergique et cholinergique (Mustain, Rychahou, 

and Evers 2011; Boules et al. 2013). À cause de ces nombreuses interactions, la NT a été 

impliquée dans plusieurs pathologies du SNC comme la schizophrénie, l’abus de drogues, 

la maladie de Parkinson, les troubles alimentaires, certains cancers, la douleur, etc. (Cooper 

et al. 1981; Mustain, Rychahou, and Evers 2011; Emson et al. 1985; Sarret and Beaudet 

2003).  

 

La NT est largement distribuée au niveau cérébral et est directement produite et 

sécrétée par les neurones. Chez les mammifères comme le singe, le rat, mais aussi chez 

l’humain, on retrouve les plus fortes concentrations dans l’hypothalamus, la substance 

noire, la substance grise périaqueducale, le tectum mésencéphalique, le locus coeruleus, 

l’amygdale, l’hippocampe et le thalamus, pour ne nommer que ces régions (Cooper et al. 

1981; Emson et al. 1985; Sarret and Beaudet 2003) (figure 17). Il est important de 

remarquer que certaines de ces régions font partie soit de la matrice élargie de la douleur 

(amygdale, locus coeruleus) soit elles sont des zones importantes de contrôle de 

l’information nociceptive ascendante (thalamus) et descendante (substance grise 
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périaqueducale). Le rehaussement de concentration de NT dans ces régions spécifiques est 

en accord avec son rôle important dans la modulation de l’information nociceptive. 

 

 
 

Figure 17. Représentation schématique des aires du cerveau humain adulte riches en 
neurotensine. 
Les chiffres entre parenthèses représentent la concentration en NT (pmol/mg de tissus 
humide). D’après les résultats de (Blumberg, Dayton, and Wolf 1966; Cooper et al. 1981; 
MARTIN 1967). 
 

Peu de temps après que l’étude initiale ait montré l’effet analgésique de la NT, le 

même groupe a obtenu un des résultats les plus intéressants de ce système, c’est-à-dire que 

l’effet analgésique n’est pas renversé par le naloxone ou le naltrexone (qui sont des 

antagonistes des voies opioidergiques (Clineschmidt, McGuffin, and Bunting 1979; 

Blumberg, Dayton, and Wolf 1966; Behbehani and Pert 1984; MARTIN 1967; Osbahr et 

al. 1981; Coquerel et al. 1986; al-Rodhan et al. 1991)) (Basbaum and Fields 1984; 

Clineschmidt, McGuffin, and Bunting 1979; Sarret and Beaudet 2003; Behbehani and Pert 

1984; Osbahr et al. 1981; Coquerel et al. 1986; al-Rodhan et al. 1991). Ce simple résultat 

est alors devenu la pierre angulaire de l’action analgésique de la neurotensine. Comme 
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mentionné plus haut dans ma problématique de recherche, la morphine et ses dérivés sont 

encore aujourd’hui les molécules de référence dans le contrôle de la douleur, et ce malgré 

leurs effets secondaires importants. La découverte d’une molécule qui n’emprunte pas les 

mêmes voies pour induire un effet analgésique est ainsi d’un intérêt pharmacologique 

primordial. Malgré tout, ces deux systèmes importants dans le contrôle ascendant et 

descendant de la douleur sont connus pour interagir ensemble. En effet, non seulement il a 

été montré que les terminaisons nerveuses et les fibres antinociceptives descendantes co-

expriment les peptides et les récepteurs de ces deux systèmes (Stiller et al. 1997; Basbaum 

and Fields 1984; Sarret and Beaudet 2003), mais l’injection intra-PAG d’agonistes 

opioïdergiques induit une relâche de NT (Roussy et al. 2010; Stiller et al. 1997), signifiant 

une interaction fonctionnelle entre ces systèmes. De plus, l’efficacité analgésique de la 

morphine est considérablement diminuée chez des souris ayant été invalidées pour le 

récepteur NTS1 (Nemeroff et al. 1977; Roussy et al. 2010). La possibilité d’utiliser cette 

interaction fonctionnelle pour obtenir un effet analgésique bonifié sera discutée dans la 

section discussion de ma thèse. 

 

Toutefois, le problème majeur de la NT, déjà identifiée avant l’étude de 

Clineschmidt en 1979 (Granier et al. 1982; Nemeroff et al. 1977; Uhl, Bennett, and Snyder 

1977), est que les effets analgésiques sont obtenus seulement après une injection au niveau 

du SNC, signifiant que la NT ne passe pas la barrière hématoencéphalique (BHE). Les 

études avec la neurotensine et ses dérivés, portant sur le SNC, doivent donc être réalisées à 

l’aide d’injections intrathécales (i.t.) ou intra-cérébro-ventriculaires (i.c.v.) afin d’obtenir 

les effets analgésiques escomptés. Différentes approches pour contourner ce problème 

existent ou sont en cours d’évaluation et seront discutées ultérieurement. Bien que la NT 

soit un peptide de 13 acides aminés, il est important de mentionner que son activité ne 

réside que dans un fragment de six acides aminés, en position C-terminale, soit les acides 

aminés 8 à 13 ayant la séquence suivante : Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu (Vincent, Mazella, and 

Kitabgi 1999; Granier et al. 1982; Uhl, Bennett, and Snyder 1977). Les différents analogues 

de la NT ont ainsi été développés au fil des années à partir de ce fragment 8-13 afin, entre 

autres, d’améliorer leur liaison et leur sélectivité vis-à-vis des sous-types de récepteurs à la 

NT, leur résistance aux peptidases, et enfin leur capacité à franchir la BHE. 
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Les récepteurs à la neurotensine 

 Pour induire les effets dont il a été question dans la section précédente, la NT doit 

agir à travers différents récepteurs. Trois principaux récepteurs de la neurotensine sont 

connus à ce jour. Les deux premiers (NTS1 et NTS2, figure 18) font partie de la famille des 

récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), sous-famille Rhodopsine-like, de type 

peptidique, tandis que le 3e (NTS3, figure 19), qui a été identifié initialement comme la 

protéine intracellulaire de triage sortiline/gp95, est un récepteur à un seul domaine 

transmembranaire (Tanaka, Masu, and Nakanishi 1990; Vincent, Mazella, and Kitabgi 

1999). Le premier récepteur à la neurotensine a été cloné en 1990 par un groupe de 

Japonais de l’Université de Kyoto (Chalon et al. 1996; Tanaka, Masu, and Nakanishi 1990). 

Dans cet article, ils ont décrit la procédure d’isolation et ont déterminé la séquence 

complète d’un clone fonctionnel d’ADNc du récepteur NTS1 de rat, en plus de caractériser 

les propriétés de ce récepteur et sa distribution tissulaire. Depuis le début des études sur la 

neurotensine, les résultats suggéraient la présence de plus d’un récepteur ; le deuxième a été 

cloné en 1996 par le groupe de Daniel Caput en France (Chalon et al. 1996). Dans leur 

article, ils ont montré que ce deuxième récepteur, chez le rat, partageait 64% d’homologie 

de séquence avec NTS1 et était capable de lier la NT de façon moindre, mais toutefois 

comparable, au premier récepteur. Une différence importante était que le nouveau récepteur 

NTS2 avait la capacité de lier, avec une forte affinité, la lévocabastine, qui est également un 

antagoniste du récepteur à l’histamine H1 (Vincent, Mazella, and Kitabgi 1999; Chalon et 

al. 1996).  
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Figure 18. Les récepteurs à la neurotensine NTS1 et NTS2 de rat. 
NTS1 est montré en bleu et les régions les plus différentes avec NTS2 sont indiquées en 
jaune. Les résidus impliqués dans la liaison avec la NT sont en rose, ceux liant 
l’antagoniste sont en orange et ceux liant les deux sont en rouge. Tiré de (Mazella et al. 
1998; Vincent, Mazella, and Kitabgi 1999). 
 

Le 3e récepteur a été cloné peu de temps après, en 1998, par une équipe française 

également, dont faisait partie certains membres de l’équipe ayant mis à jour le récepteur 

NTS2 ainsi que le directeur de thèse du Pr Sarret. Ce récepteur, NTS3, possédait une 

homologie parfaite avec la protéine gp95/sortiline et en faisait le premier récepteur de 

neuropeptide transmembranaire n’appartenant pas à la superfamille des récepteurs couplés 

aux protéines G (Jacobsen et al. 2001; Mazella et al. 1998). L’existence d’un 4e récepteur à 

la neurotensine a été confirmée il y a environ 12 ans et semble similaire dans sa forme, et 

potentiellement sa fonction, au récepteur NTS3 (Nielsen et al. 1999; Jacobsen et al. 2001; 

Navarro et al. 2001; Dobner 2005; Morinville et al. 2004; Mustain, Rychahou, and Evers 

2011; Boules et al. 2013; S. Martin et al. 2002). Le rôle précis de ces deux derniers 

récepteurs n’est pas encore bien déterminé, mais il est suggéré qu’ils pourraient participer 

au métabolisme de la NT en interagissant avec les deux récepteurs de type RCPG et en 

jouant un rôle de récepteur charognard afin de dégrader la NT (Richner et al. 2013; Nielsen 
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et al. 1999; Navarro et al. 2001; Dobner 2005; Morinville et al. 2004; Mustain, Rychahou, 

and Evers 2011; Boules et al. 2013; S. Martin et al. 2002). Un groupe de recherche du 

Danemark, collaborant avec le Pr Yves De Koninck de l’Université Laval, a toutefois 

présenté au dernier congrès du groupe d’intérêt sur la douleur neuropathique, en mai 2013 à 

Toronto, que la sortiline (NTS3) pouvait jouer un rôle important dans cette pathologie en 

diminuant de façon indirecte l’expression du co-transporteur de chlore KCC2. Ces résultats 

intéressants ne sont toutefois pas encore publiés (Sarret, Krzywkowski, et al. 2003; Richner 

et al. 2013; Motoi et al. 1999). La localisation cérébrale des récepteurs NTS3 et NTS4 

suggère également qu’ils peuvent jouer un rôle dans d’autres fonctions de la NT qui ne sont 

pas liées à son effet analgésique. De plus, leur localisation dans des zones n’exprimant pas 

de NT, laisse supposer que ces récepteurs pourraient avoir des fonctions non liées au 

système neurotensinergique (Dobner 2006; Sarret, Krzywkowski, et al. 2003; Mustain, 

Rychahou, and Evers 2011; Motoi et al. 1999; Boules et al. 2013; Patrycja and Lipkowski 

2013). 

 

 

Figure 19. Récepteur à la neurotensine NTS3 humain. 
Possédant une homologie complète avec la protéine sortiline, ce récepteur possède un seul 
domaine transmembranaire (en noir), mais différents motifs d’internalisation et de tri (côté 
C-terminal, souligné par des flèches). Tiré de Vincent, 1999 

 

Les récepteurs NTS1 et NTS2 sont toutefois reconnus comme étant les principaux 

responsables des effets de modulation de la douleur par la NT (D. J. Smith et al. 1997; 

Dobner 2006; Mustain, Rychahou, and Evers 2011; Boules et al. 2013; Patrycja and 

Lipkowski 2013). La recherche portant sur le potentiel analgésique de la neurotensine et ses 

dérivés a connu un essor considérable depuis les 15-20 dernières années. Différentes 

publications clés ont montré son rôle dans la modulation des douleurs aiguës et toniques. 
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L’effet dose-dépendant de la NT au test de retrait de la queue a été montré après injection 

dans la RVM et la PAG, sans toutefois faire la distinction entre les récepteurs impliqués 

(Dubuc et al. 1999; D. J. Smith et al. 1997). Le récepteur NTS2 a été initialement identifié 

comme étant celui responsable de l’effet analgésique de la NT (Pettibone et al. 2002; 

Dubuc et al. 1999), mais des expériences avec des souris KO a montré que le récepteur 

NTS1 était également important pour induire cet effet (Sarrieau et al. 1985; Pettibone et al. 

2002). Ainsi ce sont principalement ces deux récepteurs qui ont fait l’objet de mes 

recherches 

 

Tout comme pour le peptide, la localisation des récepteurs à la NT au niveau du 

système nerveux donne des informations cruciales sur la fonction de ce système. Tel 

qu’illustré à la figure 20, un grand nombre de régions cérébrales, ici chez l’humain, 

expriment les récepteurs à la NT. Parmi celles-ci, on retrouve notamment le cortex 

préfrontal, cingulaire, insulaire, le noyau accumbens, l’amygdale, l’hypothalamus, la 

substance noire, le locus coeruleus, l’aire ventro-tegmentale, etc. (Asselin et al. 2001; 

Sarrieau et al. 1985; Sarret et al. 1998; Sarret, Perron, et al. 2003; Sarret and Beaudet 

2003). Il est intéressant de remarquer que certaines régions, mais pas toutes, sont similaires 

à celles où l’on retrouve de la neurotensine. Des études similaires ont été réalisées chez le 

rat et la souris et il est possible d’observer un certain parallèle avec la localisation de la 

neurotensine chez l’humain (Sarret and Beaudet 2003; Asselin et al. 2001; Sarret et al. 

1998; Sarret, Perron, et al. 2003). En effet, le Pr Sarret a publié en 2003 un impressionnant 

chapitre de livre qui met à jour la distribution complète des récepteurs à la neurotensine 

dans le système nerveux central de mammifère adulte et en développement (Z. Li, Boules, 

and Richelson 2011; Sarret and Beaudet 2003). Un point important à soulever est que les 

récepteurs, autant que la NT, sont relativement peu présents dans les régions de la matrice 

de la douleur responsable du traitement de l’information purement sensorielle (cortex 

somatosensoriel S1 et S2). On retrouve plutôt le système neurotensinergique présent dans 

les régions cérébrales responsables de l’aspect affectif/émotionnel de la douleur. Il est alors 

possible de supposer qu’un traitement ciblant ce système aurait plus de chance d’améliorer 

des paramètres de type motivo-affectif de la douleur plutôt qu’uniquement en moduler 

l’aspect sensoriel, améliorant ainsi des paramètres identifié comme faisant partie de la 
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qualité de vie. De plus, la localisation des récepteurs à la neurotensine dans le système 

limbique, région riche en dopamine et responsable des phénomènes de dépendance et 

d’abus, pourrait soulever différentes problématiques. Toutefois, des études semblent 

montrer que cette localisation pourrait au contraire participer à un processus de sevrage 

alcoolique puisque l’injection systémique de NT bloque la relâche striatal de dopamine 

normalement induite par la consommation d’alcool (Z. Li, Boules, and Richelson 2011). La 

NT a aussi été en mesure de diminuer l’auto-administration de méthamphétamine dans un 

modèle murin (Hanson et al. 2012). Mais les études semblent se contredire puisqu’un autre 

groupe a montré qu’une micro-injection de NT dans l’aire ventrale tegmentale augmente la 

décharge des neurones dopaminergiques dirigés vers le noyau accumbens (St-Gelais et al. 

2004). Dans l’ensemble, bien que le rôle exact du système neurotensinergique dans le 

système limbique soit encore sujet à discussion, il est possible de penser que la NT est ses 

dérivées n’induirait pas ou peu de problème de dépendance et d’abus comme il est possible 

d’observé avec les opioïdes et les cannabinoïdes. 
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Figure 20. Distribution régionale des récepteurs à la neurotensine dans le cerveau 
humain adulte. 
Densité relative des sites de liaison (sur une échelle de 1+ à 4+) de la NT dans les 
différentes régions cérébrales. SNC : substance noire compacte, TQant : tubercules 
quadrijumeaux antérieurs, VTA : aire ventro-tegmentale. D’après (Sarret et al. 2005; 
Sarrieau et al. 1985). 

 

En ce qui a trait à la distribution spinale des récepteurs à la neurotensine, la 

caractérisation a principalement été réalisée par le Pr Sarret et notre laboratoire. Le 

récepteur NTS2 est localisé essentiellement au niveau des laminae superficielles I et II de la 

corne dorsale de la moelle épinière, mais on en retrouve également autours du canal central 

et des motoneurones de la laminae IX. Les neurones de petits et de larges diamètres 

présents dans les DRG expriment également le récepteur NTS2, contrairement à ceux de 

taille moyenne où NTS2 semble être peu présent (Sarret et al. 1998; Sarret et al. 2005). Les 
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astrocytes sont également connu pour exprimer le récepteur NTS2 (Roussy et al. 2008; 

Sarret et al. 1998). Par rapport à NTS1, il est possible d’observer une localisation similaire 

à celle pour NTS2 au niveau de la moelle épinière dans les laminae superficielles I et II. Par 

contre, on retrouve le récepteur NTS1 surtout dans les neurones petits et moyens des 

ganglions rachidiens, les neurones larges semblent en être dépourvus (Dubuc et al. 1999; 

Roussy et al. 2008; Yamauchi et al. 2003; Buhler et al. 2005; Sarret et al. 2005; Roussy et 

al. 2009; Doré-Savard et al. 2008; Guillemette et al. 2012). De nombreuses publications 

réalisées entre autres par le Pr Sarret durant ses études doctorales et postdoctorales, par 

notre groupe de recherche ainsi que par d’autres laboratoires dans le monde, ont montré 

l’implication spécifique des récepteurs NTS1 et NTS2 dans la douleur (Guillemette et al. 

2012; Dubuc et al. 1999; Yamauchi et al. 2003; Buhler et al. 2005; Sarret et al. 2005; 

Roussy et al. 2008; Roussy et al. 2009; Doré-Savard et al. 2008). Le rôle de ces récepteurs 

a initialement été démontré chez l’animal dans un contexte de douleur aiguë et tonique ; 

cette étape de recherche est cruciale avant de procéder à la validation dans des modèles de 

douleurs chroniques. Récemment, notre équipe a montré que l’activation spinale du 

récepteur NTS1 diminuait les comportements de nociceptions réflexives observés dans le 

modèle de CCI de douleur neuropathique (Rivier et al. 1977; Guillemette et al. 2012). Mon 

deuxième article, en continuité avec ces résultats, expose notre questionnement sur le rôle 

potentiel du récepteur NTS2 dans la modulation des douleurs neuropathiques. Nous 

sommes toutefois allés un peu plus loin dans la compréhension du système en évaluant la 

localisation des récepteurs au niveau neuronal ainsi que l’expression des récepteurs et de la 

NT dans la moelle épinière et les DRG en rapport à l’évolution temporelle de la douleur. 

 

Caractérisation de nouvelles molécules neurotensinergiques 

Comme mentionné précédemment, la neurotensine possède des propriétés 

pharmacologiques des plus intéressantes, mais l’application clinique en tant que molécule 

analgésique est principalement limitée par sa faible pénétration de la BHE. La chimie 

médicinale représente le domaine de recherche s’intéressant à l’amélioration des paramètres 

pharmacologiques d’un composé pour en faire une molécule ayant un meilleur potentiel 

thérapeutique. C’est pourquoi des modifications chimiques ont été réalisées sur la 

neurotensine dès les premiers temps de sa découverte afin de modifier ses paramètres 
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pharmacodynamiques et pharmacocinétiques et d’améliorer son passage de la BHE 

(Bredeloux et al. 2008; Rivier et al. 1977; G. C. Rossi et al. 2010; Kokko et al. 2005). 

Depuis, plusieurs groupes ont développé des analogues de la NT possédant des 

caractéristiques pharmacologiques permettant d’entrevoir la possibilité d’administrer de 

façon systémique un composé neurotensinergique pour obtenir un effet analgésique central 

(Lipinski et al. 2001; Bredeloux et al. 2008; G. C. Rossi et al. 2010; Kokko et al. 2005). 

Dans cette même optique, le laboratoire du Pr Sarret a établi diverses collaborations avec 

des laboratoires académiques (ex. : Pr Éric Marsault, Université de Sherbrooke et l’équipe 

de Jean Martinez, Université de Montpellier) ainsi que des laboratoires industriels (ex. : la 

compagnie Angiochem, basée à Montréal) afin d’améliorer le potentiel thérapeutique de la 

neurotensine et ses dérivés. Plusieurs des analogues de la neurotensine utilisés au 

laboratoire (tableau 6) ont été développés par l’équipe de Jean Martinez (les composés 

JMV) ou celle d’Eliott Richelson (les composés NT).  

 

Tableau 6. Liste non exhaustive des agonistes neurotensinergiques utilisés au 
laboratoire avec leur affinité respective pour les récepteurs NTS1 et NTS2. 
 

 
Il est possible de remarquer dans ce tableau que différents types d’agonistes ont été 

créés afin de cibler de façon préférentielle soit le récepteur NTS1 (PD149163, NT72), le 

récepteur NTS2 (JMV431, JMV2004, NT79) ou encore les deux récepteurs (JMV2007, 

JMV2009, JMV2012, NT69L). N’ayant pas la prétention de connaître parfaitement le 

domaine complexe qu’est la chimie médicinale, je n’en ferai ici qu’un résumé. Une équipe 

de recherche et développement de la compagnie Pfizer a écrit au milieu des années 1990 un 
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article décrivant les principaux paramètres à rechercher, nommé « la règle des 5 », pour 

faire d’un composé un médicament ayant le potentiel d’être pris oralement (Baell et al. 

2013; Lipinski et al. 2001). Bien que cette théorie a, depuis, été critiquée, retravaillée et 

améliorée (Abraham et al. 2010; Baell et al. 2013; Waterhouse 2003), elle reste un 

fondement important en chimie médicinale : l’article initial a été cité plus de 2000 fois ! Je 

vais cependant me concentrer sur les spécificités propres aux composés qui ciblent le 

système nerveux central et qui doivent dans ce cas passer la BHE pour exprimer leurs 

effets. 

 

Un des paramètres les plus importants est le Log P (aussi appelé coefficient de 

partition octanol/eau), qui représente le niveau de lipophilicité d’une molécule et ainsi son 

potentiel de traverser la BHE par diffusion passive (Bredeloux et al. 2008; Abraham et al. 

2010; Waterhouse 2003). En diminuant la possibilité d’une molécule à créer des liaisons 

hydrogènes, on tend vers un Log P positif ce qui augmente ses chances de pénétration au 

cerveau. Un peptide a par défaut un Log P très négatif et ainsi une capacité presque nulle à 

traverser la BHE. Comme l’a montré le groupe de Jean Martinez, la cyclisation des peptides 

est une des méthodes pouvant augmenter le Log P. En effet, le composé cyclique JMV2012 

a montré des effets centraux après une injection systémique ce qui laisse supposer un 

certain passage de la BHE (Zhong et al. 2013; Bredeloux et al. 2008; Shityakov et al. 2013; 

Pajouhesh and Lenz 2005; Banks 2009). L’aire de surface polaire (ou PSA pour « Polar 

Surface Area », valeur cible de 60 à 70 Å2) et la masse moléculaire (valeur cible de moins 

de 450 Da) sont également des facteurs à considérer pour le développement de molécules 

ayant un potentiel de traverser la BHE (Zhong et al. 2013; Shityakov et al. 2013; Pajouhesh 

and Lenz 2005; Banks 2009).  

 

Un autre paramètre de premier plan est la résistance des composés face aux 

différentes peptidases responsables de la dégradation des peptides. La figure 21 illustre les 

régions de la NT sensible aux peptidase. Parmi les méthodes pour améliorer cette 

résistance, on retrouve le remplacement d’un acide aminé naturel par un acide aminé non-

naturel, et l’ajout d’un groupement protecteur. Ces techniques ont été utilisées pour réaliser 

le JMV2009, où la proline en position 10 a été remplacée par un substitut non naturel 
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appelé silaproline (Labbé-Jullié et al. 1994; Vivet, Cavelier, and Martinez 2000; Andersson 

et al. 2000; Cavelier et al. 2002) et pour le JMV431, où un groupement Boc a été ajouté en 

position 8 sur le premier acide aminé en position N-terminal (Vivet, Cavelier, and Martinez 

2000; Labbé-Jullié et al. 1994; Cavelier et al. 2002; Andersson et al. 2000). Ces 

modifications diminuent alors la reconnaissance du peptide par les endo- et exopeptidases 

et augmentent ainsi le temps de demi-vie plasmatique (Gully et al. 1995; Vivet, Cavelier, 

and Martinez 2000; Akunne et al. 1996; Cavelier et al. 2002; Fan et al. 2008). Les résultats 

portant sur la caractérisation moléculaire et comportementale du JMV2009 feront l’objet de 

mon troisième article de doctorat qui est en phase avancée d’écriture. Les résultats 

principaux seront présentés dans la section discussion sous forme résultats/discussion 

combiné.  

