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Résumé

Les tendinopathies sont fréquentes et entrainent une diminution de la qualité¢ de la vie a
long terme. Les connaissances des événements physiopathologiques suivant un
traumatisme tendineux sont toutefois parcimonieuses. Conséquemment, peu ou pas de
stratégies thérapeutiques permettent d’en accélérer le processus de réparation. Le but de
cette thése était donc d’explorer les mécanismes cellulaires et le role de différents
régulateurs potentiels de la réaction inflammatoire dans la réparation des tendons. Dans un
premier temps, nous avons mis au point un modele de blessure tendineuse aigué consistant
en I’injection de collagénase dans le tendon d’Achille de rats. Nous avons observé, par
marquages immunohistochimiques, que les neutrophiles étaient les premicres cellules a
infiltrer le site de la 1ésion, suivis des macrophages. Nous avons également remarqué, dans
un second projet que I’injection de collagénase, une métalloprotéinase, dans le tendon,
induisait une altération des propriétés mécaniques des tendons de rats, et que
I’administration d’un anti-inflammatoire non stéroidien n’affectait pas significativement
cette perte fonctionnelle, probablement en raison d’un effet anti-inflammatoire localisé en
périphérie des faisceaux tendineux. En utilisant le méme mode¢le expérimental, nous avons
ensuite étudié le role d’un médiateur central de la physiopathologie tendineuse : p53.
L’inhibition pharmacologique de la transactivation des genes cibles de p53, par une
molécule appelée pifithrin-a, a diminué 1’accumulation des cellules inflammatoires dans le
tendon blessé. Cet effet anti-inflammatoire n’était pas associé¢ a une diminution de la perte
fonctionnelle en phase aigu€, mais retardait la guérison de la blessure tendineuse. Puisque
les stratégies anti-inflammatoires ne diminuent pas le déficit fonctionnel en phase
inflammatoire, nous avons finalement test¢ le dogme voulant que les cellules
inflammatoires pouvaient causer des dommages non spécifiques a la matrice des tendons.
L’injection intra tendineuse de carraghénine a induit une accumulation massive de cellules
inflammatoires. Cependant, cette réaction n’était pas associée a une altération des
propriétés biomécaniques ni a une diminution du contenu en collagéne des tendons. En
conclusion, nos résultats ont permis d’accroitre les connaissances de la séquence
physiopathologique suivant un traumatisme tendineux et jettent un doute sur les effets

délétéres de I’inflammation suivant un traumatisme aigu.



Abstract

Tendinopathies show a high prevalence and can alter the quality of life for many years.
Nevertheless, the pathophysiology of tendinopathies is not well characterized and it may
explain the lack of effective treatments to accelerate tendon healing. This thesis was
therefore dedicated to the study the role of potential regulators of the pathophysiological
sequence following tendon trauma. In a first project we set up an experimental model of
acute tendon injury where collagenase was injected into the Achilles tendon of rats. This
procedure induces a classical sequence of accumulation of leukocytes where neutrophils
accumulate massively 24 hours following the injection of collagenase, followed by
macrophages on day 3. We also showed, in a second project, that injection of collagenase
reduces the load to failure by more than 50% 3 days post trauma. Moreover, administration
of diclofenac, a non-steroidal anti-inflammatory drug, did not rescue tendons from that loss
of mechanical strength, presumably because the anti-inflammatory effect was located in the
paratenon and not in the core of the tendon where the load-resisting collagen bundles are
located. In a third project we studied the role of p53, a putative regulator of the
inflammatory process and extracellular matrix homeostasis, on the pathophysiological
sequence following an acute tendon trauma. Transactivation inhibition of p53 reduced the
accumulation of neutrophils and macrophages in the entire tendon. This anti-inflammatory
effect was not associated to a rescue of the mechanical properties and even delayed the
onset of healing. In view of the evidence that anti-inflammatory strategies failed to rescue
tendons from functional loss, we challenged the dogma that the inflammatory process could
induce non-specific damages to the tendon extracellular matrix. Intra-tendinous injection of
carrageenan induced a massive accumulation of inflammatory cells. However this was
neither associated to a reduction of tendons’ collagen content nor to a reduction of the load
to failure. In conclusion, we identified new mediators and mechanisms of the
pathophysiology of tendons. Our results challenge the concept that inflammatory cells

strictly play deleterious effects following tendon trauma.



Avant-propos

Le corps de cette these est constitué d’une suite de deux articles publiés (chapitres II et III)
et d’un article en révision (chapitre IV). Les travaux réalisés au chapitre II et III ont été
publiés dans « Journal of Orthopaedic Research » en 2001; et dans la revue « Laboratory
Investigations» en 2003, respectivement. Les travaux effectués au chapitre IV ont été
soumis pour publication a la revue « American Journal of Physiology — Regulatory,
Integrative and Comparative Physiology » a 1’été¢ 2005. Le contenu intégral des articles, tel
que publié ou soumis, a été inclus dans cette thése sans modifications majeures. Pour ces
trois articles, j’ai effectué 1’entiéreté des expériences et analysé tous les résultats, en plus de
réaliser les figures et de participer a la rédaction du manuscrit. Le processus de rédaction
fut accompli en collaboration avec mon directeur, le Dr Jérome Frenette, et révisé par mon
codirecteur, le Dr Claude H. Co6té. Finalement, le contenu intégral d’un article de synthese

publié dans la revue « Médecine Sciences », en 2004, a été annexé a cette these. J'ai

effectué la revue de littérature et écrit cet article en collaboration avec le Dr Frenette.

