il 350, ¢

Université de Montréal

Etude des récepteurs des kinines dans les complications

diabétiques chez le rat

par

Calin-Andrei Lungu

Département de Physiologie

Faculté de Médecine

Mémoire présenté a la Faculté des études supérieures
en vue de ’obtention du grade de Maitre és sciences (M.Sc.)

en physiologie

Janvier, 2007

© Calin Andrei Lungu, 2007






Université fH’i

de Montréal

Direction des bibliothéques

AVIS

L'auteur a autorisé I'Université de Montréal @ reproduire et diffuser, en totalité
ou en partie, par quelque moyen que ce soit et sur quelque support que ce
soit, et exclusivement a des fins non lucratives d'enseignement et de
recherche, des copies de ce mémoire ou de cette thése.

L'auteur et les coauteurs le cas échéant conservent la propriété du droit
d'auteur et des droits moraux qui protégent ce document. Ni la thése ou le
mémoire, ni des extraits substantiels de ce document, ne doivent étre
imprimés ou autrement reproduits sans l'autorisation de I'auteur.

Afin de se conformer a la Loi canadienne sur la protection des
renseignements personnels, quelques formulaires secondaires, coordonnées
ou signatures intégrées au texte ont pu étre enlevés de ce document. Bien
que cela ait pu affecter la pagination, il n'y a aucun contenu manquant.

NOTICE

The author of this thesis or dissertation has granted a nonexclusive license
allowing Université de Montréal to reproduce and publish the document, in
part or in whole, and in any format, solely for noncommercial educational and
research purposes.

The author and co-authors if applicable retain copyright ownership and moral
rights in this document. Neither the whole thesis or dissertation, nor
substantial extracts from it, may be printed or otherwise reproduced without
the author's permission.

In compliance with the Canadian Privacy Act some supporting forms, contact
information or signatures may have been removed from the document. While
this may affect the document page count, it does not represent any loss of
content from the document.



Université de Montréal

Faculté des études supérieures

Ce mémoire intitulé :

Etude des récepteurs des kinines dans les complications diabétiques chez le rat

présenté par :

Calin Andrei Lungu

a été évalué par un jury composé des personnes suivantes :

Arlette Kolta, président-rapporteur
Réjean Couture, directeur de recherche

Pierre Beaulieu, membre du jury



111
Résumé

Les Kkinines (des—Argg-bradykinine, bradykinine) agiraient comme neuromédiateurs
centraux dans les circuits neuronaux impliqués dans le contrdle de la douleur et de la pression
artérielle. Ces peptides agissent via ’activation de deux types de récepteurs (BiR et B;R) couplés
aux protéines G. Une augmentation de la densité des sites de liaison des B|R et BoR a été montrée
dans la moelle épiniére des rats traités au glucose (10 % dans 1’eau de boisson) pendant 4
semaines. L ’objectif de ce travail était d’utiliser ce modeéle sur une période de 12-14 semaines, afin
de: a) mesurer les signes de neuropathies (allodynie tactile et au froid), les élévations de pression
artérielle et d’expression du B;R dans plusieurs tissus; b) déterminer I’impact d’une diéte anti-
oxydante enrichie d’acide alpha-lipoique sur ces changements; c) évaluer les effets d’antagonistes
BiR et B;R sur les neuropathies et I’hypertension artérielle. Les rats traités au glucose ont
développé une allodynie tactile et au froid ainsi qu’une augmentation de la pression artérielle
systolique entre 4 et 12 semaines. L expression du BjR (ARNm) était fortement augmentée apres
14 semaines de traitement au glucose (foie, aorte, poumons, reins, moelle épiniére). Tous ces
changements incluant ’augmentation des sites de liaison pour le B;R dans la moelle épiniére ont
été réduits par 1’acide alpha-lipoique. Les antagonistes non peptidiques BiR (LF22-0542; 10
mg/kg, s.c.) et B,R (Anatibant; 3 mg/kg, s.c.) ont réduit significativement 1’allodynie tactile et au
froid et la pression artérielle systolique, tandis que I’antagoniste peptidique BjR (R-715; 10 mg/kg,
i.p.) n’a bloqué que les allodynies. Ces résultats suggérent que le stress oxydant est impliqué dans
I’induction et la surexpression du BjR, lequel contribuerait avec le BoR & I’hypertension artérielle
par un mécanisme central chez le rat traité au glucose. En périphérie, ces récepteurs seraient des
cibles thérapeutiques pour le traitement de la douleur neuropathique dans le diabéte de type 2.

Mots-clés : récepteurs des kinines; bradykinine; stress oxydant; diabéte; allodynie; pression

artérielle; anti-oxydant; antagonistes B, et B, des kinines.
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Abstract

Kinins (des-Arg’-bradykinin, bradykinin) are thought to be mediators of central neuronal
pathways involved in the autonomic control of blood pressure and pain process. These peptides act
through the activation of two G-protein-coupled receptors, known as By and B, receptors (B;R and
B,R). An increased density of B;R and B,R binding sites has been shown in the spinal cord of rats
treated with glucose (10% in drinking water) for a period of 4 weeks. The aim of this study was to
use this model for 12-14 weeks in order to a) assess symptoms of pain neuropathies (tactile and
cold allodynia), increases of blood pressure and B{R expression in several tissues; b) determine the
impact of an anti-oxidant diet enriched with alpha-lipoic acid on these alterations; c) assess the
effects of BiR and B,R antagonists on diabetic neuropathy and arterial hypertension.

Glucose-fed rats exhibited tactile and cold allodynia along with increases in systolic blood
pressure between 4 and 12 weeks. BjR expression (nRNA) was markedly increased after 14
weeks of treatment with glucose (liver, aorta, lungs, kidneys, spinal cord). All these alterations
including the increased density of BjR binding sites in the spinal cord of glucose-fed rats were
inhibited by alpha-lipoic acid. Non-peptide antagonists for BjR (LF22-0542; 10 mg/kg, s.c.) and
B,R (Anatibant; 3 mg/kg, s.c.) significantly reduced tactile and cold allodynia and high arterial
blood pressure while the peptide B|R antagonist (R-715; 10 mg/kg, i.p.) only blocked tactile and
cold allodynia. These data suggest that the oxidative stress is involved in the induction and
overexpression of BjR which appears to contribute with the BoR to arterial hypertension through a
central mechanism in glucose-fed rats. In the periphery, these receptors may represent therapeutic
targets in the treatment of pain neuropathy in type 2 diabetes.

Keywords: kinin receptors; bradykinin; oxidative stress; diabetes, allodynia; blood

pressure; anti-oxydant; BjR and B;R antagonists.
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1. Mise en contexte

Les kinines (la bradykinine, la kallidine) sont des peptides autacoides pro-
inflammatoires libérés en périphérie, au site d’un dommage tissulaire. Elles exercent des
effets vasodilatateurs et de la douleur en stimulant les fibres de type C et Ad. Au niveau
central, les kinines agissent comme neuromédiateurs dans les voies autonomiques
impliquées dans le contrdle de la pression artérielle et dans les circuits neuronaux de la
douleur. Leurs effets se produisent via I’activation de deux types de récepteurs couplés aux
protéines G: le récepteur B, (inductible) et le récepteur B (constitutif).

Les kinines sont actives dans le diabéte ou I’hyperglycémie non contrélée conduit a
des complications sévéres. Des études récentes ont montré une augmentation de
I’expression des récepteurs B, et B, dans le systtme nerveux central chez 1’animal
diabétique (E1 Midaoui et al., 2005; Campos et al., 2005a; b). Dans un modéle de diabéte de
type 1 (rats STZ diabétiques), une régulation a la hausse du récepteur B, dans la moelle
épiniére thoracique et dans des régions spécifiques du cerveau (hippocampe, amygdale,
cortex cérébral) a été mise en évidence par autoradiographie et hybridation in situ (Ongali
et al., 2004; Campos et al., 2005a). L’augmentation de I’expression de ce récepteur dans la
moelle épiniére du rat a été associée a des augmentations de pression artérielle et a une
hyperalgésie thermique aprés 1’administration intrathécale de 1’agoniste préférentiel du
récepteur B, la des-Arg’- BK. Ces réponses ont été bloquées par des antagonistes sélectifs
du récepteur B, (Cloutier et Couture, 2000; Couture et al., 2001).

Dans le méme modéle de diabéte de type 1, la densité du récepteur B, est

significativement augmentée dans la couche I de la corne dorsale de la moelle épiniere et
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dans les aires du cerveau associées aux réflexes cardiovasculaires: le noyau du
paratrijumeau (SP5) et le noyau du tractus solitaire (NTS) (Campos et al., 2005b). Une
augmentation de la pression artérielle a ét€ notée apres 1’activation du récepteur B, par son
agoniste injecté par voie intrathécale (Cloutier et Couture, 2000).

Dans le diabéte de type 2 induit par un traitement de 4 semaines au glucose, une
augmentation importante des sites de liaison des récepteurs B; et B, des kinines a été
mesurée dans la moelle épiniére (El Midaoui et al., 2005). Une di¢te riche en acide alpha-
lipoique (antioxydant) a pu montrer que le stress oxydant est un facteur important pour
I’induction du récepteur B; mais pas du récepteur B; dans ce modele. De plus, le stress
oxydant a aussi été impliqué dans I’apparition de I’hypertension artérielle et de I’insulino-
résistance, deux complications qui accompagnent 1’état d’hyperglycémie chronique du
diabete (El Midaoui et al., 2005).

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux rbles des kinines centrales et du
stress oxydant dans I’hypertension artérielle et les neuropathies diabétiques chez les rats
traités au glucose (10% dans I’eau a boire) pendant 14 semaines. Le second objectif a été de
vérifier, sur ce modéle de diabéte de type 2, les effets d’antagonistes des récepteurs des

kinines sur la pression artérielle et les neuropathies diabétiques.

2. Recension de la littérature

Au Canada, plus de deux millions de personnes sont atteintes du diabéte, dont
550 000 au Québec. L'organisation mondiale de la santé prévoit que le nombre de
personnes diabétiques doublera d'ici 1'an 2025, faisant du diabéte la nouvelle épidémie

(données obtenues de 1’Association Canadienne du Diabete et de 1’Association Diabéte
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Québec). On distingue trois types de diabéte, soit le type 1 (diabéte insulino-dépendant), le
type 2 (diabéte non-insulino-dépendant) et le diabéte de grossesse.

Ce qui contribue le plus 4 la morbidité et a la mortalité élevée du diabéte. ce sont ses
complications. Selon deux études majeures (DCCT, 1988; EDIC, 1999), la cause primaire
des complications diabétiques est ’hyperglycémie. Tel que montré dans la figure 1, les
complications diabétiques peuvent étre divisées en complications macrovasculaires
(Pinfarctus du myocarde, I’athérosclérose, ’hypertension artérielle et les accidents
cérébrovasculaires) et microvasculaires (la néphropathie, la polyneuropathie et la
rétinopathie) (Feldman, 2003; Couture et Girolami, 2004).

Ces complications, qui sont irréversibles, se retrouvent chez 20-30% des personnes

qui souffrent de diabéte et conduisent a la phase chronique ou terminale de la maladie

(Feldman, 2003; Zimmet, 2003).



Complications de I’hyperglycémie

Macrovasculaires Microvasculaires
Infarctus du myocarde Néphropathie
Athérosclérose Polyneuropathie
Hypertension artérielle Rétinopathie
Accidents cérébrovasculaires

Figure 1. Classification schématique des complications diabétiques.

Tiré de : Couture et Girolami, 2004

3. Le diabéte de type 1 (insulino-dépendant; DID)

Le diabéte de type 1 est une maladie d’étiologie multiple qui implique une
susceptibilité génétique, des mécanismes auto-immuns et des facteurs environnementaux.
Cette maladie est la conséquence d’une incapacité de 1’organisme a sécréter en quantité
suffisante 1’insuline, suite a la destruction des cellules p des ilots de Langerhans du
pancréas. Sur le continent nord-américain, le diabéte de type 1 représente entre 5 et 10% de
tous les cas diagnostiqués (données obtenues du National Center for Chronic Disease
Prevention and Health Promotion, 2005). La maladie apparait généralement pendant
I’enfance ou a I’adolescence, mais elle peut aussi survenir a tout 4ge.

La thérapie disponible pour le diabéte de type 1 comprend l’administration de

Pinsuline a laquelle s’est ajoutée plus récemment (mars 2005) un nouveau produit :
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Pacétate de pramlintide (Symlin®), un analogue synthétique de 1’amyline humaine.
L’amyline est une hormone secrétée par le pancréas en méme temps que 1’insuline suite &
un repas. Son rdle est de ralentir la vidange gastrique et de réduire I’augmentation de la
glycémie aprés un repas. L’acétate de pramlintide s’utilise essentiellement en association
avec I’insuline et aide a mieux controler la glycémie postprandiale chez les patients
diabétiques adultes (Laustsen, 2005). Des stratégies novatrices pour inhiber des voies
métaboliques dans le diabéte, comme par exemple, la cascade du stress oxydant, sont

présentement en phase de développement.

3.1 La Streptozotocine et le diabéte de type 1

Le modele de rat traité a la streptozotocine (STZ) est le plus connu pour évaluer le
diabete de type 1 et ses complications. La STZ (2-déoxy-2-(3-méthyl-3-nitrosouréido)-D-
glucopyranose ; Zanosar) est un antibiotique dérivé de l’actinomycine Streptomyces
achromogenes et utilisé comme un agent diabétogéne expérimental. Son administration
chez les rongeurs produit la destruction sélective des cellules B du pancréas. Plusieurs
mécanismes ont €té trouvés pour expliquer I’action de la STZ: 1) dommage de ’ADN
nucléaire et inhibition de sa biosynthése subséquente, via la diminution de la nicotinamide
dinucléotide (NAD) intracellulaire, un facteur essentiel pour ’enzyme de réparation de
I’ADN (poly (ADP-ribose) synthase) (Wilson et al., 1988); 2) production des radicaux
libres (anion superoxyde, peroxyde d’hydrogene, radicaux hydroxyl) qui peuvent activer le
facteur de transcription nucléaire NF-kB. Ce facteur initie la transcription de plus de 150
génes, parmi lesquels se trouvent les génes des cytokines et de la NO synthase inductible
(INOS) (Baldwin, 1996; Giannoukakis et al., 1999; Yerneni et al., 1999; DeLeo et

Yezierski, 2001); 3) inflammation des cellules B (insulite) associée aux cytokines (Lukic et
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al., 1998). Il a été trouvé que la génération de NO dans les cellules B du pancréas augmente
les effets diabétogénes et que I’induction du diabéte est corrélée avec une production plus
élevée de IL-2, IFN-gamma et TNF-alpha. Ces cytokines peuvent activer les lymphocytes
Thl qui sécrétent des molécules capables d’activer les macrophages et entrainent la
destruction des cellules p du pancréas par des mécanismes impliquant ou pas le NO (Lukic
et al., 1998).

