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Liste des abréviations

AG: anesthésie générale

ALR: anesthésie locorégionale

APD: anesthésie péridurale

ATP : adénosine tri-phosphate

BCC : basocellulare carcinoma, carcinome baso-cellulaire
CCNM : cancer cutané non mélanome
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité
IL : interleukine

L: Iévobupivacaine

LT : lymphocytes T

NK : Lymphocytes T Natural Killer
OXPHOS: phosphorylation oxidative

PGEZ2 : prostaglandine E2

SCC : squamous cell carcinoma, carcinome épidermoide cutané

SSI: sérum salé isotonique

TGF : transforming growth factor

TRIM : Transfusion-associated immunomodulation
VEGEF : vascular endothelial growth factor

VTT: volume tumoral total
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AVANT PROPOS:

Le cancer est 'une des premiéres causes de mortalité dans le monde. Les évolutions
thérapeutiques récentes, chirurgicales ou médicales, ont permis d’améliorer la prise
en charge et d’'augmenter la survie des patients atteints de pathologies cancéreuses.
De nouveaux outils comme les thérapies ciblées sont probablement Iles

thérapeutiques d’avenir.

Le traitement curatif du cancer passe la plupart du temps par une sanction
chirurgicale. L’implication de Il'anesthésiste dans la gestion péri-opératoire de
chirurgie carcinologique est donc fréquente et nécessaire.

De nombreuses revues ont récemment abordé le role de I'anesthésie et de la
technique anesthésique en peropératoire de chirurgie carcinologique, s’appuyant sur
des études cherchant a montrer un impact de la technique anesthésique sur le
pronostic carcinologique. Les résultats de ces études sont contradictoires, mais les
protocoles utilisés, ainsi que les types de cancers sont tres différents.

Les données de biologie cellulaire semblent montrer un effet direct des
anesthésiques locaux sur la cellule. Les mécanismes qui sous-tendent a ces effets
au niveau cellulaire permettraient d’expliquer de potentiels effets sur les cellules

cancéreuses.

Ce travail est organisé en deux parties, une mise au point et une étude

expérimentale :

La mise au point fait état de I'épidémiologie des cancers, de la genese tumorale et
des métastases, du métabolisme énergétique de la cellule cancéreuse. S’en suit un
état des données sur le réle de I'anesthésie et des anesthésiques locaux dans le
pronostic carcinologique.

L’objectif de ce travail était de mettre en place un modéle expérimental chez la souris
pour évaluer l'impact macroscopique des anesthésiques locaux en infiltration

continue prolongée sur la cellule cancéreuse cutanée de souris.
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PREMIERE PARTIE

I. Cancérologie, cancérogenése, métabolisme tumoral

A. Epidémiologie en cancérologie générale

Le cancer est responsable de 7,6 millions de décés par an dans le monde en 2008,
représentant 13% de la mortalité mondiale (1). Les principaux cancers responsables
sont: le cancer du poumon (1,37 million de décés/an), le cancer de I'estomac
(736 000 décés/an), le cancer du foie (695 000 déceés/an), le cancer colorectal
(608 000 déces/an), le cancer du sein (458 000 décés/an) et le cancer du col de
l'utérus (275 000 décés/an).

En France (2), prés de 365 500 nouveaux cas de cancers ont été diagnostiqués en
2011 (207 000 hommes et 158 500 femmes). Les cancers les plus fréquents sont le
cancer de la prostate chez I'homme (71 000 cas incidents) et du sein chez la femme
(53 000 cas). La mortalité par cancer est estimée a 147500 personnes pour I'année
2011. Le cancer correspond a la premiere cause de mortalité chez 'homme et la

deuxiéme chez la femme.

B.  Epidémiologie des cancers cutanés non mélanomes et
principales caractéristiques :

1. Epidémiologie :

Les tumeurs cutanées sont les cancers les plus fréquents chez 'Homme. L’OMS
estime entre 2 et 3 millions le nombre de cancers cutanés non mélanomes (CCNM)
enregistrés chaque année dans le monde (estimations année 2000). Les cancers
cutanés non mélanomes sont le carcinome basocellulaire (BCC : basocellulare

carcinoma) et le carcinome épidermoide (SCC : squamous cell carcinoma).

17



L’incidence globale des CCNM est difficile a évaluer du fait de I'absence de
déclaration systématique dans de nombreux pays et de I'hétérogénéité majeure de

I'incidence en fonction des régions du monde.

Plusieurs registres retrouvent une augmentation de I'incidence des CCNM au fil du
temps en ltalie, en Allemagne, en Suisse, aux Pays-Bas, en Irlande du Nord, en
Suede, en Slovaquie (3), aux Etats Unis (4). Elle est par ailleurs plus élevée dans les
latitudes du Sud de I'Europe que dans les pays nordiques contrairement a celle du

mélanome (3).

La mortalit¢ par CCNM est peu élevée et concerne principalement les SCC
métastatiques (3), qui représentent 20% de la mortalité par cancer cutané. Le
manque de données concernant les CCNM ne permet pas d’obtenir un taux de
mortalité a I'échelle mondiale. La survie a 5 ans dans les SCC a été évaluée a 92%
chez les hommes et 94,9% chez les femmes dans sur la base d'un registre

néerlandais, celle-ci est restée stable sur les 10 derniéres années (5).

2. Impact économique :

Une revue récente de la littérature (6), comprenant des données nord-américaines et
européennes, a estimé le colt annuel attribuable de la morbidité liée aux tumeurs
cutanées non mélanomes a 28 millions de dollars. Le colt annuel attribué pour la

mortalité s’éléverait a 1 milliard de dollars.

La prise en charge de ces cancers est donc un enjeu majeur de santé publique.

3. Caractéristiques des cancers cutanés spinocellulaires

(SCC) :
a)  Facteurs de risque

Il existe 2 types de facteurs de risques, liés a I’h6te ou liés a I'exposition (7) :
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Les facteurs de risques communs a tous les cancers cutanés sont des facteurs
de pigmentation: la peau claire, les yeux clairs, les cheveux roux ou blonds, la

tendance a développer des taches de rousseurs, un grand nombre de naevus.

D’autres facteurs intrinséques sont considérés a risque : la capacité de réparation
des Iésions de I'ADN induites par les ultraviolets chez les malades atteints de
xeroderma pigmentosum, l'immunodépression, ou certains déficits moins
seéveéres, fonctionnels, qui pourraient résulter d’'un polymorphisme de génes
intervenant dans les mécanismes de réparation, ou dans les voies de régulation
de la pigmentation. Certains papillomavirus peuvent favoriser I'apparition de SCC,
ainsi que des Iésions inflammatoires chroniques, les lésions de lupus
erythémateux discoide ou d’ulcére vasculaire, les lésions secondaires a une

radiothérapie ou des cicatrices de brllures.

Le principal facteur de risque extrinséque est I'exposition aux rayonnements
ultraviolets (UVA et UVB). Les SCC apparaissent électivement sur les zones
exposees (face, dos des mains) et sont induits par I'exposition chronique aux
UVB. Cette exposition entraine des mutations et celles-ci précédent I'apparition
de Iésions précancéreuses, les kératoses actiniques. Il est vraisemblable que
'exposition dans l'enfance aux UVB joue un réle important, les UVA
(responsables électivement du vieillissement cutané) pouvant aussi intervenir.
D’autres facteurs de risque extrinséques tels que I'exposition a des agents azoté

ou certains produits chimiques (arsenic) sont responsables de SCC.

b) Histologie et facteurs pronostics

Le SCC, 2°™ cancer cutané le plus fréquent, se développe souvent a partir d’'une
lésion de type kératose actinique (dysplasie intra-épidermique précancéreuse). Il se
présente sous forme de papule, de nodule ou de plaque érythémateuse ou
hyperkératosique. Il est décrit de multiples formes histologiques (7)(8).

Le risque métastatique (2,3% a 5 ans) est lié a 80% a une dissémination par voie
lymphatique.
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Le pronostic est lié a des facteurs :

Cliniques : localisation (risque élevé en zone péri-orificielle, non-insolées, sur
radiodermite, cicatrice de bralures ou ulcéres), taille, infiltration en profondeur,
signes neurologiques d’invasion (notamment les lésions de la face), récidive

locale et immunodépression

Histologiques : formes agressives comme le carcinome épidermoide
acantholytique, muco-épidermoide, desmoplastique ; enfin I'épaisseur de la

tumeur et la profondeur de l'invasion sont des éléments pronostiques importants.

c) Traitements

Le traitement du SCC repose principalement sur la chirurgie (8). En cas de contre-

indication, la radiothérapie externe ou la curie-thérapie peuvent étre proposeées, la

chimiothérapie étant réservée aux échecs des traitements précédemment cités. Les

localisations secondaires ganglionnaires peuvent bénéficier de curage sélectif

(ganglion sentinelle) et de radiothérapie adjuvante. Le traitement d’'un SCC avec

meétastases a distance doit étre discuté en réunion de concertation pluridisciplinaire

et peut associer les différentes techniques (chirurgie, radiothérapie, chimiothérapie).

Les molécules de chimiothérapie utilisées pour ce type de cancer sont :

Des sels de platine (cisplatine ou carboplatine), cytostatiques: ce sont des
agents alkylants qui se fixent sur les molécules d’ADN. Cela entraine une
inhibition de la synthése des ponts entre les chaines d’ADN et donc une inhibition
de la synthése par réplication de 'ADN mais aussi de 'ARN et des protéines

cellulaires.

