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Abréviations

AMM Autorisation Mise sur le Marché

B Bupivacaine

BDIP Bupivacaine périnerveuse et dexaméthasone intrapéritonéale
BDPN Bupivacaine et dexaméthasone périnerveuses

E Exparel®

EDIP Exparel® périnerveux et dexaméthasone intrapéritonéale
EDPN Exparel® et dexaméthasone périnerveux

FDA Food and Drug Administration

PN périnerveux ou périneural

SSI Sérum Salé Isotonique

TLRP Temps de Latence de Retrait de la Patte
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INTRODUCTION

L'analgésie per-opératoire est un des enjeux principaux de la prise en charge du patient afin
de permettre une réhabilitation précoce et de réduire les durées d’hospitalisation'. Malgré les
avancées thérapeutiques, la douleur reste insuffisamment soulagée, conduisant a une
augmentation de la morbidité, une altération de la qualité de vie et une diminution de la
satisfaction des patients. En effet, plus de 75% des patients ayant subi une intervention
chirurgicale présentent une douleur significative au décours?. Alors que I'utilisation d’opiacés
est associée a de nombreux effets secondaires, I'analgésie locorégionale semble étre une
alternative efficace, permettant une amélioration de la réhabilitation post-opératoire®.
Cependant, les anesthésiques locaux ont une durée d’action « courte », de 12 a 24 heures,

ce qui nécessite ensuite un recours fréquent aux opiaceés.

Afin de prolonger I'effet analgésique, la mise en place de cathéters périnerveux a été proposée.
Bien qu’ils soient efficaces, les limites a leur utilisation résident dans les difficultés de
positionnement, la migration secondaire, le risque de toxicité systémique en cas de localisation
intravasculaire, le risque infectieux, et les risques de dysfonctionnement mécanique (pompes,
cathéters)*. De plus, I'administration prolongée d'anesthésiques locaux, voire les dispositifs
eux-mémes, peuvent conduire a des Iésions tissulaires ou nerveuses®. lls nécessitent donc un
suivi médical strict, ont un colt économique non négligeable, et leurs indications en chirurgie

ambulatoire sont restreintes a un groupe électif de patients.

Les adjuvants aux anesthésiques locaux sont aujourd’hui largement utilisés. Avec une
utilisation simplifiée et un moindre codt, ils viennent concurrencer les cathéters. Les objectifs
de leur emploi sont l'allongement de la durée d'action, de I'effet anesthésique et la baisse de
la dose totale d'anesthésique administrée et par conséquent la diminution du risque de toxicite.
Parmi ces adjuvants, on retrouve, I'adrénaline, la clonidine, la dexmédétomidine, ou le sulfate
de magnésium®2®. La dexaméthasone est un glucocorticoide de synthése qui posséde une
activité anti-inflammatoire de plus de 36 heures. Son administration périneurale ou systémique
associée aux anesthésiques locaux a montré son efficacité en prolongeant la durée des blocs
sensitivomoteurs®. Son utilisation aujourd’hui courante en pratique clinique, se fait encore hors

AMM, et la sécurité de son injection périnerveuse n’a pas été établie.

Une autre approche consiste en I'utilisation d’« anesthésiques locaux a libération prolongée »,
parmi lesquels on retrouve des microsphéres polymériques, des liposomes, et des
liposphéres'®"3. Malgré leur efficacité analgésique, le manque de données sur leur potentielle
toxicité en limite l'utilisation (myotoxicité, réponse inflammatoire, neurotoxicité). Une forme

liposomale de bupivacaine a libération prolongée (DepoFoam bupivacaine, Exparel®) est
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aujourd’hui commercialisée aux Etats-Unis et utilisée en infiltration du site chirurgical'*®.
Aprés plusieurs études animales montrant une toxicité modérée, avec notamment une
inflammation granulomateuse attribuée a une réaction secondaire aux liposomes'?, certains
auteurs ont proposé son utilisation périnerveuse'’. En 2018, aprés les résultats d’'une étude
multicentrique®, la Food and Drug Administration (FDA) a étendu I'indication d’Exparel® a son
administration périnerveuse lors de la réalisation d’analgésie locorégionale pour la chirurgie

de I'épaule. Pour autant, encore peu d’études évaluant sa toxicité nerveuse ont été menées.

L’objectif de notre étude était d’analyser, in vivo, sur modéle animal, la toxicité a moyen et long
terme de l'injection périneurale d'Exparel®, seule ou en association avec de la dexaméthasone.
Nous avons également souhaité analyser I'efficacité de 'Exparel® en comparant la durée du

bloc sensitivomoteur a celle obtenue aprés administration périneurale de bupivacaine.
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MATERIELS ET METHODE

Animaux
Des souris adultes méales C57BL6 wild type (Laboratoire JANVIER, St Berthevin, FRANCE)

ont été utilisées dans le cadre de cette étude. Le poids des animaux était compris entre 25 et
35 g. Les animaux étaient soumis a un cycle jour-nuit de 12 heures, et étaient nourris ad libitum.
Toutes les expérimentations ont été réalisées en accord avec les textes édités par le Ministére
de I'Agriculture (Paris, France) et les recommandations de la déclaration d’Helsinki. Le
protocole de recherche a été soumis a I'accord du comité d’éthique de Midi-Pyrénées, et cette
étude est en accord avec les directives publiées pour I'utilisation des animaux de laboratoire .
Afin de les familiariser avec I’environnement expérimental, les animaux ont été manipulés
pendant 7 jours en présence des différents matériels de mesure®. Avant chaque
expérimentation, 'absence de signes comportementaux de stress (immobilisation prolongée,
défaut d’exploration du nouvel environnement, défécations fréquentes), de déficit sensitif ou
moteur était contrélée. L'ensemble des procédures ont été réalisées dans un environnement

calme, silencieux et a température ambiante.