La demi-vie de la STZ est courte (15 minutes). Le médicament s’accumule trés
rapidement dans les premiéres 15 minutes dans les cellules B du pancréas et plus lentement
dans les 60 a 120 minutes subséquentes (Like et Rossini, 1976; Schnedl et al., 1994). Le
diabete est confirmé 24-48h aprés I’administration de STZ par la prise de la glycémie. Des
valeurs non a jeun du glucose sanguin dépassant 15 mmol/l témoignent de la présence du
diabéte (Calcutt et al., 1996). L’hyperglycémie pathologique est associée aux signes
classiques du diabéte : polyphagie (faim insatiable), polydipsie (soif intense), polyurie

(urines fréquentes), perte de poids.

4. Syndrome métabolique et diabéte de type 2 (non-
insulino-dépendant; DNID).

Le diabete de type 2 est la forme la plus commune du diabéte et représente 90% de
la population diabétique. Un changement de comportement alimentaire et I’adoption d’un
style de vie plus sédentaire sont des facteurs responsables de 1’incidence €levée des cas de

diabéte de type 2, associé a I’obésité. De 1935 a 1996, la prévalence des cas diagnostiqués

de diabéte de type 2 a augmenté de 765% (CDCP, 1997; Basciano et al., 2005). Le maintien
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de I'homéostasie du glucose implique l'action simultanée de trois tissus: le foie, le pancréas
et le muscle squelettique (DeFronzo, 1988). Suite a l'ingestion d'un repas, les cellules 8 du
pancréas sécretent de l'insuline qui augmente la captation du glucose par les tissus
périphériques (muscle squelettique, tissu adipeux) et en méme temps freine la production
hépatique de glucose (DeFronzo, 1988). Ces actions concertées permettent de rétablir
rapidement le taux de glucose sanguin & un niveau normal. L'inefficacité¢ de l'insuline a
normaliser la glycémie, appelée résistance a l'insuline, serait une condition préalable au
développement du diabéte de type 2 (DeFronzo, 1988; Shepherd et Kahn, 1999). Cette
situation entraine une hyperinsulinémie compensatoire qui persiste jusqu'au moment ou les
cellules B du pancréas ne peuvent plus sécréter suffisamment d'insuline pour promouvoir le
retour a une glycémie normale menant aux premiers symptomes cliniques du diabéte
(DeFronzo, 1988; Shepherd et Kahn, 1999).

La résistance a l'insuline et I’hyperinsulinémie sont fréquemment associées aux
pathologies comme 1’0obésité, ’hypertension artérielle, la dyslipidémie et I’intolérance au
glucose et portent le nom collectif de syndrome métabolique (anciennement connu comme
syndrome X ou syndrome de résistance a I’insuline). Ce syndrome de la vie moderne,
également appelé diabésité (diabesity) est présent chez 25 4 50% de la population des Etats-
Unis (Basciano et al., 2005) et atteint des niveaux épidémiques dans d’autres pays comme
I’Inde ou la Chine (Basciano et al., 2005). Le syndrome métabolique peut s’installer t6t
dans la vie selon I’influence de la diéte et des habitudes de vie moderne et sa persistance de
I’enfance jusqu’a 1’age adulte conduit aux maladies cardio-vasculaires et au diabéte de type

2 (Bao et al., 1996; Freedman et al., 2001).
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Dans le passé, il a été montré que les diétes riches en gras saturés conduisent a la
prise de poids, a I’insulino-résistance et a I’hyperlipidémie chez I’humain et les animaux
(Romieu et al., 1988; Feskens et al., 1995; Kromhout et al., 1995). Le déclin ultérieur de la
consommation des graisses n’entraine pas la diminution de 1’obésité mais au contraire,
multiplie le nombre de cas (Willett, 2002). Des travaux plus récents mettent en cause la
consommation élevée de carbohydrates, particuliérement des sucres raffin€s a teneur élevée

en fructose, pour expliquer les causes du syndrome métabolique (Basciano et al., 2005).

4.1 Modé¢les expérimentaux pour étudier le diabéte de type 2

Hwang et al. (1987) a été le premier 4 montrer qu’une diéte riche en fructose produit
une hypertension artérielle chez les rats normaux. Une augmentation de la pression
sanguine de 20 mmHg par rapport a la normale a été notée chez ces rats, une valeur
inférieure a celle mesurée chez les rats SHR (Rodrigues et McNeill, 1986; Buchanan et al.,
1992) ou traités au DOCA (deoxycorticosterone acetate) (Dai et McNeill, 1992). La méme
diéte a causé une insulino-résistance, une hyperinsulinémie et une hypertriglycéridémie
chez les rats normaux (Zavaroni et al., 1980; Tobey et al., 1982).

11 a été montré que 1’augmentation de la pression sanguine induite par le traitement
au fructose n’est pas due a ’activité élevée du systéme rénine-angiotensine (Hwang et al.,
1989). Suite aux recherches montrant que I’entrainement physique simultanément a
Pinfusion de somatostatine atténue I’hypertension, [’insulino-résistance et
I’hyperinsulinémie induite par le fructose, Reaven et al. (1988; 1989) émettent I’hypothese
que I’insulino-résistance et I’hyperinsulinémie jouent un réle important dans la pathogénese

de I’hypertension induite par le fructose.
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Dans un autre modele de diabete de type 2, chez des rats traités au glucose (10%
dans I’eau a boire), I’hypertension et I’insulino-résistance ont été prévenues par un
traitement anti-oxydant (diéte riche en acide alpha lipoique), ce qui suggére I’implication
du stress oxydant dans ces complications du diabéte (El Midaoui et de Champlain, 2002).
La diéte anti-oxydante prévient également I’augmentation du récepteur B, des kinines sans
affecter la distribution du récepteur B, des kinines dans la moelle épiniere chez les rats
traités au glucose (El Midaoui et al., 2005). Le récepteur B; des kinines dans la moelle
épiniere joue un réle dans la transmission des informations nociceptives et le contrdle de la
pression artérielle (Couture et Lindsey, 2000; Couture et al., 2001). Le potentiel préventif
de la diéte antioxydante a été davantage exploré chez des rats traités conjointement avec le
glucose et I’insuline et qui présentaient une densité élevée des récepteurs By des kinines
dans la moelle épiniére. Le traitement antioxidant a prévenu 1’augmentation des récepteurs
B, dans la moelle épiniére, ainsi que I’hypertension artérielle et la production de I’anion
superoxide dans I’aorte. Ces résultats suggérent un role important pour le stress oxydant

dans la génese du récepteur B, des kinines et des complications diabétiques (El Midaoui et

al., 2005).

5. Stress oxydant et diabéte

Le stress oxydant est considéré comme un facteur pathogénique commun des
complications diabétiques et devient une cible pour les traitements thérapeutiques. Dans
un organisme sain, les radicaux libres issus de réactions métaboliques normales sont
généralement rapidement inactivés par des mécanismes antioxydants endogenes efficaces.

Le terme collectif de radicaux libres ou des espéces réactives d’oxygene (reactive oxygen
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species ; ROS) regroupe les radicaux d’oxygéne comme 1’anion superoxyde (0,"), le
radical alkoxyl (RO"), le radical peroxyl (ROO), les radicaux hydroxyl (OH"), le
peroxynitrite (ONOO") et les espéces oxygénées réactives non radicalaires, tel que le
peroxyde d’hydrogéne (H,O,). Les radicaux libres ont la propriété d’interagir avec les
lipides, les protéines et les acides nucléiques en les oxydant. Le stress oxydant est dii soit a
une production excessive de ROS ou soit a 1’affaiblissement des mécanismes antioxydants
de l'organisme. Les cellules de 1’organisme contiennent un répertoire impressionnant
d’enzymes antioxydantes bien que de petites molécules antioxydantes soient aussi issues de
I’alimentation. Parmi les piégeurs de radicaux (scavengers) qui diminuent les phénomeénes
d’oxydation, notons : la superoxyde dismutase (SOD) qui accélére la transformation de O, -
en H;O,, la catalase, la glutathione peroxidase (GPX), 1’ascorbate, les tocophérols, les
caroténoides et I’ubiquinol (Beckman et Ames, 1998).

Plusieurs études ont montré que ’acide a-lipoique, un puissant antioxidant, prévient
la formation des produits terminaux de glycation (ddvanced Glycation End Products ;
AGE ) et du stress oxydant chez les rats diabétiques (Maritim et al., 2003; Midaoui et al..
2003). L’acide o-lipoique, appelé aussi acide thioctique ou acide lipodomique est un
composé naturellement trouvé dans la mitochondrie ot il participe comme cofacteur dans
les réactions énergétiques. Chez des vieux rats, la supplémentation diététique avec ce
produit améliore la fonction mitochondriale et diminue le stress oxydant (Hagen et al.,
1999). Chez les rats STZ-diabétiques, un traitement avec 1’acide a-lipoique normalise les
biomarqueurs du stress oxydant (Maritim et al., 2003), rétablit la perfusion sanguine dans
les nerfs périphériques (Nagamatsu et al., 1995) et le ganglion cervical supérieur considéré

comme responsable de I’altération des fonctions nociceptives (Cameron et al., 2001) et
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améliore la conduction distale des fibres nerveuses sensorielles et motrices (Nagamatsu et
al., 1995; Cameron et al., 1998). Chez les rats Zucker (diabéte de type 2), le traitement avec
I’acide a-lipoique augmente le métabolisme oxydatif et non oxydatif du glucose et diminue
la résistance a I’insuline (Jacob et al., 1996). Il a été¢ montré que la normalisation de la
production de I’anion superoxyde dans les mitochondries empéche le dommage induit par
I’hyperglycémie dans les cellules de I’endothélium (Nishikawa et al., 2000). Par rapport
aux autres tissus du systéme cardiovasculaire, le cceur contient le nombre le plus élevé de
mitochondries (40% du contenu des cellules myocardiaques). Selon une étude plus récente,
chez les rats traités au glucose (diabéte de type 2), une diéte a 1’acide a-lipoique prévient la
formation de I’anion superoxyde dans les mitochondries du cceur et des AGE dans 1’aorte
(El Midaoui et de Champlain, 2002). Le méme traitement prévient l’apparition de
I’hypertension artérielle et 1’insulino-résistance chez les rats traités au glucose pendant 4
semaines (Midaoui et al., 2003).

L’acide a-lipoique a €té approuvé en Europe pour le traitement de la neuropathie
diabétique suite aux essais cliniques effectués chez des patients. Ces études ont montré
qu’un traitement de courte durée (3 semaines) a 1’acide a-lipoique réduit les symptdmes
principaux et les déficits de la neuropathie diabétique jusqu’a un niveau jugé cliniquement
acceptable. Un traitement prolongé a 1’acide a-lipoique (4-7 mois) améliore les déficits
neuropathiques et la neuropathie autonomique cardiaque chez ces patients (Ziegler, 2004).
Aux FEtats-Unis, un important essai clinique de phase III sur I’acide a-lipoique est
présentement en cours (Sullivan et Feldman, 2005).

Des rapports indigquent que les inhibiteurs de ’enzyme de conversion de

I’angiotensine I (IEC) augmentent les mécanismes de défense antioxydante dans les tissus
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chez la souris (de Cavanagh et al., 1997) et rétablissent la déficience des systémes
antioxydants chez les patients hémodialysés chroniques par interaction avec le systéme de
la NAD(P)H oxydase (de Cavanagh et al., 1999). Les IEC inhibent la formation de
I’angiotensine II, qui est connue pour ses effets vasoconstricteurs, mitogénes et pro-
fibrotiques (Couture et Girolami, 2004). Tel que montré dans la figure 2, I’angiotensine II,
via le récepteur AT, active la NAD(P)H oxidase qui joue un r6le important dans la
formation de I’anion superoxyde et des autres ROS. L’inhibition du récepteur AT, ou de la
formation de 1’angiotensine II par les IEC inhibe la NAD(P)H oxidase ce qui va ainsi
bloquer le stress oxydant directement & son origine (Couture et Girolami, 2004). Les IEC
augmentent aussi la formation de NO, via ’accumulation des kinines, qui exerce un effet
inhibiteur sur la NAD(P)H oxydase et prévient les effets négatifs de la formation de ROS :
augmentation de la prolifération cellulaire, bioactivité réduite pour le NO, péroxidation des

lipides (Lee et al., 2000a; b).
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Figure 2. Représentation schématique du rdle des inhibiteurs de 1’enzyme de

conversion de I’angiotensine I (IEC) dans la réduction du stress oxydant durant
I’hyperglycémie.

Les IEC préviennent la formation de I’angiotensine II, qui stimule, via le récepteur
ATI1, la NADPH oxydase et la production des espéces réactives d’oxygene (ROS). Par
contre, la stimulation du récepteur AT2 de I’angiotensine II, produit des effets anti-
oxydants, via I’activation du récepteur B, des kinines. La bradykinine active le récepteur B,
et produit le monoxyde d’azote (NO), un puissant piégeur de radicaux libres mais stimule
aussi d’autres mécanismes de défenses antioxydantes.

Adapté de : Couture et Girolami., 2004
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6. La neuropathie diabétique

Les neuropathies constituent un groupe hétérogéne de maladies, d’étiologie
multiple, souvent rencontrées dans le diabéte de type 1 et de type 2 ce qui suggére que
Patteinte du systéme neurologique n’est pas relié a la déficience d’insuline mais a
I’hyperglycémie (Calcutt et al., 1996). Jusqu’a la moitié des patients diabétiques des Etats-
Unis peuvent développer une neuropathie durant leur vie (Boulton et al., 2005). La
neuropathie augmente le risque d’amputation de 1,7 fois et de 36 fois si le patient a une
histoire positive d’ulcére diabétique (Armstrong et al., 1998). La neuropathie diabétique est
classifiée selon le type de fibres atteintes. Ainsi, elle peut affecter les fibres sensorielles,
motrices ou autonomiques ce qui oblige & considérer chaque type de fibre nerveuse comme
vulnérable. Tout organe dont la fonction est contrdlée par I’innervation peut étre affecté par
la neuropathie diabétique.