 

 

 

Figure 21. Séquence peptidique et représentation chimique de la neurotensine.  
Les différents sites de clivage par les endopeptidases (EP) sont identifiés par des flèches et 
certaines régions importantes de la neurotensine sont identifiées par des accolades. 
 

D’autres approches existent afin de faire traverser la BHE à des composés 

thérapeutiques. L’utilisation de petites molécules reste toujours une des méthodes les plus 

recherchées grâce à leurs propriétés particulières qui rendent leur formulation en 
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médicament assez facile. Toutefois, un nombre très limité de petites molécules ciblant les 

récepteurs à la NT existe actuellement et l’on retrouve principalement des antagonistes 

(Demeule et al. 2008; Gully et al. 1995; Gabathuler 2012; Akunne et al. 1996; Bertrand et 

al. 2010; Fan et al. 2008). Dans un projet réalisé actuellement au laboratoire, fait en 

collaboration avec le Pr Michel Bouvier de l’Université de Montréal, nous utilisons une 

méthode de criblage à haut débit afin de rechercher des petites molécules pouvant interagir 

(comme agoniste ou antagoniste) avec le récepteur NTS1. 

Une autre approche consiste à utiliser des mécanismes endogènes actifs (récepteurs 

ou transporteurs) présents au niveau de la BHE afin de faciliter le transport de nouveaux 

agents pharmacologiques. La compagnie Angiochem a développé un peptide ciblant le 

récepteur LRP-1, qui est fortement exprimé au niveau de la BHE et qui est responsable 

d’un phénomène de transcytose (Ché et al. 2010; Demeule et al. 2008; Gabathuler 2012; 

Bertrand et al. 2010). Après avoir fait la preuve de concept que leur peptide seul avait la 

capacité de traverser la BHE, Angiochem a commencé à coupler ce peptide avec des 

molécules chimiothérapeutiques pour cibler différents cancers cérébraux (Pettibone et al. 

2002; Ché et al. 2010). Le laboratoire du Pr Philippe Sarret a récemment établi une 

collaboration avec cette compagnie afin de coupler la neurotensine au peptide qu’ils ont 

développé dans le but de créer un complexe moléculaire ayant la possibilité d’induire une 

analgésie puissante après injection systémique. Cette molécule novatrice, appelée 

ANG2002, a été utilisée avec succès au laboratoire et une publication, dont je suis co-

auteur, a été jugée pertinente pour publication dans le Journal of Clinical Investigation, 

mais nécessite des expériences supplémentaires qui sont actuellement en cours. 

 

Comme mentionné précédemment, la chimie médicinale a aussi pour but de 

moduler les propriétés de liaison d’une molécule pour son ou ses récepteurs. Le récepteur 

NTS1 est reconnu pour induire une hypothermie importante ainsi qu’une baisse de pression 

artérielle en plus de son effet analgésique (S. Rajagopal, Rajagopal, and Lefkowitz 2010; 

Pettibone et al. 2002). La décision d’utiliser des agonistes sélectifs au récepteur NTS2, 

comme décrit dans mon deuxième article, était alors évidente. Cependant, une théorie 

récente dépeint une régulation des voies de signalisation intracellulaire des RCPG 

beaucoup plus complexe que la vision unidirectionnelle classique. Comme illustré à la 
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figure 22, il est possible d’obtenir un phénomène qu’on appelle signalisation biaisée, c’est-

à-dire une activation préférentielle d’une voie de signalisation intracellulaire, tout en 

minimisant l’activation des autres voies. Si on tient pour acquis que les effets 

hypothermiques et analgésiques de la neurotensine sur le récepteur NTS1 sont provoquées 

par des voies de signalisation différentes, il serait alors possible d’obtenir un agoniste liant 

le récepteur NTS1 ayant des propriétés analgésiques mais n’induisant pas d’effets 

secondaires. Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire laissent supposer que le 

JMV2009 posséderait des capacités de ligand biaisé, ce qui en ferait un composé fort 

prometteur pour induire une analgésie recrutant les deux RCPG de la NT tout en évitant les 

effets indésirables sur la température corporelle et la pression artérielle. 

 

 
 

Figure 22. Signalisation intracellulaire des RCPG par les protéines G ou les β-
arrestine. 
A) Dans le modèle classique, une liaison avec un agoniste induit une signalisation par la 
voie des protéines G et une désensibilisation/internalisation par les β-arrestines. B) Dans le 
modèle actuel, la liaison d’un ligand peut induire une signalisation par les deux voies de 
même qu’une désensibilisation/internalisation par les β-arrestines. C) Dans un système en 
présence d’agoniste biaisé, la liaison de cet agoniste (ici biaisé pour la voie des β-
arrestines) n’induit qu’une signalisation via la voie préférentielle, sans activer la voie 
dépendante des protéines G. Tiré de (Mazella and Vincent 2006; S. Rajagopal, Rajagopal, 
and Lefkowitz 2010) 
 

Les cellules régulent l’expression de leurs protéines de surface en induisant 

principalement l’internalisation de celle-ci. Les RCPG, comme les récepteurs NTS1 et 

NTS2, sont alors internalisés suivant un mécanisme dépendant de la liaison de leur ligand 
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(Mazella and Vincent 2006). Suivant l’internalisation, un recyclage du récepteur à la 

membrane peut s’effectuer, mais des études ont montré que le récepteur NTS1, 

contrairement à NTS2, n’est pas recyclé et est plutôt dirigé vers les lysosomes pour 

dégradation après son internalisation (Botto et al. 1998; Mazella and Vincent 2006; S. 

Martin, Vincent, and Mazella 2002). Cette absence de recyclage est probablement due à des 

différences au niveau de la séquence C-terminale entre les deux récepteurs (Amar et al. 

1985; Botto et al. 1998; S. Martin, Vincent, and Mazella 2002). Plusieurs mécanismes 

d’activations des voies intracellulaires peuvent également s’opérer avant et après le 

phénomène d’internalisation. Il est connu que le récepteur NTS1 est impliqué dans la 

mobilisation calcique et la régulation des niveaux intracellulaire de GMPc (Bozou et al. 

1989; Amar et al. 1985; Yamada et al. 1993), d’AMPc (Watson et al. 1992; Bozou et al. 

1989; Yamada et al. 1993), d’inositol phosphates (Poinot-Chazel et al. 1996; Watson et al. 

1992) et des protéines ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases) (Pelaprat 2006; 

Poinot-Chazel et al. 1996). Bien que l’activation des protéines G peut varier d’un 

organisme à l’autre et selon les conditions, certains résultats suggèrent que le récepteur 

NTS1 lie les protéines Gq/11 de façon préférentielle (Skrzydelski et al. 2003; Pelaprat 2006), 

tandis que d’autres montrent que NTS1 peuvent également recruter les protéines Gs et Gi/o 

(Perron et al. 2005; Skrzydelski et al. 2003).  

 

Le récepteur NTS2 se montre cependant beaucoup plus capricieux dans sa 

fonctionnalité et ses voies de signalisation, ce qui complexifie grandement son étude pour 

comprendre en détail ses mécanismes. Il a même été montré qu’il existe un variant 

fonctionnel du récepteur NTS2 possédant seulement cinq domaines transmembranaires 

(Gendron et al. 2004; Perron et al. 2005; Sarret et al. 2002). Des études ont cependant 

montré que l’activation du récepteur complet avec la NT et d’autres ligands induit une 

activation des protéines ERK1/2, qui est dépendante de l’internalisation du récepteur, mais 

sans entraîner de mobilisation calcique (Mazella et al. 1996; Gendron et al. 2004; Botto et 

al. 1997; Sarret et al. 2002). Différents résultats suggèrent alors que NTS2 recrute 

également les protéines Gq/11 (S. Martin et al. 2002; Mazella et al. 1996; J. F. White et al. 

2007; Botto et al. 1997; Hwang et al. 2010), mais d’autres résultats contredisent ces 

observations et le débat sur quelles protéines G sont recrutées par NTS2 est toujours 
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ouvert ! Afin de complexifier encore plus les mécanismes des récepteurs à la NT, plusieurs 

études ont montré que les récepteurs NTS1, NTS2 et même NTS3 sont connus pour former 

des homo- et des hétérodimères (Hill 2000; S. Martin et al. 2002; Mantyh et al. 1997; J. F. 

White et al. 2007; Field et al. 2002; Hwang et al. 2010; Rost, Fleischer, and Nieber 2006; 

Herbert and Holzer 2002). Les mécanismes intracellulaires décrits plus haut sont alors 

sujets à être modifiés en fonction des dimères présents dans les cellules. À la lumière des 

nombreuses particularités de signalisation intracellulaire des récepteurs NTS1 et NTS2, 

plusieurs étapes sont de ce fait requises pour confirmer la présence ou l’absence d’un biais 

de signalisation par l’agoniste JMV2009. 

 

En résumé, mon doctorat a comporté quatre principaux projets échelonnés sur les 

cinq ans passés au laboratoire du Pr Sarret. Trois de ces projets ont été présentés dans cette 

introduction, le 4e, portant sur une technique de thérapie génique faisant appel à 

l’interférence de l’ARN ne sera présenté et discuté que dans la conclusion. Comme illustré 

dans cette introduction, j’ai eu la chance de contribuer, durant mon doctorat, à la 

caractérisation d’un nouvel appareil d’analyse préclinique des comportements douloureux 

plus proche de la réalité clinique, à la démonstration que le récepteur NTS2 représente une 

cible de choix dans le traitement de la douleur neuropathique et finalement à la 

caractérisation moléculaire et comportementale d’un nouvel agoniste neurotensinergique 

démontrant un potentiel analgésique fort intéressant et potentiellement des propriétés 

d’agoniste biaisé. Je présente dans les pages qui suivent deux de ces projets qui ont fait 

l’objet de publication. 
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Hypothèse et objectifs de recherche 
	
  
Comme il a été expliqué dans les pages précédentes, le système neurotensinergique possède 

la capacité de jouer un rôle important dans la modulation des douleurs aiguës jusqu’aux 

douleurs chroniques. En prenant en considération ces faits, nous émettons l’hypothèse 

générale suivante : 

 

L’activation des récepteurs à la neurotensine NTS1 et NTS2 entraînera une diminution 
significative des différents signes de douleur neuropathique induits par une lésion de 
type traumatique au nerf sciatique. 

 

Afin de déterminer la validité de cette hypothèse, différents objectifs ont été fixés dans le 

cadre de mon projet de doctorat : 

 

1. Développer et caractériser une nouvelle méthode d’évaluation des 

comportements associés à la douleur et à l’inconfort causés par des 

modèles murins de douleurs chroniques 

2. Évaluer si l’activation spinale du récepteur NTS2 à l’aide d’agonistes 

sélectifs possède la capacité de réduire les signes de douleur 

neuropathique observés dans différents tests comportementaux 

3. Évaluer l’efficacité de méthodes pharmacologiques (agoniste 

neurotensinergique) et non pharmacologiques (thérapie génique) pour 

moduler les comportenent douloureux chez le rat suite à l’interaction avec 

les récepteurs à la neurotensine 
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Article 1 

Weight bearing evaluation in inflammatory, neuropathic and cancer chronic pain in 

freely moving rats 

 
Auteur de l’article : Pascal Tétreault1, Marc-André Dansereau1, Louis Doré-Savard1, 
Nicolas Beaudet1, and Philippe Sarret1 
 

1 Department of Physiology and Biophysics, Faculty of Medicine and Health Sciences, 
Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec, Canada. 
 
Statut de l’article : publié dans Physiology and behavior, 2011 vol. 104 (3) pp. 495-502. 
 
Avant-propos : Dans cet article, j’ai réalisé les expériences et l’analyse portant sur le 
modèle de douleur neuropathique (environ le 1/3 des expérimentations). J’ai toutefois 
participé à l’analyse de tous les autres résultats sur les modèles de douleur inflammatoire et 
cancéreuse. J’ai monté l’ensemble des figures et rédigé la première version de l’article. J’ai 
ensuite préparé et réalisé la soumission de l’article en ligne. J’ai finalement contribué à la 
réponse aux évaluateurs pour l’acceptation finale. 
 
Résumé de l’article traduit en français :  
 
L’évaluation préclinique de la douleur représente une étape clé dans le développement de 
nouvelles molécules analgésiques. Le développement récent de différents outils de type non 
réflexif a permis un essor considérable dans l’évaluation des comportements nociceptifs des 
animaux de laboratoire. Dans l’espoir de trouver une méthode afin d’évaluer de façon 
efficace et précise des paramètres de qualité de vie proche de la réalité clinique, nous avons 
caractérisé un nouvel appareil de distribution pondérale dynamique (DWB pour Dynamic 
Weight Bearing) dans trois modèles précliniques de douleur chronique. Cet appareil se base 
sur l’utilisation de capteurs piézo-électriques afin de détecter différentes zones de pression. 
Des modèles de douleur inflammatoire (CFA), neuropathique (CCI) et cancéreuse osseuse 
(tumeur fémorale) ont été réalisés chez des rats Sprague Dawley dans le but d’évaluer 
l’allodynie mécanique à l’aide du test de von Frey et différents paramètres d’inconfort à 
l’aide du DWB. Nous avons observé des déficits comportementaux montrant une tendance 
similaire dans les trois modèles, tant pour l’allodynie mécanique (von Frey) que pour la 
modification de la distribution pondérale. Ces déficits sont détectés au niveau de la patte 
lésée à partir du jour 3 chez les animaux CCI et CFA et au jour 14 chez les animaux atteints 
de cancer osseux, signifiant que le DWB représente un outil utile pouvant contribuer à 
l’évaluation de la douleur. De façon intéressante, nous avons montré que les animaux 
souffrant de douleur chronique redistribuent majoritairement leur poids sur les pattes avant, 



	
   68	
  

allant de 46 % à 60 % selon le modèle comparativement aux animaux contrôles. Le DWB 
nous a également permis d’évaluer plusieurs autres comportements d’adaptation liés à la 
douleur, comme le temps passé sur chacune des pattes et la surface de contact des pattes 
avec le sol. Nos résultats ont révélé que les animaux CFA, CCI et cancéreux diminuent 
l’utilisation de leur patte arrière ipsilatérale de 30 %, en plus de diminuer la surface de 
contact de cette même patte d’environ 50 %. L’ensemble de nos résultats obtenus avec ce 
nouvel appareil montre qu’il est possible d’améliorer grandement les méthodes 
d’évaluation préclinique de l’inconfort et de différents paramètres de qualité de vie et 
pourrait ainsi être d’une grande utilité dans le criblage de futurs analgésiques. 
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Abstract 

 

Preclinical pain assessment remains a key step for the development of new and potent 

painkillers.  Significant progress in pain evaluation has been achieved with the 

development of non-reflexive tools.  Seeking efficient and clinically relevant devices for 

pain-related quality of life assessment, we evaluated a new Dynamic Weight Bearing 

(DWB) device based on pressure captors in three different preclinical chronic pain models.  

Inflammatory (CFA), neuropathic (CCI) and bone cancer pain (femoral tumor) models 

were evaluated in Sprague Dawley rats for mechanical allodynia using dynamic von Frey 

for pain-related behaviors and DWB for discomfort.  We observed similar impairment 

patterns in all of the models for both von Frey (allodynia) and DWB (weight balance) 

during the complete observation period, starting at day 3 in CCI- and CFA-affected limbs 

and at day 14 in bone cancer-afflicted rats, indicating that the DWB could be a useful tool 

for supporting pain assessment.  Interestingly, we demonstrated that the main 

compensation, when animals experienced pain, was seen in the forepaws, ranging from 

46% to 69% of increased load compared to normal. Other pain-related coping behaviors 

were also measured, such as the time spent on each paw and the amount of paw surface 

contact.  Our results revealed that CFA, CCI and cancerous rats decreased the use of their 

ipsilateral hind paws by 30% and showed a 50% reduction in paw surface pressed against 

the floor.  In conclusion, this new device advances methods of preclinical evaluation of 

discomfort and quality of life proxies and could be helpful in screenings of putative 

analgesics. 
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INTRODUCTION 

 

Gait and weight bearing evaluation in pain research are often used to monitor 

impairments inherent to the evolution of a chronic condition[1].  This approach is highly 

relevant to clinical observations in chronic pain of various etiologies.  Indeed, symptomatic 

knee osteoarthritic patients report that weight bearing activity provokes severe pain[2, 3], 

and gait pattern alterations were observed by clinicians[4].  In a recent cohort study among 

patients with cancer-related pain presenting breakthrough episodes, 78% reported amplified 

pain by activity or weight bearing[5].  Accordingly, in an Italian longitudinal study, 44% of 

all patients experiencing breakthrough pain (BP) reported episodes of incident pain upon 

movement, an event related to bone metastasis[6]. 

 

Such observations in the last 20 years led to improvements in the comprehension 

and acceptation of background pain and BP[7-10].  BP refers to episodic pain experience 

above the usual chronic pain level.  Its classification has been refined in terms of 

spontaneous and incident pain.  The first category occurs unexpectedly without any 

apparent stimulus, and the second is triggered by a stimulus, such as walking[7]. However, 

BP remains undertreated by clinicians[10].  Recommendations offered by expert task forces 

need to be further investigated and additional comprehension supported by literature from 

fundamentalists.  Furthermore, in the last fifty years, 59 drugs were introduced as 

analgesics.  Among them, 88% exhibited limited improvement compared to previous drugs, 

although pain-related publications saw exponential growth, reaching 171,400 articles in the 

last decade[11].  Morphine and NSAIDS remain at the forefront of biomedical publications.  

This lack of novelty is partly attributable to the weak predictive value of animal models 
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used to validate new lead drugs[11] as well as from the limitations of the actual pain 

assessment instruments.  Indeed, it is reported that 80% of centrally acting drug candidates 

in phase III fail[12], mainly because decisions were based on inappropriate preclinical 

screening tests.  To promote drug development, it is therefore important to provide efficient 

measurement techniques to facilitate preclinical evaluation of putative analgesics and their 

potential effects on quality of life. 

 

Thus, different instruments were developed to assess pain-related load and stride 

variations.  Static weight bearing stations (incapacitance meters) for small animals were a 

step in the right direction, but they were faced with technological limitations for monitoring 

chronic impairment or incident pain.  Min and colleagues thereafter proposed a first 

generation of “dynamic” weight bearing built with successive load cells placed in a 

corridor[13].  Hamers’ research team initiated a great expansion in this area with an optical 

technology to analyze dynamic movement of small animals[14].  This last progress in 

gait/weight bearing assessment stimulated the debate on the scope of conclusions that could 

be drawn from the data monitored.  Some report gait as an objective measure of pain[15, 

16], while others present opposing conclusions in a model of neuropathic pain[17]. 

 

In line with continuing the development and expansion of those behavioral 

screening methods to obtain greater validity outcomes in preclinical research, we herein 

investigate a new dynamic weight bearing device based on pressure sensors and an open 

recording surface.  Three different rat chronic pain models were used to substantiate the 

method: chronic inflammatory (complete Freund’s adjuvant), neuropathic (chronic 

constriction injury) and cancer (femoral bone cancer) pain models.  We propose this 
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alternative in an effort to reach more robust validation in pain research aiming toward 

precise, clinically relevant detection of discomfort and incident pain. 
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Material and Methods 
 

Animals  

Adult male Sprague Dawley rats (200-225 g; Charles River Laboratories, St-Constant, 

Quebec, Canada) were maintained on a 14 h light/10 h dark cycle with access to food and 

water ad libitum.  Rats were acclimatized 4 days to the animal facility prior to behavioral 

studies.  The experimental procedures in this study were approved by the Animal Care 

Committee of the University of Sherbrooke and were in accordance with policies and 

directives of the Canadian Council on Animal Care.  

 

Pain models 

Following baseline measurements, animals underwent a surgical procedure to induce either 

inflammatory, neuropathic or bone cancer pain.  Sham groups were prepared for every type 

of pain model based on the surgical procedures.  Isoflurane (Abbott Laboratories, Montreal, 

Qc, Canada) was used in each case to induce (5%) and maintain (2.5%) anesthesia during 

surgical procedures. 

 

CFA-induced inflammatory pain model 

Anesthetized rats received an intraplantar injection of 100 µL of Complete Freund’s 

Adjuvant (CFA) (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) with a 25-gauge needle.  CFA was 

supplemented with desiccated mycobacterium butyricum (Difco laboratories, Detroit, MI, 

USA) for a final concentration of 8 mg/mL.  Saline was added to the mixture to prepare a 

homogenous 1:1 emulsion. 
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CCI neuropathic pain model 

The surgical procedure was performed as previously described by Bennett[18] with a 

modification in the suture used (5-0 Prolene, Ethicon, inc. Somerville, New Jersey) in order 

to minimize suture-induced inflammation.  Briefly, the left sciatic nerve was loosely 

ligatured with 4 sutures distant by 1 mm upstream of the tibial, sural and common peroneal 

nerve trifurcation.  The muscle, conjunctive tissue and skin were closed with proper sutures 

and washed with 3% v/v hydrogen peroxide.  Rats were housed for 24 h in separate cages 

to recover from the surgery.  

 

Bone cancer pain model 

The surgical procedure was performed accordingly to Doré-Savard et al[19].  Briefly, 

mammary rat metastasis tumor (MRMT-1) cells (carcinoma) were kindly provided by the 

Cell Resource Center for Biomedical Research Institute of Development, Aging and Cancer 

(Tohoku University 4-1, Seiryo, Aoba-ku, Sendai, Japan) and harvested as previously 

described (Medhurst, 2002).  Cells were detached by brief exposure to 0.25% w/v trypsin-

EDTA (Gibco, Montreal, Qc, Canada) and prepared for injections.  Cells were diluted to 

achieve a final concentration for injection of 30,000 cells in 20 µl of HBSS and maintained 

on ice prior to surgery.  Rats were laid supine and their right paw was shaved and 

disinfected with 70% v/v ethanol.  A minimal skin incision (8-10 mm) exposed the 

quadriceps femoris.  The vastus lateralis was incised (5-8 mm in length) to expose the 

femoral epicondyl while the patellar ligament remained untouched and minimal damage 

was inflicted to the surrounding muscle and blood vessels.  Using a 0.8 A stereotaxic drill 

(Foredom, Bethel, CT, USA) connected to a 1.75 mm carbide steel burr (Stoelting Co., 

WoodDale, IL, USA), a small and superficial cavity was burred between the medial 
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epicondyl and the adductor tubercle (approximately 1 mm in depth).  In that cavity, a 25-

gauge needle was inserted at a 45° angle, allowing it to reach the intramedullar canal of the 

femur.  The needle was substituted with a blunt end 25-gauge needle connected to a 50 µL 

Hamilton syringe containing 20 µL of the cell suspension.  The syringe was left in place for 

1 min to allow cell dispersion in the bone marrow.  The needle was then removed and the 

cavity was sealed with dental amalgam (Prodigy A3, Kerr, Orange, CA) and polymerized 

with a curing light (QHL75, Dentsply, Milford, DE).  The site was thoroughly washed with 

sterile deionized water.  The muscle, the conjunctive tissue and the skin were closed with 

sutures and washed with 3% v/v hydrogen peroxide.  Animals were housed individually for 

24 hrs to allow recovery. 

 

Behavioral studies 

Pain-related behavioral parameters were examined 3, 7, 14, 21 (CFA; n= 6) and 28 (CCI; 

n= 10) days after CFA injection or nerve surgery and 5, 8, 11, 14, 18 and 21 days after 

tumor implantation (n=7).  Animals were habituated to the examination room at 8 a.m., and 

tests began one hour later.  Dynamic and static weight bearing data were also compared at 

day 21, corresponding for every animal model to an advanced stage of pain intensity, and at 

which any stress or acclimatization influence had been controlled for by the previous and 

repeated testing sequences. 