Des anticorps monoclonaux anti-EGFR (récepteur du facteur de croissance
épidermique) comme le cetuximab : ce sont des agent bloquant la liaison du
récepteur avec les ligands endogéenes. Cela provoque une régulation négative de
'EGFR et favorise le recrutement des cellules immunes effectrices cytotoxiques

contre les cellules tumorales exprimant 'TEGFR. L’effet in vivo est une diminution
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de [l'expression des facteurs angiogéniques, une réduction de Ia

néovascularisation tumorale et des métastases.

C. Cancérogenese et physiopathologie de la dissémination
métastatique

1. Cancérogenese

La cancérogenése comporte trois phases : l'initiation, la promotion et la progression.

L’initiation correspond a des modifications d’ADN cellulaire, entrainant des
dommages génétiques irréversibles, notamment responsables de [l'activation de
proto-oncogénes et de linactivation de génes suppresseurs de tumeurs. Cela
modifie la régulation de la prolifération cellulaire par perturbation de I'équilibre entre

stimulation et inhibition de la prolifération.

La promotion est la phase de conversion cellulaire, suivie d’'une prolifération clonale
des cellules initiées. Ce stade correspond a la formation de tumeurs in-situ ou de
dysplasies. L'instabilité génétique favorisant la phase de promotion et de progression
a plusieurs étiologies :

- modifications ADN par insertions et délétions,

- perte d’hétérozygotie,

- réarrangements chromosomiques,

- amplification de genes,

- activation d’'oncogénes et inhibition de génes suppresseurs de tumeurs.
La multiplication des modifications génétiques entraine une « instabilité génétique »
responsable de la progression tumorale. Le cancer devient alors invasif (9).
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2. Physiopathologie de la dissémination métastatique, role

de 'immunité

La troisieme phase de la cancérogenése est I'invasion.

Une néovascularisation est nécessaire pour que la tumeur se développe au dela de
1 a 2 mm, car les besoins métaboliques de celle-ci augmentent. La synthése et la
sécrétion de facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF (vascular endothelial
growth factor) (10) ou la PGE2 (prostaglandine E2) (11) permettent cette

angiogeneése et la constitution d’un réseau vasculaire avec les tissus sains adjacents.

L’invasion tumorale est initialement localisée, puisque contenue par des mécanismes
de résistance de I'hGte de type mécanique ayant une efficacité limitée (paroi des
veinules et canaux lymphatiques du tissu adjacent). Une fois ces barriéres franchies,
'embolisation d’agrégats tumoraux dans la circulation systémique ou dans le circuit
lymphatique fait le lit des métastases ganglionnaires ou a distance. Les cellules
tumorales non détruites par les mécanismes cellulaires de défense de [I'héte
atteignent les capillaires. L'extravasation des emboles tumoraux a partir de ces
capillaires va entrainer une invasion locale de l'organe solide soumis a une
néovascularisation. Ceci explique la constitution de métastases a distance de la

tumeur primitive (12).

La précocité d’apparition des métastases dépend principalement d’'un équilibre entre
le potentiel métastatique propre de la tumeur et les défenses immunitaires de I'héte
selon la théorie du « seed and soil ». Le seed correspond aux cellules métastatiques
ayant passeés les différentes barriéres, le soil correspond au microenvironnement

permettant leur croissance dans les organes cibles (12)(13).

Les cellules tumorales sont initialement détruites par les cellules immunitaires de
I'hote :
- les cellules Natural Killer (NK),
- les lymphocytes T cytotoxiques (reconnaissance d’antigéne de surface pour
certaines tumeurs ou CMH modifie),
- les lymphocytes B,
- les cellules dendritiques et mononucléaires (14).
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Ces cellules sont elle-méme stimulées ou

inhibées par différents facteurs,

notamment les cytokines comme I'lL-2 ayant un rétrocontrdle positif sur les NK.

Les cellules tumorales développent ensuite des résistances permettant leur migration

by

dans les organes a distance de la tumeur primitive : sécrétion de cytokines

immunosuppressives (TGF-béta, IL-10), disparition de molécules de co-stimulation,

arrét de I'expression de molécules HLA 1 ou 2 entrainant une résistance a la lyse par

les LT cytotoxiques.

La figure 1 récapitule les différentes étapes de la cancérogenése.
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Figure 1. Etapes de la cancérogenése et de la dissémination métastatique
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D. Métabolisme énergétique de la cellule cancéreuse,
anesthésiques locaux

1. Métabolisme tumoral

La particularité des cellules a croissance rapide comme les cellules tumorales est
leur capacité a soutenir des taux élevés de glycolyse pour la production d’ATP,
indépendamment de la disponibilité en oxygéne. En effet, les cellules cancéreuses
produisent majoritairement de 'ATP par la voie de la glycolyse (production d’acide
lactique) plutét que par la voie, plus rentable, du cycle de Krebs. Ce phénoméne,
appelé « effet Warburg », décrit pour la premiére fois en 1920, s’expliquerait par une
dysfonction du métabolisme oxydatif mitochondrial (Figure 2).

Tissu différencié Tissu tumoral

@ s
02 / Nz- 02+ i 02-

Glucose Glucose Glucose
‘1’ \ 4 ‘l’
Pyruvate Pyruvate Pyruvate
02 \ 02 5% 95%
Lactate
Lactate
\ 4
CO2 Lactate CO2
Phosphorylation Glycolyse Glycolyse aérobie
oxydative = 36 mol anaérobie = 2 mol (Effet Warburg) = 4
ATP/mol glucose ATP/mol glucose mol ATP / mol glucose

Figure 2. A gauche : production énergétique par le tissu sain (voie de la glycolyse par
le cycle de Krebs et la voie anaérobie). A droite : production énergétique par le tissu
tumoral (glycolyse aérobie et effet Warburg).
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La théorie de Warburg a longtemps été a la base de toutes les recherches sur la

biologie du cancer. D’autres auteurs ont ensuite évoqués la possibilité de

mécanismes associés a celui décrit par Warburg, les dysfonctions de la respiration

mitochondriale n’étant pas retrouvées dans tous les types de tumeurs, ou n’étant

parfois que partielles.

Une revue récente (15) décrit les différentes implications de la mitochondrie dans la

biologie du cancer et les potentielles thérapeutiques qui en découlent :

* Concernant le contenu mitochondrial : une grande hétérogénéité de résultats est

retrouvée selon les types de cellules cancéreuses. En effet TADN mitochondrial

peut étre quantitativement diminué ou augmenté selon les types de tumeurs

étudiées in vivo. Par ailleurs, plusieurs études montrent des altérations du

contenu mitochondrial dans les cellules cancéreuses, pouvant ainsi expliquer des

dysfonctions de I'activité des OXPHOS. Enfin, certaines tumeurs ont une activité

glycolytique diminuée, mais utilisent d’autres voies pour le fonctionnement des

OXPHQOS (par exemple la glutamine).

* Quatre mécanismes expliquant l'utilisation préférentielle de la voie glycolytique ou

de la voie des OXPHOS dans les cellules tumorales sont décrits (Figure 3) :

L’activation ou l'inactivation de pro-oncogénes ou de génes suppresseurs
modifiant I'activité mitochondriale (C-MYC, RAS, OCT1),

Le microenvironnement de la cellule (hypoxie, hypoglycémie) peut induire la
stimulation ou l'inhibition de la respiration mitochondriale, peut stimuler des
voies alternatives a la glycolyse (glutamine, béta-oxydation des acides gras,
métabolisme des acides aminés),

Les variations inter-individuelles du contenu mitochondrial dans les cellules
pré-cancéreuses peuvent expliquer les differences de bioénergétique
cellulaire retrouvées pour le méme type de tumeur chez différents patients,
Enfin les traitements médicamenteux regus peuvent influencer le profil

bioénergétique des cellules cancéreuses.
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Figure 3. D’aprés R. Rossignol (15): Principaux déterminants du métabolisme
énergétique de la cellule cancéreuse. Les cellules cancéreuses peuvent produire
I'ATP par glycolyse seule, par glycolyse et OXPHOS, par OXPHOS seuls ou par
d’autres moyens. Le profil énergétique est défini par la contribution respective de
chaque systeme de production d’ATP et par l'identification du principal substrat
énergétique utilisé par la cellule. La capacité de chaque mécanisme producteur
d’ATP peut étre stimulé ou inhibé par différents facteur : activation d’oncogenes et
inhibition de suppresseurs de tumeurs, la composition du micro-environnement, le
profil des cellules précancéreuses.

Un autre auteur (16) décrit dans une revue le déplacement des voies métaboliques
pour faciliter I'assimilation et lincorporation des éléments nutritifs comme les
nucléotides, les acides aminés et les lipides, nécessaires au développement tumoral.
Malgré I'hnétérogénéité des tumeurs et des mutations responsables de I'apparition de
cellules cancéreuses, seules quelques altérations métaboliques ont pour l'instant été
individualisée, l'importance de leur rble dans la cancérogénese n’étant pas
complétement définie. Sont cités par exemple HIF-1 (Hypoxia-inductible factor 1), c-
Myc, p53, IDH (isocitrate déshydrogénase) ayant un réle dans la régulation de la

glycolyse.
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De multiples mécanismes sont donc impliqués dans le métabolisme tumoral et les
recherches actuelles consistent a définir précisément les cibles des futurs

traitements anti-cancéreux a mettre en ceuvre (Figure 3).