La forme la plus commune de neuropathie diabétique est la polyneuropathie
sensori-motrice périphérique. Cette neuropathie affecte les fibres nerveuses des membres
inférieurs et I’atteinte est le plus souvent distale, sensitive et symétrique (Duby et al., 2004).
Les patients décrivent de la douleur, des paresthésies (sensations anormales) et de
I’engourdissement. Les symptdmes douloureux apparaissent chez un pourcentage
minoritaire de patients diabétiques atteints de neuropathie (11-32%) (Duby et al., 2004). La
perte de sensation est un symptéme plus commun et qui se manifeste en cours du diabéte
(Vinik et al., 2000).

Une autre cause importante de morbidité et de mortalité dans le diabéte est la
neuropathie autonomique qui affecte les fibres nerveuses autonomes des systémes

cardiovasculaire, digestif et génito-urinaire. L’infarctus du myocarde silencieux, la
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dépression respiratoire et la mort subite sont des dangers pour le patient diabétique atteint
de neuropathie autonomique (Duby et al., 2004; Vinik et Mehrabyan, 2004). La neuropathie
autonomique cardiovasculaire a été la plus étudiée a cause de son importance clinique
majeure. Elle peut affecter autant 1’innervation sympathique que parasympathique du coeur
et des vaisseaux coronaires (Vinik et al., 2003). Une analyse des données publiées a aussi
montré qu’une réduction de la fonction autonomique cardiovasculaire augmente fortement
le risque d’apparition de I’infarctus silencieux et des déces (Vinik et al., 2003).

Au niveau cellulaire, chaque tissu a une réponse spécifique au glucose qui dépend
de I’expression des transporteurs du glucose (GLUTSs) sur la membrane plasmatique (Heilig
et al., 1997). La réponse la plus commune des transporteurs de glucose a des taux élevés de
glucose est la régulation a la baisse de leur expression membranaire ce qui leur permet de
se protéger contre les effets toxiques de I’exces du glucose. Un exemple est GLUT-4, un
transporteur de glucose insulino-dépendant, présent dans le muscle squelettique et le tissu
adipeux, qui diminue son expression pendant 1’hyperglycémie, ce qui conduit & une
résistance a I’insuline (Heilig et al., 1997). Les cellules sensibles a des concentrations
élevées de glucose (rétiniennes, mésangiales et neuronales) expriment GLUT-1, un
transporteur de glucose insulino-indépendant. Ce transporteur est régulé a la hausse par
I’excés de glucose extracellulaire (Heilig et al., 1997; 2001) et facilite I'influx rapide du
glucose excédentaire dans ces cellules. L’augmentation rapide des taux de glucose
intracellulaire produit D’activation des protéines kinases C, des voies de polyols, du
diacylglycérol, du TGF-B (Heilig et al., 1997; Ha et Kim, 1999) et la voie des MAP kinases
(mitogen activated protein kinases) (Cellier et al., 2003). Dans les cellules mésangiales,

lactivation de ces différentes voies produit la synthese et la libération en excés des
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protéines de la matrice extracellulaire ce qui conduit a la sclérose glomérulaire et a
I’insuffisance rénale diabétique. L’inactivation du géne du transporteur GLUT-1 par une
molécule antisens qui posséde une séquence complémentaire d’acides nucléiques et qui est
capable de modifier I’expression de ce géne, protége la cellule mésangiale de I’induction du
transporteur par le glucose et contre 1’expression de la fibronectine (Heilig et al., 2001).

Le facteur déclenchant dans la pathogénese de la neuropathie diabétique est
I’hyperglycémie (Simmons et Feldman, 2002). L’hyperglycémie perturbe le métabolisme
par plusieurs mécanismes (figure 3):

1) stimulationde [Dactivit¢ de [’enzyme aldose-réductase qui conduit a
I’accumulation de sorbitol et de fructose (via sorbitol déhydrogénase) et a la diminution de
la concentration intraneuronale de myoinositol ;

2) auto-oxydation du glucose avec production subséquente des especes réactives
d’oxygéne;

3) formation des produits terminaux de glycation (advanced glycation end
products ; AGEs) suite a la glycation non enzymatique des protéines, des lipides et des
acides nucléiques ;

4) activation inappropriée de la protéine kinase C (PKC) (Simmons et Feldman,
2002).

Ces changements métaboliques conduisent au stress oxydant et interférent avec la
fonction des mitochondries provoquant I’apoptose des neurones et des cellules de Schwann.
De plus, les Iésions vasculaires, notamment dans les microvaisseaux des nerfs

périphériques (microangiopathie épineurale et endoneurale), les lésions dégénératives
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(diminution de l'activité du nerve growth factor) et les anomalies auto-immunitaires,
peuvent accélérer et aggraver les lésions nerveuses (Haberer, 1998).

La douleur associée a la neuropathie diabétique se manifeste spontanément a des
stimuli normaux (allodynie) ou faiblement nociceptifs (hyperalgésie) (Brown et Asbury,
1984; Clark et Lee, 1995; Khan et al., 2002). Parmi les mécanismes pathologiques de la
neuropathie diabétique, plusieurs ont été considérés: démyélinisation des nerfs
périphériques, diminution de la vitesse de conduction dans les fibres nerveuses
périphériques, dégénérescence des afférences sensorielles myélinisées ou non myélinisées
(Dyck et al., 1988; Fox et al., 1999). Les incertitudes quant a la cause de la neuropathie

diabétique expliquent les échecs des traitements médicamenteux.
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Figure 3. La pathogénése multifactorielle de la neuropathie diabétique

Abréviations : AGE, produits terminaux de glycation; NAD+, nicotinamide adénine
dinucléotide, forme positive; NADH, nicotinamide adénine dinucléotide, forme réduite;
NADP+, nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, forme positive; NADPH,
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, forme réduite; NO, monoxyde d’azote; PKC,

protéine kinase C, |, diminution; T, augmentation.

Adapté de: Simmons et Feldman, 2002.
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6.1 Modeles animaux pour étudier la douleur neuropathique

Les modeles animaux de choix pour les études comportementales sur la douleur
neuropathique sont les rongeurs (le rat et la souris) et I’apparition des animaux
transgéniques ouvre la voie a de nouvelles alternatives pour la recherche.

Les ¢études sur les animaux éveillés sont fréquemment désignées comme des
« études comportementales » parce que toutes les réponses, y compris un simple réflexe de
retrait, font partie du répertoire comportemental de 1’animal (Le Bars et al., 2001).

L’absence de la communication verbale est un obstacle dans 1’évaluation de la
douleur chez les animaux. La mesure de la « sensation douloureuse » se fait de maniére
indirecte. Il n’y a pas de moyens pour évaluer directement le type de douleur (coupante,
lancinante, sourde, crampe, etc.) dans les modéles animaux. A I’exception du
comportement aversif (vocalisation, léchage/secousse de la patte affectée) envers des
stimuli potentiellement nociceptifs, toutes les autres mesures sont basées sur des réflexes
nociceptifs. Ces réflexes sont mesurés par le temps de retrait de la patte ou de la queue suite
a D’expositiona la chaleur, au froid ou a une pression. Les modeles animaux de
douleur aigué et chronique utilisent les mémes enregistrements. Le “tail-flick test”
(analgésimétre) et la plaque chauffante utilisent la stimulation thermique directe pour
évoquer le retrait de la queue ou de la patte a des valeurs thermiques nociceptives (45°C ;
52°C). Ces tests permettent de détecter I’hyperalgésie thermique et la caractérisation des
effets des drogues analgésiques ou anti-hyperalgésiques.

Chez les rats diabétiques, I’hyperalgésie a des stimuli nociceptifs thermaux (Lee et
McCarty, 1992; Courteix et al., 1993), mécaniques (Ahlgren et Levine, 1993) ou chimiques

(Courteix et al., 1993; Malmberg et al., 1993; Calcutt et al., 1995) a été rapportée. Les rats
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traités avec la streptozotocine développent aussi D’allodynie thermique, mesurée par
I’immersion de la queue dans I’eau a 42°C, une température qui n’évoque pas de réponses
nociceptives chez les rats témoins (Courteix et al., 1993). L’allodynie mécanique se
manifeste quand des stimuli anodins, non-douloureux provoquent le retrait de la patte. Les
tests d’allodynie mécanique utilisent les filaments von Frey pour appliquer une pression
légere sur la patte. En présence d’allodynie, le toucher léger est désagréable et 1’animal
retire sa patte. L’allodynie mécanique (aussi appelée tactile) est un symptéme commun
dans la neuropathie chez I’humain.

Pourtant chez le rat, le diabéte insulino-dépendant induit par la streptozotocine
n’induit pas la démyelinisation segmentaire ou la degénérescence des fibres nerveuses
comme chez ’humain (Calcutt et al., 1996). Une étude par Thomas et Tomlinson (1993)
montre que les anomalies morphologiques dans ce modéle sont limitées a une diminution
du calibre axonal et 4 la réduction de la vitesse de conduction dans les fibres nerveuses.

Une controverse existe dans la littérature concernant le role des fibres de type C
dans la neuropathie diabétique. Ainsi, des études en électrophysiologie ont suggéré que la
neuropathie diabétique est le résultat d’une hyperactivité des fibres de petit calibre, de type
C (Burchiel et al.,, 1985; Chen et Levine, 2001). Une augmentation des décharges
spontanées a €té enregistrée dans ces fibres, dans le diabéte par rapport a 1’état normal.
Mais une autre étude chez les rats STZ-diabétiques a montré que I’administration
systémique de la résinifératoxine, un puissant analogue de la capsaicine qui produit une
déplétion et une désensibilisation de longue durée des fibres non-myélinisées de type C, ne

bloque pas I’apparition et le développement de 1’allodynie tactile (Khan et al.. 2002). La
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méme €tude a montré que les stimulations sensorielles anormales via les fibres Ad et AP

sont a I’origine de la douleur neuropathique dans le diabete.

7. Le systéme kallicréine-kinines

Les kinines (bradykinine, kallidine) sont générées en périphérie pendant les
dommages tissulaires et jouent un réle critique dans la pathogénése de I’inflammation et de
la douleur. Ces peptides sont aussi des neuromédiateurs des voies neuronales impliquées
dans le contrble central de la pression artérielle et de la nociception (Couture et Lindsey,
2000).

Tel que présenté dans la figure 4, les kinines sont générées par le clivage
enzymatique de leurs précurseurs, les kininogénes, par des protéases sériques nommées
kallicréines (Bhoola et al., 1992).

Les kinines sont soumises a une dégradation métabolique rapide par des amino- ,
carboxy- et endopeptidases trouvées dans les tissus et les liquides biologiques. Les enzymes
qui ont un réle physiologiquement important sont la kininase I (carboxypeptidase N du
plasma ou M de la membrane cellulaire) qui clive ’arginine de sa position COOH-
terminale pour produire les métabolites actifs des-Argg-bradykinine et des—ArglO-kallidine ;
I’endopeptidase neutre 24.11 (enképhalinase) et la kininase II, également appelée I’enzyme
de conversion de 1’angiotensine I (ECA) qui clivent le dipeptide Phe®-Arg® de la position
COOH-terminale de la bradykinine pour produire le métabolite inactif BK (1-7). La
kininase II enléve également le fragment Ser®-Pro’ du métabolite BK (1-7). Le peptide qui

résulte, BK (1-5), est le métabolite final de la bradykinine et de la des-Arg’-bradykinine.
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La kallidine et son métabolite actif des-Arg'®-kallidine peuvent étre convertis en
bradykinine et en des-Arg’-bradykinine par l’activité des aminopeptidases (Campbell,

2000; Couture et Lindsey, 2000).

7.1 Récepteurs des kinines

Les kinines produisent leurs effets par I’activation de deux types de récepteurs
trans-membranaires couplés aux protéines G : les récepteurs B; et B, (Marceau et Regoli,
2004). Le récepteur B, est constitutif chez I’humain et est activé par la bradykinine et la
kallidine, tandis que le récepteur B, est sous-exprimé dans les tissus sains et il est activé par
les métabolites dépourvus de I’Arg en position COOH-terminale : des-Arg’-bradykinine et
des-Arg'%-kallidine. L’induction et I’augmentation de I’expression du récepteur B; ont lieu
apres un dommage tissulaire ou en présence d’endotoxine bactérienne, de facteurs de
croissance et de cytokines comme IL-1B ou TNF-a (Marceau et al., 1998). L’induction du
récepteur B; des kinines est controlée par les MAP kinases (mitogen-activated protein
kinases) et le facteur de transcription nucléaire NF-kB (Schanstra et al., 1998; Sardi et al.,
1999). L’analyse séquentielle du géne du récepteur B, des kinines a montré la présence de
sites de régulation pour le facteur NF-kB dans la région promotrice du géne (Bachvarov et
al., 1996). Un role pour le NO dans I’induction du récepteur B, par le stress thermique chez

le rat a aussi été postulé (Lagneux et al., 2000).
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Figure 4. Synthese et récepteurs des kinines.
La BK est I’agoniste préférentiel du récepteur B,, tandis que son meétabolite

principal, la des Arg’- BK, est I’agoniste du récepteur B,.
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7.2 Voies de signalisation des récepteurs des kinines

Les voies de signalisation des récepteurs B, et B, sont différents, selon le type
cellulaire et incluent :

- I’activation directe ou indirecte de ’adénylate cyclase et de la guanylate cyclase
menant a la formation de 1’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et de la guanosine
monophosphate cyclique (GMPc) ;

- Pactivation des canaux ioniques ;

- I’activation des phospholipases A,, C et D. La phospholipase C (PLC) stimule la
formation de I’inositol 1,4,5- triphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG), impliqués
respectivement dans la libération du Ca®" intracellulaire et dans I’activation de la protéine
kinase C (PKC) ;

- la production de I’acide arachidonique issu des phospholipides membranaires, via
I’activation de la phospholipase A; (PLA;) ou a partir du diacylglycérol (DAG) sous
I’action d’une lipase, génére les prostaglandines (PG) et la prostacycline (PGI,) (Gallagher
et al., 1998; Yamasaki et al., 2000).