Afin d’alléger le texte, les abréviations scientifiques communes ne sont pas définies
systématiquement cependant, une liste exhaustive est présentée a la page X et la lectrice ou
le lecteur est donc invité a s’y référer. Les acronymes nouveaux ou moins communs sont
¢galement inclus dans la liste des abréviations, en plus de leur définition lors de la premiére

apparition dans le texte.
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Chapitre I :

Introduction Générale



1.1 Problématique

L’incidence des pathologies tendineuses est relativement ¢élevée et une vaste proportion de
la population est familiarisée au terme « tendinite ». En réalité, le pourcentage de la
population affecté par les « tendinites », ou par toute blessure tendineuse, est élevé. Les
causes des pathologies tendineuses sont multiples : blessures reliées au sport, au travail
répétitif, accidents traumatiques, brilures, chirurgies, etc. On observe que les pathologies
tendineuses affectent 11,6 % des travailleurs oeuvrant dans le domaine du textile, (1) 20 %
des bouchers, (2) et jusqu’a 50 % des empaqueteurs (3). Les blessures tendineuses peuvent
également étre le fruit d’un long processus dégénératif qui se concrétise ultimement par une
rupture spontanée (4). La prévalence des ruptures spontanées du tendon d’Achille a
augmenté de 600 % de 1980 a 1994. Ce type de 1ésion est retrouvé particulierement dans
les pays industrialisés et pourrait étre di a la fois a la sédentarisation générale et a
I’augmentation de la pratique ponctuelle des loisirs a nature sportive chez les adultes de
plus de 50 ans. Il est connu que les altérations tissulaires suivant une blessure tendineuse
peuvent durer des années, voire toute une vie, et que de 3 a 9 % des patients souffrant de
ruptures tendineuses subiront une récidive 3 a 12 mois suivant le traumatisme initial (5).
Ces données mettent en évidence l’inefficacité des thérapies actuelles a pallier au lent

processus de réparation des tendons.

Les altérations tendineuses affectent aussi le tissu musculaire. Notamment, les muscles
rattachés aux tendons 1ésés sont susceptibles a ’atrophie, a ’augmentation de leur contenu
en matrice extracellulaire (MEC) et a la formation d’adhérences (6), ce qui contribue a
aggraver la dysfonction et se traduit par une détérioration du pronostique de guérison. Pour
ces raisons, l’impact socio-économique des blessures musculosquelettiques est
considérable. Au Canada, on évaluait a 12 milliards de dollars par année les colits associés
aux blessures musculosquelettiques en 1994. Prés de 24% de ces colts seraient liés a la

thérapie et aux conséquences sociales de la perte fonctionnelle (7).

Une connaissance plus approfondie des processus sous-jacents aux pathologies tendineuses
est donc nécessaire afin d’¢laborer de meilleures stratégies thérapeutiques, d’améliorer la

qualité de la vie et de diminuer le fardeau économique. Ce premier chapitre se veut une
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introduction a 1’homéostasie des tendons sains puis a 1’étiologie des pathologies
tendineuses. Les phénomenes de blessure tendineuse, inflammation, résolution de
I’inflammation, sont également décrits en détail et les concepts essentiels a la

compréhension des chapitres subséquents sont intégrés tout au long de 1’introduction.

1.2 Homéostasie des tendons

En guise de préambule a cette section sur I’homéostasie des tendons, il est intéressant de se
resituer dans le contexte historique. Les tendons furent longtemps considérés comme de
simples cordes. Ironiquement, Otzi, une momie vieille de plus de 5300 ans trouvée en 1991
était vétue de peaux animales cousues, entre autres, avec des tendons. Les premicres
observations macroscopiques sérieuses concernant les tendons datent du 15e siecle ou
Léonard de Vinci dessinait I’apparence torsadée des tendons des fléchisseurs profonds des
doigts, suggérant une structure microscopique complexe. Néanmoins, une vision simpliste
et un intérét mineur ont été voués aux tissus tendineux jusqu’a la fin du 19e siécle. (8) A
cette époque, les recherches en sciences de la santé se tournaient plutdt vers les maladies
infectieuses et congénitales qui avaient des conséquences dévastatrices. Dans les pays
industrialisés, la prévention des maladies infectieuses, 1’amélioration des conditions
d’hygiéne, la multiplication des emplois a taches répétitives ainsi que ’allongement de
I’espérance de vie ont engendré d’autres problémes, dont les atteintes au systéme
musculosquelettique. Ces profonds changements sociologiques ont entre autre causé une
augmentation des stress répétitifs sur I’appareil tendineux ainsi qu’un accroissement de
I’incidence des blessures traumatiques, alourdissant de ce fait le fardeau 1i¢ aux pathologies
tendineuses. C’est en réponse a cette nouvelle problématique que les recherches relatives a

la physiologie des tendons se sont grandement développées.

1.2.1 Localisation et organisation

Les tendons relient les muscles aux os pour assurer une transmission efficace de la force et
générer le mouvement. Le corps humain contient quelques centaines de tendons distincts
possédant tous une structure riche en MEC. La spécialisation histologique des tendons, des

muscles et des os implique une grande complexité des zones de liaison entre ces trois

14



entités. Voici donc une description des trois principales parties des tendons, c'est-a-dire la

jonction myotendineuse (JMT), le tendon lui-méme et la jonction ostéotendineuse (JOT).

1.2.1.1 La jonction myotendineuse

La JMT se caractérise par une succession de calanques musculaires ou s’infiltre du tissu
fibreux provenant du tendon (Figure 1). Les nombreux replis membranaires solidifient le
lien entre le muscle et le tendon de deux fagons : 1- par ’augmentation de la surface de
contact et 2- par 1’établissement d’une structure tridimensionnelle qui répartit le stress

généré par les contractions musculaires (9).

L’augmentation de la surface de contact permet d’établir un grand nombre de liens
moléculaires entre le muscle et le tendon. Bien que la structure moléculaire de la JMT soit
encore abstraite, deux modeles de liaison sont actuellement proposés (Figure 2). Le premier
systéme est appelé le complexe dystrophine-glycoprotéine (11). Dans ce systéme, le -
dextroglycan sarcolemmal établit le lien entre la dystrophine, une protéine liant 1’actine, et
la laminine-2 (12). Les laminines sont des protéines hétérotrimériques (13) en forme de
croix qui ont la capacité d’interagir avec une multitude de ligands dont les intégrines et une
variété de protéoglycanes (11, 14, 15). Ces protéoglyganes sont elle-mémes en grande
concentration a la JMT et possedent a leur tour une grande affinité pour différents types de
collagénes fibrillaires (16). Bien qu’aucun lien direct n’ait été identifi¢ jusqu’a maintenant,
la théorie actuelle veut que cette chaine actine-dystrophine-f-dextroglycan-laminine-
protéoglycans-collageéne fibrillaire explique en partie la transmission efficace des forces

entre le muscle et le tendon (5).

Le deuxieme systéme moléculaire majeur est celui de 1’intégrine a7f1. Les intégrines sont
des glycoprotéines hétérodimériques transmembranaires qui servent a la fois de récepteur et
de lien physique entre la cellule et son environnement extracellulaire. Les intégrines

interagissent avec une multitude de protéines intracellulaires dont I'actine (17).
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Figure 1: Structure de la jonction myotendineuse. Partie A : coupe histologique d’une JMT,

tiré de (10). Partie B : schématisation, tirée de (5). Muscle (M); Tendon (T). Partie C :
[Nustration du mode de transmission des forces par cisaillement.