Allodynia 

Animals were placed in enclosures on an elevated wire mesh floor and mechanical 

allodynia was assessed using a dynamic plantar aesthesiometer (Ugo Basile, Stoelting, IL, 

USA).  A metal probe (0.5 mm diameter) was directed against the hind paw pad and an 

upward force was exerted (3.33 g/second).  The force required to elicit a withdrawal 
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response was measured in grams and automatically registered when the paw was 

withdrawn or the preset cut-off was reached (50 g).  Five values were taken alternately on 

each hind paw at intervals of 15 s.  Rats were acclimatized to the enclosures for 2 days 

prior to testing.  

 

Dynamic weight bearing assessment 

The dynamic weight bearing (DWB) device (Bioseb, Boulogne, France) consisted of a 

Plexiglas enclosure (22 × 22 × 30 cm) with a floor sensor composed of 44 x 44 captors 

(10.89 mm2 per captor).  A camera was appointed to the side of the enclosure.  The rat was 

allowed to move freely within the apparatus for 5 min while the pressure data and live 

recording were transmitted to a laptop computer via a USB interface.  Raw pressure and 

visual data were colligated with the DWB software v1.3. A zone was considered valid 

when the following parameters were detected:  ≥ 4 g on one captor with a minimum of 2 

adjacent captors recording ≥ 1 g.  For each time segment where the weight distribution was 

stable for more than 0.5 sec, zones that met the minimal criteria were then validated and 

assigned as either right or left hind paw or front paw by an observer according to the video 

and the scaled map of activated captors.  Other detected zones (tail, testicles, etc.) were also 

validated and analyzed.  Finally, a mean value for the weight on every limb was calculated 

for the whole testing period based on the length of time of each validated segment.  The 

time corresponding to weight bore on each paw was also available in the final analysis, 

lending the possibility to assess the frequency of standing behaviors, such as rearing, 

exploring and grooming.  Animals were not acclimatized to the enclosure before the initial 

testing period in order to maximize exploration behaviors. 
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Static weight bearing assessment 

Static weight bearing was measured using the incapacitance meter (IITC Life Science, 

Woodland Hills, CA, USA).  The animal was positioned in such a way as to set its hind 

limbs individually on load cells (also known as force plates).  The recorded data 

represented the average weight bore on each cell over a 3 s period that was manually 

initiated when the animal stabilized its positioning.  The measurement was repeated 3 times 

and the results were averaged for each rat.  Acclimatization to the apparatus occurred for 

two consecutive days before measurements were performed. 

 

Statistical analysis 

Data are plotted as means ± standard errors of the mean (SEM) for all of the curves and bar 

graphs.  Two-way ANOVA, followed by Bonferroni’s post hoc t-test, was performed for all 

graphs, except for the area under the curve (AUC) of front paw (Fig. 4, T-test with Welch’s 

correction).  Prism 5 software (GraphPad software Inc, San Diego, Ca USA) was used for 

all statistical calculations and analyses.  A significant difference between groups is 

represented by the P Value; * P<0.05, ** P<0.01 and *** P<0.001.  
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Results 
 
Allodynia onset and dynamic weight bearing evaluation 

Immediately prior to DWB monitoring, allodynia was measured using the reflexive 

von Frey (VF) test in each model studied (Fig. 1).  In the inflammatory model, the 

ipsilateral paw withdrawal threshold (PWT) was significantly reduced by 40 ± 3% 

(compared to sham ipsi) 3 days after the injection of CFA.  The sensitivity increased until 

reaching its maximum level at day 21, corresponding to a drop of 75 ± 2% in the PWT (Fig. 

1A, p < 0.001).  Accordingly, the percentage of the animal weight bore on the inflamed 

paw decreased by 33 ± 7% from day 3 (Fig. 1B).  An additional drop of approximately 30% 

was observed on the last day for the ipsilateral paw.  Following chronic constriction injury 

(CCI), sensitivity to von Frey hair stimulation was first observed on day 3, and the 

withdrawal thresholds reached a maximum decline of 71 ± 2% at day 21 (Fig. 1C, p < 

0.001).  Reduced use of the injured paw was also detected early in DWB with a mean 

decrease of 55 ± 3% of weight bore on the ipsilateral paw from day 3 to 28 (Fig. 1D, p < 

0.001).  Similarities between hind paw temporal profiles in VF and DWB were maintained 

for the entire 28-day observation period.  In carcinoma-induced bone pain, mechanical 

allodynia appeared on day 14 (Fig. 1E) and significantly progressed to day 21, compared to 

sham animals.  DWB revealed a drastic drop of 50 ± 10% in the weight bore on the 

ipsilateral paw from day 14 (Fig. 1F, p < 0.001), which was maintained until the final day 

of observation. 
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Figure 1: Pain onset comparison of mechanical allodynia and weight bearing. The paw 
withdrawal threshold (PWT) following automated von Frey (VF) hair stimulation and the 
percentage of animal weight distributed on both ipsilateral (ipsi) and contralateral (contra) 
hind paws during a 5 min observation period on the DWB were measured at various time 

points following induction of inflammatory (A, B), neuropathic (C, D) and bone cancer (E, 
F) chronic pain models, compared to sham animals.  Day 0 represents the pre-surgical 

baseline data.  ** P<0.01; *** P<0.001. 
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Compensatory shifts in weight bearing  

Data were further compared at day 21, at which pain onset and weight bearing are 

consistent in the three models under evaluation.  For every type of chronic pain 

(inflammatory, neuropathic and bone cancer), a shift was represented by reductions of 53%, 

57% and 50%, respectively, in the ipsilateral paw load in comparison to sham animals (Fig. 

2A, p ≤ 0.05).  Interestingly, the load was not redistributed at all to the contralateral paw on 

day 21 (Fig. 2B).  When determining the area under the curve for the whole monitoring 

period, a similar profile was maintained for the three chronic pain conditions.  A global 

decrease of 43%, 53% and 43% (CFA, CCI and cancer, respectively) in the load bore on 

the ipsilateral paw was shifted in comparison to sham animals (Fig. 2C, p < 0.001).  Note 

that for the whole observation period, there was a slight compensation on the contralateral 

paw only in the CCI model, while cancer and inflamed animals had no contralateral 

compensation (Fig. 2D, p < 0.05).  
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Figure 2: Weight bearing impairment.  The percentages of the total animal weight 
resting on the ipsilateral (A) and contralateral (B) hind paws were assessed with the DWB 
21 days after either CFA administration, CCI of the sciatic nerve or bone cancer induction.  
Area under the curve (AUC) was evaluated in each model for either ipsi (C) or contra (D) 

paw for the whole tested period.  * P<0.05; *** P<0.001. 
 

 

We then compared the data obtained using the DWB device with those monitored 

on the incapacitance meter (SWB).  As demonstrated with the DWB, a very similar pattern 

was detected at day 21 for the ipsilateral paw (Fig. 3A, p < 0.001).  However, the 

contralateral paw profiles were drastically different from those of the DWB.  For example, 

in the CCI model, the contralateral load increased by up to 20% of total body weight, 

representative of the load lost on the ipsilateral paw (Fig. 3B, p < 0.001).  As opposed to 

the DWB device (Fig. 2D), this compensation on the contralateral paw persisted for every 
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model over the whole observation period (Fig. 3C, p < 0.05 to 0.001).  This can lead to a 

bias for a further drug screening.  Indeed, if we take the cancer pain model for example, the 

most reported representation in the literature is the ipsi/contra ratio.  Under this mean of 

analysis, a difference of 75% between sham and CCI animal hind paws' load was revealed 

(p < 0.01), while the DWB did not show any significant load modification between hind 

paws (Fig. 3D). 

 

 

Figure 3: Biased compensation on contralateral paw with static weight bearing.  (A) 
Percentage of total animal weight on ipsilateral hind paw as observed with static weight 

bearing (SWB), 21 days after the induction of pain.  (B) Representative curve of 
contralateral compensation observed with SWB in the neuropathic pain model.  (C) Area 

under curve (AUC) of SWB contralateral curves for inflammatory, neuropathic and cancer 
chronic pain.  (D) Comparison of the ratio of ipsilateral over contralateral paw when 

observed with DWB instead of SWB in the bone cancer pain model.  (D) = day, where day 
0 represents the pre-surgical baseline data.  * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001. 
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As quadrupeds, rats exhibit natural variations in forelimb use during ambulatory 

behaviors.  The DWB allows precise monitoring of these limbs.  The front load of CCI rats 

was increased by 10% from day 3 compared to sham animals, reaching up to 35% of total 

body weight at day 21 (Fig. 4A, p < 0.001).  This is in accordance with a large proportion 

of the weight displaced from the affected hind paw for the corresponding days (Fig. 1D).  

Over the whole period of observation, CFA, CCI and cancerous animals showed a similar 

transfer of their rear load towards forelimbs (69%, 59% and 46% of increase of their usual 

front load, respectively) (Fig. 4B, p < 0.001 and p < 0.05).  We also monitored the weight 

pattern for other zones (e.g.: tail and testicles) but found no significant modification (data 

not shown). 
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Figure 4: Forepaw weight redistribution caused by different types of chronic pain.  A 
representative compensation curve observed for the front paws in the neuropathic pain 
model (A) demonstrates a significant increase of weight bore on front paws.  We also 

monitored the forepaw weight redistribution in all three models used over the whole period 
of observation (B). Day 0 represents the pre-surgical baseline data. * P<0.05; *** P<0.001. 
 

DWB assessment of paw usage  

Using the DWB, we analyzed the paw surface resting against the floor (Table 1) and 

the percentage of time that each hind paw was used (Fig. 5).  At day 21, the paw plantar 

surface pressed against the floor was decreased by 49%, 58% and 54% in CFA, CCI, and 
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cancer models, respectively, when compared to sham animals of identical weight and age 

(Table 1, p < 0.001).  According to the weight load on the contralateral hind limb (Fig. 2B), 

there was no modification in contralateral paw surface (Table 1).  Consistent with the fact 

that the animals bear less weight and decrease the surface of paw pressed against the floor, 

they also decreased the use of their affected limb for exploring.  For example, over repeated 

time segments of DWB analysis, CCI rats decreased the use of their ipsilateral paw to 33% 

(day 14; p < 0.001, Fig. 5A).  When evaluating the area under the curve corresponding to 

the whole observation period, CCI rats decreased the use of their ipsilateral hind paw by 

27% (Fig. 5B, p < 0.05), CFA animals by 28% (Fig. 5C, p<0.01) and cancerous rats by 

29% (Fig. 5D, p < 0.01). Interestingly, development of chronic pain tended to decrease the 

time spent in rearing and grooming behaviors (data not shown).  

 

Table 1: Comparison of hind paw surface. The ipsilateral and contralateral paw surfaces 
resting on the floor (mm2) of sham and pain model animals at day 21 were analyzed with 
the DWB for all three models.  *** P<0.001. 

 

Pain model ipsi surface (mm2) contra surface (mm2) 
sham pain sham pain 

CFA 99 ± 4 51 ± 21 (***) 92 ± 7 110 ± 20 
CCI 93 ± 9 39 ± 10 (***) 97 ± 10 113 ± 9 

Cancer 83 ± 6 38 ± 16 (***) 114 ± 8 100 ± 4 
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Figure 5: Percentage of time spent on hind paws. A representative curve of time spent 
on rear paws in neuropathic pain model (A).  Areas under the curves of sham and injured 
paw utilization time show significant decreases in time spent on the injured paw in CCI 
(B), CFA (C) and cancer (D) models.  Day 0 represents the pre-surgical baseline data. * 

P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001. 
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Discussion 

 

The comprehension made of breakthrough pain (BP) and, accordingly, the 

improvement of behavioral screening devices are meant to lead to improvements in the 

clinical management of chronic pain.  BP monitoring in rodents, however, remains 

complex, as does the concept of “quality of life” (QoL).  In the effort to monitor the 

movement-evoked dimension of incident pain and proxies to QoL, technologies looking at 

weight bearing emerged.  This drove us to evaluate the DWB device in three rodent pain 

models to determine its potential use for monitoring discomfort and incident pain 

evaluation. 

 

It has been proposed that assessment of single dose analgesics on neuropathic 

patients at rest can be misleading regarding the occurrence of BP during activity, and that, 

consequently, preclinical research should look into active monitoring of pain episodes[20].  

This recently led to the development of a device based on piezoelectric sensors for 

monitoring subtle load changes where the amount of charge produced is proportional to the 

applied force on one sensor.  Therefore, the rodent freely moves inside an enclosure, on a 

floor comprised of an interlaced matrix of sensors covering a minimal surface of 10.89 

mm2, while the weight bearing data is dynamically acquired.   

 

In our study evaluating this DWB device, allodynia was the reference endpoint for 

every animal, since it was known to develop consistently for all chronic models tested.  

Accordingly, weight bearing alteration concurred with allodynia onset and development.  

This is in line with reports on gait or weight bearing in parallel to allodynia monitoring for 
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longer than 21 days in neuropathic[16, 17], cancer [19, 21] and inflammatory pain models 

[22, 23].  However, our aim was not to assess the accuracy of DWB to indirectly detect 

allodynia, as others performed, but rather to evaluate its capacity to reveal a defection in 

global postural behaviors as a consequence of chronic pain. 

 

Across the literature, weight bearing is reported either as an ipsi- versus 

contralateral ratio [24] or a measure of weight difference between both hind paws [21, 22]. 

Consequently, when evaluating pain with the SWB, the decreasing values of the numerator 

(ipsilateral weight) are automatically reported to the denominator (contralateral weight), 

resulting in large ipsi/contra ratios.  This is also true when calculating the difference in 

weight between both hind paws; the moment the ipsilateral paw cannot bear the load, the 

contralateral paw receives the excess and the resulting difference is twice the reality.  For 

example, a 5 g of weight transferred to the other hind paw will correspond to a 10 g 

difference (-5 ipsi, +5 contra).  Considering that the SWB evaluates the efficacy of an 

analgesic drug by its efficiency in balancing the load between both hind paws, even a weak 

and partial analgesia will result in an overestimated effect of the drug[25].  Seldom do the 

results reported as a percentage over body weight represent the true variability in weight 

and the impact of a drug [13, 23].  Therefore, our data have been represented as percentages 

for every standpoint reported on total body weight, and corrections were made for weight 

increases related to growth for both DWB and SWB.  The DWB revealed an absence of 

compensatory weight shift on the contralateral paw, either at 21 days or throughout the 

whole testing schedule (AUC), with the exception of the neuropathic pain model.  Two 

things arise from those observations: 1) previous incapacitance measures yielded biased 

compensatory results due to a technology limitation on hind paw readouts, and 2) a 
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neuropathic animal behaves differently from cancer- or inflammatory-coping animals, in 

terms of weight balance.  Indeed, CCI animals do present similar allodynia pain profiles to 

CFA animals, but their postural profile is different.  This could be in part due to the 

retroflexion of the paw occurring in the CCI models, a motor dysfunction that might reflect 

in a partial contralateral compensation to help in the repositioning of the hips for moving 

around in the enclosure.  In perspective, static weight bearing measures with the SWB 

device have shown morphine efficacy for balancing the ipsi/contra load ratio [26].  

However, patients coping with chronic pain, and therefore with incident pain, are often on 

opioid treatment but consider their condition undermanaged[5] and complain of poor QoL. 

 

Our data on the DWB also indicate the importance of performing weight bearing 

evaluations of quadrupeds on their four standpoints.  Indeed, the main postural impact of an 

ipsilateral hind paw injury consists in the compensation occurring along the anteroposterior 

axis, instead of the mediolateral axis.  This forepaw shift was significant in the three 

models we tested, even in the neuropathic model despite the presence of a weak but 

significant contralateral shift.  Interestingly, Coulthard and colleagues also observed an 

increase in spatial contact area measures for forepaws, using the Catwalk in an 

inflammatory model[27].  Thus, under a pathologic chronic condition, the rat load pattern is 

mostly affecting the forepaws.  These postural changes could be the result of a discomfort 

in performing their habitual grooming and exploratory behaviors, which both frequently 

imply an upward position of front paws.  These latter behaviors are particularly frequent in 

healthy animals and could be considered as a proxy for QoL.  Although the DWB is not 

composed of infrared beams to account for the animal’s ambulation and number of flexes, 

it can however indicate how much time hind- and fore-paws were in contact with the floor.  
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Accordingly, the time-of-use of an injured limb should decrease proportionally with the 

aggravation of the chronic condition.  We observed that animals, in the three chronic pain 

models, bore less weight but also spent less time using their injured paw.  The indirect 

measure of the occurrence of rearing or grooming, determined by the difference of 

detection time of hind and forepaws, was also less frequent in pathologic animals (data not 

shown).  Data were collected during five minutes of monitoring, allowing us to account for 

spontaneous behaviors which can be interpreted as QoL proxies.  Hence, an efficient 

analgesic therapy should reflect in a return to baseline weight distribution on all 

standpoints, in QoL proxies’ improvement, as well as in signs of pain alleviation 

determined by other modalities.  

 

Overall, the DWB presents advantages over the SWB for drug screening.  A first 

key aspect is the evaluation on four standpoints.  Rats are quadrupeds and the posture they 

are forced to adopt during SWB monitoring is not natural to them.  The DWB circumvents 

this limitation, the rodent moving freely to take a natural position thus increasing the 

accuracy of weight bearing evaluation.  Another important aspect is the prolonged 

monitoring time.  Long-term observation should be prioritized in pain research[17] via 

active sessions [20].  This increases the opportunities to trigger an incident pain episode 

during drug screening and observe QoL proxies, which are far beyond the 10-second 

standard monitoring time in SWB.  Finally, the absence of experimenter/animal interaction 

and restraint are strong assets for the DWB.  Restraint is a stressful procedure that can 

modify behaviors and potentially lead to stress-induced analgesia or hyperalgesia for short-

term evaluations[28, 29].  The presence of an experimenter can also affect endpoints [30]; 

video caption monitoring is thus advantageous.  However, acclimatization of the animal to 
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the experimental setup remains important to limit stress-induced analgesia on the day of the 

testing.  In the case of the SWB, animals unacclimatized and unrestrained would have been 

impossible to test.  In opposition, we found here that acclimatization to the DWB enclosure 

was unnecessary.  Indeed, once allodynia was developed in the chronic models, the DWB 

evaluations showed similar and consistent profiles to those of pain.  Also, since the animals 

were being repeatedly tested over time, we considered them as acclimatized for the late 

time points (days 18 and 21). If the DWB enclosure itself had caused any kind of 

stress/distraction-induced analgesia, weight profiles would have remained unaffected in the 

early monitoring days (days 0, 3 , 7, 11), which was not the case.  To further support the 

validity of our evaluations, we chose to make additional comparisons between the SWB 

and the DWB at day 21.  At that stage, animals in the cancer group had been tested four 

times, thus considered acclimatized to the DWB in previous evaluations, limiting the 

possibility of stress-induced analgesia. Day 21 corresponds in every chronic pain model to 

an advanced stage of pain, thus the DWB and SWB were compared on similar grounds.  

 

It is noteworthy to acknowledge that DWB does not provide information on gait and 

stride.  Automated gait systems built upon optical technologies have allowed intuitive gait 

analysis[14, 27, 31] and kinematic data monitoring.  For instance, the Catwalk has 

revolutionized the study of those parameters in the small animal in the last decade in 

situations where high velocity walking is the endpoint under investigation [14].  However, 

certain drawbacks need to be considered.  For example, the measure of weight bearing is 

indirect[32], using arbitrary units determined by light diffusion.  Training sessions or food 

deprivation/reward sessions are also necessary to stimulate the animal to walk through a 

corridor to acquire gait data.  Light intensity in the room needs to be dimmed to increase 
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the contrast of the area of contact on the glass surface, forcing reflexive pain tests to be 

performed under similar lighting conditions to allow the comparison of the endpoints. The 

technology still remains a great asset for pain researchers to evaluate the impact of a drug in 

different chronic manifestations on gait and stride in an active task [33].  The high 

resolution of the Catwalk also enables the visualization of paw positioning on a surface as 

small as 2.1 mm2.  The DWB does not provide this level of precision for digit or ankle 

positioning but allows for a representative surface calculation and a more direct and precise 

weight evaluation under free passive and active behaviors in an open environment. 

 

We must also keep in mind that the DWB is a first generation device, which holds 

the potential for further development.  The actual system is limited to a 484 cm2 surface 

covered with a maximal number of interlaced captors.  Increasing the surface of the 

enclosure to at least 900 cm2 (minimal size of an openfield) would increase the exploration 

time in the enclosure with regards to the surface.  The dimensions of an openfield would 

provide sufficient space for the rat to walk forward at low velocity and to spend more time 

exploring for better QoL proxies evaluation.  Also, it would increase the odds to monitor 

BP through sudden weight bearing variations within the distance covered.  

 

Conclusion 

 

To tackle the challenge of increasing the predictability of preclinical analgesic drug 

screenings, gait, stride and weight bearing data are becoming increasingly important.  DWB 

assessment in small animals is an important parameter for discomfort evaluation and drug 

screening.  The DWB is technologically superior to the SWB, allowing a complete, 
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sustained and unbiased evaluation of the weight bearing of every animal limb and 

accounting for the timely and dynamic behavior of every standpoint.  The device also holds 

potential in evaluating movement-evoked BP episodes, although this was not verified here 

and needs further investigation.  Dynamic evaluation devices like the DWB are among the 

next generation of instruments that will increase the validity of preclinical models and 

achieve improved drug screening. 
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Résumé de l’article traduit en français :  
 
Le défi que pose la gestion des douleurs neuropathiques périphériques est important 
puisque les patients souffrant de douleur chronique répondent relativement mal à la 
pharmacopée actuelle. Depuis quelques années, le récepteur à la neurotensine (NT) couplé 
aux protéines G NTS2 est apparu comme une cible intéressante pour traiter certains états 
douloureux transitoires. Aucune évidence n’est toutefois disponible à ce jour quant à son 
implication dans les neuropathies périphériques chroniques. Dans l’article présenté ici, 
nous avons trouvé que le récepteur NTS2 était fortement localisé au niveau des afférences 
primaires ainsi que dans les cornes dorsales superficielles de la moelle épinière. Ensuite, 
suivant une ligature au niveau du nerf sciatique (modèle CCI), nous avons observé une 
fluctuation importante, au courant de l’évolution temporelle de la neuropathie, en ce qui a 
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trait à l’expression génique de la NT, et des récepteurs NTS1 et NTS2. Nous avons 
également évalué l’effet d’une injection centrale d’agoniste sélectif au récepteur NTS2 sur 
l’allodynie mécanique (réponse réflexive évoquée par un stimulus) ainsi que sur les 
adaptations comportementales de répartition du poids (pouvant être perçus comme des 
paramètres de qualité de vie et d’inconfort). Le JMV431, la lévocabastine ainsi que la β-
lactotensine, tous des agonistes du récepteur NTS2, ont été en mesure de diminuer 
l’allodynie mécanique continue observée chez les animaux neuropathiques. De façon 
comparable, l’amytriptyline, la prégabaline et la morphine, constituant des traitements 
actuels de première et de deuxième ligne pour la douleur neuropathique, ont atténué ce 
phénomène d’hypersensibilité mécanique induit par le modèle CCI. Les agonistes du 
récepteur NTS2 ont de plus été efficaces pour renverser les déficits posturaux et les 
troubles de distribution pondérale causées par le dommage nerveux. Toutefois, les 
molécules de référence actuellement utilisées en clinique n’ont pas été en mesure 
d’améliorer de façon significative ces différents paramètres se rapprochant de la réalité 
clinique. À la lumière de nos résultats, les agonistes NTS2 semblent représenter une 
nouvelle avenue thérapeutique afin de diminuer les douleurs associées aux neuropathies 
périphériques, et améliorer la réhabilitation fonctionnelle et le bien-être. 
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GPCR (G-Protein-Coupled Receptors) 

MS (Morphine Sulfate) 

NGS (Normal Goat Serum) 

NPY (Neuropeptide Y) 

PFA (Paraformaldehyde) 

PGB (Pregabalin) 

PWT (Paw Withdrawal Threshold) 

qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) 

SC (Spinal Cord) 

 



	
   103	
  

Abstract  

 

Management of painful peripheral neuropathies remains challenging, since chronic 

pain patients respond poorly to the available pharmacopeia. In recent years, the G-protein-

coupled receptor neurotensin (NT) type 2 (NTS2) emerged as an attractive target for 

treating transitory pain states. To date, however, there is no evidence for its role in the 

regulation of chronic peripheral neuropathies. Here, we found that NTS2 receptors were 

largely localized to primary afferent fibers and superficial dorsal horns. Changes in the 

time-course of the gene expression profile of NT, NTS1, and NTS2 were observed over a 

28-day period following the sciatic nerve constriction (CCI model). We next determined 

the effects of central delivery of selective-NTS2 agonists to CCI-injured rats on both 

mechanical allodynia (evoked withdrawal responses) and weight-bearing deficits 

(discomfort and quality-of-life proxies). NTS2 analogs JMV431, levocabastine and beta-

lactotensin were all effective in reducing ongoing tactile allodynia in CCI-operated rats. 