Mis a part la cascade de signalisation classique des récepteurs couplés aux protéines
G, des voies de signalisation alternatives, indépendantes du recrutement des protéines G,
viennent d’étre décrites. Une interaction directe a ét€¢ montrée entre le récepteur B, et des
enzymes comme la phospholipase Cy, la NO synthase neuronale (NOSn), la NO synthase
endothéliale (NOSe) (Harris et al., 2001; Bascands et al., 2003) et la tyrosine phosphatase
SHP, (Duchene et al., 2002b; Bascands et al., 2003).

Ces voies alternatives de signalisation intracellulaire peuvent expliquer les effets

opposé€s des kinines observés sur la prolifération des cellules en culture, incluant les



26

fibroblastes, les cellules du muscle lisse et les cellules mésangiales. Selon les conditions
expérimentales, les agonistes des récepteurs des kinines stimulent ou inhibent la
prolifération de ces cellules. L’activation de la voie classique des protéines G a été associée
avec les effets pro-mitogeénes des kinines (Alric et al., 1999; Bascands et al., 2003), tandis
que I’effet inhibiteur sur la prolifération cellulaire implique des mécanismes alternatifs :
activation de la NO synthase (NOS) ou interaction directe protéine - protéine entre le
récepteur B, des kinines et la protéine tyrosine phosphatase qui n’implique pas I’activation

de la protéine G (Duchene et al., 2002a; b).

8. Role des kinines dans le diabéte

Plusieurs études suggerent I’implication du systéme kallicréine-kinines dans le
diabéte. Chez I’humain, des rapports cliniques montrent une excrétion rénale augmentée
(Mayfield et al., 1984) ou diminuée (Pelikanova et al., 1998) de la kallicréine chez les
sujets atteints du diabéte de type 1 insulino-dépendant et une excrétion rénale diminuée
chez les patients atteints du diabéte de type 2 avec néphropathie (Baba et al., 1986). Les
preuves récentes suggerent que la kallicréine tissulaire est la principale enzyme génératrice
des kinines, in vivo (Meneton et al., 2001). Chez les patients ayant un diabéte de type 1, des
valeurs élevées de pré-kallicréine plasmatique ont été associées avec I’augmentation de la
pression artérielle et la macroalbuminurie (Jaffa et al., 2003), ce qui améne a considérer la
pré-kallicréine plasmatique comme un marqueur de risque pour I’hypertension et la
néphropathie.

Chez le rat diabétique type 1, des taux circulants élevés de kininogéne et de pré-

kallicréine ont été trouvés (Rothschild et al., 1999) malgré une expression réduite du géne
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de la kallicréine dans le myocarde cardiaque et le rein (Jaffa et al., 1997; Tschope et al.,
1999).

La production rénale élevée des kinines dans le diabéte de type 1 conduit a
hyperfiltration glomérulaire et & la vasodilatation rénale qui peuvent étre inhibées par un
antagoniste du récepteur B, des kinines (Jaffa et al., 1995). Les kinines contribuent
partiellement a 1’effet antiprotéinurique des inhibiteurs de ’enzyme de conversion (IEC)
dans la néphropathie diabétique (Tschope et al., 2003). L’effet bénéfique des IEC est
associ€ a des taux €levés de la bradykinine et contraste avec 1’action des antagonistes des
récepteurs B, des kinines qui diminuent Pexcrétion rénale des protéines, nitrites et
kallicréine chez la souris diabétique (diabéte de type 1) (Zuccollo et al., 1996).

Les avancements récents dans le domaine de la génétique et de la biologie
moléculaire permettent de définir de maniére plus spécifique I’'implication des kinines et de
leurs récepteurs dans le diabéte. Chez la souris dont le géne pour la kallicréine tissulaire a
été¢ invalidé, des niveaux diminués de kinines sont trouvés dans la majorité des tissus.
L’animal développe des malformations cardio-vasculaires malgré une pression artérielle
normale (Meneton et al., 2001; Trabold et al., 2002). Dans un méme modéle de souris, une
autre €tude rapporte une augmentation de la pression artérielle (Kim et al., 1995). Chez le
rat, dans un modele d’hypertension génétique (SHR, spontaneously hypertensive raf),
I’administration par voie i.v. ou i.c.v, via un vecteur viral, du géne de la kallicréine
humaine diminue la pression artérielle systolique et améliore les dysfonctions
cardiovasculaires et rénales associées a I’hypertension (Wang et al., 1995; Jin et al., 1997).
La méme thérapie génique réduit I’hypertension, I’insulino-résistance et I’hyperinsulinémie

dans un modele de diabéte de type 2 (Zhao et al., 2003).
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Chez des souris STZ diabétiques, une hyperalgésie thermique a été observée une
semaine apres l’induction du diabéte (Gabra et Sirois, 2002). Cette hyperalgésie a été
significativement améliorée aprés 1’administration d’antagonistes sélectifs du récepteur B,
(Gabra et Sirois, 2003). Plus récemment, une hyperalgésie a été documentée chez la souris
diabétique non-obése (NOD ; Non-Obese Diabetic mice) (Gabra et Sirois, 2005a) et chez le
rat, dans 2 modeles de diabéte de type 1: le modéle STZ et le modéle BB/WOR
(BioBreeding/Worchester), un modéle de diabéte auto-immun qui ressemble a celui
rencontré chez I’humain. Une réponse exagérée au test de la plaque chauffante (hot plate
test), due a la sensibilisation des terminaisons nerveuses périphériques et 4 la facilitation de
la transmission nociceptive au niveau central, témoigne de la présence de ’hyperalgésie.
L’hyperalgésie reste stable pendant quatre semaines chez le modéle STZ et jusqu’a 24
semaines de vie chez 1’animal BB/WOR. Cette hyperalgésie a été significativement
atténuée chez les deux types de rats aprés I’administration s.c du R-954, un antagoniste
sélectif du récepteur B, (Gabra et al., 2005b).

Le récepteur B; des kinines semble servir comme médiateur dans 1’hyperalgésie
thermique chez la souris diabétique. Tel que montré dans une étude effectuée par Gabra et
al. (2005c), I’hyperalgésie ne se manifeste pas chez la souris STZ diabétique dont le géne
du récepteur B a été invalidé (B;R-KO). Chez cet animal, ’injection i.p. d’un agoniste du
récepteur B; n’a pas entrainé de réponses nociceptives, contrairement a son témoin
diabétique qui a présenté une augmentation de ’activité hyperalgésique aprés 1’injection de
’agoniste.

Dans la moelle épiniére et le cerveau des rats STZ diabétiques, 1’hybridation in situ

et I’autoradiographie des récepteurs (sites de liaison) ont montré une induction précoce du
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récepteur By, 2 4 21 jours apres I’induction du diabéte (Ongali et al., 2004; Campos et al.,
2005a; b). Le récepteur B; est distribué sur des sites responsables de la régulation
cardiovasculaire et nociceptive (substance grise, come dorsale et colonne
intermédiolatérale, couche X) ce qui peut expliquer les réponses fonctionnelles observées in
vivo.

L’activation du récepteur B; par un agoniste injecté par voie intrathécale produit
une réponse vasopressive (Cloutier et Couture, 2000) et une hyperalgésie a une minute
suivie d’une hypoalgésie a six minutes post-injection (Couture et al., 2001). Cette réponse
nociceptive biphasique est présente 24 h aprés I’induction du diabéte et reste stable pendant
21 jours. Le seuil nociceptif n’est pas modifié par 1’agoniste B; chez les rats témoins
(Couture et al., 2001). La réponse hyperalgésique de 1I’agoniste B; est bloquée par un
antagoniste du récepteur B, (des—Argm-Hoe 140), par un antagoniste du récepteur NK-1 de
la substance P (LY 306740), par un inhibiteur de la NO synthase (L-NNA) et par un
inhibiteur sélectif COX-2 (L745337), ce qui permet de retracer son mécanisme d’action. La
réponse hyperalgésique de 1’agoniste B; pourrait étre due a I’activation des récepteurs B,
situés sur les terminaisons nerveuses des fibres C, dans la corne dorsale de la moelle
épini€re. L’activation de ces récepteurs provoque la libération de la substance P dans la
fente synaptique qui agit sur son récepteur, NK-1, avec une production subséquente du NO
et des prostaglandines via COX-2. Ce mécanisme, schématis¢ dans la figure 5 produit la

facilitation de la transmission nociceptive dans la moelle épiniére des rats STZ-diabétiques.
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Figure 5. Représentation schématisée des mécanismes d’action de la bradykinine
(BK) etdela des—Argg-BK dans la nociception thermique chez le rat STZ-diabétique.

Abréviations : Glu, glutamate; CGRP, calcitonin gene related peptide; SP, substance
P; NO, monoxyde d’azote; PGs, prostaglandines; NA, noradrénaline; (+), stimulation; (-),
inhibition.

Tiré de : Couture et al., 2001
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Une augmentation de I’expression du récepteur B, des kinines a été observée dans la
moelle épiniére du rat insulino-dépendant (Bascands et al., 2003; Campos et al., 2005b).
L’activation directe de ce récepteur par voie intrathécale induit ’activation du systéme
nerveux sympathique, elle-méme responsable de I’augmentation de la pression artérielle et
de la fréquence cardiaque (Cloutier et Couture, 2000).

Chez les rats traités au glucose pendant 4 semaines une augmentation de la densité
des récepteurs B; a été notée dans plusieurs couches de la moelle épiniére (El Midaoui et
al., 2005). Le stress oxydant n’était pas un facteur important dans 1’induction de ce
récepteur car une dicte contenant de 1’acide a-lipoique n’a pas prévenu I’augmentation de
I’expression du récepteur B, dans ce modéle (El Midaoui et al., 2005). Une expression
augmentée du récepteur B, a été également retrouvée dans les cellules musculaires lisses en
culture, en présence d’une concentration élevée du glucose (Christopher et al., 2001), dans
I’hypothalamus et dans la glande hypophyse des rats Zucker diabétiques (Qadri et al.,
2004). L’augmentation du récepteur B, peut refléter un changement dans la production
locale de la bradykinine.

Au niveau central, le récepteur B; des kinines a été¢ impliqué dans P’hyperalgésie.
L’administration de 1’endotoxine bactérienne chez le rat produit une fiévre ainsi qu’une
hyperalgésie thermique et mécanique qui ont été atténuées ou abolies par 1’administration

1.c.v. de HOE 140, un antagoniste sélectif du récepteur B, (Dray, 1997).
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9. Relation entre les kinines et I’insuline

L’insuline est un peptide de 6 kDa sécrété par les cellules B du pancréas dont la
fonction principale est la régulation de I’homéostasie du glucose. Elle exerce ses effets via
le récepteur de I'insuline, enclenchant ainsi une cascade de signaux intracellulaires qui
culmineront par une augmentation de la captation du glucose par les muscles squelettiques
et le tissu adipeux et une inhibition de la production de glucose par le foie. De plus,
I’insuline stimule le stockage du glucose nouvellement entré dans les tissus périphériques
sous forme de glycogéne et de triglycérides ou encore favorise son oxydation via la
glycolyse.

La BK stimule la libération de I’insuline par les cellules B pancréatique via
I’augmentation du calcium intracellulaire en réponse & I’hyperglycémie (Yang et Hsu,
1997; Damas et al., 1999) et stimule la captation du glucose dans les adipocytes en culture
(Isami et al., 1996) et le muscle squelettique chez I’humain (Dietze et al., 1996). Chez le rat
Zucker, un modéle d’insulino-résistance et d’intolérance au glucose, la BK améliore la
tolérance au glucose dans tous les tissus (Henriksen et al., 1998), suggérant ainsi que dans
les tissus cibles, la BK locale peut réguler la captation et la disponibilité du glucose,
indépendamment de la libération de 1’insuline (Rett et al., 1990).

Le captopril (un IEC) et la BK renversent la résistance & 1’insuline chez les vieux
rats par la modulation des étapes précoces de la voie de signalisation de I’insuline dans le
foie et le muscle (Carvalho et al., 1997). D’autres travaux montrent que les antagonistes
sélectifs du récepteur B, de la BK diminuent la captation du glucose et la sensibilité a
P’insuline et abolissent I’effet bénéfique des IEC sur la sensibilité a 1’insuline (Tomiyama et

al., 1994; Uehara et al., 1994; Kohlman et al., 1995; Henriksen et al., 1996; 1999).
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L’effet bénéfique de la BK sur la captation du glucose induit par I’insuline se
produit via I’activation du récepteur B, dont la présence sur le muscle strié¢ a été démontrée
par immunohistochimie, par des études de liaison et par RT-PCR (reverse transcription-
polymerase chain reaction) (Figueroa et al., 1996; Rabito et al., 1996; Miyata et al., 1998).

Au niveau cellulaire, ’activation du récepteur B, stimule la phosphorylation du
récepteur de I’insuline et de son substrat cytosolique (IRS-1; insulin receptor substrate) qui
potentialise la translocation du transporteur GLUT-4 dans le muscle squelettique (Miyata et
al., 1998) et les adipocytes (Isami et al., 1996; McCarty, 2003). La BK peut aussi stimuler
directement la translocation du GLUT-4 et ’augmentation de la captation du glucose par
une voie insulino-indépendante dans le muscle squelettique et cardiaque (Rett et al., 1996;
Kishi et al., 1998). Ceci revét une importance pendant I’exercice physique car la BK,
relachée localement suite a la contraction musculaire, peut faciliter le transport du glucose
dans le muscle squelettique.

Ainsi, I’effet bénéfique de la BK et des IEC dans le diabéte est dii 4 ’amélioration
de la résistance a I’insuline par augmentation de la captation du glucose, principalement
dans le muscle squelettique et a la prévention de la production du stress oxydant et de la

matrice extracellulaire dans les cellules sensibles au glucose (rétine, neurones et reins).
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10. Hypothéses de travail :
(1) Les kinines et le stress oxydant sont impliqués dans I’hypertension artérielle et
les neuropathies mesurées dans un modéle expérimental de diabéte de type 2.
(2) L’inhibition des récepteurs centraux et/ou périphériques des kinines aura un

effet bénéfique sur la pression artérielle et les neuropathies sensorielles dans ce modéle.