2. Modifications métaboliques provoquées par les

anesthésiques locaux

Les anesthésiques locaux interagissent avec le métabolisme mitochondrial. L’effet
provoqué est une diminution de la synthése d’ATP mitochondrial (17)(18). Plusieurs
mécanismes sont impliqués :
- Le découplage des oxydations phosphorylantes (OXPHOS) (19)(20)(21) et la
diminution de I'efficacité et du rendement des OXPHOS (18),
- La diminution de [lactivitt des enzymes de la chaine respiratoire
mitochondriale (22) et I'inhibition directe de ces enzymes (20),
- L’altération de la structure mitochondriale (18),
- Une diminution du potentiel électrique membranaire de la mitochondrie (18).
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Figure 4. Schéma descriptif de la chaine respiratoire mitochondriale. MME :
membrane mitochondriale externe ; MMI : membrane mitochondriale interne ; EIM :
espace inter-membranaire ; ATPase : ATP synthase ; | a IV : complexes | a IV.
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Une étude expérimentale récente (23) a montré un effet antiprolifératif significatif de
la lévobupivacaine sur les cellules cancéreuses. L’effet antiprolifératif de cet
anesthésique local est corrélé a la dépendance des cellules cancéreuses vis-a-vis de
la glycolyse pour synthétiser 'ATP. Les cellules cancéreuses sont d’autant plus
sensibles a l'effet de la Iévobupivacaine que leur capacité d’oxydation est faible.

II. Chirurgie, anesthésie générale et anesthésiques locaux:
quelles implications en cancérologie ?

A.  Risque métastatique lié a la période péri-opératoire, hors
technique anesthésique

1. Chirurgie, stress et inflammation

Malgré les progrés des thérapeutiques préventives (dépistage, information sur les
facteurs de risque de cancer) et médicales (chimiothérapie, radiothérapie) pour le
traitement du cancer, la chirurgie reste une étape incontournable de la prise en
charge. Mais la chirurgie carcinologique est aussi considérée comme étant une
période a haut risque de dissémination tumorale (24)(25)(26)(27). Plusieurs

mécanismes peuvent I'expliquer :

* Premiérement, l'action mécanique de la chirurgie par persistance de cellules
tumorales sur le foyer chirurgical, effraction vasculaire et libération de cellules
dans la circulation (27)(28). Les cellules tumorales circulantes ont un potentiel
invasif plus élevé, di au relargage de métalloprotéinases et a 'augmentation de

I'expression de molécules d’adhésion sur les cellules tumorales (26)

* Deuxiémement, par les modifications immunologiques :

- L’inflammation provoquée par la chirurgie, voire par certains traitements
meédicaux, et méme par le processus tumoral lui-méme, peut favoriser
'expansion tumorale. L’incision chirurgicale stimule la libération de
substances pro-inflammatoires (bradykinines, leucotrienes, substance P,

histamine, sérotonine, cytokines). La tumeur entraine une inflammation locale

28



et générale par le biais de cytokines, chémokines et prostaglandines (29)(30).

La libération de ces substances entraine une immunosuppression.

- La profondeur de l'immunodépression et donc le risque de récidive
cancéreuse sont corrélés a I'importance du traumatisme chirurgical (31). Des
études ont montré une diminution des récidives de cancer par chirurgie sous

coelioscopie par rapport a la chirurgie par laparotomie (32)(33).

- Il existe une diminution de [l'immunité a médiation cellulaire, avec
principalement une diminution de l'activité des cellules NK (27). La chirurgie
entraine en effet une immunodépression profonde et prolongée pendant
plusieurs jours (34). La diminution de certaines cytokines favorise cette
immunodépression (IL-2, IL-12, IFN gamma) et l'augmentation d’autres
cytokines altére la médiation cellulaire (IL-10). Le nombre de cellules NK,
lymphocytes T cytotoxiques, cellules dendritiques et lymphocytes T helper

diminue alors dans la circulation.

- Le stress généré par l'anxiété et la chirurgie carcinologique est lui méme
responsable de modifications immunologiques (35): diminution de Il'activité
des cellules NK et donc des défenses anti-tumorales, diminution des
lymphocytes T et macrophages, diminution de la phagocytose. Ces
modifications sont modulées par le systeme hypothalamo-hypophysaire
(adrénergique) et le systeme sympathique (26)(36). La libération des
hormones du stress (catécholamines, opioides, glucocorticoides) favorise la
progression tumorale et métastatique (26).

* Enfin, la diminution des facteurs anti-angiogéniques (angiostatine, endostatine)

(37) et 'augmentation de facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF (38),
stimulent 'angiogenése des micro-métastases latentes (26).
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2. Douleur

Plusieurs études expérimentales relatent le réle de la douleur comme facteur

d'immunomodulation voire de potentialisation de la progression tumorale.

La douleur aigue entraine la suppression de l'activité des cellules NK en post-
opératoire chez le rat (39)(40). Par ailleurs, les opioides endogénes libérés lors d’'une

stimulation douloureuse pourraient favoriser la croissance tumorale (41).

L’utilisation d’anesthésiques locaux (39) ou d’anti-inflammatoires (42) pour la
prévention et le traitement de la douleur post-opératoire permettraient de limiter

I’'altération des mécanismes de défenses anti-tumoraux.

3. Hypothermie

Plusieurs études ont montrés l'effet immunodépresseur de I'hypothermie en per-
opératoire : expérimentalement en montrant une diminution de I'activité des cellules
NK et une augmentation de la susceptibilité a développer des métastases (43),
cliniquement en mettant en évidence une augmentation des infections post-
opératoires (44) et des modifications des taux de cytokines (suppression de I'lL-2,
augmentation de I'lL-1) (45).

4. Transfusion

Le réle de la transfusion dans la récidive tumorale post-opératoire est discuté.

Des études ont montré une immunodépression associée a la transfusion (TRIM),
mise en évidence par une diminution de l'activité des cellules NK et de certaines
cytokines (46)(47)(48). La croissance tumorale pourrait aussi étre favorisée par la

transfusion (49) via 'immunosuppression induite.

Certains auteurs ont trouvé une association entre la transfusion péri-opératoire et

'augmentation du risque de récidive des tumeurs (50)(51). Mais il a aussi été montré
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que l'anémie elle-méme est un facteur de mortalité chez les patients atteints de
cancer (52) et on sait que la période péri-opératoire est plus a risque d’anémie.

Il est donc difficile d’affirmer le réle de I'anémie ou de la transfusion sur la récidive
cancéreuse, les 2 paramétres étant intriqués et inter-dépendants, les patients les
plus graves nécessitant probablement plus de transfusions (51).

B. Immunomodulation et modifications liées a I'anesthésie
1. Hypnotiques

a) Intraveineux

e Le thiopental :

Dans une étude expérimentale il induit une diminution de I'activité des cellules NK et
une augmentation des métastases (53).
Mais son réle potentiel comme bloqueur du transport d’eau par les aquaporines

pourrait affecter la migration des cellules cancéreuses (54) (55).

e La kétamine :

Pour Melamed (53) la kétamine a forte dose induit une diminution de 'activité des NK
et favorise les métastases chez le rat.

Mais son utilisation a dose analgésique entrainerait une diminution des métastases
chez les rats opérés et non opérés de tumeurs, malgré une baisse de l'activité des
NK (14).

A dose anti-hyperalgésique, une étude clinique chez des patients non cancéreux
montre une diminution de la libération de cytokines pro-inflammatoires (IL 6 et TNF
alfa) sans modification des taux d’IL 2 (56), limitant donc I'effet immunosuppresseur

de la chirurgie.
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* Le propofol :

Chez le rat, le propofol ne modifie pas l'activité des cellules NK et n’entraine pas
d’augmentation des métastases (53)
De plus, il aurait des effets bénéfiques sur I'immunité en chirurgie carcinologique
dans plusieurs études expérimentales par :

- La suppression de la prolifération et inhibition de la croissance tumorale

(57)(58)(39),

- La limitation de l'invasion tumorale (60)(61),

- L’absence d’effet sur la migration cellulaire (62)(63).
La réponse immune est moins altérée en clinique (patients non cancéreux) par une

anesthésie au propofol qu'avec halogéné (64).

e |’étomidate :

Il aurait des effets pro-apoptotiques et cytotoxiques in vitro sur des cellules
sanguines cancéreuses (65)

b) Gaz Halogénés et N20

e Le protoxyde d’azote :

Dans un essai clinique randomise, l'utilisation de N20O en peropératoire de chirurgie

de cancer du colon n’influence pas la récidive du cancer (66).

e Les halogénés :

Le sévoflurane inhibe la prolifération de plusieurs types de lignées cellulaires
cancéreuses in vitro (67)(68)(69), mais a aussi un effet suppresseur des lymphocytes
T de fagon dose-dépendante (70). Une augmentation du risque métastatique est
constatée pour une chirurgie chez la souris avec sévoflurane sans ALR,

comparativement a une anesthésie avec sévoflurane et analgésie spinale (71).
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L’inflammation engendrée par la chirurgie du cancer du colon n’est pas plus
importante avec du sévoflurane qu’avec du propofol chez la souris (72).

De plus, le sévoflurane et le desflurane limitent I'invasion des cellules cancéreuses
par down-régulation des métalloprotéases (73).