Likewise, amitriptyline, pregabalin, and morphine significantly attenuated CCI-induced 

mechanical hypersensitivity. NTS2 agonists were also efficient in reversing weight-bearing 

and postural deficits caused by nerve damage, unlike reference analgesics currently used in 

the clinic. Thus, NTS2 agonists may offer new treatment avenues for limiting pain 

associated with peripheral neuropathies and improve functional rehabilitation and well-

being. 

 

 

 

Keywords: GPCR, allodynia, incapacitance, weight bearing deficits. 
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1. Introduction 

 

 Peripheral nerve injury leading to chronic neuropathic pain, arising from diverse 

etiologies like trauma, infection, disease or chemotherapy, is one of the most difficult types 

of pain to manage (1). To date, the pharmacological management of neuropathic pain is 

based on the use of antidepressants (e.g. amitriptyline), antiepileptics (gabapentin, 

pregabalin) and topical lidocaine as first-line treatment options, the use of opioid analgesics 

(e.g. morphine) and tramadol being recommended for second-line treatments (2-4). 

Nonetheless, no more than half of patients achieve clinically meaningful pain relief with 

the pharmacopoeia currently available (5, 6). Their ineffectiveness is mainly related to the 

fact that some forms of neuropathic pain are insensitive to classical analgesics or that 

adverse effects (e.g. constipation, drowsiness, dizziness) drive an important number of 

patients to stop taking their medications (7-9, 10, 11). Thus, there is a continuing need to 

develop safe and more effective drugs to improve neuropathic pain management.  

 

The key positioning and signaling properties of G-protein-coupled receptors 

(GPCRs) at the cellular membrane makes them the most targeted protein families in 

pharmacology today. About one-third of currently marketed drugs rely on direct interaction 

with GPCRs or act through GPCR-associated mechanisms (12, 13). In recent years, the 

neurotensin (NT) tridecapeptide, exerting its biological effects by interacting with two 

subtypes of class A GPCRs, termed as NTS1 and NTS2 has emerged as an important 

modulator of nociceptive transmission (14-16). Indeed, central delivery of stable NT 

analogs produces dose-dependent antinociception in response to different experimental pain 
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modalities, including thermal, mechanical and chemical stimuli (17-27). Accordingly, 

inhibition of NTS1 or NTS2 function by pharmacological NT receptor antagonists, 

antisense technologies or generation of knockout animals supports the involvement of these 

receptors in the regulation of pain processing (19, 25, 28-34). In light of the fact that 

neuropathic pain conditions are only partially responsive to opioid therapy, it is also 

important to point out that NT exerts its analgesic effects at least in part through opioid-

independent mechanisms (35, 36). Notably, it was pharmacologically demonstrated that the 

antinociceptive response induced by NT analogs could not be reversed by the opioid 

antagonists naloxone and naltrexone (37-40). Above all, it has also been recently 

demonstrated that NT agonists combined with opioids may act synergistically to reduce 

nociception (17, 41, 42). 

 

In the present study, we sought to determine whether spinal NTS2 receptor 

activation could alleviate neuropathic pain symptoms. For this purpose, the effectiveness of 

different NTS2 agonists in reversing pain behaviors induced by a sciatic nerve constriction 

was evaluated over a 28-day period, and tested in parallel to the actual prescribed drugs 

used as first- or second-line treatment options. Neuropathic rats were subjected to different 

behavioral tests, including evoked withdrawal responses (e.g. mechanical allodynia) and 

assessment of weight-bearing deficits and quality-of-life proxies (e.g. functional 

rehabilitation). Since a high degree of plasticity is observed in both sensory neurons and 

spinal cord in response to nerve injury (43-45), we also examined the time-course gene 

expression profiles of NT, NTS1, and NTS2 over the 28-day testing period. 
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2. Material and methods 

 

2.1. Animals 

Adult male Sprague Dawley rats (200-225 g; Charles River Laboratories, St-

Constant, QC, Canada) were maintained on a 12hrs light/12hrs dark cycle with access to 

food and water ad libitum. Rats were acclimatized 4 days to the animal facility prior to 

behavioral studies. The experimental procedures in this study were approved by the Animal 

Care Committee of the Université de Sherbrooke and were in accordance with policies and 

directives of the Canadian Council on Animal Care.  

 

2.2. Chronic constriction injury model  

Following baseline measurements, adult rats underwent a surgical procedure to 

induce a chronic neuropathic pain state. Animals were randomly allocated to one of two 

surgical groups, i.e., neuropathic or sham. Neuropathic pain was induced through chronic 

constriction injury (CCI) of the sciatic nerve, as previously described by Bennett (46) with 

a modification in the suture used (5-0 Prolene, Ethicon, inc. Somerville, New Jersey) in 

order to minimize suture-induced inflammation. Briefly, under isoflurane anesthesia 

(induction with 5% and maintained at 2.5%; Abbott Laboratories, Montreal, QC, Canada), 

the left sciatic nerve was loosely ligatured with 4 sutures distant by 1 mm upstream of the 

tibial, sural and common peroneal nerve trifurcation. This left side was defined as the 

operated-ipsilateral limb, while the non-operated leg (right) represented the contralateral 

side. The muscle, conjunctive tissue and skin were then closed with proper sutures and 

washed with 3% v/v hydrogen peroxide. Sham-operated rats received the same surgical 
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procedure, except that the sciatic nerve was not ligated. Rats were housed individually for 

24 h to recover from the surgery before to be housed at four animals per cage.  

 

2.3. Animal injection and drugs 

Behavioral experiments aimed at establishing the effects of NTS2 analogs on 

neuropathic pain behaviors. To this end, rats were lightly anesthetized with 2% isoflurane 

(Abbott Laboratories, Montreal, QC, Canada) and injected intrathecally, at the L5-L6 

intervertebral space, with either JMV-431 (3 to 90 µg/kg), levocabastine (5 µg/kg, kindly 

provided by Janssen Research, Beerse, Belgium), or β-lactotensin (180 µg/kg, National 

Institute of Mental Health’s chemical synthesis and drug supply program) diluted in 

physiological saline (0.9% NaCl), 18 min before behavioral testing. Control animals 

received physiological saline. Reference drugs were used as follow, morphine sulphate 

(MS) (3 mg/kg, subcutaneous injection, Sandoz, Boucherville, Canada), amitriptyline 

(AMI) (10 mg/kg, intraperitoneal injection, Sigma Aldrich, USA) and pregabalin (PGB) 

(30 mg/kg, intraperitoneal injection, Pfizer, UK). 

 

2.4. Behavioral studies  

Pain-related behavioral parameters were examined at day 0 (pre-surgical baseline 

(BL)) and after nerve injury at 3, 7, 14, 21 and 28 days. Animals were habituated to the 

behavioral testing room at 8 a.m. The behavioral assessment began one hour later. 

Mechanical allodynia (e.g. pain produced by a non-noxious stimulus) and weight-bearing 

deficits (e.g. functional rehabilitation) were used as outcome measures of neuropathic pain 

development and as indicators of drug’s analgesic efficacy. Dynamic weight bearing 

measurements were conducted immediately after performing the von Frey filament test.  
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To determine the presence of mechanical allodynia, animals were placed into 

compartment enclosures on an elevated wire mesh floor. A dynamic plantar aesthesiometer 

(Ugo Basile, Stoelting, IL, USA), consisting of a metal probe (0.5 mm diameter), was 

directed against the hind paw pad and an upward force was exerted (3.33 g/second). The 

force required to elicit a withdrawal response was measured in grams and automatically 

registered when the paw was withdrawn or the preset cut-off was reached (50 g). Five 

values were taken alternately on both ipsilateral (operated side) and contralateral hind paws 

at 15 s intervals. Rats were acclimatized to the enclosures for 2 days prior to testing.  

 

The dynamic weight-bearing (DWB) device (Bioseb, Boulogne, France) was used 

to evaluate the discomfort and quality-of-life proxies. This recently characterized apparatus 

(47) consists of a Plexiglas enclosure (22 × 22 × 30 cm) with a floor sensor composed of 44 

x 44 captors (10.89 mm2 per captor). A camera was appointed to the side of the enclosure. 

The rat was allowed to move freely within the apparatus for 5 min while the pressure data 

and live recording were transmitted to a laptop computer via a USB interface handle. Raw 

pressure and visual data were colligated with the latest DWB software available at the time. 

A zone was considered valid when the following parameters were detected: ≥ 4 g on one 

captor with a minimum of 2 adjacent captors recording ≥ 1 g. For each time segment where 

the weight distribution was stable for more than 0.5 sec, zones that met the minimal criteria 

were then validated and assigned as either right or left hind paw or front paw by an 

observer according to the video and the scaled map of activated captors. Other detected 

zones (tail, testicles, etc.) were also validated and analyzed. Finally, a mean value for the 

weight on every limb was calculated for the whole testing period and further reported on 
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the animal weight to obtain the percentage of total body weight on each paw. The time 

corresponding to weight bore on each paw was also available in the final analysis, lending 

the possibility to assess the frequency of standing behaviors, such as rearing, exploring and 

grooming. Animals were not acclimatized to the enclosure before the initial testing period 

in order to maximize exploration behaviors.  

 

2.5. Western blotting experiments 

Lumbar dorsal root ganglia and spinal cord, isolated from adult Sprague-Dawley 

rats were homogenized separately with a polytron in 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) and 4 mM 

EDTA with protease inhibitors (CompleteTM Protease inhibitors tablets, Roche Molecular 

Biochemicals, Laval, QC, Canada), and centrifuged at 4oC for 10 min at 46 000 rpm. The 

pellets were then resuspended in 50 mM Tris-HCl (pH 7.0) and 0.2 mM EDTA with 

protease inhibitors, by vortexing and brief sonication. The membranes were subsequently 

denatured using Laemmli sample buffer, resolved using 8% Tris-Glycine precast gels 

(Invitrogen, Burlington, ON, Canada), and transferred to nitrocellulose membranes 

(BioRad laboratories, Mississauga, ON, Canada). Each lane represents the transfer of 60 µg 

of membrane protein. Non-specific sites were blocked by 0.1% Tween 20 and 10% milk 

powder (Carnation, Don Mills, ON, Canada) in phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4) 

overnight at 4oC. Immunoblotting was performed as previously described (26, 48). Briefly, 

nitrocellulose membranes were incubated overnight at 4oC with the N-terminal specific 

anti-NTS2 rabbit antibody (1/10,000; made on demand by Affinity BioReagents, ABR, 

Golden, Co, USA) in PBS with 1% BSA and 1% ovalbumin. After washing with PBS-

Tween, blots were incubated for 60 min at room temperature (RT) with an HRP-conjugated 

goat anti-rabbit secondary antibody (1/4000; Amersham Pharmacia Biotech, Baie d’Urfe, 
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QC, Canada) in PBS with 5% milk powder and proteins were visualized by using an 

enhanced chemiluminescent detection system (Perkin Elmer, Life Sciences, Boston, MA, 

USA). 

 

2.6. Light and confocal microscopic studies 

Adult Sprague-Dawley rats were deeply anesthetized with ketamine 87 mg/kg / 

xylazine 13 mg/kg administered intramuscularly (300 µl) and perfused transaortically with 

a freshly prepared solution of 4% PFA in 0.1 M Phosphate Buffer (PB), pH 7.4. Tissues 

were rapidly removed, cryoprotected overnight in 0.1 M PB, containing 30% sucrose at 

4°C, and frozen for 1 min in isopentane at -40°C. Spinal cords were sectioned transversely 

at 30 µm on a Leica SM2000R sliding microtome and DRGs were cut on a Leica CM1850 

cryostat at 20 µm. Sections were then incubated overnight at 4°C in anti-NTS2 rabbit 

antiserum diluted 1/10,000. Immunostaining was performed according to the avidin-biotin 

peroxidase method (Elite ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame, ON, Canada) using a 

nickel-intensified diaminobenzidine protocol to localize the horseradish peroxidase 

immunoreaction product, as described previously (48). For specificity control, sections 

were incubated overnight with primary antiserum pre-adsorbed with 2 µg/ml of the NTS2 

amino-terminal peptide. Reacted sections were mounted on chrome alum/gelatin-coated 

slides, dehydrated in graded ethanol, defatted in xylene, and mounted with Permount 

(Fisher Scientific, Montreal, QC, Canada). Labeled structures were examined under bright-

field illumination with a Leica DM-4000 automated research microscope (Leica, Dollard-

des-Ormeaux, QC, Canada) and digitized images were obtained with a Lumenera Infinity 

X-21 digital camera using Infinity Capture software (Lumenera Corporation, Ottawa, ON, 

Canada). For confocal microscopic studies, sections from both spinal cord and DRG were 
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incubated overnight with rabbit NTS2 antiserum. The primary antiserum was then localized 

with an Alexa 594-coupled goat anti-rabbit diluted 1:500 (Molecular Probes). Labeled 

structures were analyzed by confocal microscopy using the Olympus fluoview FV1000 

laser-scanning microscope equipped with an Olympus BX61 automated research 

microscope. 

 

2.7. Electron microscopy 

Sections were processed for electron microscopy by using a pre-embedding 

procedure, as previously described (49). Anesthetized Sprague-Dawley rats were 

transaortically perfused with a mixture of 3.75% acrolein and 2% PFA. Lumbar spinal 

cords were removed, postfixed in 2% PFA and cut (50 µm-thick) on a vibratome. Sections 

were then incubated in a solution of 1% sodium borohydride in PB for 30 min to neutralize 

free aldehyde groups. Following extensive rinsing with PB, sections were cryoprotected for 

30 min by immersion in a mixture of 25% sucrose and 3% glycerol in 0.1 M PB, rapidly 

frozen in isopentane at -60°C, transferred to liquid nitrogen for one minute and finally 

thawed in PB at RT. Thawed sections were preincubated for 30 min in 0.1 M TBS (pH 7.4) 

containing 3% NGS and then incubated for 48 h at 4°C with NTS2 antiserum (1/1800) in 

PBS containing 0.5% NGS, followed by 2 h at RT with colloidal gold (1 nm)-conjugated 

goat anti-rabbit antibody (1/50; Cedarlane Laboratories, Hornby, ON, Canada), diluted in 

PBS containing 0.2% gelatin and 0.8% BSA. After several washes in PBS, sections were 

fixed for 10 min in 2% glutaraldehyde in 0.1 M PBS and rinsed in 0.2 M citrate buffer, pH 

7.4. Immunogold particles were amplified through silver intensification by incubating the 

sections for 15 min with IntenSE M silver solution (Amersham Pharmacia Biotech). The 

reaction was stopped by washing in citrate buffer and the sections were post-fixed in 2% 
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osmium tetroxide in 0.1 M PB for 40 min, dehydrated in graded ethanol and infiltrated with 

propylene oxide followed by Epon 812 (1:1 then 1:3, respectively). The mixture was 

replaced by 100% Epon 812 and incubated overnight at 4°C followed by placement 

between two sheets of acetate at 60°C for 24 h for flat-embedding. Ultrathin sections (80 

nm-thick) were collected and counterstained with uranyl acetate/lead nitrate and examined 

with a JEOL 100CX transmission electron microscope (M.E.C.A Ltée, Montreal, QC, 

Canada). Electron microscopic negatives were digitized using a high-resolution digital 

camera and processed using Adobe Photoshop. Light microscopic photomicrographs and 

color images were adjusted for contrast and brightness using Adobe Photoshop CS4 

software. The final composites were processed by using Deneba’s Canvas TMX imaging 

software on an Apple iMac. 

 

2.8. Quantitative real-time PCR 

Lumbar DRG (L4 to L6) and spinal cord bulge located in the thoracic region were 

harvested at specific time-points (BL, 3, 7, 14 and 28 days post-surgery) and immediately 

put in a volume of RNAlater® solution (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) sufficient to 

cover the tissue (approx. 100 µl for DRG and 150-300 µl for spinal cord section). 

RNAlater® stored tissues were conserved according to manufacturer’s recommendations. 

RNA was further extracted using QIAzol Lysis Reagent® and protocol from Qiagen® with 

the use of TissueLyser II (Qiagen) in order to insure uniform homogenization. Samples 

were then DNAse treated using Turbo DNase (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). 

All samples were run on Experion (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) to validate RNA quantity 

and quality. Reverse transcription was carried out on 1 µg RNA with 160 U Superscript II 

(Invitrogen, Grand Island, NY, USA), primed with oligo dT and random hexamers 
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(Integrated DNA Technologies). Samples were then loaded onto 384 well plates with 

JANUS® Automated Workstation (Perkin Elmer, USA) and Real-Time PCR was further 

performed in triplicate for each cDNA sample on a 7900HT Fast Real-Time PCR system 

(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) using 0.8 U Immolase DNA Polymerase 

(Bioline). The average NT, NTS1/2 and NPY expression was normalized to Hprt1 

housekeeping gene and compared to healthy animals. Each value represents mean ± SEM 

of 5-6 samples. DNA oligonucleotides and probes used in the qPCR assay are listed in the 

following table: 

 

Gene   Sequence 

Rn Hprt1 F217  5’-CGAGATGTCATGAAGGAGATGG-3’ 
Rn Hprt1 R309  5’-GTAATCCAGCAGGTCAGCAAAG-3’ 
Rn Hprt1 P245  5’-/56-
FAM/ATCACATTG/ZEN/TGGCCCTCTGTGTGCTGAA/3IABkFQ/-3’ 
Rn Nts F380  5’-GCTGACCGTATTCCAACTCC-3’ 
Rn Nts R486  5’-CCTTCTCAGTTTTCTCATTGCC-3’ 
Rn Nts P441  5’-/5HEX/TTATCTCCC/ZEN/AGTGTTGAAAGGCCCG/3IABkFQ/-3’ 
Rn Ntsr1 F847  5’-CACAACGGTTTAGAGCACA-3’ 
Rn Ntsr1 R953  5’-ACAAAGGCAATGACCACA-3’ 
Rn Ntsr1 P868   5’-/56-FAM/ACGTTCAAC/ZEN/ATGACCATCGAGCCGG/3IABkFQ/-
3’ 
Rn Ntsr2 F1010 5’-CCCGATGATGGATGGACTAATG-3’ 
Rn Ntsr2 R1127 5’-AAGACACGGCGTTGTAGAG-3’ 
Rn Ntsr2 P1071 5’-/5HEX/ACACGCTCT/ZEN/TCTATGTCAGCTCAGCAGT/3IABkFQ/-
3’ 
Rn Npy F253  5’-GACAGAGATATGGCAAGAGATCC-3’ 
Rn Npy R330  5’-GCAAGTTTCATTTCCCATCACC-3’ 
Rn Npy P382  5’-/56-FAM/CCCAGAACA/ZEN/AGGCTTGAAGACCCT/3IABkFQ/-3’ 
 

2.9. Statistical analysis 

Data were plotted as means ± standard errors of the mean (SEM) for all curves and 
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bar graphs. Two-way ANOVA, followed by Bonferroni’s post hoc test was performed for 

all curves. Graph bars were analyzed with a Kruskal-Wallis, followed by Dunns’ post hoc 

test. Prism 5 software (GraphPad software Inc, San Diego, CA USA) was used for all 

statistical calculations and analyses. The percentage of anti-allodynia was calculated with 

the area under the curve of every treatment for the time period comprised between 3 and 28 

days, with the use of the following equation: % anti-allodynia = 100 x [(CCI treated rat – 

CCI control rat)/(Sham - CCI control rat)]. From the latter formula, 0% represents no anti-

allodynic effect of the compound, while 100% corresponds to a complete relief of 

mechanical hypersensitivity. We use the same formula to calculate the % of rehabilitation, 

weight recovery and compensation reversal. A significant difference between groups is 

represented by the P-Value; * P<0.05, ** P<0.01 and *** P<0.001. For the quantitative 

real-time PCR experiments, statistical analyses were performed by one-way analysis of 

variance (ANOVA) followed by Bonferroni post-hoc tests. 
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3. Results 

3.1. NTS2 receptor protein distribution in rat dorsal root ganglia and spinal cord 

The presence of NTS2 receptors in lumbar DRG and spinal cord tissues isolated 

from healthy rats was first assessed by Western Blotting. In both structures, the NTS2 

antiserum specifically recognized a protein band at 46 kDa, consistent with the molecular 

weight of the monomeric form of the receptor, as deduced from its cDNA sequence (Fig. 

1A, arrowhead). As previously reported (48), high molecular weight complexes, consistent 

with receptor dimerization were also detected at approximately 80-85 kDa in homogenates 

from both DRG and spinal cord (Fig. 1A). Accordingly, intense NTS2-like 

immunoreactivity was observed within the superficial layers of the spinal dorsal horn and 

in subsets of primary sensory neurons (Fig. 1B-D). In the dorsal horn, the NTS2-like 

immunolabeling was prominently concentrated over neuronal processes and was 

particularly intense over the substantia gelatinosa, which receives many synaptic 

terminations from C and Aδ primary afferent fibers (Fig. 1B,D). Accordingly, strong NTS2 

labeling was evident in different subpopulations of primary sensory neurons (Fig. 1C, 

arrowheads). In somata of small to large ganglion cells, the staining was found to be 

associated with punctate cytoplasmic vesicle-like structures. Confocal microscopy also 

revealed the presence of a dense network of NTS2-immunoreactive dendrites pervading the 

deeper layers of the dorsal horn (Fig. 1D, arrowheads).  

 

 We next examined the subcellular distribution of NTS2 receptors in rat spinal 

substantia gelatinosa by electron microscopy (Fig. 1E-H). At the ultrastructural level, the 

NTS2 silver-intensified gold labeling was primarily associated with large dendritic profiles, 



	
   116	
  

probably originating from spinal neurons localized in laminae IV-V (Fig. 1E,F). Within 

these dendrites, NTS2-like immunoreactivity was mainly present over intracellular 

organelles. Only few immunogold-receptor complexes were detected at the plasma 

membranes (Fig. 1E,F). A strong immunolabeling was also observed over small dendritic 

profiles, probably stemming from distal dendrites in laminae I/II (Fig. 1G). Only few 

immunolabeled NTS2 receptors were detected in association with synaptic terminals (Fig. 

1G,H; white arrowheads). A small number of these terminals appeared to be peptidergic, as 

evidenced by the presence of a few large dense core vesicles (Fig. 1G, black arrowhead) in 

addition to synaptic vesicles. Remarkably, within synaptic terminals NTS2 immunolabeling 

was quite frequently associated with the plasma membrane (Fig. 1G, white arrowheads). 