11. Buts de I’étude

L’hypertension artérielle et les neuropathies sensorielles sont des complications
souvent rencontrées dans le diabete de type 2. Nous avons voulu, dans un premier temps,
les reproduire sur des rats rendus diabétiques suite 4 un traitement au glucose pendant 12-
14 semaines (10% glucose dans 1’eau a boire). Nous avons mesuré la pression artérielle, la
sensibilit¢ tactile et au froid et I’hyperalgésie thermique chez des rats témoins et
diabétiques, a I’aide de la méthode du brassard et I’utilisation de stimuli non nociceptif
mécanique (filaments von Frey) et froid (application d’acétone a la surface plantaire) ou
nociceptif chaud (mesure du retrait de la queue).

Il est connu que le stress oxydant contribue a I’hypertension artérielle et a la
résistance a I’insuline chez les rats nourris au glucose pendant 4 semaines (El Midaoui et de
Champlain, 2002). Ainsi, dans ce modéle (adapté a des rats nourris au glucose pendant 12-
14 semaines), nous avons visé & déterminer I’impact d’un traitement anti-oxydant (acide a-
lipoique) sur les anomalies sensorielles, I’hypertension artérielle et 1’expression des

récepteurs des kinines (ARNm par RT-PCR et sites de liaison par autoradiographie).
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L’augmentation des sites de liaison des récepteurs B; et B, des kinines dans la
moelle épiniére des rats diabétiques traités au glucose pendant 4 semaines (El Midaoui et
al., 2005) suggere un role possible des récepteurs centraux des kinines a I’initiation ou au
maintien de ’hypertension artérielle associée a I’insulino-résistance. Ainsi, dans notre
modele de rats traités au glucose pendant 12-14 semaines, nous avons bloqué les récepteurs
B, et B, des kinines au niveau central a ’aide de deux antagonistes non-peptidiques,
capables de traverser la barriere hémato-encéphalique : LF 22-0542 pour le récepteur B, et
LF16-0687 pour le récepteur B,. Aprés administration, nous avons enregistré leurs effets
sur la pression artérielle et les anomalies sensorielles. De plus, un antagoniste peptidique
qui ne traverse pas la barriére hémato-encéphalique (R-715) a été utilisé pour déterminer la
participation du récepteur B; périphérique dans les réponses anti-hypertensive et anti-
allodynique observées avec 1’antagoniste LF 22-0542. Ces travaux mettent en relief les
effets opposés des kinines au niveau central et périphérique dans le contrdle du diabéte et

de ses complications.
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Abstract
Aims/hypothesis: Diabetes causes neuropathy and cardiovascular complications which are
resistant to most current therapy. This study aims at defining the contribution of kinin B,
receptor and the oxidative stress in a rat model of type 2 diabetes.
Methods: Rats were fed with 10% D-glucose for a chronic period of 12-14 weeks and the
impact of a diet supplemented with alpha-lipoic acid, a potent antioxidant, was determined
on tactile and cold allodynia, arterial hypertension and the expression of kinin B;R (real-
time PCR and autoradiography) in several tissues. Acute effects of brain penetrant (LF22-
0542) and peripherally acting (R-715) B|R antagonists were also assessed.
Results: Glucose-fed rats exhibited tactile and cold allodynia along with increases in
systolic blood pressure between 4 and 12 weeks; these alterations were alleviated by alpha-
lipoic acid. BjR mRNA was virtually absent in liver, aorta, lung, kidney and spinal cord
isolated from control rats, yet BjR mRNA was markedly increased in all tissues in glucose-
fed rats. Up-regulated BjR mRNA and B|R binding sites (spinal cord) were significantly
reduced by alpha-lipoic acid in glucose-fed rats. LF22-0542 reduced tactile and cold
allodynia (3 h) and reversed arterial hypertension (4-48 h) in glucose-fed rats. R-715
abolished tactile and cold allodynia but had not effect on blood pressure.
Conclusions/interpretation: Data provide molecular evidence that the oxidative stress is
involved in the overexpression of BjR in this rat model of type 2 diabetes. The inducible

BiR contributes centrally to arterial hypertension and in the periphery to pain neuropathy.

Keywords: Bradykinin; B, receptor; diabetes mellitus; allodynia; neuropathy; arterial

hypertension; oxidative stress; alpha-lipoic acid
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Introduction

Kinins are traditionally known as vasoactive peptides promoting pain and
inflammation, yet they are also believed to participate centrally to somatosympathetic
cardiovascular reflexes triggered by noxious stimuli [1, 2]. These peptides signal through
the activation of two transmembrane G-protein-coupled receptors named B; and B,
receptors. Bradykinin (BK) and kallidin are the natural agonists for the prevailing B;
receptor (BoR), while the B, receptor (B;R) is preferentially activated by des-Argg-BK and
des-Arg'%-kallidin [3]. Whereas the B;R is constitutive, the BjR is generally absent or
underexpressed in healthy tissues and animals. The latter receptor is induced and up-
regulated during tissue injury and by exposure to bacterial endotoxins or cytokines [4, 5].
In the acute rodent model of type 1 diabetes induced by streptozotocin (STZ), BiR is
induced and over expressed in the spinal cord [6], the brain [7] and peripheral tissues where
it mediates microvascular, inflammatory and hyperalgesic effects [8-13]. The
overproduction of cytokines and hyperglycaemia-induced oxidative stress in type 1
diabetes are thought to represent the stimuli responsible for the induction of B;R which
requires the activation of the transcription factor nuclear factor kappa B (NF-xB) [14].

A role for BiR in thermal hyperalgesia is also suggested in genetic models of type 2
diabetes [15]. Recently, we reported that BjR binding sites are increased in the spinal cord
of rats treated for 4 weeks with glucose, an experimental model of type 2 diabetes which
developed insulin resistance, arterial hypertension and increased vascular and cardiac
oxidative stress [16-18]. Alpha-lipoic acid (thioctic acid), a powerful endogenous
scavenger of reactive oxygen species acting as a cofactor of key mitochondrial enzymes

[19], prevented or attenuated all these symptoms [16, 18, 20], suggesting an association
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between the oxidative stress, the induction of BjR and cardiovascular complications in
diabetes. The function of B;R is this model remains, however, unknown.

The present study aims at testing, in a recently developed experimental model of
insulin resistance and type 2 diabetes, the hypothesis that kinin B3R is induced and
contributes to pain neuropathy and arterial hypertension. Signs of pain neuropathy (tactile
and cold allodynia), arterial hypertension and tissue BjR expression were measured in rats
fed with glucose for a chronic period of 12-14 weeks. The impact of the oxidative stress on
these alterations was determined with a diet supplemented with alpha-lipoic acid. The
relative contribution of central and peripheral BjR in pain neuropathy and arterial

hypertension were assessed by determining the inhibitory effects of non-peptide (LF22-

0542) and peptide (R-715) BR antagonists.
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Materials and Methods
Animals and protocols

Young male Sprague-Dawley rats (50-75g, Charles River, St-Constant, Que.,
Canada) bought a few days prior to experiments were housed two per cage, under
controlled conditions of temperature (23°C) and humidity (50 %), on a 12h light-dark cycle
and allowed free access to food and drinking fluid. All research procedures and the care of
the animals were in compliance with the guiding principles for animal experimentation as
enunciated by NIH and the Canadian Council on Animal Care and were approved by the
Animal Care Committee of our University.

Rats were randomly divided in 4 groups as follows: normal chow diet (Charles
River Rodent) and tap water (Control; n=8), alpha-lipoic acid diet (1 g/kg feed) and tap
water (Control + LA; n=8), normal chow diet plus 10 % D-glucose in the drinking water
(Glucose; n=16), alpha-lipoic acid diet plus 10 % D-glucose in the drinking water (Glucose
+LA; n=16) for 12-14 weeks. Alpha-lipoic acid (Ren’s Feed Supplies Limited) was
incorporated in the standard laboratory diet by Purina Canada (Mississauga, Ont., Canada).

Body weight and arterial blood pressure were measured weekly. Effects of LF22-
0542 and R-715 on systolic arterial blood pressure were measured by tail-cuff
photoplethysmography (Harvard Apparatus Ltd.) and registered using MacLab/8 system

[18, 20]. For each measurement, four individual readings were averaged.

Tactile allodynia
Tactile allodynia was assessed by measuring weekly the hindpaw withdrawal

threshold to von Frey filaments (bending forces ranging from 2g to 15g). Starting with the
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filament that has the lowest force (2g), the filament was applied perpendicularly to the
plantar surface with sufficient force to bend for 1-2 s. Brisk withdrawal or paw flinching
was considered as positive response. Care was taken to stimulate random locations on the
plantar surface. Each filament was applied five times to each paw (6-8 s per stimulation,
with an inter stimulus interval of 1-2 min). Minimum recording of 5 positive responses
(50%) out of 10 stimulations for both paws were considered as a positive response
(threshold in grams). Absence of a response (less than 5 withdrawals) prompted use of the

next filament of increasing weight. Control rat withdrawal threshold was between 12-15 g.

Cold allodynia

Cold allodynia was assessed weekly using the acetone drop method at the plantar
surface of the hindpaws [21]. Acetone was applied five times to each paw at intervals of 4-
5 min. Normal rats either ignored the stimulus or occasionally responded with a small and
brief withdrawal. Allodynic rats responded with a prompt and intense paw withdrawal to
acetone application. The frequency of paw withdrawal was expressed as a percentage (the

number of paw withdrawals + number of trials x 100).

Thermal hyperalgesia

The nociceptive thermal threshold was measured weekly in awake rats placed in a
plastic restraining cage and allowed to acclimatize for 15 min. It was taken as the reaction
time to remove the tail by a brief vigorous movement from above a source of noxious
radiant heat [22]. The intensity of the heat stimulus applied to the tip of the tail was set to

produce the tail withdrawal within 9-12s for a normal rat. A 25s cut-off time was used to
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prevent skin damage. Tail-flick was measured at 5-min intervals until a stable latency was

obtained over four consecutive trials.

Kinin receptor antagonists

A novel non-peptide B|R antagonist LF22-0542 [23] was tested in 12-13 weeks
glucose-fed rats. The dose of LF22-0542 (10 mg/kg, s.c.) was chosen on the basis of its
antinociceptive actions in diverse nociceptive tests and rat neuropathic pain [23]. Sensory
testing was made prior to the administration of antagonist and 1 and 3 h later which
corresponded to its maximal brain penetration and inhibition of hyperalgesia in the sciatic
nerve ligation model of neuropathic pain (unpublished personal observation). Systolic
blood pressure was recorded prior to the administration of antagonists and at 3 h, 1, 2, 4
and 7 days later. After recording the effects of LF22-0542 on blood pressure and allodynia
on the testing day, the animals were returned to their home cages and given access to the
same drinking solution of glucose.

In an additional group of 21 rats fed with 10% glucose for a period of 12-13 weeks,
a stable peptide B;R antagonist R-715 (3-10 mg/kg) [24] was administered
intraperitoneally to assess its effect on blood pressure and allodynia up to 48h post-
injection. This protocol aims at comparing the effects of a peripherally (R-715) and

centrally (LF22-0542) acting B;R antagonist.

Measurement of plasma glucose and insulin concentration
Glucose concentration from fasting animals was measured at 8 and 11 weeks after

beginning of treatment, in a blood sample obtained from the tail by pinprick, with a glucose
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oxidase-impregnated test strip and a reflectance meter (Accu-Check III, Boehringer
Mannheim, Germany). After 14 weeks, overnight-fasted rats were anaesthetized with CO,
inhalation and blood was rapidly collected from sectioned carotids and immediately
transferred into a chilled tube containing 0.63 mg/ml heparin. The plasma was separated
from blood cells by centrifugation and kept frozen at — 20°C for the later measurement of
glucose with a glucometer (Elite, Bayer Inc., Toronto, Canada) and insulin by
radioimmunoassay (rat insulin RIA kit, Linco Research, St. Charles, MO) using 100 pl of

plasma [16, 18].

Tissue preparation for BjR binding and mRNA expression

Spinal cord segments (T8-T11) were removed and immediately frozen in 2-methyl
butane cooled at -45 to -55°C with liquid nitrogen and kept at -80°C for autoradiography.
Other tissues (liver, thoracic aorta, lungs, kidneys) and a piece of thoracic spinal cord were
removed and put in polyethylene microtubes containing TR1zol reagent (Life Technologies.
Burlington, Ont., Canada) and then frozen with liquid nitrogen and stored at — 80°C until

extraction of total RNA and measurement by real-time polymerase chain reaction (real-

time PCR).

In vitro receptor autoradiography

Spinal cord segments (T9-T10) of 4 rats per group were mounted in a gelatine block
and serially cut into 20 pm thick coronal sections on a cryostat. A total of 5 slides (120
sections) were obtained for each group. Three slides were taken for the total binding and

two slides (adjacent sections) for the non-specific binding and kept at -80°C until use.
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Sections were thawed at room temperature, pre-incubated for 30 seconds in 25 mM
piperazine-N,N’-bis[2-ethanesulphonic-acid] (PIPES) buffer (pH 7.4; 4°C) and incubated at
room temperature for 90 min in the same buffer containing peptidase inhibitors and 150 pM
['*’IJHPP-desArg'®-Hoe 140 (specific activity: 2,000 cpm/fmol or 1,212 Ci/mmol) as
described earlier [25, 26]. The non-specific binding was determined in the presence of 1
UM of unlabelled HPP-desArg'’-Hoe140. Kodak Scientific Imaging Films BIOMAX ™
MS (Amersham Pharmacia Biotech Canada) were juxtaposed onto the slides, exposed at
room temperature for 3 days, developed in D-19 (Kodak developer) and fixed in Kodak
Ektaflo. Autoradiograms were quantified by densitometry using an MCID™ image
analysis system (Imaging Research, St. Catharines, Ont, Canada). A standard curve from

[1251]-microscales were used to convert density levels into fentomoles per milligram of

tissue (fmol/mg tissue).