Laminin-2

o7 3l Integrin

B

Extracellular Matrix-——- —

Laminin-2

upd '{.l“' -
T WE 5
A%y Nl W =
Do plis!
I [} 1
S T |l !ﬁ '
A Sarcoglycan H
ekt Al LD Complex

" F-Actin

Figure 2: Modé¢les moléculaires de liaison entre 1’appareil contractile et le tendon. A)
L’intégrine, B) Dystrophine-glycoprotéine. Adapté de (11).
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A son domaine extracellulaire, I’intégrine a7B1 peut se lier avec une variété de molécules,
dont les laminines. L’existence de ce modele est supportée par la présence de laminine-2 et
une importante concentration de I’intégrine a7B1 a la JMT. Notamment, la délétion de la
sous unité a7 des intégrines entraine une désorganisation de la JMT (18). Ces systémes
moléculaires combinés a la grande surface de contact entre le tendon et le muscle donnent

donc a la JMT la capacité de résister aux stress de tension.

Au point de vue mécanique, la structure repliée de la JMT favorise un patron particulier de
transmission des forces. En effet, les sarcolemmes ainsi que les fibres tendineuses se
coOtoient en grande partie de maniére longitudinale dans les invaginations, ce qui favorise
une transmission des stress par cisaillement. Le cisaillement se définit ainsi : séparation
d'une piéce en deux trongons glissant 1'un sur l'autre suivant le plan de la section qui les
sépare, sous l'action de deux forces paralléles et de sens contraire (19) (Figure 1C). Ce
mode de transmission de la force prévient I’accumulation de grands stress en un point

localisé et évite conséquemment I’endommagement de la structure (20).

1.2.1.2 Le tendon
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Figure 3: Organisation des tendons. Traduit de :(5).
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A partir de la JMT s’étend le tendon proprement dit (Figure 3). Les molécules de
tropocollagéne forment des microfibrilles qui sont par la suite regroupées en fibrilles, en
fibre puis en faisceaux. Les fibrilles ainsi que les fibres de collagéne sont entourées d’un
amas de différents types de protéoglycanes. Les faisceaux primaires, secondaires et
tertiaires sont, quant a eux, réunis par une fine couche de tissu conjonctif lache appelée

endoténon.

1.2.1.3 La jonction ostéotendineuse

Graduellement, les fibres tendineuses adopteront un phénotype osseux afin d’assurer une
liaison efficace avec 1’os. Trois zones distinctes assurent la transition du tendon a 1’os : 1-
la zone fibrocartilagineuse, 2- la zone fibrocartilagineuse minéralisée et 3- I'os. La
transition entre le tendon et la zone fibrocartilagineuse s’effectue premi¢rement par une
augmentation de la quantité de glycosaminoglycanes. Dans la zone fibrocartilagineuse, les
cellules changent leur apparence allongée pour une forme circulaire qui ressemble a celle
des chondrocytes. Les fibres de collageéne sont de moins en moins définies, la quantité de
collagéne de type II, communément retrouvé dans le cartilage, augmente et la MEC est
constituée majoritairement de glycosaminoglycanes. Dans la zone fibrocartilagineuse
minéralisée, la matrice gélatineuse se calcifie graduellement autour des fibres de collagene

pour ultimement se fusionner directement avec 1’os (5).

1.2.14 Paraténon, mésoténon et vascularisation

On divise généralement les tendons en deux grandes classes : les tendons intrasynoviaux et
les tendons extrasynoviaux. Les tendons intrasynoviaux sont entourés d’une gaine
synoviale remplie de liquide appelé liquide synovial ou synovie. Cette structure permet
d’isoler le tendon du reste des organes et de minimiser le frottement ce qui alloue le libre
mouvement du tendon qui glisse littéralement a Dl’intérieur de la gaine. Les gaines
synoviales se retrouvent généralement autour des tendons longs comme ceux des muscles
longs fléchisseurs des doigts et des orteils. En plus de prémunir contre le frottement, les
gaines synoviales assurent un apport en nutriments. Cet apport pallie la faible perfusion

sanguine de ces types de tendon qui ne sont vascularisés que par leurs extrémités. La gaine
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synoviale assure donc la diffusion des nutriments et des métabolites, qui est essentielle a la

survie des cellules tendineuses.

Quant a eux, les tendons extrasynoviaux, comme le tendon d’Achille, sont quant a eux
entourés d’un paraténon constitué de tissu conjonctif trés lache, majoritairement des fibres
de collagéne de type I et III. Le réle primaire de ce paraténon est analogue a celui des
gaines. Il minimise le frottement et assure un apport de nutriments a la partie centrale. Le
réseau vasculaire des tendons extrasynoviaux, quoique parcimonieux, présente un haut
degré de complexité. Les tendons sont majoritairement vascularisés par les JMT et JOT.
Dans le cas du tendon d’Achille, un apport sanguin important provient également de son
paraténon et de son mésoténon. Le mésoténon est un amas de tissu conjonctif lache riche en
vaisseaux sanguins situé¢ a sa face antérieure du tendon d’Achille (21). Les quelques
vaisseaux sanguins qui proviennent du paraténon et du mésoténon perforent
transversalement le tendon d’Achille et se faufilent entre les faisceaux par 1’endoténon.
L hypovascularisation du tendon est en accord avec sa faible concentration cellulaire et son
métabolisme lent. Cette description générale de la structure des tendons nous permet
d’apprécier le haut degré de spécialisation qui assure un apport sanguin minimal mais
suffisant a assumer I’homéostasie, le tout dans I’optique d’offrir une résistance suffisante

aux forces générées par les muscles afin de produire efficacement le mouvement.