Additionally, sparse NTS2 immunoreactivity was also detected on lightly myelinated axons 

coursing to the neuropil (Fig. 1H). 
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Figure 1. NTS2 receptor protein distribution in rat dorsal root ganglia and spinal cord. A, 
Identification of endogenously expressed NTS2 receptors by Western blotting. Specific 

immunoreactive bands at 46 kDa (arrowhead) and 80-85 kDa are detected in homogenates 
from both dorsal root ganglia (DRG) and spinal cord (SC). B, The immunoperoxidase 

staining reveals the presence of NTS2-like immunoreactivity throughout the dorsal horn of 
the spinal cord. A dense NTS2-like immunolabeling is observed in the superficial layers of 
the dorsal horn. C, As observed by confocal microscopy, NTS2 receptors are present in all 

subtypes of sensory neurons, notably in small/medium-sized ganglion cells innervating 
laminae I and II of the dorsal horn (arrowheads). D, The NTS2-like immunolabeling is 
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most prominent over the substantia gelatinosa. Also note that NTS2-immunoreactive 
dendritic profiles originating in the nucleus proprius radiate into the superficial layers of the 
dorsal horn and can make synaptic contact with primary afferent fibers (arrowheads). E,F, 

At the ultrastructural level, immunoreactive NTS2 is most frequently found in large 
dendritic profiles (D). Within these profiles, the silver-enhanced gold particles are typically 
associated with intracellular organelles. Occasionally, immunoreactive NTS2 is associated 
with the plasma membrane. These large dendrites are decorated with numerous synaptic 

terminals, which are, however, typically devoid of NTS2. G,H, NTS2-like immunolabeling 
is also found within smaller dendritic profiles (D), which are abutted by synaptic terminals 

(T) as well. Infrequently, these terminals are NTS2-immunopositive, albeit lightly as 
compared with dendritic labeling (white arrowheads). Immunoreactive NTS2 in synaptic 
terminals is frequently associated with the plasma membrane (white arrowheads in G). H, 
In addition, NTS2 immunolabeling is found in association with lightly myelinated axons 

(A). Scale bars: B = 400 µm, C = 50 µm, D = 200 µm, E - G = 500 nm, H = 750 nm. 
 

3.2. Temporal changes of NT and NT receptor mRNA expression in dorsal root ganglia and 

dorsal spinal cord following induction of neuropathic pain 

The peripheral and central neural networks involved in the processing of 

nociceptive information showed extensive plasticity in pathological pain states. Here, we 

examined whether there was a differential mRNA expression profile of the 

neurotensinergic system in rat dorsal root ganglia (DRG) and superficial dorsal horns 

following nerve injury. Quantitative real-time RT-PCR was used to evaluate the temporal 

pattern (3, 7, 14 and 28 days post-injury) of NT, NTS1, and NTS2 mRNA expression. The 

data were normalized at every time-point to the Hprt1 housekeeping gene stably expressed 

over the whole experimental period. The expression of neuropeptide Y (NPY) was used as 

a positive control since it was previously reported as up-regulated following nerve injury 

(50). We found that the chronic constriction injury of the sciatic nerve (CCI model) time-

dependently altered NT, NTS1, and NTS2 mRNA expression levels in both DRG and 

spinal cord (Table 1). A one-way ANOVA analysis revealed that NT mRNA levels isolated 

from DRG and spinal cord dorsal horn of injured rats were significantly higher than those 
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measured in non-operated and sham control animals. At all post-operative time-points, NT 

mRNA levels were significantly increased by 3- to 4-fold in the ipsilateral side of both 

tissues compared to the non-operated control rats (* P<0.05; Table 1). NT mRNA levels 

were also significantly up-regulated on the contralateral side of the spinal cord. In contrast, 

very different gene expression patterns were observed for NTS1 and NTS2 in neuropathic 

rats. Indeed, NTS2 mRNA levels were significantly decreased by approximately 50% on 

days 14 and 28 post-surgery in both DRG and spinal cord tissues compared to the 

corresponding time-points in control groups (* P<0.05, ** P<0.01; Table 1). NTS2 

expression was also down-regulated on the contralateral side of the spinal cord. Significant 

reductions in NTS1 mRNA levels were also observed in DRG at days 14 and 28 after CCI 

(~55% decrease; ** P<0.01; Table 1). However, NTS1 mRNA levels remained unchanged 

in the dorsal horn of the spinal cord over the 28-day observation period. 

TABLE 1. Temporal and spatial alterations in NT, NTS1, and NTS2 mRNA expression 
following chronic constriction injury of the sciatic nerve. 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. control group. 

 

 

DRG IpsilateralIpsilateralIpsilateralIpsilateral ContralateralContralateralContralateralContralateral

NT
NTS1
NTS2
NPY

Spinal cord

NT
NTS1
NTS2
NPY

D3 D7 D14 D28 D3 D7 D14 D28
2.96 ± 0.57 * 3.74 ± 0.55 2.80 ± 0.65 2.55 ± 0.85 1.77 ± 0.41 1.92 ± 0.35 2.15 ± 0.34 2.35 ± 0.70
0.72 ± 0.08 0.68 ± 0.06 ** 0.41 ± 0.07 ** 0.44 ± 0.08 0.86 ± 0.08 1.02 ± 0.05 0.78 ± 0.12 0.74 ± 0.06
0.96 ± 0.09 0.88 ± 0.14 * 0.44 ± 0.06 * 0.43 ± 0.06 0.87 ± 0.05 1.11 ± 0.14 0.82 ± 0.10 0.90 ± 0.12

** >10 ± 2.76 *** >100 ± 8.40 *** >100 ± 10.23 *** >50 ± 5.90 1.21 ± 0.19 0.86 ± 0.21 0.80 ± 0.12 *** 2.03 ± 0.32

IpsilateralIpsilateralIpsilateralIpsilateral ContralateralContralateralContralateralContralateral
D3 D7 D14 D28 D3 D7 D14 D28

*2.24 ± 0.07 * 2.06 ± 0.24 * 2.16 ± 0.17 * 2.05 ± 0.13 * 2.00 ± 0.35 ** 2.22 ± 0.17 * 2.15 ± 0.24 1.71 ± 0.18
1.20 ± 0.10 1.50 ± 0.18 0.83 ± 0.06 0.85 ± 0.10 0.86 ± 0.09 0.95 ± 0.10 0.77 ± 0.08 0.68 ± 0.09
0.69 ± 0.07 0.86 ± 0.07 * 0.60 ± 0.06 ** 0.54 ± 0.05 * 0.53 ± 0.04 0.65 ± 0.06 ** 0.48 ± 0.03 *** 0.43 ± 0.05

** 1.90 ± 0.11 *** 2.07 ± 0.18 1.44 ± 0.16 1.60 ± 0.13 ** 1.71 ± 0.19 ** 1.70 ± 0.13 1.50 ± 0.15 1.29 ± 0.14

Table 1
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3.3. NTS2 agonists delivered intrathecally attenuate nerve-injury induced mechanical 

hypersensitivity 

Hypersensitivity to mechanical stimuli is a characteristic escape behavior observed 

following a chronic constriction injury of the sciatic nerve. Accordingly, the paw 

withdrawal threshold (PWT) in response to innocuous tactile stimuli significantly 

decreased on the ipsilateral side 3 days post-surgery and remained low for at least 28 days 

compared with pre-surgery baseline values (*** P<0.001; Fig. 2). As previously observed 

(21), no significant changes in PWT occurred on the contralateral hind paw (not shown). 

Sham-operated rats did not develop mechanical allodynia throughout the 4-week testing 

period (Fig. 2). We thus examined whether drugs acting at NTS2 receptors could alleviate 

the neuropathic pain behaviors. Intrathecal (i.t.) injection of the selective and stable NTS2 

agonist JMV-431 reduced ongoing tactile allodynia in a dose-dependent manner from day 3 

to 28, achieving a 71.4 ± 5.4 % pain relief at the highest dose tested (90 µg/kg; *** 

P<0.001; Fig. 2A, C). Punctual i.t. delivery of two other NTS2 agonists, levocabastine (5 

µg/kg) and β-lactotensin (180 µg/kg) also produced anti-allodynic effects in CCI rats, 

inducing a 55.5 ± 6.5 % and 28.2 ± 3.9 % recovery over the 28-day period, respectively 

(*** P<0.001; Fig. 2B, C). 
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Figure 2: Effect of NTS2 agonists on mechanical allodynia induced by CCI of the sciatic 
nerve in rats. The paw withdrawal threshold (PWT) following automated von Frey hair 

stimulation was measured at various time-points following induction of neuropathic pain. 
Paw withdrawal thresholds were determined following acute intrathecal injection of three 
doses of JMV431 (3, 30 and 90 µg/kg; A), levocabastine (5 µg/kg; B), and β-lactotensin 

(180 µg/kg; B) at days 3, 7, 14, 21 and 28 post-surgery. BL indicates baseline prior to CCI 
surgery. Statistical analyses were performed with a two-way ANOVA followed by a 

Bonferroni’s post-test, comparing NTS2 agonist treatments to corresponding saline-treated 
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control at each time point. C, Calculations of anti-allodynic effects from testing time-points 
day 3 to day 28 showed that all tested compounds attenuated the development of 

hypersensitivity to mechanical stimulus. A one-way ANOVA followed by a Bonferroni’s 
post-test was performed to detect differences between groups of CCI rats treated spinally 
with either saline or NTS2 agonists. Data shown as mean ± SEM (6-8 rats/group for NT-

compounds, 10-15 rats/group for CCI and Sham). For all analyses, ** P<0.01 and *** 
P<0.001, compared to CCI saline-treated groups. 

 

The effectiveness of actual prescribed drugs used as first- or second-line treatment 

options for the pharmacological management of neuropathic pain was tested in parallel to 

the drugs acting at NTS2 sites. For this purpose, CCI rats were treated with amitriptyline 

(10 mg/kg), pregabalin (30 mg/kg), and morphine (3 mg/kg) at doses that were previously 

shown to be effective in reversing nociceptive behaviors (51-53). Accordingly, we found 

that all drugs partially reversed the mechanical allodynia at various times after CCI (Fig. 

3A). Indeed, over the 28-day post-surgery period, systemic administration of amitriptyline, 

pregabalin, or morphine induced significant increases in PWT compared to the vehicle-

treated group, reversing by 57.8 ± 8.2 %, 27.7 ± 4.1 %, and 27.9 ± 1.9 % the allodynic 

state, respectively (*** P<0.001; Fig. 3B).   
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Figure 3: Effects of systemic administration of amitriptyline, pregabalin, and morphine on 
mechanical sensitivity in neuropathic rats. Mechanical hypersensitivity was observed by a 

decreased withdrawal threshold of the ipsilateral hind paw (PWT) in response to an 
innocuous tactile stimulus. A, The time course of mechanical allodynia was examined in 

CCI- and sham-operated rats during the 4-week period after the surgery. Data were 
analyzed statistically using a two-way ANOVA followed by a Bonferroni’s post-test. * 
P<0.05 and *** P<0.001 compared amitriptyline (10 mg/kg), pregabalin (30 mg/kg), or 

morphine (3 mg/kg) to corresponding vehicle thresholds at each time point. N.S. stands for 
not significant. B, Both first- and second-line drugs were effective in reversing mechanical 

allodynia in nerve-injury rats. A one-way ANOVA followed by a Bonferroni’s post-test 
was used to evaluate the drug treatment effectiveness. For all analyses, *** P<0.001. Data 
shown as mean ± SEM (6-8 rats/group for reference compounds, 10-15 rats/group for CCI 

and Sham). 
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3.4. NTS2 agonists reduce neuropathy-induced weight bearing deficits and improve the 

quality-of-life proxies 

To date, the evaluation of putative analgesics relies mainly on the measurement of 

evoked withdrawal responses (e.g. mechanical allodynia). However, recent advances in the 

field suggest that pre-clinical drug development process should also include the assessment 

of functional deficits and well-being in addition to pain relief (54, 55). We recently 

demonstrated in various animal pain models that dynamic weight bearing (DWB) allowed 

to measure proxies of the quality-of-life in freely moving rats (47, 56). Here, we used a 

DWB device to monitor the effects of NTS2 agonists and reference drugs on different 

quality-of-life proxies, including time-of-use of the injured limb, weight load deficits, and 

compensatory shifts in weight distribution.  

We first evaluated in CCI rats the effectiveness of drug treatment in reversing the 

decrease in the use of the affected limb (Fig. 4). Drug effects were expressed as the 

percentage of rehabilitation over the 28-day period, where 100% corresponds to a complete 

recovery of the injured paw utilization. Our results revealed that both JMV-431 and 

levocabastine significantly improved the time of ambulation spent on the injured paw, 

rehabilitating the functionality of the limb to 74.8 ± 15.9 % and 87.6 ± 5.0 %, respectively 

(* P<0.05; Fig. 4A). At the dose used, β-lactotensin was unable to restore the functionality. 

Using the same paradigm, we also demonstrated that amitriptyline increased the use of the 

injured limb (82.6 ± 7.9 % reversal; ** P<0.01), whereas pregabalin and morphine were 

mostly ineffective (Fig. 4B). 



	
   125	
  

 

Figure 4: Effects of NTS2 agonists and common analgesics on neuropathy-induced 
decrease in time-of-use of the injured limb. The effectiveness of drug treatment was 

determined by measuring the percentage of functional rehabilitation, 100% corresponding 
to a full recovery in the use of the affected limb. Improvement of the time of ambulation 

spent on the ipsilateral paw was determined using the DWB device over the 28-day period. 
Functional recovery of the affected limb was followed after acute administration (A) of 

JMV431 (90 µg/kg), Levocabastine (5 µg/kg) and β-lactotensine (180 µg/kg) or (B) of the 
clinically used analgesics, amitriptyline (10 mg/kg), pregabalin (30 mg/kg), and morphine 

(3 mg/kg). A one-way ANOVA followed by a Bonferroni’s post-test was applied to 
compare rats receiving drugs and CCI rats treated with saline. * P<0.05 and ** P<0.01. 
Data shown as mean ± SEM (6-8 rats/group for all drugs, 10-15 rats/group for CCI and 

Sham). 
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We next measured the weight bearing deficits across the four limbs in non-

restrained neuropathic rats (figure 5). The load on the affected limb was in average 

decreased by 55% ± 3.0 from day 3 to 28 and compensated by a weight shift to the 

forepaws and contralateral hind paw (not shown). I.t. delivery of JMV-431 and 

levocabastine both reversed CCI-induced ipsilateral paw weight load deficits, leading to a 

gain of 25-30% of weight recovery (* P<0.05; figure 5 A). However, only the JMV-431 

was effective in reducing the compensatory shift on the other limbs (35.3 ± 10.8 % reversal, 

* P<0.05; figure 5 C). In contrast, β-lactotensin and all reference drugs used in this study 

were inefficient in improving these quality-of-life proxies (figure 5 B-D).  
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Figure 5: Evaluation of neuropathic pain-induced weight-bearing deficits and weight 
compensation after the administration of NTS2 agonists or first- and second-line 

treatments. Weight recovery or compensation reversal was assessed with the DWB device 
over the 28 d period. Treatments’ effectiveness were determined by measuring the 

percentage of weight reported on the ipsilateral paw and compensation shifts to the front 
paws and other anatomical zones; 100% corresponding to a full recovery in the weight bore 

on the injured paw or a complete weight redistribution to initial baseline values over the 
four limbs. Acute injection of JMV-431 (90µg/kg) or levocabastine (5µg/kg) induced a 

significant weight recovery (A), while only JMV-431 (90µg/kg) reversed the weight 
compensation occurring in the CCI model (C). The clinically used analgesics AMI 

(10mg/kg), PGB (30mg/kg) and MS (3mg/kg) were unable to improve these quality-of-life 
proxies (B-D). One-way ANOVA followed by a Bonferroni’s post-test was used to 

compare rats receiving drugs and CCI rats treated with saline. Data are shown as means ± 
SEM (6-8 rats/group for all drugs, 10-15 rats/group for CCI and sham treatment). *P < 

0.05. 
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4. Discussion 

 

 Chronic neuropathic pain is a common clinical problem worldwide, under 

diagnosed and undertreated, leading to suffering, disability, impairment of quality-of-life, 

and increased health care use and costs (1-3). Thus, the development of new 

pharmacological painkillers stays at the forefront of pain research. According to 

Overington (57), of the 266 human targets of FDA-approved drugs, 27% correspond to the 

rhodopsin-like family of GPCRs. There is therefore a broad scientific consensus saying that 

GPCRs will remain the pre-eminent class of druggable targets and clearly one of most 

important therapeutic targets in pain medicine (13). 

 

In the past few years, others and we have provided compelling evidence that the 

neurotensinergic system is involved in the regulation of pain transmission (14, 15, 16). 

Although there are now clear indications of the contribution of NTS1 and NTS2 receptor 

subtypes in regulating the nociceptive processes at both spinal and supraspinal levels, their 

potential role in reducing chronic pain remains mainly unsupported. The present study 

aimed at investigating the role of spinal NTS2 receptors in the regulation of neuropathic 

pain symptoms. We first demonstrated that the NTS2 receptor is highly expressed in 

sensory neurons and in the superficial layers of the spinal dorsal horn. Within DRG, the 

immunostaining for NTS2 was found in association with different subpopulations of 

primary sensory neurons. This result is consistent with previous findings demonstrating the 

presence of immunoreactive NTS2 receptors in a subset of sensory neurons carrying 

primary nociceptive inputs as well as in NF200-positive large Aβ fibers, which are believed 

to mediate allodynia (26). NTS2-immunoreactive fibers were also particularly dense over 
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the substantia gelatinosa and in periphery to lamina II, thus suggesting that a certain 

proportion of NTS2 receptors may be anterogradely transported to the central terminals of 

sensory neurons. In the superficial layers of the dorsal horn, immunolabeled NTS2 

receptors, detected by immunogold electron microscopy, were mainly observed over 

dendritic profiles. An important fraction of these NTS2 receptors had an intracellular 

distribution, indicating that neurons expressing NTS2 hold large pools of receptors. 

Accordingly, we previously demonstrated using in vitro and in vivo experiments that NTS2 

receptors externalized upon sustained NT stimulation to reach the dendritic plasma 

membranes of dorsal horn neurons (58). Conversely, the subcellular distribution of NTS2 

receptors revealed that a high proportion of NTS2, probably originating from primary 

afferents, was associated with the plasma membrane in synaptic terminals. 

 

In the present study, we also demonstrated that the mRNA expression profile of the 

neurotensinergic system was affected following damage to the peripheral nervous system. 

Notably, the increased expression of NT found here corroborates previous findings 

demonstrating that the NT peptide is up-regulated in the lumbar spinal cord, 7 days 

following induction of neuropathic pain by sciatic nerve cuff implantation (59). 

Consistently, an increase in NT-like immunoreactivity was also observed in large sensory 

neurons following peripheral axotomy (60). Regarding the gene expression profiles of NT 

receptors, our data reinforce previous cDNA microarray studies reporting changes in NTS2 

expression at both DRG and dorsal spinal horn 14 days after peripheral axotomy (61-63). 

Overall, our results indicate that the expression patterns of NT, NTS1, and NTS2 are 

dynamically regulated in both DRG and spinal cord after sciatic nerve constriction. 
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Over the last 25 years, several preclinical animal models of neuropathic pain have 

been developed in order to mimic human disease conditions (64, 65). These rodent models 

of neuropathy have been helpful for elucidating the peripheral and central 

pathophysiological mechanisms underlying neuropathic pain. They have also been 

successful for identifying potential new therapeutic targets for the management of 

neuropathic pain. Among the most commonly used models of peripheral neuropathy, the 

chronic constriction injury model, developed by Bennett and Xie (46), has been validated in 

terms of clinical relevance and efficiency for drug screening (66-68). Indeed, this model 

reproduces sensory deficits seen in neuropathic pain patients, including the development of 

allodynia against mechanical stimuli and the occurrence of spontaneous painful sensation 

(intermittent or continuous) (64, 69). Furthermore, the CCI symptoms are also responsive 

to drugs, which are clinically used for the management of neuropathic pain (51-53, 66-68). 

Accordingly, we found here that morphine, pregabalin, and amitriptyline were effective in 

reducing mechanical allodynia in CCI rats. More importantly, the present results 

demonstrate for the first time the critical role played by NTS2 receptors in the regulation of 

neuropathic pain hypersensitivity. As we previously demonstrated following administration 

of the NT native peptide (21), all NTS2 receptor agonists exerted anti-allodynic activity in 

sciatic nerve-injured animals following spinal delivery. These results strengthened previous 

studies demonstrating the implication of NTS2 receptors in NT’s analgesic effects in acute 

and tonic pain paradigms. Thus, intracerebroventricular or intrathecal injection of the 

NTS2-selective agonist JMV-431 induced strong antinociceptive responses in acute, 

visceral, and formalin pain tests in rodents (24, 26, 30). Likewise, intrathecal or 

intrarostroventral medullary administration of both NTS2 analogs β-lactotensin and 
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levocabastine induced analgesia in rats, as measured in the tail-flick test (20, 26, 70, 71). 

Finally, the NT79 compound, which exhibits higher selectivity to NTS2 also attenuated 

both formalin-induced nociceptive behaviors and acetic acid-induced writhing responses 

(17, 27, 72). In line with our previous findings demonstrating that NTS1 agonists produced 

potent anti-allodynic effects in nerve-injured rats (21), we can thus conclude that the 

recruitment of both NTS1 and NTS2 receptors mediates the analgesic actions of NT in 

chronic neuropathic pain conditions. However, since NTS1 agonists were found to induce 

blood pressure changes and hypothermia, whereas NTS2-selective analogs did not (30, 34, 

72-75), NTS2 analogs may therefore represent a better treatment option for painful 

neuropathies with a reduced side-effect profile. 

 

Despite substantial investments by the pharmaceutical industry over the past 50 

years, the currently available pharmacopeia for neuropathic pain management is limited in 

terms of drug efficacy and undesired effects. Although many potential targets have been 

identified so far, little progress has been made in developing new, effective, and safe 

analgesics (76). Indeed, screening of new painkillers at the preclinical level remains limited 

and often leads to clinical assay abortion. Most successful analgesic development activity 

has been confined to the production of congeners and reformulation of existing drugs or 

introduction of drugs designed initially to treat another disease, such as gabapentin, 

lidocaine, and ketamine (77, 78). Many in the field believe that the problem may lie in part 

in the poorly predictable techniques used to assess painful behaviors supposed to mimic the 

clinical reality (54, 55, 79). Indeed, most of the tests that are used to evaluate potential 

analgesics rely on the measurement of evoked hypersensitivity (80). However, evoked 

withdrawal responses do not measure pain itself but rather the hypersensitivity (e.g. 
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allodynia) that often accompanies pain. Importantly, even if a significant number of 

neuropathic pain patients exhibits mechanical hypersensitivity (evoked pain), continuous or 

paroxysmal spontaneous (non-evoked) pain is more reflective of overall pain rating and is 

of much greater prevalence in people experiencing chronic pain (81). Finally, chronic pain 

has a negative impact on quality-of-life, leading to disturbed sleep and attention, anxiety, 

depression, and functional impairment. Therefore, assessment of well-being and functional 

rehabilitation should also be included in the screening process of analgesic drugs at the 

preclinical level. Accordingly, improved but more complex approaches have recently been 

proposed to measure pain and its impact, like conditioned place preference/aversion 

paradigms (53, 82-87, 88 ), rat grimace scale (89) or spontaneous innate behaviors (e.g. 

burrowing) (90, 91). 

 

In the present study, we therefore examined the effects of NTS2 putative analgesics 

and actual prescribed drugs on different quality-of-life proxies in freely moving rats. For 

this purpose, we used a recently validated dynamic weight bearing device allowing the 

assessment of the time-of-use of the injured limb, weight load deficits, and compensatory 

shifts in weight distribution (47, 56). The results obtained with this behavioral device 

revealed that NTS2 agonists (with the exception of β-lactotensin) improved the time of 

ambulation spent on the injured paw and reversed the weight-bearing deficits induced by 

the peripheral neuropathy. Interestingly, our findings also demonstrate that both morphine 

and pregabalin, which were effective in reducing tactile allodynia were mostly inefficient in 

improving these quality-of-life parameters. Besides, amitriptyline displayed a mixed 

profile, allowing recovery of the injured paw utilization but having no effect on 
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neuropathy-induced weight-bearing deficits. The effects of amitriptyline on rehabilitation 

do not seem to be related to hyperlocomotion (92, 93). Furthermore, previous studies 

assessing the effects of analgesics on non-evoked pain behaviors, such as conditioned place 

preference/aversion tests (82, 86, 94), foot posture and weight load (95) revealed that 

opioid agonists were not effective in reversing pain-related behaviors. These results may, in 

part, explain why these analgesics do not provide adequate pain relief of continuous 

spontaneous (non-evoked) pain in neuropathic pain patients. They also reinforce the idea of 

assessing affective and health-related quality-of-life components rather than purely sensory 

component of pain. Thus, development of new painkillers and screening of existing 

compound libraries should always include outcome measures capturing the multi-

dimensional nature of pain. 