Procédures chirurgicales

Les procédures chirurgicales étaient réalisées sous anesthésie générale, induite de maniere
inhalatoire avec du sévoflurane (SEVOrane, laboratoire ABBVIE Inc, North Chicago, lllinois,

USA) et un mélange équimolaire en air et oxygéne.

Aprés anesthésie, les souris étaient installées en décubitus ventral. Pour la premiére
manipulation, aprés une détersion cutanée en trois temps avec une solution de povidone iodée
(Betadine, MEDA Pharma, Mérignac, France), une incision longitudinale de 2 cm était
effectuée avec une lame chirurgicale stérile n°15 dans un champ stérile sur la cuisse gauche
des souris. Le nerf sciatique était abordé par une voie postéro-latérale, et identifié de fagon
macroscopique aprés dissection chirurgicale. Puis, a I'aide d’'un cathéter de 24 gauge (Becton
Dickinson Infusion therapy system Inc. Sandy Utah 84070, USA) et d’une seringue tuberculine
1mL (Pentaferte ITALIA arl. 64012 Campli(TE) ITALY), la solution préalablement préparée était
injectée dans I'espace périnerveux, sous le fascia recouvrant le nerf. Le fascia était ensuite
refermé avec du fil non résorbable, afin de pouvoir repérer le lieu d’injection ultérieurement,
en évitant soigneusement de léser le nerf. L’abord chirurgical était refermé en 2 plans avec du

fil polypropyléne 5-0 (Prolene ; Ethicon, Somerville, New Jersey).

Les injections intrapéritonéales étaient réalisées avec une aiguille 25 gauge de 16mm (Becton
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Dickinson and Compagny Limited, Drogheda Co, Louth, IRELAND) et une seringue
tuberculine 1mL (Pentaferte ITALIA a.rl. 64012 Campli (TE) ITALY) dans le quadrant

abdominal inférieur droit. Un test d'aspiration était réalisé avant l'injection.
En fin d’intervention, le sévoflurane était stoppé.

Quatorze ou 28 jours plus tard (14°™ jour et 28°™ jour respectivement), le nerf sciatique était
abordé selon la méme voie chirurgicale. Un segment de nerf de 1 cm était préleve, puis
lincision chirurgicale refermée par 2 sutures au polypropylene 5-0 (Prolene ; Ethicon,
Somerville, New Jersey). Le sévoflurane était alors poursuivi, puis les souris sacrifiées par

dislocation cervicale.

Préparation et dilution des solutions

Le plan expérimental comprenait 98 souris, réparties en 7 groupes :

- 14 souris dans le groupe Sham : injection périneurale de 0,15mL de sérum salé
isotonique (SSI).

- 14 souris dans le groupe B : injection périneurale de 0,05mL de bupivacaine 0,5 % (soit
25mg ou 10mg/Kg environ) avec 0,1mL de SSI

- 14 souris dans le groupe BDIP : injection périneurale de 0,05mL de bupivacaine 0,5%
avec 0,imL de SSI associée a une injection intrapéritonéale de 0,2mL de
dexaméthasone 0,04%o. (soit 8ug ou 0,3mg/kg environ).

- 14 souris dans le groupe BDPN : injection périneurale de 0,05mL de bupivacaine 0,5%
associée a une injection périneurale de 0,1mL de dexaméthasone 0,04%. (soit 4ug ou
0,15mg/kg environ).

- 14 souris dans le groupe E : injection périneurale de 0,05mL d’Exparel® 1,3% (soit
0,665mg ou 25mg/kg environ) avec 0,1mL de SSI

- 14 souris dans le groupe EDIP : injection périneurale de 0,05mL d'Exparel® 1,3% avec
0,1mL de SSI associée a une injection intrapéritonéale de 0,2mL de dexaméthasone
0,04%o (soit 8ug ou 0,3mg/kg environ)

- 14 souris dans le groupe EDPN : injection périneurale de 0,05mL d’Exparel® 1,3%

associé a 0,1mL de dexaméthasone 0,04%o. (soit 4ug ou 0.15mg/kg environ).

Les souris étaient assignées dans chaque groupe en utilisant une randomisation aléatoire
simple. Un expérimentateur non impliqué dans les manipulations ultérieures préparait les
solutions a injecter. De la bupivacaine (Chlorhydrate de bupivacaine 0,5%, AGUETTANT,
69007 Lyon, FRANCE) disponible dans le commerce a été utilisée. Les doses-poids injectées
ont été calculées selon les mémes méthodologies que celles issues de publications

précédentes® 22, De la dexaméthasone commerciale (phosphate sodique de
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dexaméthasone, 4mg/mL, 2mL, MYLAN SAS, 69800 Saint Priest, FRANCE) a été utilisée. Elle

était diluée pour obtenir une solution de 4%eo.