1.2.2 Matrice extracellulaire tendineuse

1.2.2.1 Composition de la matrice extracellulaire tendineuse

La MEC des tendons est composée d’eau, de différents types de collagéne, d’¢lastine, de
protéoglycanes, de glycosaminoglycanes, de glycoprotéines et, dans de trés faibles
proportions, de matiére inorganique. Le pourcentage d’eau des tendons varie en fonction de
I’espece, du genre, du stade de développement, du site anatomique, de [’hydratation et de la
condition physiopathologique du tissu (8, 22, 23). Ainsi la quantité d’eau, relativement a la
masse tendineuse totale, peut varier de 53 % chez le lapin mature (24), jusqu’a 85 % chez
le nouveau-né humain (8, 25). Les tendons de rats contiennent quant a eux

approximativement 55 a 60% d’eau (22, 26-29).
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On croyait que I’eau jouait le role de « lubrifiant » au sein des tendons (30). En fait, des
études récentes en résonance magnétique nucléaire indiquent que le niveau d’hydratation
des tendons influence certains liens intermoléculaires (31) ce qui affecterait les propriétés
mécaniques du collagéne. Quel qu’en soit le mécanisme, il est accepté que le contenu en
eau des tissus conjonctifs influence leurs propriétés mécaniques et, conséquemment,
fonctionnelles. En effet, les tendons normaux se déforment plus facilement sous 1’effet
d’une tension constante que des homologues partiellement déshydratés (32). Ces résultats
ont également été reproduits dans le tissu ligamentaire (33, 34). Nonobstant que le contenu
en eau module les propriétés fonctionnelles des tissus conjonctifs et des tendons, il n’en
demeure pas moins que ce sont les composantes insolubles du tendon qui sont responsables

de sa capacité a résister a de trés grandes tensions.

On estime que 90 % des protéines du tendon sain se retrouvent dans 1’espace extracellulaire
(5). Le collagéne compte pour 60 a 85 % de ces protéines (30), ce qui équivaut a environ 70
% de la masse séche. Le collagene de type I est le plus répandu et représente pres de 98 %
du collagéne tendineux. En raison de sa capacité a s’organiser en fibres résistantes a la
déformation (35), le collagéne de type I joue un rdle fonctionnel primordial. Le collagéne
de type III posséde aussi la capacité de former des fibres. On observe toutefois que celles-ci
ont un diameétre moins ¢€levé que les fibres de collagéne de type I et conséquemment, leur
capacité a supporter des stress de tension est inférieure a celle du collagene de type 1. Le
pourcentage de collagéne de type III varie de 0 a 10 dépendamment des tendons (36) et sa
concentration se verra augmentée dans différentes situations pathologiques. La distribution
des protéoglycanes, incluant le dermatane sulfate, la chondroitine; et des protéoglycanes
comme I’acide hyaluronique, varie en fonction des types de stress appliqués sur les
différentes régions tendineuses. En raison de leur nature hydrophile et de
I’incompressibilit¢ de 1’eau, les zones soumises a des stress de compression sont
généralement riches en glycosaminoglycanes (3,5 a 5 % de la masse seche)
comparativement aux zones de tension (0,2 % de la masse séche) (5). D’autres types de
collagéne (IV, V, VI), I’¢lastine, des composantes inorganiques ainsi que d’autres protéines

non structurales compteront pour 10 % de la masse seéche des tendons.
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Ainsi, les structures tendineuses sont majoritairement constituées de collagene de type 1.
Bien que ce dernier soit en grande partie responsable des propriétés mécaniques du tendon,
leur comportement physiologique global est expliqué par I’ensemble des composantes, qui
sont elles-mémes influencées par de nombreux facteurs. Ainsi, 1’évaluation fonctionnelle

des tendons dans un contexte expérimental doit tenir compte de cet ensemble.

1.2.2.2  Propriétés fonctionnelles des tendons

Dans une optique physiologique, il est primordial de déterminer I’impact fonctionnel des
traitements expérimentaux. La prochaine section sera ainsi vouée a la description des
propriétés mécaniques des tissus conjonctifs. Ainsi, tout matériel posseéde des propriétés
mécaniques qui lui sont propres et les fibres de collagene n’y font pas exception. Selon
certaines conditions, les fibres de collagéne soumises a un stress de tension démontreront
une bonne capacité a reprendre leur longueur initiale suivant le retrait du stress ayant induit
cette déformation. Ce phénomene fait référence a la nature élastique de la déformation
définie par Hooke au 17e siecle qui décrivait ainsi 1’¢élasticité : «... the power of any spring
is in the same proportion of the tension thereof» (37). Cette définition implique
I’accumulation d’une certaine quantité d’énergie potentielle qui permettra au «ressort» de
retourner a sa longueur initiale de maniére efficace. Les propriétés mécaniques du
collagéne et des tendons ne s’expliquent que partiellement par cette loi (8). Le collagene, et
conséquemment les tendons, démontre également un comportement associ¢ a la viscosité.
Lors d’une déformation de nature visqueuse, peu d’énergie sera emmagasinée et le tendon
déformé sera peu efficace a reprendre ses dimensions initiales. En raison du fait que les
tendons démontrent a la fois des comportements élastiques et visqueux, nous dirons qu’il
posséde des propriétés viscoélastiques. Cette appellation prend son origine d’un mode¢le de
résistance des matériaux qui stipule que la «réaction a la contrainte d'une maticre se
comporte comme si elle était composée d'un solide élastique et d'un fluide visqueux ou
l'écoulement est dépendant de certains parametres » (19). Ces parametres sont la charge, la
vitesse d’application de la charge ou de I’étirement, et la température. La standardisation de
ces parametres est cruciale afin d’assurer la validité ainsi que la fidélité des tests
fonctionnels. En ce qui a trait & la température, I’augmentation de celle-ci en dega de 60°C

augmente la ductilit¢ du collagene tandis que le passage au-dela de 60°C induit un
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rétrécissement des fibres et une diminution de son point de rupture (38). (Les autres
parameétres seront discutés dans les sections subséquentes.) L’¢lasticité ainsi que la
viscosité¢ impliquent différents corollaires physiologiques, c’est pourquoi différents tests

ont été mis au point pour les évaluer.

1.2.3 Tests de fonction tendineuse

Dans cette section, la lectrice ou le lecteur sera brievement introduit aux tests de fluage et
de relaxation, puis une section plus étoffée sera consacrée a la description du test de
tension-allongement car ce dernier a été utilisé, dans la présente thése, pour évaluer les

propriétés fonctionnelles des tendons.