 

In conclusion, these results demonstrate for the first time that NTS2 agonists are 

able to modulate pain sensation in the context of neuropathic pain, relieving touch-evoked 

allodynia and improving quality-of-life proxies. Importantly, since NT mediates analgesia 

at least in part through opioid-independent mechanisms, these findings support the idea that 

NTS2 agonists represent an attractive alternative for treating painful neuropathies, while 

decreasing the side-effect charge of opioid medications. Alternatively, the development of 

concomitant therapy such as NTS2 agonists with existing reference drugs should rely on 

the gain of efficacy of each drug on both non-evoked pain and health-related quality-of-life 

components. 
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Discussion 

La gestion de la douleur : une lutte encore d’actualité? 

	
  
Le traitement des douleurs chroniques représente, encore aujourd’hui, un des grands 

défis de la médecine moderne. Les avancées médicales réalisées depuis les 50 dernières 

années sont impressionnantes : il est aujourd’hui possible de traiter des maladies qui 

semblaient incurables il y a quelques années à peine, alors que d’autres maladies ont même 

été virtuellement éradiquées de la surface de la planète. Malgré toutes ces avancées, la 

cause première de consultation médicale, symptôme ubiquitaire de la plupart des maladies, 

c’est-à-dire la douleur, persiste encore et tarde à connaître un remède vraiment efficace. Les 

cliniciens jonglent avec tout au plus une douzaine de molécules antalgiques ayant chacune 

leur lot d’effets secondaires et une efficacité limitée selon le type de douleur à traiter. Il va 

sans dire que son aspect multifactoriel rend la douleur extrêmement complexe à gérer 

efficacement. Ce constat fait toutefois de la douleur, et du domaine des neurosciences en 

général, un lieu de recherche très stimulant et passionnant. 

 

 L’amélioration du contrôle des douleurs neuropathique, mais également des 

douleurs chroniques en générales, passe par une meilleure compréhension globale de celles-

ci. Afin d’approfondir nos connaissances, l’utilisation d’animaux, dans un contexte 

préclinique, reste toujours une étape cruciale et difficilement remplaçable. Cette réalité 

comporte par contre sa part de difficultés, dont la principale est, à mon avis, la translation 

des résultats de l’animal à l’humain. Comme il a été mentionné dans l’introduction, 

l’univers de la recherche sur la douleur se livre à une prise de conscience importante depuis 

plusieurs années à cause de l’absence de nouveaux composés analgésiques directement 

issus de la recherche animale. Cette observation est supportée par l’incapacité des 

molécules à faire efficacement le saut du préclinique au clinique, incapacité probablement 

due au problème de validité des études précliniques comme présenté dans la problématique 

de mes projets de doctorat. Un des exemples les plus marquants des dernières années est 

l’absence de résultats positifs chez l’humain avec des antagonistes du récepteur NK1 

(Neurokinine 1, récepteur à la substance P) en comparaison aux excellents résultats 

précliniques obtenus en s’attaquant à ce même système (Blackburn-Munro 2004; Hill 2000; 
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Mantyh et al. 1997; Field et al. 2002; Rost, Fleischer, and Nieber 2006; Herbert and Holzer 

2002).  

 

Le défi de l’évaluation préclinique de la douleur 

 

Bien qu’ayant des bagages génétiques très proches (environ 95 % des gènes 

humains sont partagés par le rat), plusieurs différences évolutives évidentes séparent 

l’Homme moderne du rat. Dans ce contexte, même s’il apparaît tentant de le faire, il est 

risqué de céder à l’anthropomorphisme face à une réponse comportementale murine, qui est 

fort probablement le résultat d’une réponse innée issue du système nerveux sympathique 

plutôt que d’une réponse réfléchie et rationnelle basée sur la compréhension de la condition 

pathologique. Des chercheurs se sont posés différentes questions sur ce sujet, entre autres: 

« À quel point les comportements associés à la douleur chez les animaux sont-ils 

humains? » (Mogil and Crager 2004; Blackburn-Munro 2004), ou encore : « Que devrait-

on mesurer dans les études comportementales de douleur chronique chez les animaux? » 

(Villanueva 2000; Mogil and Crager 2004; Blackburn-Munro 2004). D’autres exemples 

similaires existent dans la littérature et tous vont dans la même direction ; les phénomènes 

d’hypersensibilité, comme l’allodynie et l’hyperalgésie, bien que présents dans la 

population atteinte de douleur chronique, ne sont probablement pas les bons types de 

comportements nociceptifs à évaluer chez les animaux (Vrinten and Hamers 2003; 

Villanueva 2000; Mogil et al. 2010; Blackburn-Munro 2004; Mogil and Crager 2004). La 

décision de faire progresser une molécule du préclinique vers le clinique, basée sur la 

diminution de ces phénomènes d’hypersensibilité, correspond à une vision réductionniste 

de ce qu’est la douleur chronique. Il apparaît alors essentiel d’intégrer l’évaluation de 

divers paramètres de qualité de vie, d’ordre sensorielle et/ou émotionnelle, dans la routine 

de criblage de nouveaux composés analgésiques dans le but d'incorporer l’analyse de 

sensations plus proches de la réalité clinique. 

 

Ces différentes réflexions nous ont conduits à intégrer un nouvel appareillage dans 

notre batterie de tests comportementaux. Toutefois, avant d’utiliser le test de distribution 

pondérale dynamique (DWB, pour Dynamic Weight Bearing) pour tester l’efficacité de 
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composés analgésiques, il était essentiel de le caractériser afin de valider sa sensibilité à 

détecter des paramètres faisant partie de l’évaluation globale de la qualité de vie selon le 

questionnaire de qualité de vie de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Nous avons 

ainsi utilisé trois différents modèles animaux bien caractérisés dans la littérature, 

représentant les trois principaux types de douleur chronique, afin d’évaluer le 

développement de déficits comportementaux liés à la douleur chronique. Nous avons utilisé 

l’allodynie mécanique comme critère de référence puisqu’il a été démontré que ce signe 

était présent dans les trois types de douleur chronique. Conséquemment, le développement 

de douleur chronique menant à une diminution du poids mis sur la patte lésée était 

fortement corrélé au développement d’allodynie mécanique. Ces résultats concordaient 

avec différentes publications rapportant un parallèle entre l’allodynie et des problèmes 

d’utilisation de la patte blessée dans un contexte de douleur neuropathique (Doré-Savard et 

al. 2010; Vrinten and Hamers 2003; Mao-Ying et al. 2006; Mogil et al. 2010), cancéreuse 

(Combe, Bramwell, and Field 2004; Doré-Savard et al. 2010; Fernihough et al. 2004; Mao-

Ying et al. 2006; Ferland et al. 2011) et inflammatoire (King et al. 2006; Combe, 

Bramwell, and Field 2004; Fernihough et al. 2004; Ferland et al. 2011). Notre but n’était 

cependant pas de vérifier si le DWB pouvait indirectement détecter l’allodynie, mais plutôt 

d’évaluer sa capacité à déceler des troubles comportementaux d’utilisations des membres 

lésés liés au développement de la douleur chronique. 

 

En prenant en considération les analyses qu’il est possible d’obtenir avec le DWB, 

on constate alors que cet appareil est l’évolution logique du test d’incapacitance (ou SWB, 

pour Static Weight Bearing). En effet, ce dernier test ne permet d’évaluer que le poids posé 

sur les pattes arrières de l’animal. De plus, dans ce test, l’animal est dans une position 

contraignante qui nécessite de nombreuses périodes d’acclimatation. La méthode d’analyse 

couramment utilisée pour le SWB correspond à établir le ratio entre le poids appliqué sur 

chacune des deux pattes arrières (Hay et al. 1997; King et al. 2006). Comme nous l’avons 

mentionné dans notre article, cette approche biaise l’analyse en augmentant de façon 

mathématique l’effet réellement observé (Wilson et al. 2006; Hay et al. 1997). Ainsi, les 

études utilisant le SWB pour valider l’efficacité de composés analgésiques ont montré que 

la morphine améliorait le ratio des pattes arrières (Portenoy et al. 2010; Wilson et al. 2006). 
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Mais il est important de rappeler que les patients atteints de douleur chronique, qui 

reçoivent dans une grande proportion des traitements aux opioïdes, considèrent malgré tout 

leur condition comme mal gérée et rapporte une piètre qualité de vie (G. J. Bennett 2012; 

Portenoy et al. 2010; Mogil 2009; Mogil et al. 2010; Kawasaki-Yatsugi et al. 2012). La 

méthode que nous prônons avec l’utilisation du DWB rapporte le poids mis sur chacune des 

pattes sur le poids total de l’animal, donnant ainsi le pourcentage réel de l’utilisation des 

pattes et corrigeant la prise pondérale de l’animal au fil du temps. En plus d’avoir la 

répartition du poids sur toutes les pattes de l’animal, cette approche analytique procure un 

portrait global de la distribution pondérale de l’animal, permettant une comparaison 

approfondie des modifications présentes chez les animaux atteints de douleur chronique. 

Toujours dans l’optique d’approcher le plus possible de la réalité clinique, nous avons 

réussi à extraire de nos analyses un autre paramètre pertinent. Il s’agit du temps 

d’utilisation des pattes, correspondant au pourcentage de temps que l’animal dépose 

chacune de ses pattes au sol. Nous avons ainsi remarqué que les animaux atteints de 

douleur chronique, quelque soit le modèle, non seulement mettent moins de poids sur leur 

patte blessée, mais posent également moins souvent cette patte au sol. Selon différents 

auteurs, cette observation comportementale pourrait refléter un phénomène de douleur 

spontanée ou continue, phénomène douloureux très présent chez les patients, 

principalement chez ceux atteints de trouble d’ordre neuropathique (Mogil 2009; G. J. 

Bennett 2012; Mogil et al. 2010; Kawasaki-Yatsugi et al. 2012). Ce paramètre prédirait 

mieux l’évolution de la douleur et de la qualité de vie chez un patient que les états 

d’hypersensibilité qui peuvent être ou ne pas être présents chez ce même patient 

(Clineschmidt, Martin, and Veber 1982; Mogil 2009; J. Chrubasik, Chrubasik, and Martin 

1993). Pour espérer faire son chemin du laboratoire jusqu’au patient tout en conservant son 

potentiel thérapeutique, les nouvelles molécules analgésiques devraient alors posséder le 

potentiel de moduler positivement ce dernier paramètre. Bien que le DWB possède des 

limitations évidentes de surface de déplacement et de résolution spatiale, la caractérisation 

du DWB que nous avons réalisée laisse croire que ce type d’appareil, et les générations 

successives qui utiliseront une technologie ou une approche similaires, offriront une façon 

relativement simple d’évaluer le potentiel analgésique de nouveaux composés. 
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Agrandir la pharmacopée pour la gestion de la douleur neuropathique 

 

 À l’instar de nombreuses pathologies, les douleurs chroniques n’ont 

malheureusement pas encore de traitement curatif. En attendant de percer les mystères de 

ces conditions pathologiques qui pourront mener à la guérison, nous devons continuer à 

chercher des alternatives aux antalgiques actuellement utilisés en clinique. Faisant souvent 

d’une pierre deux coups, la recherche de nouveaux traitements augmente notre 

connaissance du système nerveux et contribuera inévitablement à trouver d’éventuelles 

approches curatives. Une des thématiques du laboratoire du Pr Sarret porte sur de telles 

alternatives thérapeutiques. Le système neurotensinergique est l’un des systèmes ayant 

montré un potentiel intéressant de soulagement de la douleur, en plus de s’affranchir des 

voies opioïdergique pour induire ces effets analgésiques (Guillemette et al. 2012; 

Clineschmidt, Martin, and Veber 1982; J. Chrubasik, Chrubasik, and Martin 1993). Dans 

un article précédent issu du laboratoire, il a été montré que l’activation du récepteur NTS1 

possédait la capacité de diminuer les réponses d’hypersensibilité réflexive dans un contexte 

de douleur neuropathique (Pettibone et al. 2002; Guillemette et al. 2012). Cependant, 

comme expliqué dans l’introduction, bien que l’activation de ce récepteur entraîne une 

analgésie, celle-ci est souvent liée à une hypothermie importante (Vachon, Massé, and 

Gibbs 2004; Pettibone et al. 2002; Zhang et al. 1996). C’est dans cette optique que nous 

avons voulu cibler le récepteur NTS2 pour nous affranchir de ces effets secondaires. Nous 

avons tout d’abord validé l’emplacement de ce récepteur chez des animaux sains, dans le 

système nerveux central (moelle épinière) et périphérique (DRG) au niveau régional, 

cellulaire et ultrastructural. À la lumière de ces résultats, force est de constater que le 

récepteur NTS2 est localisé dans des régions privilégiées pour avoir un rôle important dans 

la modulation nociceptive ascendante. En effet, sa localisation dans la substantia 

gelatinosa, région qui reçoit plusieurs terminaisons synaptiques provenant des fibres C et 

Aδ, suggère un rôle dans le contrôle de la transmission de l’influx nociceptif. De plus, dans 

ces mêmes régions, la microscopie électronique montre que le récepteur NTS2 est présent 

autant dans les dendrites que dans les terminaisons synaptiques, indiquant que ce récepteur 

pourrait être en mesure de jouer un rôle dans la modulation de la transmission de l’influx 

nociceptif au niveau pré- et post-synaptique. 
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 Dans une réalité de douleur chronique neuropathique, nous avons cherché à savoir si 

le système neurotensinergique subissait des modifications d’expression dans les tissus 

nerveux d’intérêt. Il est intéressant de constater une fluctuation importante de ce système. 

L’analyse détaillée de ces résultats est présentée dans mon deuxième article. En résumé, 

nous observons une augmentation globale de l’expression de la NT, de façon bilatérale 

dans la moelle et ipsilatérale dans les DRG. À l’inverse, les récepteurs font face à une 

diminution, de façon bilatérale dans la moelle épinière et ipsilatéral dans les DRG, similaire 

aux zones où la NT voit son niveau être augmentée. Bien que cette dichotomie puisse 

paraître surprenante de prime abord, nos résultats vont dans la même direction que ce qui 

est présent dans la littérature quant à l’augmentation de NT (Xiao et al. 2002; Vachon, 

Massé, and Gibbs 2004; L. Yang et al. 2004; Zhang et al. 1996; Lacroix-Fralish et al. 2011) 

et la diminution des récepteurs (Sarret and Beaudet 2003; Xiao et al. 2002; L. Yang et al. 

2004; Lacroix-Fralish et al. 2011). Suite à l’analyse de ces résultats, il est légitime de 

penser que durant la progression de la douleur neuropathique, les récepteurs subissent une 

sorte de désensibilisation menant à une baisse d’expression. Dans ce contexte, une thérapie 

visant à bloquer cette diminution pourrait avoir un potentiel analgésique intéressant. De 

plus, il est important de mentionner que la fluctuation que l’on observe n’est probablement 

pas due à une variation intrinsèque aux animaux. D’une part parce que les animaux 

contrôles ont été utilisés comme valeur de références, mais aussi parce que l’évolution 

temporelle de la présence des récepteurs à la NT chez le rat se stabilise, du moins dans le 

cerveau, à partir d’environ 30 jours de vie (figure 23). Les animaux utilisés dans le cadre de 

nos expériences entrent dans le protocole de douleur neuropathique lorsqu’ils ont environ 

60 jours, minimisant l’impact que le développement pourrait avoir sur l’expression des 

récepteurs. 
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Figure 23. Patron développemental de la quantité relative de récepteurs NTS1 et 
NTS2 dans les cerveaux de rats, souris, lapins et d’Hommes. 
Tiré de (Sarret et al. 2005; Sarret and Beaudet 2003; Roussy et al. 2009; Dubuc et al. 1999) 
 

 Malgré cette baisse d’expression d’ARNm des récepteurs, nous avons quand même 

tenté de voir si l’ajout exogène de ligand du récepteur NTS2 pouvait mener à une réponse 

analgésique. Comme il s’était montré efficace dans des modèles de douleur aiguë et tonique 

(Buhler, Proudfit, and Gebhart 2008; Sarret et al. 2005; Roussy et al. 2009; Yamauchi et al. 

2003; Dubuc et al. 1999; Dubuc, Remande, and Costentin 1999), le JMV431 a été choisi 

comme agoniste du récepteur NTS2. De façon comparable, l’administration spinale de cet 

agoniste a été en mesure de réduire considérablement l’allodynie mécanique observée chez 

les animaux neuropathiques. Afin de valider ces résultats, d’autres agonistes connus du 

récepteur NTS2, comme la lévocabastine et la β-lactotensine (De Vry et al. 2004; Buhler, 

Proudfit, and Gebhart 2008; Dowdall, Robinson, and Meert 2005; Sarret et al. 2005; 

Pradhan, Yu, and Laird 2010; Yamauchi et al. 2003; Dubuc, Remande, and Costentin 

1999), ont été utilisés. Ces molécules ont également montré une diminution intéressante de 

l’allodynie mécanique présente chez les rats ayant subi une lésion nerveuse. Nous avons 
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ainsi montré que le recrutement du récepteur NTS2, de façon comparable à ce qui a été 

montré pour NTS1, est en mesure d’induire une analgésie importante dans un contexte 

d’hypersensibilité.  

 

Le modèle de douleur neuropathique utilisé au laboratoire a été bien caractérisé 

d’un point de vue pharmacologique (Goss, Goins, and Glorioso 2007; De Vry et al. 2004; 

Kennedy 2007; Dowdall, Robinson, and Meert 2005; Pradhan, Yu, and Laird 2010). De 

façon conséquente, nous avons montré que la morphine, l’amitriptyline et la prégabaline, 

des composés actuellement utilisés en première et deuxième lignes de traitement des 

douleurs neuropathiques, se sont avérés efficaces pour réduire l’allodynie mécanique. 

Toutefois, au vu des problèmes de soulagement rapportés par de nombreux patients (Sufka 

1994; Goss, Goins, and Glorioso 2007; He et al. 2012; Kennedy 2007; Johansen, Fields, 

and Manning 2001; King et al. 2009; Davoody et al. 2011; Ding et al. 2005; Baliki et al. 

2005; Mauderli, Acosta-Rua, and Vierck 2000), il apparaît alors évident que l’allodynie 

mécanique est loin d’être la seule composante à prendre en considération pour 

l’établissement de l’efficacité analgésique. Comme mentionné dans la première partie de la 

discussion, la caractérisation du DWB était une étape essentielle pour évaluer la capacité de 

cet appareil à déceler des composantes plus fines de la douleur chronique. L’étape suivante 

était alors de vérifier si ce nouveau test comportemental était sensible à des composés 

antalgiques. En nous intéressant principalement à trois paramètres qu’il est possible 

d’obtenir avec le DWB, soit la réhabilitation (% de restauration du temps d’utilisation des 

pattes), le retour de charge (% de restauration du poids mis sur la patte ipsilatérale) et le 

renversement de la compensation (% de retour du poids ayant été déplacé sur les pattes 

avant et controlatérale), nous avons été en mesure de cribler l’efficacité des agonistes du 

récepteur NTS2 ainsi que des traitements de première et deuxième lignes. Ces paramètres 

ont été déterminés en fonction de notre étude préliminaire puisqu’ils peuvent s’apparenter à 

certaines composantes de la qualité de vie observées chez l’humain telles que définies par 

l’OMS. En évaluant ces paramètres, nous avons montré que le JMV431 et la lévocabastine, 

contrairement à la β-lactotensine, étaient capables d’améliorer de façon significative la 

presque totalité de ces comportements. Il est intéressant de constater que, de tous les 

composés actuellement prescrits pour traiter la douleur chronique, seule l’amitriptyline a 
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montré une certaine efficacité en réussissant à améliorer un seul paramètre, celui de la 

réhabilitation. Les autres traitements, à des doses qui s’étaient montrées efficaces pour 

diminuer l’allodynie mécanique, n’ont pas été en mesure d’améliorer les différents 

paramètres de qualité de vie étudiés.  

 

 Notre étude tend ainsi vers la même direction que plusieurs autres groupes de 

recherche qui s’affairent à trouver des approches alternatives à l’évaluation préclinique de 

la douleur, toujours dans l’optique de s’approcher plus près d’une analyse des composantes 

affectant la qualité de vie des patients atteints de douleur chronique. En effet, des groupes 

ont développé des techniques mesurant le bien-être et le rétablissement fonctionnel des 

animaux liés à différents modèles de douleur chronique et les comorbidités qui peuvent y 

être associées. Des tests de placement préférentiel conditionné et d’évitement de conditions 

aversives (Sotocinal et al. 2011; Sufka 1994; He et al. 2012; Johansen, Fields, and Manning 

2001; King et al. 2009; Davoody et al. 2011; Ding et al. 2005; Baliki et al. 2005; Mauderli, 

Acosta-Rua, and Vierck 2000), d’analyse d’expression faciale murine (Jirkof et al. 2010; 

Sotocinal et al. 2011; Andrews et al. 2011; Andrews et al. 2012) ou encore de 

comportements innés spontanés comme le fait de creuser dans du gravier (Roussy et al. 

2008; Jirkof et al. 2010; Roussy et al. 2009; Andrews et al. 2011; Guillemette et al. 2012; 

Andrews et al. 2012; Tétreault et al. 2013; Sarret et al. 2005) se sont avérés d’un intérêt 

évident pour pallier aux lacunes rencontrées avec les tests d’évaluation classique basés sur 

un réflexe. C’est dans cette optique que nos résultats, montrant une inefficacité des 

traitements actuels pour améliorer des composantes sensorielles de la qualité de vie proches 

d’une réalité clinique, pourraient en partie expliquer la déception de plusieurs patients face 

à leur médication qui ne les soulage pas de façon optimale. Cette absence de soulagement 

affecte alors grandement la qualité de vie des patients, qui connaîtront un risque plus grand 

de développer des problèmes secondaires à leur douleur comme les troubles de sommeil et 

d’attention, de l’anxiété pouvant mener à la dépression et des déficits fonctionnels les 

empêchant de travailler ou de réaliser leurs activités quotidiennes. Toutes ces composantes 

biopsychosociales sont évidemment d’une importance primordiale lorsqu’il est question de 

qualité de vie et nous n’avons pas de résultats montrant que les agonistes 

neurotensinergique pourraient améliorer ces paramètres. 
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Développer et caractériser des agonistes neurotensinergique de seconde génération 

 

Le système neurotensinergique s’installe progressivement parmi les cibles de choix 

dans le développement de nouvelles molécules analgésiques. Qu’ils soient utilisés seuls 

(Boules et al. 2009; Roussy et al. 2008; Boules et al. 2011; Roussy et al. 2009; 

Kleczkowska et al. 2010; Guillemette et al. 2012; Tétreault et al. 2013; Sarret et al. 2005), 

ou en combinaison avec d’autres antalgiques (Rivier et al. 1977; Boules et al. 2009; 

Bredeloux et al. 2008; Boules et al. 2011; Kokko et al. 2005; Kleczkowska et al. 2010; G. 

C. Rossi et al. 2010), les agonistes activant ce système possèdent le potentiel d’induire une 

analgésie importante tant en douleur aiguë, que tonique et chronique. Depuis les premières 

années de sa découverte, la NT a été modifiée afin d’améliorer l’ensemble de ses propriétés 

(Boules et al. 2013; Rivier et al. 1977; Boules et al. 2003; Bredeloux et al. 2008; K. E. 