Tests comportementaux

Aprés la phase de réveil, 49 souris (7 souris sélectionnées aléatoirement dans chacun des 7
groupes) ont participé aux tests comportementaux. Les blocs sensitifs et moteurs étaient
testés toutes les 30 minutes, jusqu’a la levée compléte des blocs, par un opérateur en aveugle
de la randomisation et des préparations regues. Les souris étaient séparées dans une boite
en acrylique contenant 4 chambres (IITC life Sciences Inc.). Les blocs sensitifs ont été évalués
par le temps de latence de retrait de la patte (TLRP)? 22 aprés exposition & une source
chauffante (Plantar Analgesia, modéle 390, IITC Life Sciences Inc., Woodland Hills, Californie).
Le réflexe de retrait de la cuisse gauche implique la contraction du muscle fléchisseur de la
hanche. Il s’agit d’'un réflexe polysynaptique provoqué par un stimulus nociceptif. Le
mouvement de retrait, qui s’accompagne fréquemment d’une réaction orientée (animal se
léchant la patte, ou analysant la patte) ne doit pas étre confondu avec un mouvement
volontaire de l'animal. Les tests étaient réalisés avec une source lumineuse de chaleur
radiante ciblée sur la surface plantaire de la patte arriere gauche. Le faisceau lumineux se
concentrait sur la surface en plastique créant un point lumineux cible de 4X6mm sur la patte.
Le temps limite d'exposition a la source chauffante était de 12 secondes, puis retirée par
I'expérimentateur afin de limiter 'apparition de Iésions ou d’une hyperalgésie secondaire®. Le
temps de retrait décompté a partir de I'exposition au stimulus était le TLRP, mesuré au
centiéme de seconde. Trois mesures successives étaient réalisées sur deux a trois minutes,
puis la moyenne des valeurs était calculée afin de définir le TLRP. Une mesure sur la patte
controlatérale était également réalisée pour s’assurer du type de réaction de I'animal. Un TLRP
supérieur a 7 secondes était défini comme un bloc sensitif persistant® '°. La levée du bloc
sensitif était définie au temps de la premiére mesure de deux successives avec un TLRP

inférieur a 7 secondes, a 30 minutes d'intervalles.

Un examen moteur était également réalisé a chaque évaluation. La fonction motrice était
évaluée a l'aide d'une échelle graduée de 0 a 3, selon les modalités suivantes : 0 = une fonction
normale, 1 = capacité de dorsiflexion normale et la souris marche avec les orteils
recroquevillés, 2 = capacité de dorsiflexion modérée et la souris marche avec les orteils
recroquevillés, 3 = aucune capacité de dorsiflexion et la souris marche avec les orteils
recroquevillés?®. Une fonction motrice cotée a 2 ou 3 définissait un bloc moteur persistant. La
levée du bloc moteur était définie dés la premiére évaluation retrouvant une force motrice cotée
Oou1.

Avant les procédures chirurgicales, la force motrice et le TLRP de chacune des souris étaient
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évalués afin de vérifier 'absence de déficit. Pendant les tests comportementaux, les mesures
étaient répétées toutes les 30 minutes sur la patte controlatérale, afin de disposer de mesure
de référence. L’évaluation comportementale était répétée avant le prélévement sciatique des

14°me et 28°™M¢ jours afin de s’assurer de I'absence de déficit.

Analyse histologique

Quatorze ou 28 jours apres la procédure, un fragment de 1 cm de nerf sciatique était prélevé
sous anesthésie générale chez toutes les souris, par la voie d’abord chirurgicale initiale, en
prenant soin de ne pas léser ou étirer les nerfs. Ces délais ont été choisis car ils pourraient
correspondre au temps d’apparition a moyen et long terme des dommages nerveux chez
'homme?. Les prélévements étaient ensuite immergés dans du formol 8 10% pendant 48
heures puis lavés a I'éthanol avant d’étre inclus en paraffine, en coupe longitudinale de 5 pm.
lls étaient ensuite colorés avec de I'hémotoxyline et de I'éosine, afin d’analyser I'étendue de

linflammation et de la dégénérescence wallérienne.

Un anatomopathologiste a analysé les coupes, en aveugle des procédures expérimentales,
en utilisant une échelle pour I'inflammation nerveuse. L’oedéme et l'infiltrat lymphocytaire sont
caractéristiques de linflammation?*. L’inflammation a été classée comme suit : aucune
inflammation = absence d'inflammation, inflammation modérée = surface < 50% avec
cedéme/infiltrats lymphocytaires, inflammation sévére = surface > 50% avec cedéme/infiltrats

lymphocytaires.

La dégénérescence wallérienne, reflet des anomalies de myéline et de la dégénérescence
axonale liée a 'agression nerveuse, a été utilisée pour évaluer la neurotoxicité des différentes
procédures expérimentales. L’aspect histologique caractéristique de la dégénérescence
wallérienne est un aspect de ballonisation (Annexes 1A et 1B), liée a l'incorporation des
fragments myélino-axonaux dans des vacuoles autophagiques des cellules de Schwann,
secondairement phagocytées par des macrophages systémiques?. La dégénérescence
wallérienne a été classée comme suit : aucune dégéneérescence wallérienne = pas de lésions,
dégénérescence wallérienne modérée = 0-50% de fibres avec une dégénérescence
wallérienne, dégénérescence wallérienne sévére = plus de 50% de fibres avec une

dégeénérescence wallérienne.