Trés peu de données existent sur le desflurane pourtant trés utilisé en France.

Conclure a I'impact des anesthésiques généraux sur la récidive cancéreuse et les
meétastases semble difficile, la plupart des études étant expérimentales et
s’intéressant principalement a 'immunomodulation. Le propofol se démarque malgré

tout, de nombreuses études montrant un effet neutre sur la récidive cancéreuse.

2. Opioides

La plupart des études montrent que ['utilisation des opiacés entraine une

immunodépression humorale et cellulaire (74) :

Les morphiniques agonistes p (morphine, fentanyl) suppriment 'activité NK de fagon
dose dépendante dans des études expérimentales (75) (40). Les souris dépourvues
de récepteur g ne subissent pas d'immunodépression suite a I'administration de

morphine (76).

Chez I'Homme l'administration de morphiniques entraine aussi une baisse de
'activité de cellules NK (morphine chez le sujet sain, fentanyl a forte dose en
chirurgie carcinologique (77)(75)). Le blocage de ces récepteurs diminue la
progression tumorale et les métastases in vitro (78)(79).

Peu d’études concernent le rémifentanil, qui n’aurait pas d’influence sur I'activité des

NK chez le volontaire sain (80).
Les morphiniques ont aussi une action sur I'angiogenése. Celle-ci est stimulée in

vitro et in vivo par I'administration de morphine dans un modéle expérimental (81). In

vitro I'utilisation de la méthylnaltrexone (antagoniste récepteur py) permet d’inhiber la
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migration et la prolifération des cellules tumorales, en inhibant I'activation des
récepteurs au VEGF (82).

Plusieurs études permettent toutefois de discuter les résultats précédents :

- Dans un modéle de cancer du colon la morphine permet de limiter la migration
tumorale en inhibant les métalloprotéases (83),

- La morphine a dose clinique permet d’induire I'apoptose in vitro sur des
cellules de cancer pulmonaire et des lignées leucémiques (84),

- L’administration de morphine permet de limiter 'immunosuppression liée a la
chirurgie, en limitant I'effet de la douleur (85) et cela de fagon plus efficace en
administration préopératoire chez la souris (86),

- Sur un modeéle de mélanome chez le rat la morphine permet de supprimer la

croissance tumorale et les métastases (87).

L’ensemble de ces données, parfois contradictoires, ne permet pas de conclure sur
le réle potentiel des morphiniques dans la croissance tumorale et I'expansion

meétastatique.

3. Antalgiques

Les principaux antalgiques étudiés pour leur réle interférant avec le cancer sont les

anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).

Les prostaglandines sont issues de la transformation de I'acide arachidonique par les
cyclo-oxygénases 1 et 2. La COX-2 est inductible et est surexprimée dans les
contextes inflammatoires et notamment le cancer.

Elle est impliquée dans l'apoptose et la capacité d’invasion tumorale sur des
modeéles de cancer du colon (88). Les prostaglandines et particulierement la PGE2
activent la réponse inflammatoire et facilitent 'adhésion et I'invasion tumorale sur
plusieurs types de lignées cancéreuses (89). De plus elles inhibent I'activité des NK,
entrainent une régulation négative des cytokines anti-néoplasiques (TNF alfa et INF
gamma) et une régulation positive des cytokines immunosuppressives (IL-10, IL-4,
IL-16) (90) sur des modeles de cancer du sein.
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Par conséquent, l'utilisation d’AINS semble logique pour limiter la progression
tumorale et cette hypothéese est supportée par de nombreuses études.

Une revue de 2011 montre que I'utilisation d’anti-COX au long cours réduit le risque
de cancer (sein, poumon, colon, prostate) (91). Une étude prospective de cohorte
(92) a montré une diminution du risque de développer un cancer du colon chez les
patients ayant regu des anti-inflammatoires. Une méta-analyse de 2009 a montré le
réle positif des AINS permettant de diminuer le risque de cancer du sein, mais les
résultats étaient a la limite de significativité (93).

Ces résultats sont encourageants mais sont a modérer, aucun essai prospectif
randomisé n’ayant été réalisé. De plus, I'utilisation des AINS au long cours peut avoir
des effets indésirables non négligeables, notamment cardiovasculaires, rénaux et
digestifs.

C. Anesthésiques locaux et chirurgie carcinologique : quel réle
dans la prévention de la récidive cancéreuse et la dissémination
métastatique ?

Plusieurs meécanismes pourraient expliquer I'hypothése selon laquelle les
anesthésiques locaux (AL) ont un réle dans la prévention de la récidive cancéreuse

et la dissémination métastatique :

* La limitation de l'effet immunosuppresseur de la chirurgie pourrait diminuer la
réponse neuroendocrine au stress.

* L’effet immunosuppresseur de l'anesthésie pourrait étre réduit par épargne
hypnotique et morphinique.

* Les anesthésiques locaux pourraient avoir un réle direct anti-inflammatoire et

modulateur du métabolisme tumoral.

De nombreuses études ont été réalisées sur le sujet, majoritairement des études

expérimentales ou des études cliniques rétrospectives.
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1. Etudes expérimentales :

a) Activité sur 'immunité :

Deux études réalisées en 1990 sur des cellules de rats sains montrent une
diminution de l'activité des cellules NK incubées dans la lidocaine de fagon dose-
dépendante (94)(95). La lidocaine inhibe I'activité des NK dirigés contre des cellules
leucémiques in vitro (96). En 2002, Krog (97) a montré une diminution de l'activité
des cellules NK de sujets sains lorsqu’elles étaient incubées avec différents AL

(lidocaine, bupivacaine, ropivacaine).

b) Action directe et locale des AL sur la cellule cancéreuse

Plusieurs études in vitro mettent en évidence un effet antiprolifératif des

anesthésiques locaux sur les cellules cancéreuses. Cet effet est constaté sur :

- Des cellules de cancer colique avec la ropivacaine (98),
- Des cellules souches mésenchymateuses avec de la lidocaine, de la
bupivacaine et de la ropivacaine (99),

- Plusieurs types de cellules cancéreuses avec la lévobupivacaine (23).

Différents mécanismes peuvent expliquent les effets des anesthésiques locaux sur la

prolifération tumorale et 'apoptose.

- L’inhibition de récepteurs des facteurs de croissance, étudiée avec la
lidocaine sur des cellules de cancer lingual (100) ou d’ostéosarcome (101),

- La modification des concentrations de calcium intracellulaire, favorisant
I'apoptose sur des cellules de lymphome (102),

- La méthylation de 'ADN par la lidocaine, entrainant un effet suppresseur de
tumeur sur des cellules de cancer du sein (103),

- La diminution de la quantité d’ATP intracellulaire et une altération des
enzymes de la glycolyse, inhibant la viabilité des cellules de mélanome
exposeées a la bupivacaine et la lidocaine (104),
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- Llinhibition de la production énergétique mitochondriale avec la
lévobupivacaine (23),

- L’inhibition de voies de signalisation du développement tumoral et
meétastatique sur des cellules souches mésenchymateuses, avec la

ropivacaine (99).

c) Action indirecte et systémique de I'anesthésie
locorégionale (ALR)

L’ALR peut avoir un effet sur le cancer.

Une anesthésie spinale a la bupivacaine associée a I'AG, chez un modéle murin
pour laparotomie, permet de diminuer de 70% la rétention de cellules tumorales dans
le poumon par rapport a 'anesthésie générale seule (105)

De plus, elle permet de préserver I'activité des cellules NK in vitro de souris ayant été
inoculées avec des cellules métastatiques hépatiques (71).

2. Etudes cliniques :

a) Effets sur I'immunité péri-opératoire

Plusieurs travaux cliniques ont étudié l'effet de I'anesthésie locorégionale sur

immunité péri-opératoire.

En 1990, Salo et al. (106) ont montré, chez des patients non porteurs de cancer
opérés d’'une chirurgie de hanche, que 'ALR ne permet pas de préserver I'activité

NK par rapport a 'AG seule.

En 1996, Koltun et al. (107) ont montré un maintien de I'activit¢ des NK chez les
patients opérés de colectomie sous anesthésie péridurale (APD) comparé a ceux
opérés sous anesthésie générale (AG). La majorité de ces patients étaient opérés

pour un cancer (13 patients sur 20).
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Le bloc paravertébral pour chirurgie de cancer du sein chez des patientes, en
association avec I'AG (propofol) permet de diminuer la prolifération des cellules
cancéreuses (ex vivo) mais pas leur migration, par rapport a une anesthésie

générale seule (sévoflurane et opioide) (108).

Enfin, en chirurgie abdominale chez des patients non cancéreux, 'APD post-
opératoire, par rapport a l'analgésie par opioides, permet une réduction de la
prolifération lymphocytaire et de la réponse pro-inflammatoire, mais sans différence
sur I'activité des cellules NK (supprimée pendant 72 heures).

Une méta-analyse de 2012 qui rassemble ces études ne retrouve pas de différence
d’activité des LT NK selon la technique anesthésique (109).

b) Effets sur la récidive cancéreuse et les métastases :

La plus grande étude clinique rétrospective a été menée sur la chirurgie du
meélanome cutané, sur 4329 patients. L’AG était associée a une baisse de la survie
(RR 1,46) par rapport a l'anesthésie locale lors de la premiére chirurgie du
meélanome (110).