Smith et al. 2011; Kokko et al. 2005; G. C. Rossi et al. 2010). Notre laboratoire de 

recherche n’est pas en reste dans cette approche et c’est pourquoi nous collaborons 

étroitement avec plusieurs groupes de recherche œuvrant dans le domaine de la chimie 

médicinale. L’une de ces collaborations a mené au développement de l’agoniste JMV2009, 

qui possède une modification chimique en position 10, mais qui conserve, malgré tout, la 

capacité de lier les deux RCPG de la neurotensine avec une forte affinité (Ki de 17,5 nM 

pour NTS1 et Ki de 5 nM pour NTS2). Je décrirai rapidement les principaux résultats 

obtenus avec cet agoniste avant d’expliquer de quelle façon il se classe dans une nouvelle 

génération de molécules ciblant le système neurotensinergique.  

 

Les premières études effectuées avec cet agoniste ont montré une analgésie 

intéressante pouvant atteindre près de 60% de l’effet maximal possible au test de douleur 

aiguë de retrait de la queue dans un bain d’eau chaude (figure 24). 
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Figure 24. Efficacité analgésique du JMV2009 en condition de douleur aiguë. 
Évaluation de l’effet maximal possible (MPE pour « Maximal Possible Effect ») dans le 
test du retrait de la queue 40 minutes après l’injection intrathécale de JMV2009. Le 
pourcentage est calculé avec une valeur plafond de 10 secondes suivant la formule 
suivante : % MPE = [(latence JMV2009) – (latence de base)] / [(valeur plafond) – (latence 
de base)] x 100. * = p<0,05 *** = p<0,001. n = 5 à 12. Résultats de Pascal Tétreault, non 
publiés. 
 

 

Ces résultats encourageants nous ont incités à continuer l’analyse de ce composé 

dans différents types de douleurs, toujours dans l’optique trouver des molécules qui aurait 

un potentiel de diminuer les douleurs chroniques. Avec l’aide de nos collaborateurs 

français, nous avons ainsi validé l’efficacité de ce composé pour diminuer les signes de 

douleur tonique. Les injections intrathécales et intra-cérébroventriculaires du JMV2009 ont 

été en mesure de réduire de façon importante la douleur observée dans la phase 

inflammatoire du test à la formaline (figure 25) et de diminuer de façon significative le 

nombre de crampes dans le test de douleur viscérale (figure 26). 
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Figure 25. Efficacité analgésique du JMV2009 en condition de douleur tonique. 
Évaluation sur une période de 60 minutes de la réduction des comportements douloureux 
dans le test à la formaline après l’injection intrathécale de JMV2009. L’analyse statistique 
est réalisée sur l’ensemble de la phase inflammatoire (21 à 60 minutes) et la différence est 
significative aux deux doses utilisées. *** = p<0,001. n = 6 à 11. Résultats de Pascal 
Tétreault, non publiés. 

 

Figure 26. Efficacité analgésique du JMV2009 en condition de douleur viscérale. 
Évaluation de la réduction du nombre de crampes abdominales (writhes) suite à l’injection 
intrapéritonéale d’acide acétique et après l’injection intracérébroventriculaire de JMV2009 
chez la souris. *** = p<0,001. n = 6 à 14. Résultats de l’équipe de Isabelle Dubuc, 
Université de Rouen. 
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L’abolition presque complète des signes de douleur tonique à des doses relativement 

faibles est un phénomène rarement observé dans notre laboratoire. Encouragés par ces 

résultats des plus intéressants, nous avons effectué des expériences dans le modèle de 

douleur neuropathique chronique utilisé précédemment. En utilisant les mêmes types 

d’analyse que nous avons développés dans les articles préalablement publiés, nous avons 

évalué la capacité du JMV2009 à modifier positivement les signes de douleur 

neuropathique, qu’ils soient induits par un stimulus externe (von Frey, figure 27) ou induit 

par l’activité normale de l’animal (DWB, figure 28).  

 

 
 

Figure 27. Efficacité analgésique du JMV2009 à moduler l’allodynie mécanique en 
condition de douleur chronique neuropathique. 
Évaluation de l’effet anti-allodynique du JMV2009 sur des animaux souffrant de douleur 
neuropathique. Le pourcentage d’anti-allodynie est calculé en utilisant l’aire sous la courbe 
des jours 3 à 28 post-chirurgie avec la formule suivante : [(NP avec JMV2009) – (NP sans 
JMV2009)] / [(animaux Sham) – (NP sans JMV2009)] x 100. *** = p<0,001. n = 5 à 15. 
Résultats de Pascal Tétreault, non publiés. 
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Figure 28. Efficacité du JMV2009 à moduler certains paramètres de qualité de vie 
observés dans un modèle de douleur chronique neuropathique. 
Évaluation de l’amélioration du retour de poids (weight recovery) et du temps d’utilisation 
(rehabilitation) de la patte blessée après l’injection intrathécale de JMV2009. Le 
pourcentage d’amélioration est calculé en utilisant l’aire sous la courbe des jours 3 à 28 
post-chirurgie avec la formule suivante : [(NP avec JMV2009) – (NP sans JMV2009)] / 
[(animaux Sham) – (NP sans JMV2009)] x 100. * = p<0,05, ** = p<0,005. n = 8 à 15. 
Résultats de Pascal Tétreault, non publiés. 
 

Comme ce composé lie les récepteurs NTS1 et NTS2, il était important de vérifier la 

présence de l’effet secondaire principal normalement obtenu suite à l’activation de NTS1. 

L’effet hypothermique a donc été évalué suite à l’injection intrathécale de doses croissantes 

de JMV2009. Dans ce contexte, une absence d’hypothermie a été observée avec les trois 

doses testées (figure 29). Il est également connu qu’une tolérance aux effets hypothermique  

et analgésique peut se développer suite à une injection répétée de NT69L, un agoniste 

ciblant, comme le JMV2009, les récepteurs NTS1 et NTS2 (K. E. Smith et al. 2011; Boules 

et al. 2013; Boules et al. 2003). À l’aide de souris KO pour le récepteur NTS2, le groupe de 

Richelson a de plus montré que ce récepteur était nécessaire pour le développement de la 

tolérance hypothermique et analgésique (K. E. Smith et al. 2012; K. E. Smith et al. 2011; 

Hughes et al. 2010). Toutefois, dans un protocole similaire pour tester la tolérance, nous 

avons montré que le JMV2009 n’induisait pas de tolérance aux effets analgésiques obtenus 

au test du retrait de la queue (figure 30). Ce résultat concorde avec ceux obtenus par d’autre 

groupe qui ont également montré que l’injection répétée de certains agonistes, comme le 

NT79 qui cible le récepteur NTS2 uniquement ou le ABS212, qui cible NTS1 et NTS2, 

n’induit pas de tolérance aux effets analgésiques de ces composés (Feifel et al. 1999; K. E. 
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Smith et al. 2012; Dubuc et al. 1992; Hughes et al. 2010; Schotte, Leysen, and Laduron 

1986; Kitabgi et al. 1987). 

 

 
 

Figure 29. Effet du JMV2009 sur la régulation de la température corporelle. 
Évaluation de la variation de la température corporelle (body temperature) jusqu’à 90 
minutes suivant l’injection intrathécale de JMV2009. Aucune différence significative n’est 
observée entre les différentes courbes. n = 5 à 12. Résultats de Pascal Tétreault, non 
publiés. 
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Figure 30. Effet du JMV2009 sur le développement du phénomène de tolérance 
analgésique. 
Évaluation de la présence de tolérance à l’effet analgésique dans le test de retrait de la 
queue suite à un protocole d’injections répétées de JMV2009 (cinq injections de JMV2009, 
ou de saline, une fois par jour sur cinq jours, suivi d’une 6e injection le jour du test). 
Aucune différence significative n’est observée entre les deux courbes. n = 7 à 12. Résultats 
de Pascal Tétreault, non publiés. 
 

Nous avons finalement caractérisé le JMV2009 d’un point de vue moléculaire afin 

d’évaluer quelles voies de signalisation intracellulaire sont activées suite à sa liaison avec 

les récepteurs NTS1/2 (résultats non montrés). En analysant les voies des MAPK, des β-

arrestines, de l’AMPc, des protéines G et finalement l’internalisation des récepteurs, nous 

avons tout d’abord remarqué que cet agoniste est en mesure d’activer les voies de 

signalisation classique suite à la liaison de la NT sur ses récepteurs. Toutefois, les résultats 

obtenus sur le recrutement des β-arrestines et l’activation des protéines Gq laissent 

supposer que le JMV2009 pourrait être un agoniste biaisé, en favorisant la voie des β-

arrestines par rapport à celle des protéines G. Cette dichotomie entre le JMV2009 et la NT 

pourrait expliquer l’absence d’hypothermie observée malgré l’activation par cet agoniste du 

récepteur NTS1. Des analyses plus poussées seront nécessaires afin de confirmer ces 

observations préliminaires. 

 

À la lumière des résultats obtenus avec le JMV2009, il apparaît possible de classer 

les molécules ciblant le système neurotensinergique en deux générations. D’un côté, nous 

retrouvons la première génération d’agonistes et d’antagonistes qui ont été découverts et 

développés principalement pour comprendre le rôle des différents récepteurs du système. 

On retrouve ainsi le PD149163, agoniste du récepteur NTS1, la lévocabastine, agoniste du 

récepteur NTS2 à de faibles doses et le JMV449 agoniste de NTS1 et NTS2, pour ne 

nommer que ces trois exemples (Dubuc et al. 1994; Feifel et al. 1999; Vincent, Mazella, 

and Kitabgi 1999; Dubuc et al. 1992; Schotte, Leysen, and Laduron 1986; Kitabgi et al. 

1987). Peu d’antagonistes sont décrits dans la littérature, mais on en retrouve 

principalement deux, de type non peptidique, soit le SR48692, sélectif du récepteur NTS1 

et son successeur, le SR142948A, non sélectif et capable de bloquer les deux RCPG de la 

NT (Bredeloux et al. 2008; Dubuc et al. 1994; Vincent, Mazella, and Kitabgi 1999). Dans 

ce qu’on pourrait appeler la deuxième génération d’agonistes, on pourrait classer les 
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molécules ayant été développé pour démontrer des propriétés particulières comme une plus 

grande stabilité plasmatique (ex. : JMV2009), une affinité sous la barre des nanomolaires 

(ex. : JMV2007), une augmentation de la possibilité du passage de la BHE (ex. : JMV2012 

(Patrycja and Lipkowski 2013; Bredeloux et al. 2008)), etc. Plusieurs de ces composés sont 

présentement étudiés au laboratoire et n’ont pas encore fait l’objet de publication. En ce qui 

a trait aux antagonistes, aucun ne semble en cours de développement, malgré qu’il n’existe 

pas encore d’antagoniste sélectif pour le récepteur NTS2. 

 

 Comme mentionné dans la conclusion d’une revue récente, les résultats déjà 

présents dans la littérature donnent de l’espoir pour développer de nouvelles générations 

d’analgésiques qui exploiteront les récepteurs à la NT connue pour être impliquée dans la 

modulation centrale de la douleur (Fire et al. 1998; Patrycja and Lipkowski 2013). L’article 

qui sera publié sous peu portant sur la caractérisation moléculaire et comportementale du 

JMV2009 s’insère ainsi parfaitement dans cette seconde vague de molécules ciblant le 

système neurotensinergique. En effet, les mécanismes et le fonctionnement global de ce 

système étant de mieux en mieux connus, le but recherché par nos articles tend davantage 

vers l’aspect thérapeutique que vers la compréhension fondamentale de la neurotensine et 

de ses récepteurs.  

 

Une approche non pharmacologique pour s’attaquer à la douleur  

 

 Le dernier projet que je voulais aborder dans ma thèse représente une alternative 

prometteuse aux approches pharmacologiques présentées dans les pages précédentes. En 

effet, durant mon doctorat, je me suis intéressé à l’interférence de l’ARN comme façon de 

moduler l’activité du système neurotensinergique. Depuis la découverte de cette nouvelle 

technologie en 1998 par Andrew Fire et Craig Mello (Sah 2006; Fire et al. 1998; Bumcrot 

et al. 2006; Grimm and Kay 2007; Grimm 2009; Doré-Savard et al. 2008; Merkel et al. 

2009; Kurreck 2009; Röhl and Kurreck 2006; Castanotto and Rossi 2009; S. Genc, 

Koroglu, and Genc 2004), qui leur a valu le prix Nobel de médecine en 2006, la 

compréhension et le raffinement de cette technique de thérapie génique ont grandement 

évolué. Depuis une dizaine d’années, le milieu scientifique s’intéresse de plus en plus à 
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cette approche pour son potentiel thérapeutique dans un grand nombre de pathologies, 

incluant plusieurs désordres neurologiques (Kaiser et al. 2010; Sah 2006; Bumcrot et al. 

2006; Grimm and Kay 2007; Grimm 2009; Doré-Savard et al. 2008; Merkel et al. 2009; 

Kurreck 2009; Röhl and Kurreck 2006; Castanotto and Rossi 2009; S. Genc, Koroglu, and 

Genc 2004). Grâce à ces recherches, plusieurs études cliniques sont aujourd’hui en mesure 

d’utiliser cette approche dans une perspective de traitement : en date du 10 septembre 2013, 

on dénote ainsi 57 études sur le site clinicaltrials.gov avec les termes de recherche « RNA 

interference ». Certaines maladies comme la dégénérescence maculaire liée à l’âge 

bénéficient déjà de traitement expérimental utilisant l’interférence de l’ARN (Ichim et al. 

2004; Kaiser et al. 2010; Goyal et al. 2009; López-Fraga, Martínez, and Jiménez 2009; 

Sarret et al. 2011). 

 

Différentes méthodes d’interférence de l’ARN (H.-K. Kim et al. 2010; Ichim et al. 

2004; P. Kumar et al. 2007; Goyal et al. 2009; Mahato 2005; López-Fraga, Martínez, and 

Jiménez 2009; Neu, Fischer, and Kissel 2005; Sarret et al. 2011; S. K. Lee et al. 2012; S. K. 

Singh and Hajeri 2009) combinées à différents agents de transfection (Olejniczak, Galka, 

and Krzyzosiak 2010; H.-K. Kim et al. 2010; Scaggiante et al. 2011; P. Kumar et al. 2007; 

Behlke 2008; Mahato 2005; Behlke 2006; Neu, Fischer, and Kissel 2005; S. K. Lee et al. 

2012; S. K. Singh and Hajeri 2009) ont été développées au fil du temps afin d’optimiser 

leur efficacité et minimiser la présence d’effets secondaires et d’effets hors cible (Doré-

Savard et al. 2008; Olejniczak, Galka, and Krzyzosiak 2010; Sarret et al. 2010; Scaggiante 

et al. 2011; Sarret et al. 2011; Behlke 2008; Tétreault, Beaudet, and Sarret 2011; Behlke 

2006; Sarret, Doré-Savard, and Beaudet 2010). Au laboratoire, nous avons l’opportunité 

depuis plusieurs années de collaborer avec l’équipe de recherche et développement de l’une 

des compagnies les plus importantes dans tout ce qui a trait à l’ADN et l’ARN. En effet, 

Integrated DNA Technologies (IDT) est reconnue mondialement pour sa grande production 

d’oligonucléotides de tout genre pouvant être utilisés dans de nombreuses applications. 

Cette collaboration a mené à ce jour à la publication d’un article, de trois chapitres de livre 

dont deux où je suis coauteur et un proceeding de congrès dont je suis premier auteur 

(présenté en annexe) (Rose et al. 2005; Doré-Savard et al. 2008; Collingwood et al. 2008; 

Sarret et al. 2010; Sarret et al. 2011; Tétreault, Beaudet, and Sarret 2011; Sarret, Doré-
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Savard, and Beaudet 2010). Dans nos expériences, nous utilisons une nouvelle génération 

de molécules d’interférence de l’ARN développée par l’équipe de R&D de IDT, appelé 

DsiRNA (pour Dicer-substrate small interfering RNA) (Sarret et al. 2011; Rose et al. 2005; 

Collingwood et al. 2008). Comme présenté à la figure 31, les DsiRNA, tout comme les 

siRNA de premières générations, passent par une voie dite exogène, en opposition au 

mécanisme endogène faisant intervenir les micro-RNA. 

 

 
 

Figure 31. Résumé des mécanismes endogènes et exogènes menant à l’interférence de 
l’ARN. 
Illustration montrant les différentes voies possibles que peuvent prendre les molécules 
d’interférence de l’ARN afin d’induire une dégradation de l’ARNm cible par le complexe 
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multimoléculaire RISC (pour RNA Induced Silencing Complex). Tirée et traduite de 
(Amarzguioui et al. 2006; Sarret et al. 2011; Amarzguioui and Rossi 2008). 
 

Tel qu’illustré dans la figure précédente, un des avantages principaux des DsiRNA 

par rapport aux siRNA est l’étape supplémentaire de clivage spécifique par la protéine 

Dicer, qui assure une intégration optimale de la molécule d’interférence de l’ARN dans le 

complexe RISC. Afin de s’assurer de cette étape de clivage par Dicer, différentes 

modifications chimiques et des ajouts de nucléotides spécifiques ont été réalisés sur le 

squelette des siRNA (D.-H. Kim et al. 2005; Amarzguioui et al. 2006; Amarzguioui and 

Rossi 2008). L’amélioration de l’intégration au complexe RISC obtenue permet alors de 

diminuer de manière appréciable les quantités nécessaires pour obtenir l’effet escompté de 

diminution de l’expression de la protéine ciblée (Jackson et al. 2003; D.-H. Kim et al. 

2005). De façon concomitante, en diminuant les doses minimales requises pour obtenir un 

effet significatif, il est possible de diminuer les effets hors cibles (Bridge et al. 2003; 

Jackson et al. 2003; Sioud 2007; Whitehead et al. 2011) et notamment d’activation du 

système immunitaire (Doré-Savard et al. 2008; Bridge et al. 2003; Sioud 2007; Whitehead 

et al. 2011).  

 

Notre groupe de recherche a été parmi les premiers à montrer qu’il était possible de 

diminuer l’expression d’un gène (le récepteur NTS2) au niveau du système nerveux central 

à l’aide de DsiRNA et également d’obtenir une réponse comportementale concordant avec 

cette diminution (figure 32) (Doré-Savard et al. 2008).  
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Figure 32. Validation de l’efficacité des DsiRNA à moduler l’expression du récepteur 
NTS2 et sa fonctionnalité en douleur aiguë. 
L’injection intrathécale de DsiRNA dirigé contre le récepteur NTS2 a induit une 
diminution de son expression dans la moelle épinière ainsi que dans les DRG. L’effet 
analgésique induit par le JMV431 dans le test du retrait de la queue a été complètement 
inhibé jusqu’à trois jours suivant le protocole d’injection de DsiRNA. * = p<0,05, ** = 
p<0,005. Modifié de (F. A. White, Jung, and Miller 2007; Doré-Savard et al. 2008). 
 

Dans cet article, il a été montré que deux DsiRNA différents ciblant le récepteur 

NTS2 (nommé v1-1 et v2-5) se sont montrés efficaces pour diminuer l’expression d’ARNm 

du récepteur au niveau de la moelle et des DRG. De plus les DsiRNA dirigés contre le 

récepteur NTS2 ont été en mesure de bloquer la réponse analgésique normalement induite 

par le JMV431, un agoniste sélectif de ce récepteur. Mon projet portant sur cette 

technologie était donc en continuité avec cet article puisque nous avons voulu valider 

l’efficacité de ces même DsiRNA dans le test à la formaline (figure 33), encore une fois 

dans l’optique de tendre vers des douleurs plus proches de la douleur chronique.  

 

 
 

Figure 33. Validation de l’efficacité des DsiRNA à moduler la fonctionnalité du 
récepteur NTS2 dans un contexte de douleur tonique. 
L’effet analgésique induit par le JMV431 dans le test à la formaline a été complètement 
inhibé par deux DsiRNA différents (v1-1 et v2-5) durant la phase inflammatoire (21 à 60 
minutes) du test. *** = p<0,001, par rapport au groupe contrôle (barre noire) et ### = 
p<0,001, par rapport au groupe DsiRNA contrôle (NC1, barre du centre). n = 6. Résultats 
de Pascal Tétreault, non publiés. 
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La finalité thérapeutique recherchée est évidemment de diminuer la présence ou le 

développement de la douleur plutôt que de bloquer l’effet analgésique d’un composé 

comme réalisé dans les résultats précédents. Ces expériences ont été effectuées afin de 

renforcer la preuve de concept, réalisé dans l’article portant sur la douleur aiguë, qu’une 

modulation génique au niveau du système nerveux central est possible pour le récepteur 

NTS2. Les prochaines étapes seraient de valider la fonction de ce récepteur en condition de 

douleur chronique et également de bloquer l’expression centrale de cibles thérapeutiques 

pronociceptives. Différents projets du laboratoire s’intéressent à cette dernière option en 

modulant l’expression de la chimiokine MCP-1 et de son récepteur CCR2, montré comme 

étant impliqué dans la douleur neuropathique (Kaur and Sharma 2012; F. A. White, Jung, 

and Miller 2007).  

 

Une revue récente fait mention de plusieurs cibles moléculaires ayant été étudiées 

par le biais de techniques d’interférence de l’ARN pour moduler différents types de douleur 

(Dorn et al. 2004; Kaur and Sharma 2012). Il est possible d’observer certaines protéines 

dont il a été question dans l’introduction qui sont connues pour être impliquées dans la 

modulation de la douleur neuropathique. Par exemple, l’expression du récepteur 

purinergique P2X3 a été diminuée efficacement par des siRNA et une diminution de 

l’allodynie et de l’hyperalgésie mécanique a été observée (Christoph et al. 2006; Dorn et al. 

2004). Un autre exemple marquant est la diminution de l’expression du récepteur vanilloïde 

TRPV1, qui mène à une amélioration de l’allodynie au froid dans un modèle de douleur 

neuropathique et une diminution de la douleur viscérale suite à l’application rectale de 

capsaïcine (Kawasaki et al. 2008; Christoph et al. 2006). D’autres protéines comme les 

métalloprotéases de la matrice MMP-2 et MMP-9 ont également été modulées à l’aide de 

siRNA. Leur diminution a alors montré un rôle dichotomique de ces deux protéines dans le 

développement précoce et tardif de la douleur neuropathique (Tan, Yang, and Ji 2009; 

Kawasaki et al. 2008; Röhl and Kurreck 2006; K. K. Jain 2008). Tous ces articles, en 

accord avec les résultats obtenus au laboratoire, vont dans la même direction, à savoir que 

l’interférence de l’ARN et les thérapies géniques en général représentent des approches 

thérapeutiques fort prometteuses pour traiter la douleur. En permettant notamment de cibler 

des protéines réfractaires aux approches pharmacologiques classiques, il devient possible 
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d’espérer une guérison de certains types de douleur, plutôt que de simplement être en 

mesure de diminuer les symptômes (Hwang et al. 2010; Tan, Yang, and Ji 2009; Röhl and 

Kurreck 2006; K. K. Jain 2008). 

 

Perspectives 

 

Bien que plusieurs de mes projets de doctorat ont mené ou mèneront prochainement 

à une publication, un grand nombre de questions restent encore sans réponse. L’acquisition 

de nouveaux résultats ouvre toujours de nouvelles pistes de réflexion, c’est le principe 

même de la recherche. Pour moi, c’est dans cette optique que Claude Bernard, célèbre 

médecin français des années 1860 ayant établi les principes de la recherche scientifique, 

mentionne : « Ce que nous savons est le grand obstacle à l’acquisition de ce que nous ne 

savons pas. » Il ne faut pas que nos connaissances deviennent des œillères à notre 

imagination puisque de grandes découvertes ont été réalisées par-delà une vision rectiligne 

de la recherche. Albert Einstein, scientifique qui se passe de présentation, ajoute ceci : 

« L’imagination est devenue plus importante que la connaissance » en ce sens que les 

connaissances sont certes nécessaires, mais que le plus important est notre capacité 

d’appréhender avec un regard neuf et créateur les problèmes sur lesquels se porte notre 

réflexion.  