Analyses statistiques

Le manque de données issues de la littérature concernant la toxicité de I'Exparel® associé a
la dexaméthasone ne nous a pas permis de calculer une taille d’échantillon a priori. Les valeurs

des durées de blocs sensitifs et moteurs étaient exprimées en médiane [extrémes]. Les durées
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de blocs entre les différents groupes étaient comparées en utilisant le test non paramétrique
de Kruskall-Wallis. Si le test de Kruskall-Wallis était positif, une analyse post-hoc de sous-
groupe par paire, selon Conover (1999), était realisée. Les scores d’inflammation et de
dégénérescence wallérienne aux 14°™ et 28°™ jours ont été classés comme variables
qualitatives (absence d’inflammation, inflammation 1égére et sévére) et comparés en utilisant
le test du chi?. Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide des logiciels Stata 11.1 et
MedCalc Statistical Software, version 17.2 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium ; 2017).

Un p < 0,05 était considéré comme statistiquement significatif.
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RESULTATS

Quatre-vingt-dix-huit souris ont été incluses dans ce protocole.

- Les blocs sensitifs et moteurs ont été étudiés toutes les 30 minutes chez 7 souris de
chaque groupe (n=49), sélectionnées aléatoirement. Toutes les souris présentaient une
évaluation motrice (échelle motrice =0) et sensitive normale (TLRP < 7 secondes) sur
chacune des pattes postérieures avant les manipulations chirurgicales. Les souris du
groupe Sham n’ont pas présenté de blocs sensitifs ou moteurs. Les résultats ne sont pas
mentionnés dans ce travail.

- Toutes les souris (excepté 1 du groupe EDIP, chez laquelle le prélévement réalisé au 28°m®
jour était musculaire) ont participé a l'analyse histologique (n=97). Les 98 souris
présentaient une fonction sensitive et motrice normale avant les prélévements

histologiques des 14°™® et 28°™ jours.

Inflammation neurale aprés anesthésie locorégionale

Au 14°™jour, il a été observé de l'inflammation modérée dans chacun des groupes (Tableau
1A). L'inflammation était plus fréquente dans les souris du groupe B. Les différences entre les

groupes étaient statistiquement significatives (p=0,04).

Au 28°M¢ jour, on ne retrouvait pas d’inflammation dans les groupes Sham, B, BDIP, EDPN
alors que 5 souris du groupe E, 2 du groupe EDIP, et 1 du groupe BDPN présentaient de
l'inflammation modérée (Tableau 1B). Les différences entre les groupes étaient statistiquement

significatives (p=0,001).

Il n’a pas été observé d’inflammation sévére au 14°™® ou 28°™ jour.
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Tableau 1A. Inflammation neurale histologique au 14" jour (n=49, 7 souris sélectionnées
aléatoirement par groupe : p=0,04).

Inflammation neurale 14°™ jour (p=0,04)
Groupe — —
Absence Modérée Sévére

Sham 5 2 0
B 7 0
BDIP 5 2 0
BDPN 6 1 0
E 3 4 0
EDIP 4 3 0
EDPN 4 3 0

Sham : sérum sale physiologique périneurale

B : bupivacaine périneurale

BDIP : bupivacaine périneurale plus dexaméthasone intrapéritonéale
BDPN : bupivacaine périneurale plus dexaméthasone périneurale

E : Exparel® périneural

EDIP : Exparel® périneural plus dexaméthasone intrapéritonéale
EDPN : Exparel® périneural plus dexaméthasone périneurale

Tableau 1B. Inflammation neurale histologique au 28°™¢ jour (n=48, 7 souris pour les groupes Sham,
B, BDIP, BDPN, E et EDPN, 6 souris pour le groupe EDIP, sélectionnées aléatoirement : p=0,001).

Inflammation neurale 28°™ jour (p=0,001)
Groupe — —
Absence Modérée Sévere

Sham 7 0 0
B 7 0 0
BDIP 7 0 0
BDPN 6 1 0
E 2 5 0
EDIP 4 2 0
EDPN 7 0 0

Sham : sérum sale physiologique périneurale

B : bupivacaine périneurale

BDIP : bupivacaine périneurale plus dexaméthasone intrapéritonéale
BDPN : bupivacaine périneurale plus dexaméthasone périneurale

E : Exparel® périneural

EDIP : Exparel® périneural plus dexaméthasone intrapéritonéale
EDPN : Exparel® périneural plus dexaméthasone périneurale
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Toxicité neurale aprés anesthésie locorégionale

Au 14°™ jour, il a été observé de la dégénérescence wallérienne modérée dans tous les
groupes excepté dans le groupe Sham, et de la dégénérescence wallérienne sévére chez une
souris de chacun des groupes EDIP et BDIP (Tableau 2A). Ces différences n'étaient pas

statistiquement significatives (p=0,70).

Au 28°™ jour, la dégénérescence wallérienne était présente dans tous les groupes excepté
dans le groupe Sham, et la dégénérescence wallérienne sévére était présente chez une souris
du groupe EDIP et une souris du groupe BDIP (Tableau 2B). Ces différences n'étaient pas

statistiquement significatives (p=0,70).