En chirurgie carcinologique du sein, Exadaktylos (111) a montré sur 129 patientes
une diminution du risque de récurrence a 32 mois chez des patientes ayant eu un

bloc paravertébral en plus de 'AG comparativement a I'AG seule (HR 0,21).

Trois études ont comparé la récidive aprés prostatectomie radicale chez les patients
ayant bénéficié ou pas d’APD. Biki (112) met en évidence une diminution du risque
de 57% a 10 ans de ré-ascension du PSA en post-opératoire chez les patients ayant
eu I'APD. Tsui (113) ne met pas en évidence cette différence avec un suivi de 4,5
ans pour le méme critére primaire (PSA). Enfin, Wuethrich (114) montre un effet
protecteur de 'APD sur la progression clinique de la tumeur (HR 0,4) sans impact
sur la mortalité ou le taux de PSA a 5 et 10 ans.
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En chirurgie gynécologique, une étude a comparée la médiane de survie et les
récidives aprés curiethérapie vaginale pour cancer du col de l'utérus, chez 132
patientes ayant bénéficié soit d'une AG soit d’'une rachi-anesthésie (115). Il n’existe
pas de difféerence de mortalité ou de récidive entre les 2 groupes.

Pour la chirurgie du cancer de l'ovaire, 'APD permet de retarder I'apparition des
récidives biologiques (évaluées par le dosage de I’'ACE), uniquement dans le groupe
ayant bénéficie de I'APD en per-opératoire (versus post-opératoire ou PCA
morphine) (116). Dans I'étude de Lin (117), 'AG est associée a un sur-risque de
mortalité (a 3 et 5 ans) par rapport a 'APD (HR 1,21).

En chirurgie digestive, la plupart des études s’intéressent aux potentiels effets de
I'APD dans la récidive, les métastases et la mortalité :

* L’étude de Christopherson (118) sur 177 patients permet de retrouver un bénéfice
de 'APD sur la survie, avant 1,5 ans, chez les patients sans métastases de
cancer colo-rectal. Apres un an et demi et chez les patients avec des métastases,
aucun bénéfice de 'APD n’est retrouvé.

e Sur 669 patients dans 'étude de Gottschalk (119), TAPD ne permet pas de
réduction des récidives a 5 ans, excepté dans le sous groupe des plus de 64 ans.

* Dans I'étude de Gupta (120), la mortalité a 5 ans n’est pas différente dans le
groupe APD par rapport a I'AG seule, pour les cancers coliques et du rectum.

* En chirurgie abdominale carcinologique (toutes spécialités confondues), 'APD ne
permet pas de réduire la récidive tumorale ou la mortalité a 5 ans dans I'étude de
Myles (121).

L’hétérogénéité de ces résultats peut s’expliquer notamment par la méthodologie
employée, les parametres suivis et les différents modeles de cancers.
Les résultats de ces études sont résumeés dans les tableaux 1 et 2.
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Tableau 1. Etudes cliniques rétrospectives chirurgie non digestive

Auteur Nombre Chirurgie Comparaison Critére Résultats
patients principal
Schlagenhauff 4329 Mélanome AG vs Survie AL>AG
et al (110)
AL
Exadaktylos 129 Mastectomie AG+PCA vs Récidive Avant 36 mois
et al (111)
+/- curage AG+bloc PV 2,5-4ans AG+BPV>AG
Biki et al (112) 225 Prostatectomie AG+PCA vs Récidive AG+APD>AG
radicale PSA a 10
AG+APD ans
Tsui et al 99 Prostatectomie AG+PCA vs Récidive NS
(113) radicale PSA a4,5
AG+APD ans
Wuethrich et 261 Prostatectomie AG+PCA vs Récidive AG+APD>AG
al (114) clinique et
AG+APD PSA (5-10
ans)
Ismail et al 132 Curiethérapie  AG vs Médiane NS
(115) pour  cancer survie,
col utérus RA récidive
De Oliveiraet 182 Chirurgie AG+PCA vs Récidive AG+APD
al (116) cancer ovaire biologique perop>AG+APD
AG+APD 4 ans post-op ou AG
Linetal (117) 143 Cancer ovaire AG vs Mortalit¢ 3 APD>AG
et 5 ans
APD

AG : anesthésie générale; PCA : PCA morphine; bloc PV : bloc paravertébral; APD :
anesthésie péridurale ; PSA : prostate spécific antigen ; NS : non significatif ; vs : versus
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Tableau 2. Etudes cliniques rétrospectives en chirurgie digestive

Auteurs Nombre Chirurgie Comparaison Critére Résultats
patients principal
Christopherson 177 Cancer colon AG+PCA vs Survie a NS
et al (118) 10 ans
AG+APD
Gottschalk et 669 Cancercolo- AGvs Récidive NS
al (119) rectal
AG+APD abans
Gupta et al 655 Cancer AG+PCA vs  Mortalité Rectum :
(120) colorectal
AG+APD ab5ans APD>AG
Colon : NS
Myles et al 446 Chirurgie AG+PCA vs Récidive NS
(121) abdominale ou déceés
carcinologique AG+APD 15et5
ans

AG : anesthésie générale ; PCA : PCA morphine; APD : anesthésie péridurale ; NS : non
significatif ; vs : versus

c) Etudes cliniques prospectives :

Au moins deux essais cliniques multicentriques sont en cours avec pour objectif
d’analyser la récurrence du cancer : 'un concerne le cancer du sein avec ou sans
bloc paravertébral (Outcomes Research Consortium, Cleveland Clinic, USA,
NCTOO418457) (122), lautre le cancer colorectal avec ou sans APD
(NCT00684229). Les premiers résultats sont attendus fin 2013.
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D. Conclusion :

Les cancers épidermoides cutanés, tres fréquents, ont un potentiel métastatique. lls
sont responsables d’'une mortalité faible mais non négligeable. Ce type de cancer est

reproductible sur des modeles murins.

L’anesthésie peut interagir a différents niveaux sur la récidive tumorale. L'anesthésie
générale aurait plutdt un réle sur 'immunité anti-tumorale, I'anesthésie loco-régionale

entrainerait des modifications sur 'immunité et sur la migration cellulaire tumorale.

Les anesthésiques locaux ont aussi des effets directs sur le métabolisme
energétique cellulaire et peuvent donc entrainer des modifications sur des cellules
tumorales. Des études in vitro ont montré une influence des anesthésiques locaux
sur la prolifération cellulaire. Les études ont majoritairement comparées I'anesthésie

générale a I'anesthésie locorégionale ou locale de fagon rétrospective.

Aucune étude n’a évalué a ce jour I'impact macroscopique in vivo d’'une anesthésie

locale par infusion continue sur des cellules tumorales.
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DEUXIEME PARTIE

III. Introduction:

Les anesthésiques locaux interagissent avec des enzymes clefs du métabolisme
énergétique cellulaire et pourraient ainsi modifier les récidives locales de tumeurs.
Nous posons I'hypothése que cette action repose sur la bioénergétique remaniée
des tumeurs, notamment l'effet Warburg. Des études expérimentales ont révelé un
effet antiprolifératif des anesthésiques locaux (23) sur plusieurs types de cellules
cancéreuses sans toutefois expliquer le mécanisme moléculaire impliqué. L'objectif
de notre travail était d’étudier cette hypothése d’'un effet anti-récidive de la
lévobupivacaine sur les tumeurs cutanées de souris (type squamous cutaneous

carcinoma).
Pour cela nous avions plusieurs objectifs :

- Décrire la mise au point du modéle murin permettant I'expérimentation,
- Montrer que la Iévobupivaine en infusion continue sur cathéter sous cutanée,
apres exérese de carcinome épidermoide cutané sur modéle murin, permet

de diminuer le volume de la récidive tumorale,

- Evaluer I'effet sur le nombre de récidives tumorales locales.
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IV. METHODE

A.  Typed’étude, autorisations

Cette étude expérimentale a été menée entre Janvier et Aolt 2012 a I'Université
Bordeaux Segalen (EA4576 MRGM - Maladies Rares : génétique et métabolisme et
INSERM U876), en respectant les directives officielles du ministére Frangais de
I’Agriculture et les recommandations de la déclaration d’Helsinki. Ces expérimentations
ont été réalisées dans un laboratoire agréé sous la supervision d’un chercheur autorisé
(K.N-G, autorisation 33 06 010).

Le projet a été financé par la Bourse contrat de Recherche de la Société Frangaise
d’Anesthésie Réanimation (SFAR).

B.  Technique d’irradiation

Il s’agit d’'une étude sur modéle murin. Nous avons utilisé des souris femelles SKH-1
hairless mice immunocompétentes fournies par les laboratoires Charles River

(France).

40 souris ont été photo-exposées aux UVB pendant 6 mois par un irradiateur
(Daavlin©), a raison de 3 irradiations de 150J/cm-2 durant 10 minutes par semaine.
L’irradiation était réalisée dans des boites spécifiques limitant le mouvement des

animaux, afin de n’irradier que leur dos.

La procédure était répétée jusqu’a obtention d’au moins une tumeur cutanée de type
SCC dont le diamétre était supérieur a 2 mm.

C. Inclusions

Les souris ayant au moins une tumeur de plus de 2mm pouvaient étre incluses dans

le protocole et randomisées. Cette limite de 2mm de diamétre correspond a la taille
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au-dela de laquelle la tumeur peut étre considérée comme étant un carcinome

épidermoide cutané (SCC).