 

 Plusieurs facettes connexes à mes projets pourraient bénéficier de recherches 

supplémentaires. Par exemple, dans mon dernier projet sur la thérapie génique, différentes 

questions se posent : est-ce que la diminution de l’expression du récepteur NTS1 par 

l’interférence de l’ARN conduirait à des résultats similaires à ce qui est observé pour 

NTS2? Il est connu que les récepteurs NTS1 et NTS2 peuvent former des hétérodimères en 

condition in vitro (Liang et al. 2010; Hwang et al. 2010), est-ce que ce phénomène est aussi 

vrai en condition in vivo, si oui, quelle est la fonction de ce dimère? Est-ce qu’en bloquant 

l’expression d’un récepteur à la NT, l’expression du second en est affectée? Nos résultats 

préliminaires en qPCR semblent montrer que la régulation à la baisse de NTS2 par les 

DsiRNA affecte également à la baisse l’expression du récepteur NTS1. Est-ce que cette 

modulation de l’expression affecte réellement le niveau protéique, ou des stocks de 
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récepteur sont toujours disponibles pour un adressage du récepteur à la membrane 

cellulaire? Est-ce qu’il serait possible d’utiliser cette particularité à notre avantage pour 

potentialiser l’efficacité d’un agoniste? De façon intéressante, la diminution indirecte de 

l’expression du récepteur NTS1 suite à l’injection des DsiRNA contre NTS2 va à l’inverse 

de ce qui est observé avec les souris KO. En effet, chez les souris KO pour NTS1, on 

observe une augmentation de l’ARNm pour NTS2 et une augmentation de l’ARNm pour 

NTS1 chez les NTS2 KO (Roussy et al. 2010; Liang et al. 2010; Kleczkowska et al. 2010; 

Kleczkowska et al. 2013). On peut alors supposer que l’interaction fonctionnelle entre les 

deux récepteurs est affectée différemment si on invalide un des deux récepteurs de façon 

ponctuelle plutôt qu’une invalidation complète dès la naissance de l’animal. À cet égard, 

est-ce que l’injection de DsiRNA pour NTS1 mènerait à une augmentation ou une 

diminution de l’expression de NTS2 ?  

 

 En se penchant sur mes projets d’activation pharmacologique des récepteurs 

NTS1/2, une question relativement simple se pose : est-ce que les agonistes 

neurotensinergiques pourront un jour se frayer un chemin jusqu’au chevet des patients? À 

cette question principale, d’autres s’ajoutent : à partir de quel moment est-il possible de 

considérer que les études animales sont suffisantes pour passer à des tests cliniques? 

L’administration centrale représente un problème d’applicabilité, mais la collaboration du 

laboratoire avec la compagnie Angiochem a procuré des résultats encourageants, est-ce 

suffisant pour planifier des essais cliniques? Nous avons montré l’efficacité de certains 

agonistes en conditions neuropathiques, mais quels seraient les effets sur d’autres modèles 

de douleur chronique? Louis Doré-Savard et Geneviève Roussy, anciens collègues du 

laboratoire, ont montré que certains agonistes, dont le JMV431 et le JMV2009, pouvaient 

améliorer diverses composantes douloureuses observées dans un modèle de douleur 

cancéreuse chez le rat et la souris. Est-ce que l’ensemble de nos résultats est assez 

convainquant, ou la confirmation en conditions de douleur inflammatoire est-elle 

nécessaire? Le JMV2009 semble être un agoniste biaisé, en induisant majoritairement des 

effets bénéfiques et en s’affranchissant des effets secondaires dus à l’activation de NTS1. Il 

est évident que des études sont nécessaires pour confirmer ces observations, mais sont-elles 

nécessaires pour penser à une application thérapeutique de ce composé?  
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Bien que présentant des résultats fort intéressants, les agonistes neurotensinergiques 

ne peuvent pas espérer remplacer complètement la pharmacopée actuelle. Il serait alors 

intéressant de combiner ces agonistes avec différentes molécules déjà disponibles pour les 

patients souffrant de douleur chronique et voir s’il est possible d’obtenir un effet 

synergique. Différentes études ont montré que des systèmes connexes, comme le système 

opioïdergique, pouvaient bénéficier d’un apport neurotensinergique (Seutin, Massotte, and 

Dresse 1989; Roussy et al. 2010; Seutin 2005; Kleczkowska et al. 2010; Ferraro et al. 2008; 

Kleczkowska et al. 2013; Yin, Adermark, and Lovinger 2008; Petkova-Kirova, Rakovska, 

and Corte 2008; S. Li, Geiger, and Lei 2008). Comme il a été expliqué dans l’introduction, 

le système neurotensinergique possède la capacité d’influencer d’autres systèmes au niveau 

central, dont les voies sérotoninergique, glutamatergique, dopaminergique, etc. (Mosconi 

and Kruger 1996; Seutin, Massotte, and Dresse 1989; Seutin 2005; Ferraro et al. 2008; Yin, 

Adermark, and Lovinger 2008; Petkova-Kirova, Rakovska, and Corte 2008; S. Li, Geiger, 

and Lei 2008). Quel effet cela aurait-il sur le potentiel analgésique d’activer ces voies de 

façon concomitante aux voies neurotensinergiques? Nos résultats montrent également que 

les agonistes neurotensinergiques sont en mesure de diminuer la douleur thermique aiguë. 

Seraient-ils aptes à soulager d’autres douleurs aiguës comme les douleurs postopératoires? 

Cela pourrait élargir leur potentiel thérapeutique. 

 

 En dernier lieu, nous avons caractérisé un nouvel appareil d’évaluation des 

comportements douloureux qu’il est possible d’observer chez des rongeurs souffrant de 

douleur chronique. Serait-il possible d’utiliser ce nouvel outil dans d’autres pathologies 

créant des déficits posturaux ou de déplacement? Des collègues issus d’un autre laboratoire 

ont réalisé des tests préliminaires avec notre appareillage sur des animaux ayant subi une 

ischémie cérébrale unilatérale et il était possible d’observer certains problèmes de 

distribution de poids. Il est par contre impossible de savoir si l’appareil aurait la sensibilité 

requise pour valider l’efficacité de composés pouvant diminuer ces effets moteurs. En ce 

qui concerne la douleur, est-ce que cet appareil serait en mesure de détecter des déficits 

causés par des douleurs aiguës ou toniques? De plus, nous proposons que cet appareil serait 

capable de prédire l’efficacité de composés pour améliorer les paramètres de qualité de vie 
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de patients souffrant de douleur chronique, toutefois aucune preuve n’a encore été avancée. 

Nous espérons pourtant que la caractérisation du DWB, qui s’insère dans un vaste courant  

de recherche en douleur, permettra de développer de nouveaux traitements analgésiques 

pour soulager les patients atteints de douleur chronique 

 

Réflexions et ouverture 

 

Une des principales difficultés lors de l’écriture d’une thèse de doctorat est, à mon 

avis, de réussir à en faire un tout cohérent. La quantité de littérature disponible de nos jours 

est telle qu’il est facile de partir dans plusieurs directions à la fois. J’espère ici avoir été en 

mesure de rédiger un tout complet et logique décrivant la complexité derrière la 

compréhension et le traitement de la douleur chronique, appliqué à l’exemple de la douleur 

neuropathique. 

 

Je considère que la capacité d’autocritique est importante pour bien réussir en 

recherche. Il est important d’être capable de regarder son travail à vol d’oiseau et 

d’identifier les points qui pourraient ou auraient pu être améliorés. C’est ainsi que dans 

l’optique de repenser mon projet, différents éléments pourraient être modifiés afin de 

l’améliorer. Tout d’abord, le modèle de douleur neuropathique choisi aurait probablement 

été différent. Comme mentionné dans l’introduction, le modèle de Bennett comporte 

plusieurs avantages, mais également certains inconvénients de reproductibilité 

interindividuelle en plus d’induire des troubles moteurs marqués pouvant affecter les 

paramètres qui sont analysés durant les expériences. D’autres modèles auraient pu être 

utilisés, comme le modèle de Mosconi (Walczak et al. 2005; Mosconi and Kruger 1996), 

permettant une meilleure reproductibilité ou le modèle de Walczack (Walczak et al. 2005), 

affectant un nerf uniquement sensoriel. Il aurait été également envisageable de créer un 

nouveau modèle, mais cette approche aurait nécessité des étapes de validations 

supplémentaires avant de pouvoir tester des composés analgésiques. Ensuite, en plus des 

résultats de qPCR montrant l’expression génique du système neurotensinergique en 

conditions de douleur neuropathique, il aurait été pertinent d’avoir le pendant protéique, par 

immunohistologie et immunobuvardage de type Western, afin de confirmer les différences 
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observées au niveau de l’ARNm. Ces résultats ajouteraient du poids à nos observations et 

sur le rôle de ce système en condition neuropathique. De plus, il aurait été intéressant 

d’avoir ce même profil d’expression génique et protéique après les injections d’agonistes 

neurotensinergiques. Ces résultats pourraient indiquer si l’ajout exogène de ligand des 

récepteurs NTS1/2 influence positivement ou négativement le système, permettant 

subséquemment de raffiner l’approche thérapeutique. Dans notre deuxième étude sur 

l’activation du récepteur NTS2, il aurait été pertinent de procéder à des courbes doses-

réponse pour tous les agonistes testés, en plus des molécules de références. Il aurait alors 

été possible d’observer que certains composés actuellement prescrits seraient peut-être en 

mesure d’améliorer certains paramètres de la qualité de vie. Il va de soi que mon doctorat 

m’a appris comment mener des expériences, mais de façon plus importante encore, ces 

années de travail ont fait progresser ma façon de penser. Comme l’a dit Georges Bernanos, 

écrivain français de la fin du 19e siècle : « La pensée qui ne conduit pas à l’action ne vaut 

pas grand-chose, mais l’action qui ne procède pas de la pensée ne vaut rien du tout. » 

 

Conclusion 

 

Il est difficile de conclure en quelques mots le travail réalisé durant cinq années de 

recherche. Mais comme toute bonne chose a une fin, en voici une courte conclusion. Nous 

avons tout d’abord poussé plus loin la compréhension et la validation du potentiel 

thérapeutique du système neurotensinergique suivant différents paradigmes de douleur 

expérimentale, allant de la douleur aiguë à la douleur chronique. Nous avons montré, à 

l’aide d’un nouvel appareil d’évaluation de la douleur, que ce système semble être en 

mesure d’améliorer des paramètres de douleur considérés comme beaucoup plus proches de 

la réalité vécue par les patients, composantes qui sont encore actuellement très peu évaluées 

en recherche préclinique. L’efficacité des agonistes neurotensinergiques à améliorer 

certains paramètres de qualité de vie identifié renforce grandement leur pertinence clinique. 

De plus, les recherches que nous avons réalisées sur l’utilisation d’une génération de 

siRNA à la fine pointe de la technologie représentent une approche non pharmacologique 

qui semble particulièrement prometteuse. Elle pourrait être utilisée seule ou en 

combinaison avec une approche pharmacologique et pourrait ainsi induire un puissant effet 
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analgésique tout en limitant les effets secondaires. Des expériences supplémentaire seront 

toutefois nécessaire afin de compléter la caractérisation du potentiel thérapeutique du 

système neurotensinergique et des approches pharmacologiques et non-pharmacologiques 

employées dans cette thèse. L’ensemble de mes résultats démontrent, encore une fois, que 

la douleur prise comme une entité pathologique distincte est un phénomène multifactoriel 

complexe qui nécessite encore beaucoup de recherche avant de pouvoir percer les mystères 

qui mèneront à sa guérison. 

 

  



	
   176	
  

Remerciements 
	
  
Le doctorat est un parcours long et parsemé d’obstacles de tout genre. Il est de nos jours 

impossible de mener à bien un tel projet sans l’aide et le support de nombreuses personnes. 

Que ce soit nos collègues, nos amis, notre superviseur, notre famille, tous ont un rôle à 

jouer dans l’accomplissement de cette grande tâche. J’aimerais ici profiter de l’occasion 

pour remercier différentes personnes qui m’ont accompagné dans cette grande étape de ma 

vie. Je vais assurément oublier de nommer certaines personnes qui ont contribué à un 

moment ou un autre au bon déroulement de mon doctorat, mais il ne faut pas le prendre 

personnel et je vous remercie tous énormément ! 

 

Le Pr Philippe Sarret est évidemment la première personne à remercier pour mon 

doctorat. Il a cru en moi et en mes capacités au moment de mon entrevue et depuis mon 

premier jour au laboratoire en septembre 2008. Philippe a toujours été un superviseur 

présent, patient, aidant et à l’écoute durant mes cinq années passées au laboratoire. Il a su 

m’encourager à me dépasser dans l’accomplissement de mes expériences et dans l’écriture 

des nombreux résumés de congrès, articles et chapitres de livre que j’ai eu le plaisir d’écrire 

avec lui durant mon parcours de doctorat. Il s’est toujours montré généreux dans son temps 

passé avec ses étudiants et dans la possibilité d’assister à des congrès tant au Québec, qu’au 

Canada et qu’à l’international. Sa rigueur scientifique et sa grande connaissance 

scientifique sont un modèle pour moi et me poussent quotidiennement à chercher à en 

connaître plus. Je remercie aussi Philippe de m’avoir initié au soccer, sport que j’apprécie 

maintenant énormément…même s’il m’a causé quelques blessures ! Grâce à tout cela, je 

suis convaincu que Philippe a fait de moi un meilleur scientifique et une meilleure personne 

et je lui en serai reconnaissant durant le reste de ma carrière. J’espère que le lien d’amitié et 

de collaboration scientifique que nous avons développé continuera malgré mon départ du 

laboratoire. 

 

 Bras droit de Philippe depuis le début du laboratoire, et récemment exilé chez nos 

compatriotes de la Colombie-Britanique, Nicolas a été un élément important pour moi au 

laboratoire. Il a toujours été d’une grande aide pour la gestion quotidienne de mes 



	
   177	
  

expériences. Doué d’une grande capacité de réflexion, il a toujours poussé nos idées à des 

niveaux supérieurs. Son discours franc et sans détour était parfois rude à entendre, mais 

m’a toujours amener à me dépasser et je lui en suis aujourd’hui reconnaissant ! Amis 

également dans la vie hors laboratoire, son hyperactivité légendaire est toujours agréable 

pour nos sessions de vélo, soccer, frisbee, et tout autre sport que j’ai eu la chance de 

pratiquer avec lui ! 

 

 Notre laboratoire ne serait pas aussi productif sans l’apport technique de qualité de 

nos techniciennes. Karine, qui est là depuis pratiquement le tout début du laboratoire, est 

une mine d’informations et de conseils de tout genre. Sa force de caractère peut parfois 

nous troubler, mais il en ressort toujours du mieux. J’ai appris beaucoup de sa rigueur 

méthodologique et mes expériences n’en sont aujourd’hui que mieux structurées. Karyn a 

joint l’équipe il y a quelques années et a toujours été d’une aide discrète, mais importante. 

Étant anglophone, elle m’a aidé à plusieurs fois pour améliorer des phrases d’anglais. 

 

 J’ai eu la chance d’arriver au laboratoire avec une équipe d’étudiants bien établie 

qui a grandement facilité mon intégration. Geneviève, Louis, Marc-André et Mylène m’ont 

accueilli et m’ont aidé à m’initier à la particularité de la recherche animale…moi qui 

n’avais vu que des cellules durant ma maîtrise ! Alexandre est arrivé en même temps que 

moi au laboratoire et j’ai découvert en lui non seulement un excellent collègue, mais un 

ami. Je garderai avec eux de bons liens d’amitié et de futures collaborations scientifiques.  

 

J’ai eu la chance également de côtoyer plusieurs autres étudiants durant mon 

doctorat, le laboratoire du Pr Sarret étant un des plus nombreux de la FMSS. J’ai de ce fait 

beaucoup appris en travaillant avec Mounir, Valérie, Myriam, Jessica, Élie, Alexandre M. 

et David. Je remercie aussi les stagiaires Marylie, Élora, Samuel, Gabriel, Julie, Stéphanie 

et Mélisange dont certains étaient sous ma supervision, et dont quelques-uns sont 

maintenant ou prochainement de nouveaux étudiants du laboratoire. On apprend beaucoup 

en enseignant, de devoir expliquer une expérience permet de voir ses forces et ses 

faiblesses et ensuite d’améliorer notre approche. 

 



	
   178	
  

La liste de collaborateurs avec qui j’ai eu la chance de travailler est longue, mais je 

tenais à mentionner notamment le professeur Louis Gendron et son équipe, les différentes 

équipes française qui ont développé certains agonistes utilisés durant mon doctorat, la 

compagnie Bioseb, l’équipe de recherche et développement de chez IDT, etc. 

 

La vie en dehors du laboratoire est aussi très importante pour réussir à passer à 

travers le doctorat tout en gardant un esprit sain dans un corps sain ! J’ai ainsi eu 

l’opportunité de patiner pendant quelques années au club de patinage de vitesse de 

Sherbrooke ou j’ai rencontré plusieurs personnes qui sont aujourd’hui des amis proches. 

Maxime (qui a même été mon colocataire durant 1 an !), Francis, Mathieu, Samuel, 

Catherine sont tous des personnes que je suis triste de quitter pour mon futur séjour 

américain, mais que je suis sûr que nous allons conserver de bons liens d’amitié, que je 

revienne ou non à Sherbrooke par la suite.  

 

 L’environnement familial est évidemment ce qui nous guide dans notre vie depuis 

nos premiers balbutiements. Mes parents, Michèle et Michel et mes frères et sœurs, 

Samuel, Olivier, Laurence et Violaine, même s’ils avaient parfois du mal à bien 

comprendre ce que je fais dans la vie, m’ont toujours supporté et ont toujours été fiers de 

mes accomplissements. Ils ont suivi ma progression et m’ont souvent écouté attentivement 

parler de mes projets de recherche. Un merci tout spécial à ma mère qui a été ma relectrice 

et ma correctrice pour de nombreux écrits durant mon doctorat, dont le plus volumineux, 

ma thèse. Son esprit scientifique et sa maîtrise de la langue française ont toujours amélioré 

les textes qui passaient sous son œil ! 

 

Je remercie évidemment énormément ma conjointe depuis plus de neuf ans (déjà !), 

Fanny, qui a toujours été présente dans les moments difficiles comme les moments heureux 

de ma vie et de mon cheminement académique. Elle m’a sans cesse encouragé à me 

dépasser dans les différentes étapes de mon doctorat. Elle a été à tour de rôle ma muse, ma 

conseillère scientifique, ma conscience, mon oreille, mon énergie, etc. Je la remercie d’être 

qui elle est et de voir de bon œil mon départ prochain pour Chicago ; comme une flèche qui 



	
   179	
  

se fait tirer dans son arc, nous sommes en phase de recul pour pouvoir nous projeter plus 

loin dans les années à venir ! 

 

Merci aux membres de mon jury, qui ont accepté de réviser cette thèse, et de lire 

jusqu’au dernier mot ces 200 quelques pages de texte majoritairement scientifique ! 

  



	
   180	
  

Annexe 
 

L’interférence de l’ARN : une nouvelle  approche pour traiter la douleur 
Pascal G. Tétreault, Nicolas Beaudet, Philippe Sarret 

Université de Sherbrooke, département de physiologie et biophysique 
Centre des neurosciences de Sherbrooke 

 
Publié dans : Douleur & Analgésie. 2011. 24:S30-S42 

 
 

À ce jour, une large panoplie de médicaments est à la disposition des médecins pour 

atténuer la douleur. Pourtant, les traitements pharmacologiques actuels demeurent encore 

inefficaces pour soulager les douleurs chroniques, d’origine neuropathique ou encore 

cancéreuse [2]. Il convient donc d’exploiter au mieux les technologies les plus récentes 

pour tenter d’enrayer les douleurs chroniques rebelles. Depuis quelques années, la thérapie 

génique a obtenu ses lettres de noblesse et devient de plus en plus une approche réaliste 

dans un contexte de traitement clinique. L’interférence de l’ARN a été découverte en 1998 

chez le vers c. elegans [3]. Cette approche a mené en particulier à l’élaboration d’études 

cliniques, portant sur l’utilisation des siRNA pour traiter la dégénérescence maculaire [5]. 

Plus récemment, le développement d’une nouvelle génération de molécules d’interférence 

de l’ARN, nommée DsiRNA (pour Dicer-substrate siRNA) [4],  a élargi le potentiel 

thérapeutique de cette approche non pharmacologique.  

 

Un des principaux avantages des DsiRNA, par rapport au siRNA de première 

génération, est qu’il est possible d’obtenir une inhibition génique plus élevée avec une 

quantité plus faible. Ceci permet alors de diminuer la réponse inflammatoire normalement 

observée lorsqu’une forte concentration d’ARN bicaténaire est injectée dans un organisme. 

Ce phénomène s’explique par les mécanismes d’action des différents types de siRNA. 

Comme il est indiqué dans la figure 1 [7] deux principaux mécanismes sont possibles pour 

l’interférence de l’ARN. Le mécanisme endogène, qui est représenté par les miRNA (pour 

micro RNA), intervient naturellement dans les cellules et peut être indirectement modulé. 

Dans le cas des mécanismes exogènes, deux voies principales existent. Tout d’abord, dans 

le cas des siRNA, le dimère de 21 paires de bases est directement incorporé dans le 

complexe RISC (RNA Induced Silencing Complex), s’ensuit l’activation de RISC afin de 
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dégrader l’ARNm du gène ciblé. Dans le cas des DsiRNA, le dimère de 27 paires de base 

subit une étape préliminaire de clivage par l’endoribonucléase DICER. Ce clivage est dirigé 

vers des régions spécifiques de la molécule de DsiRNA, ce qui favorise sa préparation et 

son intégration subséquente dans le complexe RISC. Cette stratégie augmente le taux de 

molécules prisent en charge par RISC, diminuant la concentration nécessaire pour induire 

l’interférence et minimisant par le fait même les effets secondaires, soit l’inflammation et 

les effets « off-target » [4].  

 

Cette technique a déjà été utilisée avec succès in vivo en périphérie [6] et nous 

avons déjà démontré le potentiel de cette technique au niveau central dans la modulation de 

la douleur aiguë [1]. Toutefois, afin d’évaluer le potentiel thérapeutique de cette technique 

dans un contexte de douleur persistante, nous avons examiné l’efficacité de ces DsiRNA 

dans le modèle de douleur tonique, situé à l’interface entre une douleur dite aiguë et 

chronique. En utilisant le récepteur NTS2 de la neurotensine comme gène cible, nous avons 

ainsi démontré que l’injection intrathécale de DsiRNA dirigé contre ce récepteur conduisait 

à une réduction sélective de l’expression de ce dernier dans les tissus cibles (ganglions 

spinaux et moelle épinière). L’efficacité analgésique de ces DsiRNA-NTS2 a ensuite été 

évaluée en condition de douleur tonique persistante. De cette manière, nous avons observé 

que deux injections à faible dose (5 µg) à 24 heures d’intervalle, de deux DsiRNA ciblant 

NTS2, menaient à une diminution importante de l’effet analgésique d’un agoniste sélectif 

de NTS2, le JMV431, administré par voie spinale à la dose de 90µg/kg. Ces résultats 

démontrent donc le potentiel des DsiRNA à moduler un gène au niveau du système nerveux 

central dans un contexte de douleur tonique. À la lumière de ces résultats, l’application de 

cette technologie dans un paradigme de douleur chronique présente un potentiel élevé. En 

ciblant un gène pro-nociceptif, il serait ainsi possible d’obtenir un effet analgésique tout en 

évitant les effets secondaires associés aux traitements pharmacologiques classiques. 
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Figure 1. Schéma illustrant les principales voies d’interférences de l’ARN.  
1. Mécanisme endogène utilisant les miRNA. 2. siRNA passant par le mécanisme exogène 
sans étape de clivage par la protéine DICER. 3. DsiRNA passant par le mécanisme exogène 
avec une étape de clivage par DICER avant son intégration dans le complexe RISC. (Tiré 
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