Tableau 2A. Dégénérescence wallérienne au 14°™° jour (n=49, 7 souris aléatoirement sélectionnées

par groupe : p=0,70)

Dégénérescence wallérienne 14°™ jour (p=0,70)
Groupe - —
Absence Modérée Séveére
Sham 7 0 0
B 5 0
BDIP 4 2 1
BDPN 6 1 0
E 6 1 0
EDIP 4 2 1
EDPN 6 1 0

Tableau 2B. Dégénérescence wallérienne au 28°™ jour (n=48, 7 souris pour les groupes
Sham, B, BDIP, BDPN, E et EDPN, 6 souris pour le groupe EDIP, sélectionnées

aléatoirement : p=0,70)

Dégénérescence wallérienne 28°™ jour (p=0,70)
Groupe - -
Absence Modérée Sévere

Sham 7 0 0
B 6 1 0
BDIP 5 1 1
BDPN 6 1 0
E 6 1 0
EDIP 3 2 1
EDPN 6 1 0

Sham : sérum sale physiologique périneurale

B : bupivacaine périneurale

BDIP : bupivacaine périneurale plus dexaméthasone intrapéritonéale
BDPN : bupivacaine périneurale plus dexaméthasone périneurale

E : Exparel® périneural

EDIP : Exparel® périneural plus dexaméthasone intrapéritonéale
EDPN : Exparel® périneural plus dexaméthasone périneurale
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Durée des blocs moteurs

La durée des blocs moteurs (médianes [extrémes]) était différente entre les groupes avec
90min [60-120], 120min [90-150], 120min [120-150], 120min [90-150], 180min [150-210] et
180min [150-210] pour les groupes B, BDIP, BDPN, E, EDIP et EDPN respectivement (Figure
1A). Ces différences étaient statistiquement significative (p=0,000001).

Les souris présentaient une fonction motrice normale apres levée des blocs.

Durée des blocs sensitifs

La durée des blocs sensitifs (médianes [extrémes]) était différente avec 240min [210-270],
300min [240-360], 360min[270-390], 360min [270-390], 360min [270-390] et 420min [390-480]
pour les groupes B, BDIP, BDPN, E, EDIP et EDPN respectivement (Figure 1B). Ces

différences étaient statistiquement significatives (p=0,00002).

Chaque souris présentait un comportement normal a la fin des blocs, et la patte controlatérale

ne présentait pas de bloc moteur ou sensitif durant les évaluations.
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FIGURE 1A. Durées des blocs moteurs (minutes) pour les différents groupes (p<0,0001).
Les médianes sont représentées par les barres continues dans les boites de 25° et 75°
percentiles. Les carrés représentent les valeurs moyennes. Les moustaches montrent la

répartition des valeurs.
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B : bupivacaine périneurale

BDIP : bupivacaine périneurale plus dexaméthasone intrapéritonéale
BDPN : bupivacaine périneurale plus dexaméthasone périneurale

E : Exparel® périneural

EDIP : Exparel® périneural plus dexaméthasone intrapéritonéale
EDPN : Exparel® périneural plus dexaméthasone périneurale

Analyse post-hoc en sous-groupe, selon Conover, pour les blocs moteurs

Facteur n Rang moyen Difféerence (p<0,05) par rapport au
facteur
(1)B 7 6,43 (2)(3)(4)(5)(6)
(2) BDIP 7 16,79 (1)(5)(6)
(3)BDPN | 7 20,79 (1)(5)(6)
(4)E 7 15,50 (1)(5)6)
(5) EDIP 7 33,71 (1)(2)(3)(4)
(6) EDPN | 7 35,79 (1)(2)(3)(4)
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FIGURE 1B. Durées des blocs sensitifs (minutes) pour les différents groupes (p<0,0001).
Les médianes sont représentées par les barres continues dans les boites de 25° et 75°
percentiles. Les carrés représentent les valeurs moyennes. Les moustaches montrent la

répartition des valeurs.
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BDIP : bupivacaine périneurale plus dexaméthasone intrapéritonéale
BDPN : bupivacaine périneurale plus dexaméthasone périneurale
E : Exparel® périneural
EDIP : Exparel® périneural plus dexaméthasone intrapéritonéale
EDPN : Exparel® périneural plus dexaméthasone périneurale
Analyse post-hoc en sous-groupe, selon Conover, pour les blocs sensitifs
Facteur n Rang moyen Difféerence (p<0,05) par rapport au
facteur
(1)B 7 4,86 (2)(3)(4)(5)(6)
(2) BDIP 7 16,14 (1)(5)(6)
(3) BDPN 7 22,50 (1)(6)
(4)E 7 22,14 (1)(6)
(5) EDIP 7 24,79 (1)(2)(6)
(6) EDPN 7 38,57 (1)(2)(3)(4)(5)
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DISCUSSION

Nous avons pu évaluer in-vivo, sur modéle animal, la toxicité et I'efficacité de [l'injection
périneurale d'Exparel®, seule ou en association a la dexaméthasone systémique ou

périnerveuse.

L'analyse histologique au 14°™ jour a montré que l'injection de bupivacaine conduisait a une
réaction inflammatoire neurale modérée. L'adjonction de dexaméthasone, périnerveuse ou
systémique, a la bupivacaine diminuait cette inflammation. Au 28 jour, l'inflammation
neurale observée aprés administration de bupivacaine régressait. L'injection d'Exparel® a
conduit a une inflammation neurale au 14°™¢jour, qui persistait a plus long terme (28°™ jour).
Seule l'adjonction de dexaméthasone périneurale exergait un effet protecteur sur ces

altérations neuro-pathologiques tardives.