Les souris ont été randomisées par un méme opérateur en fonction de la taille et du

nombre des tumeurs en 3 groupes :

groupe Sérum Salé Isotonique (SSI) avec chirurgie et cathéter,
groupe Lévobupivacaine (L) avec chirurgie et cathéter,
Groupe Chirurgie seule (C).

D. Description de la technique expérimentale :

Pour toutes les manipulations les souris étaient anesthésiées par isoflurane.

Figure 4. Anesthésie générale de la souris.

Dans chaque groupe les souris ont bénéficié :

D’une pesée initiale et d’'une pesée tous les 7 jours jusqu’a la fin de
I'expérimentation,

D’un compte et d’'une mesure des tumeurs cutanées par le méme opérateur,
aveugle de la randomisation tout au long de I'expérimentation,

D’une exérese chirurgicale des tumeurs par un unique opérateur différent du
premier,

D’une infiltration locale au niveau des berges des incisions chirurgicales par le

produit attribué au groupe (sauf groupe chirurgie),
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De la mise en place d’un cathéter multi-perforé (Painfusor catheter perforé sur
15cm, Baxter®©, Italie, AMARO-UD) raccordé a une pompe osmotique (Alzet®
mini-osmotic pump model 2001) permettant une infiltration cicatricielle
continue (perfusion de 1ul/h pendant 7 jours) (sauf groupe chirurgie),

D’une antibioprophylaxie.

Le compte des tumeurs et leurs mesures (Figure 5) a été réalisé sous anesthésie

générale avant chirurgie. Leur répartition était cartographiée par 'opérateur mesurant

les tumeurs sur un schéma, puis la souris était photographiée.

Figure 5. Technique de mesure des tumeurs

La procédure de I'exérese chirurgicale était la suivante :

La souris était anesthésiée, sur un support chauffant limitant I'hnypothermie
L’opérateur était en condition propre (gants stériles, outils stérilisés),

Une antibioprophylaxie par Borgal 24% (Triméthoprime et sulfadoxine) était
réalisée a la posologie de 45uL par souris en intrapéritonéal (soit 600ug de
sulfadoxine et 120ug de triméthoprime, posologies recommandées en
médecine vétérinaire),

Une ou plusieurs incisions étaient réalisées sur le dos des souris pour
'exérése des tumeurs, avec comme objectif 'obtention des marges d’exérése

macroscopiquement saines,
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- Les tumeurs prélevées étaient ensuite numérotées et réparties pour une
analyse anatomopathologique et histochimique ultérieure. Un fragment de

peau saine était aussi préleveé pour ces analyses.

Figure 6. Technique d'infiltration sous cutanée avant suture des berges.

Les berges tumorales étaient infiltrées par Lévobupivacaine (max 3mg/kg de
lévobupivaine 0.25mg/ml soit entre 300 et 400 uL par souris d’environ 30g), ou

sérum physiologique (300uL) en fonction de la randomisation (Figure 6).

Les cathéters mutliperforés étaient adaptés a une mini-pompe osmotique la veille de
la chirurgie. Les pompes étaient alors amorcées dans un incubateur a 37°C, selon
les recommandations du constructeur (Figure 7). La manipulation était réalisée en
conditions stériles, sous chambre a flux positif. Les pompes étaient remplies de
sérum physiologique ou de lévobupivacaine en fonction de la randomisation des
souris a opérer. Leur contenance était de 230 pL, débit moyen de 0,98ulL/h. La
concentration de Iévobupivacaine était de 5 mg/ml. Les cathéters étaient raccourcis
(12 cm) afin de limiter le risque de lésion traumatique chez la souris et de limiter la

géne lors de ses déplacements.
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Figure 7. Technique de montage du cathéter pour incubation.

Aprés I'exérése des tumeurs et l'infiltration, le cathéter raccordé a la pompe était mis
en place en sous cutané sur la partie dorsale de la souris, a I'aide d’'un introducteur
fourni avec le cathéter (Figure 8). La pompe était positionnée sur le flanc afin de
limiter la géne au déplacement de l'animal. Aprés pose du cathéter, les sutures
étaient réalisées avec du fil résorbable 6-0.

Figure 8. Technique de pose du cathéter post-opératoire.
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Les cathéters étaient retirés a J7 sous anesthésie générale. Les souris étaient
surveillées pendant 28 jours apres la chirurgie. Durant cette période, la mesure des
récidives tumorales était effectuée a J7, J14, J21, J28, de fagon aveugle au

traitement.

Le bien-étre des souris était évalué par leur poids, elles étaient exclues de I'étude si

la perte de poids sur la période des 28 jours était supérieure a 20% du poids initial.

Des prélevements sanguins étaient réalisés a JO (avant chirurgie) puis a J1, J14,
J28.

A la fin des 28 jours les souris étaient euthanasiées.

La figure 9 reprend les différentes étapes de I'expérimentation en fonction de la

chronologie.

- Inclusion - Pesée - Pesée - Pesée - Pesée

- Mesures et - Prélevement - Mesure - Mesure - Mesure et

compte des sang et compte et compte compte des

tumeurs - Retrait des des tumeurs
Irradiation - Pesée cathéter tumeurs tumeurs - Prélévement

- Prélévement sang

sang - Euthanasie des
- Chirurgie +/- souris

pose cathéter

Figure 9. Etapes de I'expérimentation

E.  Calcul du volume tumoral et compte des tumeurs

Seules les tumeurs de plus de 2mm étaient prises en compte dans les calculs, ce
cut-off correspondant a la taille au-dela de laquelle la tumeur est considérée comme
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étant un SCC. Les tumeurs étaient comptées pour chaque souris et le volume

tumoral de chaque tumeur calculé par la formule suivante :
V= [m (W/2)2 (L-W)] + [4/3 T (W/2)3]

V= volume en mm3, W= diametre le plus court de la tumeur, L= diametre le plus long
de la tumeur
Le volume tumoral total (VTT), addition de 'ensemble du volume des tumeurs dans

chaque groupe, était ensuite calculé.

Ces calculs et mesures étaient réalisés a JO, J14, J21 et J28.

F. Test statistiques

Les résultats descriptifs des volumes tumoraux et du nombre de tumeurs sont

exprimés en médiane et interquartiles [25-75].

Pour I'analyse des volumes tumoraux et du nombre de tumeurs, différents tests ont

été utilisés :

- Un test de Kruskal-Wallis a été réalisé afin de déterminer si les souris étaient
différentes a JO, J14, J21 et J28 dans chaque groupe (p<0,05)

- Un test de comparaisons multiples appariées (Student-Newman-Keuls) a été
réalisé pour compléter le test précédent et rechercher une différence avant et
aprés traitement dans le méme groupe (p<0,05)

- Enfin un test de Mann-Whitney a été effectué a JO, J14, J21, J28 pour
rechercher une différence entre le groupe L et le groupe SSI (p<0,05) mais
aussi une différence entre le groupe SSI et le Chirurgie.
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V. RESULTATS

A.  Modele expérimental

Le modéle a pu étre mis au point apres des tests effectués sur les 5 premiéres souris
(observation de I'évolution des tumeurs, anesthésie, chirurgie, pose de cathéter,
positionnement de la pompe osmotique). 2 souris sont mortes au cours des

irradiations donc avant l'inclusion dans le protocole.

B. Inclusion et exclusion :

33 souris ont été randomisées.
4 souris ont été exclues :
- Une souris est morte a J7, probablement suite a une hémorragie chirurgicale
non compenseée (groupe lévobubivacaine)
- Une souris a été exclue car le cathéter a perforé la peau et n’était donc plus
fonctionnel (groupe Iévobupivacaine)
- Deux souris ont été exclues suite a une déviance de protocole (probleme de
mesure des tumeurs car décalage de 7 jours par rapport au protocole)

(groupe lévobupivacaine)

29 souris ont donc été incluses.

11 souris ont été incluses dans le groupe lévobupivacaine, 11 dans le groupe sérum

salé isotonique, 7 dans le groupe chirurgie.
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33 souris
randomisées

4 exclues
- 1 morte
- un probléme
de cathéter
2| _ 2 erreurs de

mesure

\7
29 souris incluses

v
7 souris groupe C 11 souris groupe SSI

11 souris groupe L

Figure 10. Diagramme de flux.

C. Concernant les volumes tumoraux :

1. Statistiques descriptives

a) Groupe Lévobupivacaine

Les données concernant les volumes tumoraux du groupe L sont rapportées dans le

tableau 3.

Donnée JO J14 J21 J28

calculée

Médiane 30,5 0 9,2 39,3

[}
E ¢ 25% 23,9 0 0 13,1
S £
> 75% 47,9 5,6 24 53,1

Tableau 3. Médianes et quartiles des volumes tumoraux, groupe L.
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Il existe une différence significative entre les médianes des volumes aux différents
temps de I'étude (Kruskall Wallis, p<0,001).

Il existe une différence significative entre les volumes entre JO et J14, JO et J21, J14
et J21, J14 et J28, J21 et J28 (Test Student-Newman-Keuls, p<0,05).

Il n’existe pas de différence significative entre les médianes des volumes a JO et J28

dans le groupe L (p>0,05).

b) Groupe sérum salé isotonique

Les données concernant les volumes tumoraux du groupe SSI sont rapportées dans
le tableau 4.

Donnée JO J14 J21 J28
calculée
Médiane 39,5 10,5 35,6 80,6
§ 2 25% 11,5 0,0 19,0 42,0
S E 75% 47,9 22,4 63,8 190,7

Tableau 4. Médianes et quartiles des volumes tumoraux, groupes SSI.