1.2.3.1 Essais de relaxation et de fluage (Figure 4)

La relaxation d’un matériel consiste en « la réduction des contraintes par substitution de
déformations plastiques aux déformations élastiques » (19). De ce fait, 1’essai de relaxation
s’effectue classiquement en mesurant la tension générée lors d’un étirement stable et
contrdlé sur une période de temps déterminée. La majorité de la relaxation s’effectuera dans
les premicres secondes du test puis la diminution de la tension deviendra presque nulle
apres quelques minutes, et ce, indépendamment de 1’étirement initial (39). En accord avec
la viscosité des tendons, cette perte de résistance perdure une certaine période suivant le
retrait de D’étirement. Ce concept est notamment mis en application clinique lors
d’étirements ou le déplacement, et non la charge, imposé¢ aux membres demeure fixe
pendant un intervalle de temps. Dans un contexte dynamique, la relaxation des tendons est

interreliée au fluage.
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Figure 4: Schématisation des phénomenes de fluage (gauche) et de relaxation (droite).
Adapté de (5).

Le fluage se définit comme une « déformation lente subie par une matiére soumise a une
contrainte permanente » (19). Ce test consiste donc en la mesure de la déformation, en unité
de longueur, d’un tendon soumis a une force constante pendant une période prolongée. Les
tests de fluage peuvent étre effectués de maniere statique ou dynamique (Figure 5). Lors du
test statique, le tendon est tout simplement soumis a une charge stable, mais lors d’un test
dynamique, le tendon sera soumis a une succession de cycles d’étirement a une fréquence
constante et variant entre 2 charges constantes. Le test statique mime un étirement sous une
charge constante ou une contraction prolongée tandis que le test cyclique mime un

étirement balistique ou toute activité de nature cyclique comme la marche (40).

Quoique I’idée ait été remise en doute pendant plusieurs années, le fluage des tendons est
un comportement qui prend place in vivo, comme I’ont démontré Maganaris et
collaborateurs, par I’utilisation de 1’ultrasonographie (41). Le fluage statique pourrait avoir
comme corollaire physiologique une diminution de la force contractile entrainée par une
diminution de la longueur des sarcoméres en deca de la longueur optimale. De leur c6té, les
tests de fluage cycliques prolongés peuvent induire la rupture totale du tendon ex vivo (42),

supportant ainsi 1’hypothése que ce type de stress pourrait faire partie de 1’étiologie des
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ruptures tendineuses. Néanmoins, Kher et collaborateurs (43) ont spéculé qu’a la suite de
cycles répétés de tension équivalant a 100 % de la force déployée lors d’une contraction
maximale volontaire, plus de 4h seraient nécessaires a induire une rupture tendineuse

compléte. L atteinte du point de rupture pourrait cependant étre devancée selon différentes

situations pathologiques (42).
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Figure 5: Schématisation de différents tests de fluage.

Les tests de fluage cycliques permettent également d’obtenir une mesure de « la dissipation
de I’énergie, quelle qu’en soit sa forme, lorsque les forces imposées sur le tendon sont
inversées » (19), ce que 1’on appelle I’hystérese. Cette donnée est recueillie en mesurant
I’aire retrouvée entre la courbe générée par I’application de la force et le retrait de celle-ci.

(Figure 6 A & B). Un graphique exprimant la force en fonction de 1’étirement est ainsi

obtenu.
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Figure 6: A : Schématisation de I’hystérese. La portion ascendante de la courbe (ligne noire
pointillée), ou une force est progressivement apposée, montre un degré d’étirement moins
¢levé que la portion de la courbe ou la force est progressivement enlevée (ligne noire
pleine), pour une méme tension (A), que ce qui sous-tend une perte d’énergie
proportionnelle a la zone grise. B : Graphique montrant une aire d’hystérése classique
effectuée chez I’humain ou la force de tension, qui est représentée par le pourcentage de la
contraction volontaire maximale (% MVC), est exprimée en fonction de I’étirement (L) du
tendon d’Achille. Adapté de (44).

Le fluage est ainsi représentatif des propriétés visqueuses des tendons puisqu’il induit une
déformation durable, ou I’énergie est plutdt dissipée qu’emmagasinée. De plus, ce
phénoméne présente certaines implications physiologiques, car la dissipation de 1’énergie
des tendons s’effectue, dans ce contexte, par la libération de chaleur. Egalement,
I’augmentation de la température des tendons favorise leur ductilité et, a des degrés élevés,

pourrait induire des dommages au tendon.

1.2.3.2 Essai de tension-allongement

La communauté scientifique s’intéressait sérieusement aux propriétés mécaniques des
tendons au 19ie¢me siécle. Cependant, la fameuse courbe tension-allongement avait été
observée des le 18ieme siécle. Cette courbe est générée par 1’étirement d’un tendon a

vitesse constante jusqu’a son point de rupture, et par I’enregistrement de la force de tension
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conséquemment générée. Les propriétés mécaniques des tendons sont influencées par les
dimensions du spécimen (45), mais il est possible de standardiser cette courbe en divisant la
tension générée lors de 1’étirement par la surface de section du spécimen (tension); et la
longueur de I’étirement par la longueur initiale (déformation relative). Le besoin
d’appliquer cette normalisation dépend cependant du devis expérimental sachant que les
propriétés mécaniques de tendons homologues controlatéraux provenant d’un méme animal
ne sont pas différentes et que les propriétés mécaniques de tendons d’animaux de méme
race, Age, sexe, poids et activité, sont trés similaires (46, 47). Evidemment, la forme
générale de la courbe n’est pas affectée par cette normalisation. Ainsi, lorsque des fibres de
collageéne ou les tendons sont étirés a une vitesse constante jusqu’a rupture, on observe une

courbe en forme de «S» (Figure 7).

La courbe en «S» caractéristique de 1’étirement des fibres de collageéne est généralement
divisée en 3 régions : la région « toe », qui se situe de 0 a 1% de la déformation relative ; la
région linéaire, de 1 a 3% de la déformation relative ; et la région des microlésions qui
commence a 3% de la déformation relative et qui continue jusqu’a la rupture totale des
fibres de collageéne a 8% de la déformation relative. De maniére notoire, le pourcentage de
la déformation relative associé a chacune des régions est plus ¢levé pour un tendon entier,
comparativement a une fibre de collagéne isolée. Il n’est donc pas rare, lors d’un essai
tension-allongement, de voir le pourcentage de I’étirement relatif augmenter a 50% avant
d’obtenir une rupture compléte du tendon, ce qui serait di a I’arrangement tridimensionnel

des faisceaux de collagéne et a leur glissement les uns sur les autres (48).