La durée des blocs moteurs était significativement plus longue dans le groupe Exparel® que
dans le groupe bupivacaine. L’adjonction de dexaméthasone, quel que soit son mode
d’administration, a la bupivacaine prolongeait la durée des blocs moteur et sensitif, avec une
durée superposable a celle obtenue avec I'Exparel®. De plus, I'association de dexaméthasone
systémique ou périnerveuse a I'Exparel® allongeait la durée du bloc moteur alors que seule

la dexaméthasone périnerveuse augmentait la durée du bloc sensitif.

L’utilisation d’anesthésiques locaux conduit a des blocs sensitifs d’environ 12 a 24 heures.
Cette durée d’antalgie est souvent insuffisante pour couvrir les douleurs post-opératoires
tardives, et conduit a une consommation d’opiacés. L’administration d’'une nouvelle
formulation d’anesthésique local, permettant un relargage progressif du substrat, semble
particulierement adaptée en chirurgie ambulatoire. La fabrication de I'Exparel® passe par un
processus de double émulsification, auquel est ajoutée la bupivacaine (Annexes 2 et 3). Les
microsphéres liposomales permettent une libération lente de bupivacaine au niveau du site
d'injection, sans augmenter le risque de toxicité systémique?®. Aprés administration locale, on
observe un premier pic de concentration dans la premiére heure et un deuxiéme entre 12 et
36 heures?® puis une décroissance progressive jusqu'a une durée maximale de 96 heures.
L’efficacité de I'Exparel® en infiltration du site chirurgical comparé au placebo a été
démontrée’ '8, et, en 2011, la FDA approuvait son utilisation pour 'analgésie post-opératoire.
Cependant, les données issues des études évaluant sa supériorité comparée a la bupivacaine
sont discordantes. Certains auteurs montraient une diminution des scores douloureux'?2" alors

que d’autres concluaient a une absence de différence?.

Dans la perspective d’améliorer la réhabilitation post-opératoire, des auteurs ont proposé

I'utilisation périnerveuse d’Exparel® afin de prolonger la durée du bloc sensitif'”. Les données,
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issues de six études controlées randomisées, analysées par lifeld et al. démontraient un profil
de sécurité identique de I'administration périnerveuse d’Exparel® comparée au placebo ou a
la bupivacaine. En 2018, Pichler et al. ont analysé plus de 88 000 prothéses totales de genou
réalisées avec un bloc nerveux périphérique. L’utilisation périnerveuse de bupivacaine
liposomale, retrouvée dans 21.2 % des cas, n'était pas associée a une diminution de la
consommation d'opioide, de la durée et du codit du séjour hospitalier?®. Aprés un essai clinique
de phase 3 montrant une diminution de la douleur post-opératoire et une augmentation de la
satisfaction des patients, le groupe Pacira a proposé I'utilisation d’Exparel® dans le bloc de
plexus brachial?®®. Ainsi, en février 2018, la FDA a finalement statué en élargissant son
indication pour l'analgésie locorégionale post opératoire de la chirurgie de I'épaule sur la base

d’un essai clinique’®.

Dans notre étude, I'Exparel® a permis d’obtenir des durées de blocs supérieures a la
bupivacaine standard. Précédemment Mc Alvin et al., dans un modéle murin, ont montré des
durées de blocs sensitifs prolongées avec la bupivacaine liposomale (médiane 240 minutes,
intervalle interquartile [240-240]) versus bupivacaine 0,5% (120 minutes [120-165]), p=0,001)
et bupivacaine 1,3% (210 minutes [180-240] p=0,013)°. Grant et al. corroboraient cet effet
chez les souris avec des blocs sensitifs périnerveux prolongés (130 +/- 38 minutes) versus
bupivacaine standard (46 +/- 11 minutes, p<0,01) ou bupivacaine adrénalinée (81 +/- 28

minutes, p<0,05)*.

Nous avons trouvé que I'administration de dexaméthasone associée a I'Exparel® conduisait
a une augmentation des durées de blocs sensitifs et moteurs. En pratique, la dexaméthasone
est administrée en adjuvant afin de prolonger les blocs. Cependant, les études concernant les
voies d'administration périnerveuse ou systémique ont montré des résultats discordants.
Plusieurs de celles-ci émettent I'hnypothése d'une efficacité supérieure lors de [I'injection
locale®! 32 quand d’autres montrent une efficacité similaire entre les deux voies
d’administration®®. Ces divergences pourraient en réalité étre corrélées aux différentes doses
utilisées, avec une dose optimale qui reste encore a établir. La littérature récente rapporte que
de faibles doses périneurales (1 a 2mg) seraient suffisantes pour augmenter la durée des
blocs sensitifs ou moteurs34. L'origine de cette prolongation par la dexaméthasone n’est pas
encore élucidée® % et il est possible que de fortes doses de dexaméthasone systémique

puissent masquer son véritable site d'action et ainsi montrer une efficacité similaire®’.