Il existe une différence significative entre les médianes aux différents temps de
I'étude (Kruskall Wallis, p<0,001).

Il existe une différence significative entre les volumes a JO et J14, J14 et J21, J14 et
J28, J21 et J28 et JO et J28 (Test Student-Newman-Keuls, p<0,05).

Il n’existe pas de différence significative de volume entre JO et J21 (p>0,05).

c) Groupe chirurgie

Les données concernant les volumes tumoraux du groupe C sont rapportées dans le
tableau 5.
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Donnée JO J14 J21 J28

calculée
Médiane 61,1 0,0 17,1 59,3
§ 2 25% 3,2 0,0 14,7 33,9
S E 75% 87,4 19,0 42,3 268,6

Tableau 5. Médianes et quartiles des volumes tumoraux, groupe chirurgie.

Il existe une différence significative entre les médianes aux différents temps de

I'étude (Kruskall Wallis, p=0,042).

Il existe une différence significative entre les volumes a JO et J14, J14 et J28

(p<0,05).

Il n'est pas mis en évidence de différence significative entre les volumes tumoraux

dans les autres cas (p>0,05).

2. Comparaison des volumes tumoraux entre les groupes

Chirurgie et SSI

Les données concernant la comparaison des volumes tumoraux entre SSI et C sont

rapportées dans le tableau 6.

Groupe N Médiane 25% 75%
SSI J28 11 80,6 42,0 190,7
C J28 7 59,3 33,9 268,6

Tableau 6. Médianes et quartiles des volumes tumoraux (mm3) a J28 dans les
groupes SSl et C.

Il n’existe pas de différence entre les volumes des groupes chirurgie et SSI a J28
(p=0,928).
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3. Comparaison des volumes tumoraux entre les groupes L

et SSI

Les données concernant la comparaison entre les volumes tumoraux entre les

groupes L et SSI a JO, J14, J21 et J28 sont rapportées dans les tableaux 7, 8, 9.

Groupe N Médiane 25% 75%
SS1J0 11 39,500 11,500 47,900
L Jo 11 30,500 23,900 47,900

Tableau 7. Médianes et quartiles volumes tumoraux (mm3) a JO dans les groupes
SSletL.

A JO ne peut pas conclure a une différence significative entre le groupe SSl et le
groupe L (p=0,870).

Groupe N Médiane 25% 75%
SS1J15 11 10,500 0,000 22,400
L J15 11 0,000 0,000 5,600

Tableau 8. Médianes et quartiles volumes tumoraux (mm3) a J14 dans les groupes
SSletL.

A J14, on ne met pas en évidence de différence significative entre les volumes
meédian du groupe SSI et du groupe L (p=0,099).

Groupe N Médiane 25% 75%
SS1J21 11 35,600 19,000 63,800
L J21 11 9,200 0,000 24,000

Tableau 9. Médianes et quartiles volumes tumoraux (mm3) a J21 dans les groupes
SSletL.
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A J21, les volumes tumoraux sont significativement inférieurs dans le groupe

lévobupivacaine (p=0,009).

Groupe N Médiane 25% 75%
SS1J28 11 80,600 42,000 190,700
L J28 11 39,300 13,100 53,100

Tableau 10. Médianes et quartiles volumes tumoraux (mm3) a J28 dans les groupes
SSletL.

A J28, les volumes tumoraux sont significativement inférieurs dans le groupe

lévobupivacaine (p=0,023).

D. Concernant le nombre de tumeurs

1. Statistiques descriptives

a) Groupe lévobupivacaine

Les données concernant le nombre de tumeurs du groupe L sont rapportées dans le
tableau 11.

Donnée JO J14 J21 J28
calculée
Médiane 3 0 1 3
o ®
s é 25% 2 0 0 2
(<]
z 2 75% 6 1 3 5

Tableau 11. Médianes et quartiles, nombre de tumeurs groupe L.

Il existe une différence significative entre les médianes des groupes (p<0,001).
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Il existe une différence significative entre le nombre du tumeur a JO et J14, JO et J21,
J14 et J21, J14 et J28, J21 et J28 (<0,05).

Il n’existe pas de différence significative entre le nombre de tumeurs a JO et J28 dans

le groupe L (p= 0,05).

b) Groupe sérum physiologique

Les données concernant le nombre de tumeurs dans le groupe SSI sont rapportées
dans le tableau 12.

Donnée JO J14 J21 J28
calculée
Médiane 4 1 3 4
(I
g g 25% 1 0 2 3
e}
z 3 75% 5 2 4 6

Tableau 12. Médianes et quartiles du nombre de tumeurs, groupe SSI.

Il existe une différence significative entre les médianes des groupes (p<0,001).

Il existe une différence significative entre les médianes a JO et J14, J14 et J21, J14
et J28 (p<0,05).

Il n'existe pas de différence entre les médianes a J21 et J28, JO et J21 ainsi qu’entre
JO et J28 (p>0,05).

c) Groupe Chirurgie

Les données concernant le nombre de tumeurs dans le groupe C sont rapportées
dans le tableau 13.

Il n'existe pas de différence significative entre les médianes aux différents temps de
I'étude (p=0,057).
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Donnée JO J14 J21 J28

calculée
Médiane 2 0 2 4
(I
g g 25% 1 0 0 3
e}
z 3 75% 3 3 4 6

Tableau 13. Médianes et quartiles du nombre de tumeurs, groupe C.

2. Comparaison du nombre de tumeurs entre les 2 groupes

L et SSI

Les données concernant la comparaison du nombre de tumeurs entre les groupes L
et SSI sont rapportées dans les tableaux 14 et 15.

Groupe N Médiane 25% 75%
SS1J0 11 4,000 1,000 5,000
L Jo 11 3,000 2,000 6,000

Tableau 14. Médianes et quartiles du nombre de tumeurs a JO dans les groupes SSI
etL.

Le nombre de tumeurs dans les 2 groupes n’est pas significativement différent a JO
(p=0,920).

Groupe N Médiane 25% 75%
NPHYD28 11 4,000 3,000 6,000
NALD28 11 3,000 2,000 5,000

Tableau 15. Médianes et quartiles du nombre de tumeurs a J28 dans les groupes
SSletL.

Il Nest pas retrouvé de différence significative du nombre de tumeurs entre les 2
groupes a J14 (p=0,211), J21 (p=0,054) et J28 (p=0,171).
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VI. DISCUSSION

A.  Résultat principal

L’administration en infiltration continue (7 jours) de la cicatrice chirurgicale par de la
lévobupivacaine réduit significativement le volume des récidives tumorales de cancer
cutané épidermoide cutané (SCC) chez la souris, par rapport a I'administration de
sérum physiologique. Cela est constaté a J21 et J28 aprés exérése tumorale.

B. Résultat secondaire

Le nombre de récidives tumorales n’est pas différent avec I'administration de

lévobupivacaine par rapport au sérum physiologique a J21 et J28 post-opératoire.

C. Validité externe et contexte

Nos résultats concordent avec plusieurs études expérimentales montrant un effet
antiprolifératif des anesthésiques locaux sur les cellules cancéreuses
(23)(100)(98)(104)(99) in vitro. Ce travail s’inscrit dans une dynamique de recherche
concernant [|'évaluation des effets des anesthésiques locaux sur la cellule
cancéreuse. |l vient compléter les études préliminaires in vitro (23) et a permis le

dépot d’un brevet via la cellule de valorisation de 'INSERM (Annexe 1).

L’action directe de la lIévobupivacaine sur les berges des cicatrices chirurgicales de
tumeur, et cela de fagon continue pendant une semaine, peut permettre d’expliquer
nos résultats. L’effet observé s’explique probablement par un ralentissement de la
prolifération tumorale des récidives locales de SCC, sans arrét complet de celle-ci.
On constate que le volume tumoral 28 jours apres la chirurgie revient au méme
niveau que le volume avant chirurgie dans le groupe traité tandis qu'il est plus élevé

dans le groupe contréle.

Les études utilisant des cathéters avec administration continue pendant plusieurs
jours concernent l'anesthésie loco-régionale et non [linfiltration de la cicatrice

chirurgicale. Le mécanisme d’action sur l'effet limitant la récidive cancéreuse est
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donc potentiellement différent de celui suggéré dans notre étude, qui s’appuie sur
une modification de la bioénergétique des cellules tumorales.

Une action systémique (indirecte) de l'anesthésique local ne peut toutefois étre
exclue étant donné I'administration prolongée et la diffusion sous cutanée du produit.
Un effet anti-prolifératif lie a des modifications immunitaires chez les souris pourrait
donc étre impliqué dans la diminution de la récidive cancéreuse, rapprochant nos
résultats des études utilisant 'ALR (71)(107)(105).

D. Limites

Notre étude présente certaines limites :

- L’absence de diminution du nombre de récidives n’a pas pu étre démontrée,

- Un seul type histologique de tumeur a été étudié sur I'animal,

- Un seul type d’anesthésique local a été utilisé,

- Le nombre de souris dans le groupe chirurgie était moins important que dans
les deux autres groupes. Le résultat de la comparaison entre le groupe sérum
physiologique et chirurgie est donc a modeérer,

- Toutes les souris ont été anesthésiées pour les manipulations, ne permettant
pas dans ce cas une comparaison entre anesthésie locale prolongée pure et
anesthésie générale seule,

- La méthode de comparaison peut étre discutée du fait d’'une estimation par
calcul du volume tumoral total. En effet, seule la mesure de la partie visible de

la tumeur a été réalisée, puis le volume a été estimé a partir de cette mesure.