La région « toe », se caractérise par une augmentation curvilinéaire concave de la tension
en réponse a 1’allongement. Classiquement, il était cru que la forme de cette portion de la
courbe correspondait a 1’abolissement de la forme vaguée, des fibres de collagene. Fratzl et
collaborateurs (49) ont cependant apporté une nuance a cette vision classique de la région
« toe » en la subdivisant en 2 régions : « toe » et « heel ». Cette séparation est basée sur le
fait que la région concave de la courbe tension-allongement s’étend au-dela du point ou des
déformations peuvent étre détectées en microscopie classique, suggérant que la perte de la
forme vaguée n’explique pas a elle seule la région concave le la courbe. Leurs observations

effectuées en spectroscopie par absorption de rayons X indiquent qu’une diminution du
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désordre moléculaire serait a 1’origine de la phase « heel » de la courbe (Figure 7a). Les
auteurs spéculent que cette diminution du désordre moléculaire se concrétiserait par le

redressement des coudes (kinks) des molécules de collagene.
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Figure 7: A : Courbe tension-allongement typique. B : Illustration des régions «toe» et
«heel» Tir¢ de (49).

Apres la région « heel », I’augmentation de la tension est directement proportionnelle a
I’augmentation de la déformation, ce qui caractérise la région dite linéaire. C’est a partir de
cette portion de la courbe qu’il est possible de calculer le «Young” modulusy, un indice de
la rigidité du tendon, qui équivaut a la quantité d’énergie nécessaire a induire I’étirement
d’un matériel. Le «Young’s modulus» correspond donc a la pente de la région linéaire et se
mesure, dépendamment du devis expérimental en N par mm (dans le cas de valeurs
absolues) ou en mégapascals (MPa) (dans le cas d’une courbe normalisée). A 1’échelle
moléculaire, 1’étirement des tendons s’explique par le glissement des molécules de
collageéne (49) ce qui pourrait se traduire par une augmentation de la longueur des régions
«gap» (Figure 7). Au-dela de la région linéaire, 1’étirement dépasse la limite
physiologique du tendon et se produisent alors des micro et subséquemment des macro

ruptures. La courbe s’aplatira et un point de rupture totale marquera la fin du test. Le test de
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tension-allongement permet ainsi d’obtenir a la fois, des indices de rigidité du tendon et de
sa capacité maximale a soutenir une charge. Malgré tout, ce test comporte plusieurs biais

expérimentaux et représente un défi de standardisation.

En premier lieu, la taille du spécimen doit étre considérée tant au plan analytique que
méthodologique. Au plan analytique, il est reconnu que la force de résistance d’un tendon
est proportionnelle a sa surface de section. De cette maniere, 1’unité¢ préférée afin de
comparer différents tissus est le MPa (quantité de N soutenus en fonction de la surface de
section du spécimen en mm?2). Il est généralement cru que les tendons sains peuvent
soutenir de 50 a 100 N/mm?2 (5). Il a été rapporté que les tendons d’Achille de rats peuvent

quant a eux soutenir des tensions équivalant a 40 N/mm?2 (50).

Au plan méthodologique, une courbe de tension-allongement valide doit étre exempte de
« glissements » entre le spécimen et les serres, ce qui entrainera une sous-estimation de la
rigidité et du point de rupture de la structure. Dépendamment des devis expérimentaux et
des spécimens, différentes stratégies ont ¢été utilisées afin de minimiser D'effet de
glissement. Parmi ces stratégies on compte 1’utilisation de pinces cryogéniques (51).
L’utilisation de ces pinces nécessite toutefois des spécimens de gros calibre puisque la
température affecte les propriétés mécaniques du collagene. Les spécimens trés longs
peuvent aussi €tre déshydratés a leurs extrémités (38, 52), cependant cette technique ne
peut étre transférée aux spécimens courts en raison de la variation du contenu en eau de la
portion testée. Les groupes de recherche utilisant des spécimens de petite taille ont plutot
opté pour 1’utilisation de colle, appliquée sur les pinces (53, 54). Cette technique semble

offrir des résultats valides, mais un haut taux d’insucces est encore dii aux glissements (55).

Un autre point important a considérer est ’effet de serrage. Ce phénomeéne résulte de la
compression d’un matériel, de la distribution non uniforme de la force de serrage, de
I’accumulation de stress prés des pinces et de 1’altération conséquente de la structure a
évaluer (38). Le serrage cause des ruptures pouvant s’étendre jusqu’a quelques millimetres
des pinces, ce qui rend la détection de ce phénoméne pratiquement impossible sur de courts
spécimens. Ainsi, d’autres stratégies ont été mises de l’avant afin de minimiser la
concentration des forces induites par les pinces. Entre autres, Almeida et collaborateurs

(50) ont recouvert les pinces de caoutchouc tandis que Probst et collaborateurs (55) ont
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appos¢ du papier, ce qui a partiellement amélioré la situation. La mesure dynamique des
propriétés fonctionnelles des tendons de petite taille demeure donc un défi technique et il
est reconnu que ces protocoles sous-estiment les propriétés mécaniques réelles des tendons
(8, 38, 52). Ce type de test est quand méme grandement utilis€ puisqu’il permet de
comparer l’effet de différents traitements expérimentaux sur plusieurs parametres

déterminants de la capacité fonctionnelle des tendons (50, 56, 57).

1.2.4 Composantes cellulaires tendineuses

Comme il a été mentionné précédemment, le tendon est une structure trés riche en MEC et
conséquemment, le ratio cellule/matrice y est faible. Parmi ces cellules on compte les
chondrocytes, mastocytes, les cellules endothéliales et musculaires des vaisseaux sanguins
et des cellules dendritiques. Les cellules les plus communes sont cependant les ténoblastes
et les ténocytes. On retrouve les ténoblastes entre les fibres de collagene, leur forme varie
de ronde a allongée et ils possédent un appareil de Golgi volumineux, ce qui suggere une
activité de synthese assez élevée. Les ténocytes représentent un plus faible pourcentage des
cellules tendineuses et leur concentration augmenterait avec 1’age. Ces cellules ont une
apparence tres allongée en coupes longitudinales, mais les coupes transversales laissent
paraitre une forme étoilée. D’ailleurs, les expansions des ténocytes pourraient compenser
pour leur nombre restreint. Leur ratio noyau/cytoplasme est élevé, suggérant une activité
métabolique plus faible que celle des ténoblastes (résumé par (58)). Les ténoblastes et les
ténocytes sont interreliés par des jonctions de type « gap » (59) qui seraient impliquées
dans un réseau cellulaire tridimensionnel sensible aux variations de stress mécanique (60).
Cette caractéristique morphologique assurerait une modulation efficace de 1’activité de
syntheése ou de résorption de la MEC par les ténocytes/ténoblastes qui ont pour role majeur

d’assurer 1’adaptation adéquate de I’appareil tendineux aux différents stress mécaniques.