Real-time quantitative polymerase chain reaction (real-time PCR)

Total RNA was extracted from tissue (5 mg) samples using TRIzol reagent [27],
and processed according to the manufacturer’s instructions with an extra Dnase I digestion
step in order to eliminate genomic DNA contamination. Total extracted RNA was reverse
transcribed by using random hexamers. The resulting cDNA (2ng) was then mixed with
0.25 uM of each primer and 4 pM of the master mix QuantiTect™ SYBRR Green PCR kit
(QIAGEN, Canada) in 50 pl reactions volume. Real-time quantitative PCR was performed
using a Rotor Gene 6000 series (Corbett Life Science). The system automatically monitors
the binding of a fluorescent dye SYBR® Green to double-stranded DNA by real-time

detection of the fluorescence during each cycle of PCR amplification. After 2 min at 50 °C
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for UNG incubation and 10 min at 95 °C for polymerase activation, 40 cycles of 15 s at 95
°C (denaturation) and 1 min at 60 °C (annealing and extension) were run. Only those
reactions which gave a well defined amplification product both by melting curve analysis
and agarose gel electrophoresis were included in the quantitative analysis.

All the PCR primers were designed by using Prime Express 2.0 software (Applied

Biosystem, USA) and synthesized by MEDICORP Inc. (Montreal, Canada). The sequences

are:
Bradykinin B|R
Forward: 5°- CCA TCA GTC AGG ACC GCT ACA-3’
Reverse: 5°-CGA CTT TGA CGG AAC GCA GAA-3
B-actin
Forward: 5°-AAC CCT AAG GCC AAC CGT GAA-3’
Reverse: 5°-GCG CGT AAC CCT CAT AGA TG-3’

The 2 ™* ©; method [28] was employed to calculate relative changes in gene
expression for BjR between treatments. The threshold cycle (Cr) for housekeeping gene B-
actin was used as reference to normalize a relative amount of mRNA for B|R in the same
sample. The A Cr was calculated for each treatment (Ct BjR —~ Ct B-actin) and the value of
untreated control (Ct BjR — Cr B-actin) was subtracted to yield AACyt. Real-time PCR was

made on three replicates for each sample and a blank control (no template) was included in

all the experiments for negative controls.
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Chemicals and drugs
HPP-desArg10 Hoe 140 (3-(4 hydroxyphenyl)propionyl-desArgg-D-Argo[Hyp3,
Thi®, D-Tic/, 0ic®|BK), developed from the selective BjR antagonist des Arg'°Hoe 140
[29], was kindly provided by Dr Witold Neugebauer (Dept Pharmacology, University of
Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec, Canada). Iodination of HPP-desArglOHoe 140 was
performed with the chloramine T method as described earlier [25]. The selective non-
peptide BiR antagonist LF22-0542 (N-[[4-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-yl)phenyl]methyl]-
2-[2-[[(4-methoxy-2,6dimethylphenyl)sulfonylJmethylamino]ethoxy]-N-methyl-acetamide,
fumarate) was kindly provided by Fournier Laboratories, Daix, France. The selective
peptide B|R antagonist R-715 (AcLys[D-BNal’, Ileg]des-Argg-BK) was developed in the
laboratory of Dr Domenico Regoli. Antagonists were freshly prepared with sterile saline

(0.9%). D-Glucose and other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich Canada.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + SEM of values obtained from (n) rats in each
experimental protocol. Statistical analysis of data was performed with Graph-Pad Prism
software. Statistical differences were evaluated with Student’s t-test on unpaired (between
groups) or paired (within the same group) samples. Multiple comparisons were analyzed
using one-way or two-way analysis of variance (ANOVA), followed by the Bonferroni or

Dunnett post-test accordingly. Only probability values (P) less than 0.05 were considered

to be statistically significant.
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Results
Effects of glucose and alpha-lipoic acid on basal parameters

As shown in Figure 1, rats fed with 10% glucose had their body weight slightly but
not significantly reduced when compared to control rats during the protocol of 14 weeks.
However, the diet enriched with alpha-lipoic acid decreased significantly the gain in body
weight in both glucose-fed rats (6 to 14 weeks) and control rats (8 to 14 weeks). Plasma
levels of glucose were significantly increased in glucose-fed rats at 8, 11 and 14 weeks
when compared to age-matched control rats. The diet containing alpha-lipoic acid reduced
significantly hyperglycaemia in glucose-fed rats but had no effect on plasma levels of
glucose in control rats (Table 1). Plasma insulin concentration (ng/ml) at the time of

sacrifice at 14 weeks (Control: 1.2 £+ 0.2; Control + LA: 0.9 + 0.2; Glucose: 4.9 + 1.4, P <

0.05; Glucose + LA: 1.8 + 0.5, P < 0.05) was increased by 4-fold in glucose-treated rats
when compared to age-matched control rats and was normalized by alpha-lipoic acid.
Systolic blood pressure was significantly higher in glucose-fed rats at 4 weeks and
increased further at 8 and 12 weeks. Treatment with alpha-lipoic acid prevented the
increase in systolic blood pressure in glucose-fed rats to values which were not
significantly different from control values. Whereas alpha-lipoic acid had no significant
effect on resting blood pressure in control rats, it did prevent the 10 mmHg increase that

occurred during the aging period of 12 weeks (Fig. 2).

Effects of glucose and alpha-lipoic acid on the nociceptive threshold
Glucose-fed rats displayed significant tactile allodynia from 4 to 12 weeks when

compared to age-matched control values (Fig. 3A). A positive response to the tactile von
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Frey stimulus resulted in shaking, biting, licking and guarding the neuropathic paw. Paw
withdrawal threshold in glucose treated rats remained stable until the end of the protocol in
face of a gradual increase of baseline values in control rats. The antioxidant diet containing
alpha-lipoic acid reduced tactile allodynia in glucose-fed rats whose values reached
significance at 8 and 12 weeks. The latter values were not significantly different from those
obtained in control rats treated with the same diet. Paw withdrawal threshold to the tactile
stimulus was not significantly affected by the diet enriched with alpha-lipoic acid in control
rats even though a descending trend was noted at 8 and 12 weeks (Fig. 3A).

Response frequency to acetone stimulation was significantly higher in glucose-fed
rats than in control rats at 4 weeks and was maintained until 12 weeks. The diet containing
alpha-lipoic acid reversed cold allodynia that occurred at 8 and 12 weeks in glucose-fed
rats. The same diet, however, had no significant effect on the response frequency to cold
stimulation in control rats and therefore failed to prevent the decline of cold sensitivity in
aging rats (Fig. 3B).

The thermal nociceptive threshold as determined by the tail-flick test was not
significantly different between glucose-fed rats and control rats throughout the 12 weeks
protocol. The tail-flick reaction time had a tendency to increase in aging rats but remained

similar and not significantly different in glucose-fed and control rats whatever the diet (Fig.

30).

Effects of kinin B, receptor antagonists on allodynia
Two BiR antagonists were administered to rats treated with glucose for 12-13

weeks. Doses of 3 and 6 mg/kg R-715, injected intraperitoneally, had no significant effect
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on maximal values of tactile and cold allodynia in chronically glucose-fed rats, yet the dose
of 10 mg/kg R-715 showed full blockade of tactile allodynia and cold allodynia in a time-
dependent manner between 3 and 24 h post-injection (Fig. 4A-B). While the inhibitory
effect of R-715 was over at 48 h on tactile allodynia, it was still significant on cold
allodynia at this end-point.

The BiR antagonist LF22-0542 (10 mg/kg), injected subcutaneously, partially
inhibited tactile allodynia at 3 h post-injection in glucose-fed rats (Fig. 4A). The same
treatment with LF22-0542 significantly reduced the response frequency to acetone

stimulation after 3h (Fig. 4B).

Effects of kinin B, receptor antagonists on blood pressure

Treatment of glucose-fed rats (12 weeks) with intraperitoneal R-715 had no
significant impact on high systolic blood pressure from 1 to 48h post-injection at doses of 3
and 6 mg/kg (data not shown) and 10 mg/kg (Fig. 5). However, subcutaneous injection of
LF22-0542 (10 mg/ kg) reduced with a slow onset systolic blood pressure in glucose-fed
rats (Fig. 5). When compared to pre-antagonist values, the depressor response peaked at
24h post-injection and returned gradually to pre-antagonist values during the following 6
days. The values after 3, 24 and 48 h post-injection were not significantly different from
control values (125.4 + 4.7 mmHg). The injection of vehicle had no significant effect on

resting blood pressure values during the same period of 7 days in glucose-fed rats.
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Effects of glucose and alpha-lipoic acid on kinin BjR mRNA expression in various tissues
Levels of BjR mRNA were not detectable in the thoracic spinal cord and peripheral
tissues (aorta, liver, lung, kidney) in control rats treated either with a normal chow diet or a
diet enriched with alpha-lipoic acid for a period of 14 weeks. However, treatment of rats
with glucose for a period of 14 weeks led to a marked induction and over expression of
BiR mRNA in all tissues. The up-regulation of BjR mRNA was significantly reduced in all

examined tissues in glucose-fed rats treated with the diet enriched with alpha-lipoic acid

(Fig. 6).

Effects of glucose and alpha-lipoic acid on kinin BR binding sites in the spinal cord
Quantitative autoradiography showed a significant increase of specific density of B;R
binding sites throughout the grey matter of the thoracic spinal cord in glucose-fed rats (14
weeks) when compared to age-matched control spinal cords. The diet containing alpha-
lipoic acid reduced the density of B|R binding sites in the various spinal cord regions of

glucose-fed rats, notably in the dorsal and ventral horns, the intermediolateral (IML) and

intermediomedial (IMM) cell columns (Fig. 7).



Discussion

The present study strongly suggests that the oxidative stress is directly responsible
for the induction of arterial hypertension, pain neuropathy and the induction of B|R in
several tissues in chronically glucose-treated rats. The inducible BjR appears to contribute

substantially to these diabetic complications.

Arterial hypertension

Our data in glucose-fed rats are consistent with the values of arterial hypertension
generally measured in patients and animal models of types 2 diabetes [30-33]. A likely
causal factor involved in the increase of arterial pressure in glucose-fed rats is the
generation of free radicals following high glucose intake. It was shown that a high
carbohydrate diet is associated with the generation of reactive oxygen species [34].
Exposure of human aortic endothelial cells to high glucose increases the generation of
highly reactive pro-oxidants such as peroxynitrite and superoxide anion [35]. Elevated
plasma levels of superoxide and hydrogen peroxide have been reported in hypertensive
patients [36, 37] and in the vasculature of hypertensive animals [38]. A positive correlation
was shown between the degree of basal aortic superoxide production and the level of
systolic blood pressure [18]. The diet enriched of alpha-lipoic acid in rats treated with
glucose for a period of 4 weeks had an anti-hypertensive effect that was associated with a
reduction of the production of vascular superoxide anion [16]. The present study confirms
the anti-hypertensive effect of alpha-lipoic acid in glucose-fed rats treated for a much

longer period (12 weeks).
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Pain neuropathy

Tactile and cold allodynia occurred 4 weeks after the initiation of glucose treatment
and persisted up to the end of the protocol. The sensitivity to tactile and cold stimulation
was higher at the beginning of the experiment in young rats and declined in control aging
rats. The identification of the mechanism of this phenomenon was beyond the scope of this
study and may result from maturation changes in the neural circuitry. Most studies on
neuropathic pain are performed in adult rats and comparison is rarely reported between
young and adult rats, yet it is known that young rats show increased sensitivity to noxious
thermal stimuli [39, 40, 41]. Importantly, the decrease sensitivity to tactile and cold
stimulation with aging was not observed in glucose-fed rats which stress the development
of allodynia.

Our data with a diet supplemented with alpha-lipoic acid indicates that the oxidative
stress is also involved in pain neuropathy occurring in glucose-fed rats. In clinical studies,
alpha-lipoic acid markedly reduced diabetic polyneuropathy and symptoms of pain

perception [19, 42, 43]. Hence, glucose-fed rats represent a suitable model for studying

diabetic neuropathy and the contribution of the oxidative stress.

Kinin B, receptor expression and function

The up-regulation of B R binding sites was mirrored by a marked increased of B;R
mRNA in the spinal cord of rats treated with glucose for a chronic period of 14 weeks. This
means that B|R are synthesized in the spinal cord. The distribution of B;R was widespread
all over the gray matter, overlapping the intermediolateral horn, lamina X and dorsal horn

implicated in cardiovascular regulation and nociception [1]. It is worth noting that the
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induction and overexpression of BiR also occurred in the other examined tissues, namely
liver, thoracic aorta, lung and kidney, and therefore they were not restricted to the spinal
cord. The diet enriched with alpha-lipoic acid reduced B R gene expression in all tissues
examined in glucose-fed rats, suggesting that the oxidative stress takes part to its induction
and over expression.

The involvement of B{R in the development of arterial hypertension and pain
neuropathy in glucose-fed rats is directly supported by the pharmacological evidence with
the selective B|R antagonist LF22-0542 [23]. The anti-hypertensive effect of LF22-0542
seems to be centrally mediated because it was not mimicked by R-715, a peptide B;R
antagonist whose action is limited to the periphery. However, the same treatment with R-
715 had a more rigorous inhibitory effect on tactile and cold allodynia, suggesting that pain
neuropathy is peripherally mediated. This is congruent with the acute and chronic blockade
of thermal hyperalgesia with R-715 in rodent models of diabetes [13, 44]. It is worth
mentioning, however, that thermal hyperalgesia did not occur in our model of type 2
diabetes. This is based on the lack of changes on the thermal nociceptive threshold in the
tail-flick test (present study) and in the paw-withdrawal test after plantar stimulation
(unpublished observation). This would indicate that the glucose model of insulin resistance
causes specific sensory abnormalities which are not shared by the genetic or immunological
models of diabetes.

Hyperinsulinemia measured in glucose-fed rats is unlikely the stimulus for B;R
induction since the latter was also induced in STZ-diabetic rats, a model with insulin deficit

[6, 7, 45]. The present study strongly suggests that hyperglycemia and the resulting
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oxidative stress is the proposed mechanism which can activate PKC and the NF-xB
pathway involved in the induction of B;R [4, 14].

In conclusion, the present findings provide molecular evidence that the oxidative
stress is involved in the induction and up-regulation of B|R in type 2 diabetes using an
experimental rat model. The inducible B|R contributes centrally to arterial hypertension
and in the periphery to pain neuropathy. These diabetic complications could be inhibited
and dissociated by centrally and peripherally acting B;R antagonists. Hence, B;R may
represent valuable therapeutic targets for the treatment of pain neuropathy and arterial

hypertension in type 2 diabetes.
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Figure Legends

Figure 1

Effects of chronic treatment with glucose (10 % in drinking water) under normal chow diet
(e, n = 16) or a diet containing alpha-lipoic acid (o, n = 16) on body weight (grams).
Control rats received normal chow diet (m, n = 8) or a diet containing alpha-lipoic acid (o,
n = 8) and tap water. Data are means + SEM of (n) rats in each group. Statistical

comparison with control (*) or glucose-fed rats () is indicated by * ¥ P < 0.05; 11 P <
0.01; *** P <0.001.