E. Perspectives

L’extension de la technique a d’autres types de cancers et a d’autres organes doit
étre étudiée afin d’en évaluer l'impact. En effet, il existe une grande variabilité de
profils du métabolisme énergétique entre les types histologiques de tumeurs in vitro
et in vivo (15). Par conséquent, le mécanisme d’action mitochondrial évoqué pour
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expliquer I'action de la lévobupivacaine sur le SCC dans notre étude n’est pas
forcement reproductible sur tous les modéles de tumeurs. Une publication préalable
sous forme de brevet de notre groupe de travail a permis de montrer un effet de la
lévobupivacaine sur les cellules cancéreuses de prostate. Mais afin d’étendre les
éventuelles indications de [l'utilisation des AL en cancérologie, chaque type de

tumeur devra étre évalué sur des modeles in vivo.

La réalisation pratique de ce modéle sur cancer cutané permettait un accés simple a
la tumeur. Il faudrait probablement envisager des gels avec diffusion prolongée d’AL
associé a un autre agent de chimiothérapie pour les tumeurs situées en profondeur

dans d’autres organes.

Si ces résultats venaient a se confirmer en clinique, les applications en cancérologie
et en anesthésie pourraient étre multiples. Les patients opérés de cancers
spinocellulaires évolués, métastatiques ou non, pourraient bénéficier de cathéters
péri-cicatriciels avec un possible impact sur les récidives locales voire les
meétastases a distance. La place de l'anesthésie et le choix de la technique
anesthésique pour certaines chirurgies de cancer pourraient prendre une part plus
importante dans le procédé thérapeutique du cancer et les perspectives
pronostiques. De plus, des résultats positifs permettraient de renforcer le réle de
'ALR et ainsi limiter en conséquence le recours a une anesthésie générale, parfois
délétére et non nécessaire, comme en témoigne les différentes études sur le
potentiel immuno-déprimant de celle-ci. Toutefois, aucune augmentation du risque

meétastatique n’a été formellement identifiée avec I'anesthésie générale.

Il est donc nécessaire de réaliser des essais cliniques afin de confirmer ces données

chez 'Homme et d’étendre ces recherches a d’autres types de tumeurs.

Au moins deux essais cliniques multicentriques sont en cours avec pour objectif
d’analyser la récurrence du cancer : 'un concerne le cancer du sein avec ou sans
bloc paravertébral associé a I'anesthésie générale (Outcomes Research Consortium,
Cleveland Clinic, USA, NCTOO418457) (122), 'autre le cancer colorectal avec ou
sans anesthésie péridurale (NCT00684229). Plus de 1000 patients doivent étre
inclus dans chaque essai. Les premiers résultats sont attendus fin 2013.
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En attendant ces résultats, nous devons garder a I'esprit que 'ALR a un effet majeur
et direct sur la réhabilitation précoce postopératoire. De plus, elle diminue l'incidence
des douleurs chroniques (123)(124). Pour ces simples raisons, nous devons

promouvoir les techniques d’ALR en période postopératoire.

VII. CONCLUSION

L’infiltration cicatricielle continue prolongée durant 7 jours de lévobupivacaine réduit
la taille des récidives tumorales cutanées post-opératoires chez les souris SKH-1.
Cet effet peut étre expliqué par des modifications de profii du métabolisme
énergétique des tumeurs exposées a la Iévobupivacaine. Les implications de ces
données sont multiples dans le domaine de la cancérologie et de I'anesthésie. Des

études cliniques sont nécessaires pour confirmer ces résultats.
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RESUME : L’infiltration cicatricielle continue de lévobupivacaine chez les souris porteuses de
tumeurs cutanées modifie les récidives tumorales

Introduction: Les anesthésiques locaux (AL) interagissent avec des enzymes clefs du métabolisme
énergetique cellulaire et pourraient ainsi modifier les récidives locales des tumeurs. Nous posons
I’hypothése que la spécificité de cette action repose sur la bioénergétique remaniée des tumeurs. Des
etudes expérimentales ont révélé un effet antiprolifératif des AL sur plusieurs types de cellules cancéreuses
sans toutefois expliquer le mécanisme moléculaire impliqué. L’objectif de notre étude était d’évaluer cette
hypothése d’un effet anti-récidive de la |évobupivacaine (L) sur des tumeurs cutanées de souris (squamous
cutaneous carcinoma, SCC). Matériel et Méthodes: Des souris SKH-1 hairless immunocompétentes ont
eté exposées aux UVB jusqu’a obtention d’au moins une tumeur cutanée type SCC. Les souris ont été
randomisées en trois groupes: Groupe L, Groupe SSI, Groupe Chirurgie. Dans chaque groupe, les souris
ont bénéficié :i) d’'un comptage et d’'une mesure du volume tumoral total (VTT) des tumeurs cutanées, ii)
d’'une exérése chirurgicale des tumeurs, iii) d’'une infiltration locale au niveau des berges des incisions
chirurgicales, iv) de la mise en place d'un cathéter multiperforé raccordé a une pompe osmotique
permettant une infiltration cicatricielle continue pendant 7 jours. Dans le groupe L, linfiltration était réalisée
avec de la lévobupivacaine. Du sérum salé isotonique remplacait la Iévobupivacaine dans le groupe SSI.
Les pompes et cathéters d'infiltration ont été enlevés sous sédation par isoflurane aprés 7 jours
d’infiltration. Les souris ont été surveillées durant 28 jours aprés la chirurgie. Les récidives des tumeurs
cutanées ont été comptées et le VTT mesuré tous les 7 jours, en aveugle du traitement (J7, J14, J21, et
J28). Les résultats sont exprimés en médiane [25% 75%] et la significativité était évaluée par le test de
Mann Whitney, avec p<0,05 considéré significatif. Résultats: 29 souris ont été incluses : 11 dans le groupe
L, 11 dans le groupe SSI, 6 dans le groupe Chirurgie. A JO, le nombre de tumeurs et le VTT ne sont pas
significativement différents entre les groupes. A J28, le VTT est significativement inférieur dans le groupe L
(39.3 [13,1-53,1] mm3) par rapport au groupe SSI (80,6 [42,0-190,7] mm3) (p=0,023), de méme qu’a J21
(p=0.009). Le VTT a J28 n’est pas différents entre le groupe C et le groupe SSI (p=0.928). Il n’y a pas de
différence significative entre les groupes concernant le nombre de tumeurs. Discussion: L'infiltration
cicatricielle continue prolongée durant 7 jours de lévobupivacaine réduit la taille des récidives tumorales
cutanées post-opératoires chez la souris SKH-1. Des études cliniques sont nécessaires pour confirmer ces
résultats.

ABSTRACT: Scar continuous infiltration of levobupivacaine in mice with cutaneous tumors alter
tumoral recurrences

Introduction: Local anaesthetics (LA) interact with the cellular energetic metabolism enzymes and could
modify the local recurrences of tumours. We formulate the hypothesis that the specificity of this action lies
on the rearranged bioenergetics of tumours. Experimental studies have showed an anti-proliferative activity
of LA on different cancer cell types, but without explanations of the mechanism involved. The purpose of the
study was to assess the hypothesis of an anti-recurrence effect of levobupivacaine on mice squamous
cutaneous carcinoma (SCC). Methods: SKH-1 hairless immunocompetent mice have been exposed to
UVB until obtaining at least one SCC tumour. Mice have been randomised in three groups: L
(levobupivacaine), ISS (isotonic saline solution), S (surgery). Each group get i) a count and a measurement
of tumour total volume (TTV) of cutaneous tumours, ii) a surgical excision of the tumours, iii) a local
infiltration on the surgical scars, iv) an implementation of a multiperforated catheter supply by an osmotic
pump for a continuous scar infiltration during 7 days. In the L group, this infiltration was done with
levobupivacaine. Isotonic saline solution replaced levobupivacaine in the ISS group. Pumps and catheters
were taken out under sedation after seven days of infiltration. Mice have been observed during 28 days
after surgery. Cutaneous tumours recurrences have been counted and the TTV was calculated every seven
days, blind of treatment (D7, D14, D21, D28). Results are denominated in median (25-75%) and
significance was assess by Mann-Whitney test, with a p<0,05 threshold.: Results: 29 mice have been
inclusive: 11 in the L group, 11 in the ISS group, 6 in the S group. At DO, the number of tumors and the TTV
were not significantly different between groups. At D28, TTV was smaller in the L group (39.3 [13,1-53,1]
mm3) than in the ISS group (80,6 [42,0-190,7] mm3) (p=0,023), likewise at D21 (p=0,009). The D28 TTV
was not different beetween C group and SSI group (p=0,928). There is no difference beetween groups
regarding the number of tumors. Discussion: Continuous scar infiltration during 7 days with
levobupivacaine reduces the cutaneous tumours recurrences after surgery in SKH-1 mice. Clinical studies
are necessary to confirm this result.

Mots clefs/key words: anesthésiques locaux/ local anaesthetics; levobupivacaine; cancer spinocellulaire/
squamous cutaneous carcinoma; bioenergétique des tumeurs/cancer cell bioenergetics.
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