29



1.3 Anabolisme du collagéne

1.3.1 Acteurs intracellulaires de la synthése du collagéne

Les protéines de la famille du collagéne sont caractérisées par la présence répétitive de la
séquence d’acides aminés Gly-X-Y ou Gly est une Glycine et X et Y sont des résidus
proline, et quelques fois, lysine. Plus de 25 types de collageéne ont été identifiés a ce jour,
mais seule une fraction de ces protéines a la capacité de former des fibrilles, le collagéne de
type I étant I’archétype de cette sous-classe de collagene (61) (Tableau 1). Le collagéne de
type 1 est le fruit d’une torsade entre 2 chaines al et une chaine a2, qui proviennent de 2
genes différents. Suite a 1’activation de la transcription (section suivante), les chaines de
procollagéne a sont traduites puis se retrouvent dans le réticulum endoplasmique (RE) ou
elles interagissent avec au moins neuf protéines différentes (62) ce qui ménera a leur
assemblage en triple hélice dextrogyre. Parmi ces protéines, la prolyl 4-hydroxylase, la lysil
hydroxylase ainsi que la protéine de choc thermique (HSP) 47 jouent des roles dominants.
HSP47 chaperonnerait les unités o assemblées et non assemblées dés leur entrée dans le RE
rugueux jusqu’a leur sortie dans I’appareil de Golgi. Quoique son rdle exact reste encore a
clarifier, on suspecte que HSP47 participerait a I’entrée des chaines a dans le RE (63),
empécherait le repliement des sous unités a sur elles-mémes et ralentirait la sécrétion des
molécules de collagéne pour assurer une maturation adéquate (64). Lors de son transit dans
le RE, la triple hélice constituée de différentes chaines a est solidifiée par 1’hydroxylation
des résidus proline et lysine par la prolyl 4-hydroxylase et la lysil hydroxylase. Cette
caractéristique est intéressante au plan analytique considérant que la concentration de
I’hydroxyproline, résultat de 1’hydroxylation de la proline, est environ 5,4 fois plus ¢élevée
dans le collagéne que dans toute autre protéine. Sa quantification est ainsi une manicre
acceptée (65) de comparer, sous l’influence de différents traitements, le contenu en
collageéne des tissus qui, d’or et déja sont riches en collagéne comme, les ligaments, la peau

et les tendons (23, 61).
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Tableau 1: Description des différents collagénes pouvant s’assembler sous forme de
fibrilles. Inspiré de (5, 61).

s C omp osit‘i on| s Chromosome Distribution
moléculaire Humain |Rat Générale Dans les Tendons
[al(D]2+ |COLIA1 |17 10 Tendons, Fibres de collagéne.
a2(I) COL1A2 ligaments, Endoténon,
I peau, cornée, | €piténon, paraténon,
0s JIMT
[a1(ID)]3 COL2A1 |12 7 Cartilage, Tendon
corps vitré, embryonnaire
II annulus
pulposus
[a1(IIT)]3 COL3A1 |2 9 Peau, paroi des | Zone cartilagineuse
vaisseaux de l[aJOT
I sanguins,
fibres
réticulaires
al(V)+ COL5A1 |9 3 Poumon, Membranes basales
Vo a2(V)+ COL5A2 |2 9 cornée, os, des vaisseaux
a3(V) COL5A3 |19 8 sanguins, JMT
al(XI) + COLI11AT1 |1 2 Cartilage, N/A
XI o2(XI) + COLI11A2 |6 20 corps vitré
a3(XI) COL11A3 |6 N/A

L’hydroxylation des lysines contribue a la formation de ponts hydrogene entre les

différentes sous unités a, pour solidifier la structure du complexe protéique. A sa sortie de

I’appareil de Golgi, les peptides terminaux du domaine NH3 des molécules seront clivés

par des enzymes de la famille ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with

thrombospondin motifs), plus spécifiquement par ADAMTS-2 (66). Les peptides terminaux

situés a D’extrémité COOH seront quant a eux clivés par la protéine bone morphogenic

protein (BMP)-1 (67, 68), ce qui permettra I’assemblage extracellulaire des molécules de

procollageéne, en collagéne puis en tropocollagéne ou microfibrille. L’assemblage adéquat

des microfibrilles serait par la suite assuré¢ par la présence de décorine, une protéoglycane,

par un mécanisme qui reste a déterminer (69).
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Figure 8: Résumé des facteurs influencant potentiellement le contenu en collageéne des
tendons.

1.3.2 Stress mécanique, facteurs de croissance et régulation de la MEC

Le stress mécanique ainsi que différents facteurs de croissance et cytokines comme IL-1,
IL-4, TGF-B, IGF-1, CTGF, FGF (voir la liste des abréviations) induisent la synthése de
collagéne (30, 70-75) (Figure 8). Les effets du stress mécanique et des facteurs de
croissance sur la synthése de collagéne sont reliés. Dans différentes lignées cellulaires
capables de synthétiser du collagene, le stress mécanique a la capacité d’induire la synthese
de différents facteurs de croissance (76-78), ainsi que la synthése de collagéne via
différentes cascades de signalisation en aval de structures protéiques et récepteurs sensibles
aux stress mécaniques comme les complexes d’adhésion focaux et les intégrines. La

synthése de collagéne induite par le stress mécanique est partiellement dépendante de la
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libération de facteurs de croissance car, dans les cellules stressées mécaniquement, la
neutralisation du TGF-f diminue la synthése de collagéne (79, 80). Les mécanismes de
régulation de la syntheése du collagéne par le TGF-f font encore I’objet de recherches.
Malgré tout, il est accepté que le TGF-B induise directement la synthése de collagéne via
I’activation de certains « €éléments de réponse au TGF-3 » dans le promoteur du geéne de la
chaine a2 du collagene type I (73). Le TGF-B induit également 1’expression d’autres
facteurs de croissance comme le CTGF (81) et le FGF (82) qui induisent a leur tour la
synthése du collagéne et favorisent la stabilisation de I’ARN messager des chaines al et a2
du collagene type I (83). Ainsi, différents mécanismes régulent la synthése du collagéne et
ces meécanismes sont partagés entre le stress mécanique, la libération de facteurs
fibrogéniques et les mécanismes intracellulaires menant a stabilisation des transcrits de

sous-unités du collagene.