Figure 2

Effects of chronic treatment with glucose (10 % in drinking water) under normal chow diet
(®, n = 16) or a diet containing alpha-lipoic acid (o0, n = 16) on systolic blood pressure
(mmHg). Control rats received normal chow diet (m, n = 8) or a diet containing alpha-lipoic
acid (g0, n = 8) and tap water. Data are means + SEM of (n) rats in each group. Statistical

comparison with control (*) or glucose-fed rats (1) is indicated by T P < 0.05; ** P < 0.01;
*** P <0.001.

Figure 3

Effects of chronic treatment with glucose (10 % in drinking water) under normal chow diet
(e, n = 16) or a diet containing alpha-lipoic acid (o, n = 16) on tactile allodynia (A), cold
allodynia (B) and thermal hyperalgesia (C). Control rats received normal chow diet (m, n =
8) or the diet containing alpha-lipoic acid (g, n = 8) and tap water. Data are means + SEM
of (n) rats in each group. Statistical comparison with control (*) or glucose-fed rats () is
indicated by * ¥ P < 0.05; ** 1+ P < 0.01; *** P < 0.001. In (C), no statistical significance

was found among groups.
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Figure 4

Post-injection effects (hours) of two BR antagonists, R-715 (3, 6 and 10 mg/kg, i.p.; n=6-
9) and LF22-0542 (10 mg/kg, s.c.; n = 11), on tactile allodynia (A) and cold allodynia (B)
in rats fed with glucose for 12-13 weeks. Data are means + SEM of (n) rats. Statistical

comparison with untreated control (C) rats (*) or glucose-fed rats prior to antagonist (time

0) () is indicated by * 1 P <0.05; ** +1 P <0.01.
Figure 5

Post-injection effects (hours) of two BjR antagonists, LF22-0542 (10 mg/kg, s.c.; n = 11)
and R-715 (10 mg/kg, i.p.; n = 8) on systolic blood pressure (mmHg) in rats fed with
glucose for 12-13 weeks. Data are means + SEM of (n) rats. Statistical comparison with

untreated control (C) rats (*) or glucose-fed rats prior to antagonist (time 0) (+) is indicated

by * T P <0.05; ** P <0.01; ++1 P < 0.001.

Figure 6

Histograms depicting fold-change in gene expression for BjR measured by real-time
quantitative RT-PCR in several tissues from glucose-fed rats treated with a normal chow
diet (1* column) or a diet containing alpha-lipoic acid (2™ column) for 14 weeks. Values
represent the mean + SEM of (8-11) rats in each group. Statistical comparison with control

(*) or glucose-fed rats (}) is indicated by *** +++P < 0.001.

Figure 7

Effect of a treatment of 14 weeks with glucose in rats receiving normal chow diet or a diet
supplemented with alpha-lipoic acid (LA) on the distribution of B|R binding sites in the
thoracic spinal cord (upper panel). The non-specific binding (NS) was obtained in the
presence of 1 uM of HPP-desArg'’-Hoe 140. Quantitative specific density values are

shown in various spinal cord laminae (L) (lower panel). Bars represent control rats
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receiving normal chow diet (1* columns) or a diet supplemented with alpha-lipoic acid (2™
columns), glucose-fed rats receiving normal chow diet (3™ columns) or a diet with alpha-
lipoic acid (4™ columns). Data are means + SEM of 4 rats in each group. Statistical
comparison with controls (*) or glucose-fed rats (1) is indicated by * + P < 0.05; ** P <
0.01; *** P <0.001. Abbreviations: LI + LII + LIII + LIV, dorsal horn laminae; LV + LVII
+ LX, lateral horn laminae; LVIII + LIX, ventral horn laminae; IML, intermediolateral cell

column; IMM, intermediomedial cell column.
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Table 1. Plasma glucose concentration in overnight-fasted rats (mmol/L)

Control Control + LA Glucose Glucose + LA
(n=8) (n=8) (n=16) (n=16)
8 weeks 44+0.1 4.0+0.1 7.0£03"" 56+01"
11 weeks 4.5+0.1 43+0.1 6.9+03"" 58+027
14 weeks 56+0.2 52402 6.9+03" 51+04 77

Values are means + SEM of (n) rats in each group. Statistical comparison with control (*)
or glucose () is indicated by * + P <0.05; 1+ P <0.01; ***144P < 0.001.
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1. Le stress oxydant et le modéle de diabéete de type 2

L’administration chronique du glucose chez le rat (10% dans ’eau a boire)
augmente la glycémie, I’insulinémie et la pression artérielle et détermine 1’apparition de
’insulino-résistance. Les effets induits par une diéte riche en glucose ressemblent a ceux
rencontrés chez les rats nourris au fructose, un modele classique d’insulino-résistance et de
diabete de type 2 (Hwang et al., 1987; Reaven et al., 1988; Catena et al., 2003).

Un facteur initiateur possible de ces complications est la génération des radicaux
libres et I’incapacité des mécanismes de défense de les neutraliser. El Midaoui et de
Champlain (2002) ont montré chez les rats nourris au glucose pendant 4 semaines une
augmentation de 52% de la production de I’anion superoxyde dans 1’aorte et une
diminution de I’activité du glutathion peroxidase (enzyme antioxydante) dans le plasma.
Des corrélations positives ont €té retrouvées entre la production de 1’anion superoxyde dans
’aorte, la pression artérielle systolique et I’indice de résistance a ’insuline (HOMA), ce
qui suggere que le stress oxydant est impliqué dans ces complications diabétiques. Un
supplément antioxydant (acide alpha-lipoique) ajouté dans la diéte a prévenu I’apparition
d’un déséquilibre de la balance oxydante, 1’augmentation de la pression artérielle et
’apparition de I’insulino-résistance (El Midaoui et de Champlain, 2002).

Notre choix pour le régime au glucose 10% dans 1’eau a boire a été déterminé par la
reproductibilité chez les rongeurs des effets de la dicte moderne, riche en carbohydrates,
que ’humain utilise de nos jours. Au niveau mondial, les cas de diabéte de type 2 sont plus
fréquemment rapportés dans la population générale que les cas de diabéte de type 1
(Gadsby, 2002). Nous avons aussi considéré comme critéres : la simplicité du modéle et le

colit associ€ au traitement. Nos observations ont commencé chez des rats jeunes, dgés d’un
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mois et suivis jusqu’a I’dge adulte, & 14 semaines. Des études montrent en effet que le
syndrome métabolique (syndrome de résistance & I’insuline), qui est un précurseur du
diabete, peut s’établir t6t dans la vie sur un terrain prédisposant et entraine a I’4ge adulte le
diabete de type 2 et les maladies cardiovasculaires (Bao et al., 1996; Freedman et al.,
2001).

Dans notre étude, le poids des animaux traités au glucose était 1égérement diminué
par rapport a celui du groupe témoin. Cette diminution pourrait s’expliquer en partie par
une baisse de 1’appétit chez les rats traités au glucose. Une étude a montré que les aliments
a index glycémique (IG) élevé, comme c’est le cas du glucose (IG= 100), ont des effets
plus rapides sur la satiété que les aliments a index glycémique bas (exemple : fructose; IG=
20) (Truswell, 1992; Anderson et Woodend, 2003). Miller et al. (2002) ont d’ailleurs
montré chez le rat que I’injection par voie i.c.v. du fructose stimulait ’appétit mais que
I’injection du glucose dans la méme concentration réduisait la consommation de la
nourriture. Cette hypothése pourrait étre vérifiée dans une étude ultérieure en mesurant la
quantité de nourriture consommée par les rats traités au glucose.

La di¢te avec l’acide alpha-lipoique prévient la prise de poids chez le groupe
glucose ainsi que chez le groupe témoin, respectivement a partir de 6 et 8 semaines. Ces
résultats sont confirmés par une étude récente (Kim et al., 2004) qui montre que
I’administration pendant 2 semaines d’acide alpha-lipoique chez des rats Sprague-Dawley
diminue I’appétit et le poids corporel par un mécanisme central. De plus, une diéte de 14
semaines avec I’acide alpha-lipoique réduit le poids chez les rats génétiquement obéses
Otsuka Long-Evans Tokushima (Kim et al., 2004). Cet effet a été accompagné par une

réduction de la glycémie, de I’insulinémie et des acides gras libres. Selon la méme étude,



77

I’effet anorexique de I’acide alpha-lipoique n’est pas dii 4 une toxicité systémique ou a
une maladie induite par cette substance, mais plutdt & une diminution de ’activité de la
protéine kinase activée par I'AMP (AMPK) dans I’hypothalamus.

Les valeurs de la glycémie sont significativement augmentées aprés 8, 11 et 14
semaines de traitement chez les rats du groupe glucose lorsque comparées a celles des rats
du groupe témoin. Toutefois, les valeurs de la glycémie n’augmentent pas de fagon aussi
spectaculaire comme c’est le cas chez les rats STZ-diabétiques (modele de diabéte de type
1). Ces augmentations plus modérées s’expliquent par I’hyperinsulinémie alors que les rats
traités a la STZ sont déficients en insuline. La dié¢te antioxydante réduit I’hyperglycémie
chez les rats traités au glucose.

Les acides gras libres (AGL) mesurés chez les animaux utilisés dans 1’article ci-
joint restent dans les limites normales apres traitement au glucose (El Midaoui et al., 2006,
article en préparation) ce qui ressemble aux résultats obtenus chez les rats traités au
fructose, lesquels ont des niveaux plasmatiques d’AGL similaires aux témoins (Huang et
al., 1997; Wu et al., 2004). Un niveau élevé d’AGL devrait étre accompagné d’une forte
augmentation de la glycémie apres le traitement au glucose, ce qui n’est pas le cas dans
notre étude. L’acide alpha-lipoique diminue le niveau d’AGL tant chez les rats témoins que
chez les rats traités au glucose (article en préparation). Cet effet pourrait étre di a
I’augmentation hépatique de 1’expression du récepteur PPAR-o par 1’acide alpha-lipoique
tel que suggéré dans cet article. Il a été montré dans un modéle de diabete de type 2 que les

niveaux plasmatiques d’AGL sont améliorés aprés I’administration d’un agoniste PPAR-a

(Kim et al., 2003).
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L’acces ininterrompu a une solution de glucose pendant 14 semaines produit une
allodynie tactile et au froid mais pas d’hyperalgésie thermique chez nos rats. A notre
connaissance, c’est la premiére étude dans la littérature qui montre 1’évolution temporelle
de I’allodynie tactile et au froid chez des rats nourris au glucose.

La présence d’une allodynie tactile qui n’est pas accompagnée d’une 1’hyperalgésie
thermique intrigue mais la situation n’est pas unique dans la littérature. Dans un modeéle de
douleur neuropathique chez le rat, I’allodynie tactile n’est pas concomitante avec
I’hyperalgésie thermique (Willenbring et al., 1994). Chez I’humain, la diminution du temps
de réaction en réponse a un stimulus thermique douloureux n’est pas une caractéristique
typique de la douleur neuropathique (Koltzenburg, 1998) quoiqu’elle soit un paramétre treés
utilisé dans les modéles animaux. Elle indique un changement localisé de la sensibilité des
terminaisons nerveuses périphériques plutét qu’un changement au niveau global de
I’excitabilité du systéme somato-sensoriel (Decosterd et Woolf, 2000).

Une réorganisation des grosses fibres myélinisées de type AP au niveau des
neurones de la couche II de la moelle épiniére, qui normalement regoivent des stimuli des
fibres de type C et Ad (Woolf et al., 1992; Mannion et al., 1996), peut expliquer la présence
de l’allodynie tactile et I’absence de 1’hyperalgésie thermique chez les rats traités au
glucose. Une sensibilisation des mécanorécepteurs périphériques (Simone, 1992) ou la
perte des interneurones inhibiteurs (Coderre et al., 1993; Woolf et Doubell, 1994) peut
expliquer la sensibilité augmentée des rats diabétiques aux stimulations tactiles, mais cela
n’exclut pas la possibilité que différents types de fibres nerveuses périphériques soient
lésées dans ce modéle. De plus, il est connu que la stimulation thermique induit moins de

stimuli sensoriels que la stimulation mécanique (Besson et Chaouch, 1987).
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Une expérience similaire a la nétre a montré qu’un traitement chronique chez des
rats jeunes avec une solution de sucrose (20% dans ’eau & boire) pendant 13 semaines
produit une réponse hyperalgésique dans le test au formol pour la douleur tonique et dans
les tests électriques et thermiques pour la douleur phasique (Mukherjee et al., 2002). Cette
réponse nociceptive est modulée par le noyau ventro-médial de I’hypothalamus (VMH).
L’infusion a ce niveau d’un antimétabolite du glucose (2-déoxy-D-glucose), un produit
capable d’inhiber le métabolisme du glucose, produit une hypoalgésie qui est atténuée
aprés ingestion du sucrose (Mukherjee et al., 2001). De plus, la lésion expérimentale du
VMH produit I’hyperalgésie aux stimuli nociceptifs toniques et phasiques et une préférence
accrue pour le sucrose (Mukherjee et al., 2000).

La présence au niveau du VMH des neurones répondant au glucose (Fukuda et al.,
1984) ayant une préférence pour les carbohydrates (Milano et al., 1988) et jouant un rdle
dans le comportement alimentaire (King, 2006) interpelle une investigation plus
approfondie de cette structure dans notre modele. De plus, ces neurones, sensibles aux
opioides (Ono et al., 1980), sont impliqués dans la nociception (Sikdar et Oomura, 1985;
Mukherjee et al., 2001).

L’allodynie au froid qui se traduit par une sensibilité augmentée aux températures
basses non-nociceptives, est une caractéristique de la douleur neuropathique. Dans notre
étude, les rats diabétiques répondent plus que les rats témoins aux stimulations a ’acétone.
Ces réponses sont probablement dues a 1’activation de récepteurs thermosensibles de la
famille TRP (transient receptor potential), récepteurs-canaux sélectifs pour les cations : les

récepteurs TRPMS8 and TRPA1 (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002).
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Nos données avec la diéte antioxydante contenant de 1’acide alpha-lipoique
indiquent que le stress oxydant est impliqué dans les anomalies sensorielles chez les rats
nourris au glucose. La diéte corrige significativement 1’allodynie tactile et au froid apres 8
et 12 semaines de traitement sans avoir des effets sur la sensibilité des rats témoins.