D’'un point de vue histopathologique, notre étude soulignait la présence d’une toxicité
périnerveuse liée a l'injection de bupivacaine. Nous avons rapporté la présence d’une réaction
inflammatoire a moyen terme aprés administration périnerveuse de bupivacaine. De plus,

'analyse histologique indiquait la présence de dégénérescence wallérienne, dans tous les
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groupes, @ moyen mais €galement a long terme, sans différence significative. La neurotoxicité
liée aux anesthésiques locaux est bien décrite®. lls sont responsables de réponses
inflammatoires, d’altérations structurelles, de perméabilité nerveuse et endoneurale, de
dégénérescence axonale, d’altération du métabolisme énergétique cellulaire (dysrégulation
calcique, cytopathie mitochondriale avec altération de la phosphorylation oxydative et la
production de radicaux libres), et également de myotoxicité®®. La toxicité neurale semble étre
liée a la durée d'exposition aux anesthésiques locaux et a leur concentration®. Dans cette
approche, l'inflammation neurale corrélée a la bupivacaine liposomale pourrait étre liée au
contact des structures avec l'anesthésique local et non avec les particules de relargage.
Padera et al., en comparant de la bupivacaine, de la bupivacaine a libération prolongée, et
des particules de relargages isolées ont trouvé que la myotoxicité était associée aux
microparticules chargées de bupivacaine, et non aux particules isolées*’. Les auteurs ont
également démontré que de trés faibles concentrations de bupivacaine, non toxiques sur des

expositions bréves, devenaient toxiques aprés une exposition prolongée.

L’'un de nos principaux résultats était que I'inflammation induite par la bupivacaine a été
diminuée par I'adjonction de dexaméthasone, qu’elle soit périnerveuse ou systémique, et que
seule la dexaméthasone périnerveuse permettait de diminuer I'inflammation tardive induite par

I'Exparel®.

La toxicité histopathologique de I'Exparel® a déja été étudiée précédemment. Dans un modéle
animal, son infiltration périnerveuse au plexus brachial a dose croissante (jusqu’a 30mg/kg)
conduisait a une inflammation granulomateuse tardive (15°"jour) des tissus adipeux
adjacents aux nerfs, sans autre atteinte nerveuse*'. En 2015, Damjanovska et al. ne
montraient pas de modifications histopathologiques induites par I'Exparel® lors de son
injection intraneurale extrafasciculaire ou extraneurale par rapport au sérum physiologique*2.
Plus récemment, Mc Alvin et al., aprés injection périneurale sciatique d’Exparel® chez le rat,
n‘ont pas retrouvé d’anomalie neurologique : la densité axonale et la structure de myéline
paraissaient normales aux 4°™ et 14°™ jours. Cependant, 'inflammation neurale observée
était plus importante chez les rats du groupe Exparel® versus bupivacaine®. La littérature
rapporte donc une inflammation périneurale tardive associée a I'utilisation d’Exparel®,
également présente dans notre étude. La toxicité neurologique était en revanche superposable

aux autres anesthésiques locaux, observée dans I'ensemble des groupes.

Bien que la signification clinique de l'inflammation nerveuse n’ait pas été clairement définie,
sa diminution par la dexaméthasone périneurale pourrait étre un argument supplémentaire
pour son utilisation périnerveuse. L’effet protecteur de la dexaméthasone avait déja été décrit

par Ma et al. sur un modéle cellulaire animal in-vitro. Les lésions induites par la bupivacaine
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sur les cellules de neuroblastome étaient atténuées par I'adjonction de dexaméthasone. Les
mécanismes évoques étaient la limitation de [I'altération du potentiel mitochondrial et
I'augmentation des taux de thréonine-serine protéine kinase B intracellulaire*®. Dans un
modéle murin, An et al., aprés études histologiques, suggéraient un effet uniquement
périneural de la dexaméthasone avec une diminution de la neurotoxicité précoce induite par
la bupivacaine?’. De plus, Marty et al. ont précédemment montré que I'administration
périneurale de dexaméthasone associée a la ropivacaine n’augmentait pas la toxicité
nerveuse in-vivo. Enfin, une large revue de la littérature n’a permis de retrouver aucun cas
d’effet indésirable notable rapporté aprés injection périnerveuse de dexaméthasone**. L'effet
potentiellement protecteur, dont le mécanisme physiopathologique reste a éclaircir, pourrait
étre supérieur en administration périneurale par une action locale. Ces résultats nécessitent

d’étre confirmés.

Malgré des propriétés pharmacocinétiques séduisantes, la place et l'intérét clinique de
'Exparel® restent & démontrer. L’augmentation des durées de blocs moteurs et sensitifs
induite montre des résultats contradictoires en termes d’analgésie et d’épargne morphinique.
De plus, a ce jour, I'administration de dexaméthasone est largement pratiquée et tend a
supplanter les cathéters et il parait nécessaire de comparer I'Exparel® a la bupivacaine

associée a la dexaméthasone.

Plusieurs limites peuvent étre évoquées dans notre étude. Tout d’abord, il est important de
considérer que la pharmacocinétique de la voie intrapéritonéale, assimilée a la voie
systémique, est affectée par le passage hépatique lors de I'absorption médicamenteuse par
les vaisseaux mésentériques®. Bien que régulieérement utilisée chez les souris, cette voie
d’administration n’est donc pas strictement superposable a une injection intraveineuse.
Deuxiémement, le manque de données issues de la littérature concernant la toxicité in-vivo
d’Exparel® ne nous a pas permis de définir la taille de population a priori. Troisiemement,
malgré une approche chirurgicale fine, il est possible que les Iésions observées soient liées
aux traumatismes chirurgicaux directs et non aux agents anesthésiques ou adjuvants.
Quatriemement, les posologies des anesthésiques locaux ont été calculées sur la base de la
littérature??, de nos précédents travaux?', et des doses administrées chez I’'homme. Cependant,
leur métabolisme chez la souris est peu connu. Les délais des 14°™ et 28°™ jours ont été
choisis car ils correspondent habituellement aux délais a moyen et long termes dans les
modéles murins. Etant donné la pharmacocinétique de I'Exparel®, il n’est pas exclu que les
Iésions inflammatoires induites puissent régresser spontanément dans un délai supérieur (au-
dela de 28 jours). Enfin, I'inflammation neurale induite par l'injection d’anesthésique local n’a

pas de corrélation clinique et son impact nécessite d’étre défini.

Page 27 sur 35



CONCLUSION

Nous avons montré que I'administration périneurale d’Exparel® augmente la durée des blocs
moteurs et sensitifs obtenus avec la bupivacaine. L’adjonction périneurale de dexaméthasone
prolonge la durée du bloc sensitivomoteur induit par I’'Exparel® et diminue l'inflammation

neurale tardive induite par I'Exparel®.
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ANNEXES

ANNEXE 1A. Analyse histologique neurale caractéristique d’une dégénérescence

wallérienne modérée associée a une inflammation neurale modérée

ANNEXE 1B. Analyse histologique neurale a J28 révélant 'absence de dégénérescence

wallérienne et d’inflammation neurale
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ANNEXE 2. Exparel® en coupe transversale, d’aprés 6. Chaque sphére liposomale est
composée d’une structure en nid d’abeille avec de nombreuses chambres internes contenant

de la bupivacaine.

ANNEXE 3. Exparel en microscopie électronique, d’aprés .
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EFFETS DE LA DEXAMETHASONE SUR L’INFLAMMATION
NEURALE INDUITE PAR LA BUPIVACAINE LIPOSOMALE

Une étude in-vivo sur modele animal

RESUME :

Introduction : La bupivacaine liposomale (Exparel®) est un anesthésique local a libération prolongée
utilisé en infiltration locale du site opératoire. L’objectif de cette étude animale était d’analyser la toxicité
nerveuse et l'efficacité clinique de linjection périneurale d’Exparel® seule ou associée a de la
dexameéthasone in-vivo.

Matériels et méthodes : 98 souris ont été inclus dans 7 groupes : Sham (n=14, sérum physiologique
perineural), B (n=14, bupivacaine périneurale), BDIP (n=14, bupivacaine périneurale plus
dexaméthasone intrapéritonéale), BDPN (n=14, bupivacaine périneurale plus dexaméthasone
périneurale), E (n=14, Exparel® perineural), EDIP (n=14 Exparel® périneural plus dexaméthasone
intrapéritonéale), EDPN (n=14 Exparel® périneural plus dexaméthasone périneurale). La durée des
blocs sensitifs et moteurs était évaluée toutes les 30 minutes chez 49 souris (7 souris aléatoirement
sélectionnées dans chaque groupe). A 14 ou 28 jours, toutes les souris étaient sacrifiées et un
prélévement de nerf sciatique était réalisé pour analyse histologique.

Résultats : La durée des blocs moteurs était significativement différente entre les groupes : 90 min [60-
120], 120 min [90-150], 120 min [120-150], 120 min [90-150], 180 min [150-210] et 180 min [150-210]
pour les groupes B, BDIP, BDPN, E, EDIP, et EDPN respectivement (p<0.05). La durée des blocs
sensitifs était significativement différente avec 240 min [210-270], 300 min [240-360], 360 min [270-390],
360 min [270-390], 360 min [270-390], et 420 min [390-480] pour les groupes B, BDIP, BDPN, E, EDIP
et EDPN respectivement (p<0.05). Une inflammation neurale a été observée plus fréquemment chez
les souris du groupe B au 14°™ jour (p=0.04), et les souris du groupe E au 28°™ jour (p=0.001).
L’administration de dexaméthasone (périnerveuse ou systémique) diminue l'inflammation liée a la
bupivacaine, alors que seule la dexaméthasone périneurale limite I'inflammation due a I'Exparel® au
288me jour (p<0.05). La dégénérescence wallérienne n’'était pas différente entre les groupes (p=NS).
Conclusion : L’adjonction systémique ou périneurale de dexaméthasone prolonge la durée du bloc et
semble avoir un effet protecteur sur I'inflammation neurale induite par la bupivacaine a moyen terme.
L’administration périneurale de dexaméthasone prolonge la durée du bloc et prévient I'inflammation
neurale tardive induite par 'Exparel®.

TITRE EN ANGLAIS: Perineural dexamethasone attenuates liposomal bupivacaine-induced
neural inflammation in-vivo.
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neurotoxicité

INTITULE ET ADRESSE DE L’'UFR OU DU LABORATOIRE :
Université Toulouse llI-Paul Sabatier

Faculté de médecine Toulouse-Purpan,

37 Allées Jules Guesde 31000 Toulouse

Directeur de thése : Docteur Fabrice FERRE

Page 35 sur 35