Il a été démontré dans la littérature que le stress oxydant est impliqué dans le
développement de la neuropathie diabétique (Garrett et al., 1997; Low et al., 1997;
Brownlee, 2001). Trés peu d’études ont toutefois évalué P'efficacit¢ d’une thérapie
antioxydante dans la neuropathie diabétique dans un modele de diabete de type 2. Li et al.
(2006) ont été les premiers a montrer qu’un antioxydant (taurine) renverse la neuropathie
diabétique chez les rats ZDF (Zucker diabetic fatty rats). Le traitement avec la taurine
corrige I’hyperalgésie thermique et mécanique, les déficits du flux sanguin neuronal et
améliore la vitesse de conduction dans les fibres sensorielles et motrices, probablement via
un mécanisme qui implique le systéme antioxydant de 1’ascorbate (Obrosova et al., 2001).

Comparativement au modeéle plus connu de neuropathie dans le diabéte de type 1
(modéle STZ), on sait peu de choses sur le développement de la neuropathie dans le diabéte
de type 2. Un rdle important de la voie des sorbitols est proposé; cette voie est
normalement peu impliquée dans le métabolisme du glucose mais sa contribution augmente
dans le diabéte (Schmidt et al., 2005). La voie du sorbitol augmente le stress oxydant par
plusieurs mécanismes comprenant une diminution de I’activité de la superoxyde dismutase
(Obrosova, 2002) et la déplétion des antioxydants majeurs comme : le glutathion (Cameron
et al., 2001a; b; Obrosova, 2002), I’ascorbate (Obrosova et al., 2002) et la taurine (Stevens

et al., 1993; Obrosova et al., 2001). L’inhibition de cette voie chez le rat Zucker, par un
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inhibiteur de 1’aldose réductase, améliore la neuropathie diabétique (Shimoshige et al.,
2000).

L’acide alpha-lipoique peut interférer lui aussi avec la voie du sorbitol. Dans sa
forme réduite, I’acide alpha-lipoique regénére ou induit la synthése de glutathion, le plus
important antioxydant des cellules humaines (Pop-Busui et al., 2006). Son rdle bénéfique
sur la microcirculation et le stress oxydant au niveau cellulaire a été documenté chez le rat,
dans la neuropathie du diabéte de type 1 (Stevens et al., 2000; Coppey et al., 2001).

L’augmentation de la pression artérielle systolique chez les rats traités au glucose
pendant 12 semaines a été prévenue par la diéte antioxydante, contenant de ’acide alpha-
lipoique. Cette diéte a eu des effets anti-hypertenseurs dans d’autres modeéles animaux
(SHR, Dahl) dont les valeurs de pression sont plus élevées comparativement au modeéle au
glucose (Vasdev et al., 2000; 2005). Dans certains de ces modeéles d’hypertension, une
augmentation de ’anion superoxyde a été rapportée dans 1’aorte via une activité accrue de
la NADH oxydase (Wu et al., 2001). Un résultat similaire a été trouvé chez les rats traités
au glucose ou I’augmentation de 1’anion superoxyde a été positivement corrélée avec la
hausse de la pression artérielle (El Midaoui et de Champlain, 2002). Ces données suggérent
I’implication du stress oxydant vasculaire dans 1’augmentation de la pression artérielle et

montrent le potentiel thérapeutique de 1’acide alpha-lipoique dans le traitement de

I’hypertension chez I’humain.

2. Role du récepteur B, des kinines dans le diabéte
Notre étude suggere que le récepteur B, des kinines est impliqué dans les anomalies

sensorielles et 1’hypertension artérielle observées chez les rats traités au glucose.
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L’administration d’un antagoniste stable du récepteur B, (LF22-0542), capable de

traverser la barriére hémato-encéphalique, réduit I’allodynie tactile et au froid et réduit la
pression artérielle, respectivement a 3 h et 24 h aprés son administration. L’efficacité
analgésique et anti-hyperalgésique de cet antagoniste a été démontrée chez la souris et chez
le rat dans des modeles de douleur inflammatoire et neuropathique (Porreca et al., 2006).
Un autre antagoniste non peptidique du récepteur B; (NVP-SAA164) a bloqué
I’hyperalgésie mécanique chez des souris transgéniques exprimant le récepteur B; humain
(Fox et al., 2005).

On a montré que I’effet anti-allodynique du LF22-0542 est dii a son action
périphérique alors que son effet anti-hypertenseur est dii & une action centrale. Ainsi,
I’administration chez les rats traités au glucose d’un antagoniste du récepteur B; (R-715),
qui ne traverse pas la barriére hémato-encéphalique et qui agit uniquement en périphérie, a
diminué I’allodynie tactile et au froid mais n’a pas eu d’effet sur la pression artérielle. Dans
le méme modele, I’administration par voie intraveineuse d’un agoniste stable du récepteur
B, le Sar-[D-Phes]-des-Argg-BK, qui ne traverse pas la barriere hémato-encéphalique,
n’affecte pas la pression artérielle tant chez les rats traités au glucose que chez les rats
témoins (résultats non publiés).

D’autre part, la stimulation spinale directe du récepteur B, avec 1’agoniste Sar-[D-
Phes]-des—Argg-BK, injecté par voie intrathécale, produit une réponse hyperalgésique dans
un test nociceptif thermique (test de retrait de la queue; tail-flick test) chez les rats traités au
glucose. Cette réponse hyperalgésique transitoire est semblable a celle observée aprés la
stimulation du récepteur B, dans la moelle épiniére du rat diabétique STZ (Couture et al.,

2001). Elle est complétement inhibée par I’antagoniste du récepteur B (LF22-0542) pré-
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injecté par la méme voie, 15 minutes plus tot (figure 6A). Ces résultats concordent avec
les études en autoradiographie qui montrent une augmentation significative des sites de
liaison du récepteur B; dans les cornes dorsale, ventrale et latérale de la moelle épiniére
thoracique chez les rats traités au glucose pendant 14 semaines (article ci-joint) et 4
semaines (El Midaoui et al., 2005).

Il est intéressant de noter qu’apres un arrét de 2 semaines du traitement au glucose,
I’injection par voie intrathécale du Sar-[D-Phe®]-des-Arg’-BK reproduit la réponse
hyperalgésique (figure 6B). Ce résultat est conforme avec la persistance d’une
augmentation des récepteurs B; dans la moelle épiniére thoracique chez ces rats (résultats
non publiés). Il semble alors que le récepteur B; demeure exprimé et fonctionnel dans le
systéme nerveux apres arrét du traitement au glucose.

Bien que I’ensemble de nos résultats indiquent que les rats traités au glucose ne
manifestent pas d’hyperalgésie thermique dans les conditions basales, la stimulation du
récepteur B; qui a été induit et surexprimé dans la moelle épiniére de ces animaux cause
une hyperalgésie thermique. La signification physiopathologique de cette observation dans
le contexte des neuropathies diabétiques demeure pour le moment nébuleuse. 11 est possible
que les rats traités au glucose manifestent une hyperalgésie thermique dans des situations
particuliéres lorsque le récepteur B, est activé par la libération endogéne de I’agoniste des-
Arg’-BK. Tout au moins, ces animaux qui surexpriment le récepteur B, dans la moelle

épiniére présentent un plus grand risque a connaitre ’hyperalgésie thermique au cours de

leur vie.
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3. Role du récepteur B, des kinines dans le diabéte

Une étude récente montre également une augmentation de la densité des récepteurs
B; des kinines dans la moelle épiniére chez les rats traités au glucose pendant 4 semaines
(El Midaoui et al., 2005). Une relation a été suggérée entre le diabéte, I’hyperglycémie,
I’hypertension artérielle et la surexpression des récepteurs B,. En effet, une densité élevée
des récepteurs B, a été trouvée dans le cerveau et la moelle épiniére des rats spontanément
hypertendus (SHR) (Cloutier et al., 2002; Ongali et al., 2003) ou rendus hypertendus par
une infusion d’angiotensine II, pendant 2 semaines (Petcu et al., 2005). Son expression est
aussi augmentée dans I’hypothalamus et I’hypophyse chez les rats Zucker, un modéle de
diabete de type 2 (Qadri et al., 2004). Chez les rats STZ, une augmentation de la densité
des sites de liaison du récepteur B, a été notée dans la couche I de la moelle épiniére, le
noyau du paratrijumeau et le noyau du tractus solitaire (Campos et al., 2005b), des régions
impliquées dans la régulation cardio-vasculaire et la nociception.

Le récepteur B, joue un rdle important dans l’inflammation et la nociception;
plusieurs antagonistes du récepteur B, ont déja été testés avec succés sur des modeéles
animaux de douleur inflammatoire (Calixto et al., 2000). Dans notre modéle de rats traités
au glucose, on a test¢ un antagoniste non-peptidique du récepteur B,, le LF16-0687
(Anatibant), qui traverse la barriére hémato-encéphalique et qui est capable d’agir autant au
niveau périphérique qu’au niveau central (Ongali et al., 2006). L’administration s.c. de cet
antagoniste diminue la pression artérielle chez les rats traités au glucose pendant 12
semaines, avec un maximum d’effet & 48h (figure 7). De plus, I’antagoniste B, inhibe
I’allodynie tactile et au froid respectivement a 3h et 1h aprés son administration (figure 8).

L’antagoniste B, s’est avéré aussi puissant que 1’antagoniste B, pour bloquer les anomalies
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sensorielles et cardio-vasculaires dans notre modéle. L’effet anti-allodynique de cet

antagoniste du récepteur B, n’a pas été observé dans un modéle de douleur neuropathique,
apres constriction partielle du nerf sciatique bien qu’il ait bloqué ’hyperalgésie thermique
dans ce modele (Petcu et al., article en révision). Ainsi ['origine de la neuropathie
(diabétique vs. traumatisme d’un nerf) semble avoir des conséquences différentes sur la

modalité nociceptive et la contribution des récepteurs des kinines.
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Légende des figures

Figure 6

(A) Réponse hyperalgésique induite par I’injection intrathécale de 1’agoniste B, Sar-[D-
Phe®]-des-Arg’-BK (10ug) chez des rats nourris au glucose pendant 6 semaines. L’effet de
I’agoniste a ét€é mesuré 15 min aprés ’injection intrathécale de liquide cérébrospinal
artificiel ou alLCS (e®) ou de I’antagoniste B;, LF22-0542 (20 pg) (©). Les données
représentent la moyenne =+ I’écart-type de la moyenne du temps de réaction du retrait de la
queue a un stimulus thermique nociceptif, exprimé en % de 1’effet maximal possible (MPE)
chez 10 rats. Les comparaisons statistiques avec les valeurs de base (de 0 & 15 min) (*) ou
avec I’agoniste en absence d’antagoniste () sont indiquées par : ** P<0.01; +1+ P<0.001.

(B) Réponse hyperalgésique induite par 1’agoniste B, Sar-[D-Phe®]-des-Arg’-BK (10pg),
mesurée chez les rats montrés en (A) aprés 2 sem d’arrét de traitement au glucose. L’effet
du véhicule (alLCS) est aussi montré sur le temps de réaction. Les données représentent la
moyenne * I’écart-type de la moyenne obtenue chez 8 rats. La comparaison statistique avec

les valeurs de base (de 0 4 15 min) (*) est indiquée par : ** P<0.01.

Figure 7

Effet anti-hypertenseur de 1’Anatibant (3 mgkg™; s.c), antagoniste des récepteurs B, des
kinines, chez des rats traités au glucose pendant 12 semaines. Les données représentent la
moyenne * I’écart-type de la moyenne de la pression artérielle systolique (mmHg) mesurée
avec un brassard chez 11 rats. Les comparaisons statistiques avec les rats témoins (*) ou

les rats traités au glucose avant 1’antagoniste (temps 0) (1) sont indiquées par * P< 0.05;
¥4+ P<0.01.

Figure 8

Effet de 1’Anatibant (3 mgkg’; s.c), antagoniste des récepteurs B, des kinines, sur
I’allodynie tactile (A) et I’allodynie au froid (B) chez des rats traités au glucose pendant 12
semaines. Les données représentent les moyennes + 1’écart-type de la moyenne chez 8-11
rats. Les comparaisons statistiques avec les rats témoins (*) ou les rats traités au glucose

avant 1’antagoniste (temps 0) () sont indiquées par * 1P<0.05; **+1 P<0.01.
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Conclusion

Nos données démontrent qu’un traitement au glucose pendant 12-14 semaines
induit chez les rats Sprague-Dawley une hyperglycémie, une insulino-résistance, une
augmentation de la pression artérielle systolique et des désordres sensoriels, complications
retrouvées aussi chez ’humain dans le diabéte de type 2. Le stress oxydatif joue un role
critique dans le développement de ces complications diabétiques. L’apport chronique d’une
diete riche en acide alpha-lipoique a prévenu [’apparition de ces complications,
vraisemblablement grice a ses propriétés anti-oxydantes.

Notre étude démontre aussi que le récepteur B, des kinines est surexprimé dans la
moelle épinicre et plusieurs tissus périphériques des rats traités au glucose et demeure
fonctionnel apres le sevrage au glucose. Ce récepteur semble impliqué au niveau central
dans les augmentations de la pression artérielle et au niveau périphérique dans les
neuropathies sensorielles. Des antagonistes sélectifs des récepteurs des kinines ont été
testés dans ce modele contre ’hypertension artérielle et I’allodynie tactile et au froid. Nos
résultats ont montré une diminution de la pression artérielle et des effets anti-allodyniques
apres ’administration des antagonistes du récepteur B;. Un antagoniste du récepteur B; des
kinines (Anatibant) a eu aussi un role bénéfique dans notre modele, en bloquant les
anomalies sensorielles et I’hypertension artérielle.

Les récepteurs des kinines peuvent représenter des cibles thérapeutiques potentielles
pour traiter la neuropathie et I’hypertension diabétique. Des études ultérieures sur des
modeles animaux de diabéte de type 2 (rats Zucker, souris diabétiques KK-Ay) permettront
de valider nos résultats et d’évaluer les effets de 1’inhibition des récepteurs des kinines sur

des paramétres métaboliques.
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