1.3.3 Prostaglandines et synthése de la MEC

Les prostaglandines (PGs) sont des médiateurs lipidiques faisant partie de la famille des
¢icosanoides qui résultent de la conversion de 1’acide arachidonique par les enzymes
cyclooxygénases (COX)-1 (constitutive) et COX-2 (inductible) (Figure 9). Via I’activation
de leurs récepteurs, les PGs sont impliquées dans une multitude de processus
physiologiques et physiopathologiques dont, le cycle ovarien, I’angiogené¢se, le cancer,
I’inflammation et la résolution de I’inflammation. De nouvelles données montrent que les
PGs sont aussi impliquées dans la régulation de la MEC. Les stress mécaniques reconnus
pour stimuler le renouvellement du collagéne in vivo et sa synthése in vitro, entrainent une
augmentation de la libération de PGE,; (84) (85). L’implication des PGs dans la régulation
de la MEC est acceptée malgré que leurs effets soient encore controversés. Les conclusions
de nombre d’études effectuées in vitro, utilisant différents types cellulaires, suggérent que
la PGE, ainsi que la PGF,a inhibent 1’expression et/ou la synthese de collageéne (75, 86-90).
Cette inhibition se manifeste indépendamment des récepteurs EP1 et EP3 mais nécessite

I’activation du récepteur EP2 (89).

33



Phosphatidylcholine Phosphatidylinositol
¢PLA, N ~ e ".;"I_C? v glyceridelipases
'Y Iy
=~ -COCH
Arachidonic Acid
20 __"'\_

Cyelooxygenase

a
Tﬁ--" \s— ¥ coot g-chain
1
WM}O p-chain
COCH
PGG, J
Peroxidase //
] ™
AN a0 |Z ¥MpﬂnH > \
RG] Tx \m!]imr ]\/\ PGl synthase \
[L\ e g ; Sk dadag
& &H a OH
OH al
TXA, - PGH, PGI,
4
PGD synthase PG synthase PGF synthase
oH A oM
e =00 \\ S naH
\,j\ NS (\fl\/\ e \j\/\ A
Ok $
aH
PGD, PGE, PGF

Figure 9: Métabolisme de 1’acide arachidonique par les COX. Adapté de (91).

Egalement, Hui et collaborateurs (86) ont montré que PGE, inhibe la production de la
protéine HSP47 qui, comme il a été mentionné plus tot, participe a la biosynthése du
collagéne. Cet effet d’inhibition relativement unanime de la synthése de la MEC in vitro est
toutefois loin d’étre supporté pas les études effectuées in vivo. En effet, I’administration de
PGE,; stimule I’expression de I’ARN des collagenes de type I et III mais n’affecte pas le
contenu en collagéne d’implants de polyvinyle alcool (92). Aussi, I’injection réguliére de
PGE; chez la souris augmente 1’activité du promoteur du collagéne de type I dans les
cellules osseuses. De manicre contradictoire, une étude a montré que 1’administration,
continue et a long terme, d’anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) non spécifiques,
c'est-a-dire capables d’inhiber les COX 1 et 2, pourrait augmenter la quantité de collagene
insoluble ainsi que la tension de rupture de tendons de rats (26). Dans cette étude,
I’augmentation du contenu en collagéne associée a I’administration d’AINS sous-tend que
les produits des COX, dont les PGs, interféreraient avec I’accumulation de collagene. En
raison de résultats opposés, le role in vivo des PGs sur la régulation du collagéne des

tendons, en réponse a des stress physiologiques, reste encore a déterminer.

34



1.3.4 pS3 et régulation de la synthése du collagéne

La protéine p53 est un facteur de transcription impliqué dans le maintien de I’intégrité¢ du
génome de par sa capacité a arréter le cycle cellulaire et d’induire I’apoptose dans les
situations ou I’ADN génomique est irrémédiablement endommagé. Il n’est donc pas
surprenant que cette protéine soit mutée dans presque 50 % des cancers. p53 est
généralement distribuée de fagon parcimonieuse et posseéde une durée de vie d’environ 20
minutes. En réponse a différents stress, la synthése de p53 et des modifications post-
traductionnelles assurent 1’augmentation de 1’activité et de la concentration de cette
protéine (93). Une fois active, p53 interagit directement avec ’ADN ou via certains
complexes protéiques afin de moduler I’expression de genes cibles. L’activité
transcriptionnelle de p53 a donc été abondamment étudiée dans le contexte de la
modulation de la survie cellulaire. De récentes études suggerent cependant que p53 pourrait

¢galement jouer un rdle clé dans la régulation de la MEC.

Ce paradigme provient du fait que différents désordres fibrotiques, dont la fibrose
pulmonaire idiopathique (94) ainsi que la fibrose buccale sous-muqueuse (95), sont
associés a une mutation de p53. Il a également été observé que la modulation génétique de
p53 dans un modele de traumatisme pulmonaire accroit la déposition de collagéne (96).
Bien que I’étude du role de p53 dans la syntheése de la MEC soit un champs de recherche
relativement nouveau, différentes pistes mécanistiques ont été suivies afin d’évaluer son
implication. Il est maintenant connu que p53 peut interagir directement avec les molécules
de signalisation intracellulaires en aval du récepteur du TGF-B, appelées SMADs (97).
Concretement, p53 interfére avec ’interaction entre SMAD 3 et p300 (98), ce qui module
I’expression du collagene de type I. Peu de données sont encore disponibles concernant
I’implication de p53 dans la déposition du collagéne fibrillaire. De plus, la plupart des
¢tudes touchant au role de p53 sur la déposition des constituants de la MEC ont utilisé¢ des
modeles de cellules tumorales ou des méthodes génétiques de surexpression qui ne
représentent pas vraiment la situation d’homéostasie tendineuse. Ainsi, il est possible que
p53, quoique parcimonieuse en situation basale, puisse influencer 1’homéostasie MEC

tendineuse. Cependant, cette hypothése n’a jamais été vérifice.
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1.4 Biodégradation du collagéne

1.4.1 Dégradation par les métalloprotéinases

L’activation des différentes MMPs est complexe et nécessite parfois une cascade de
digestion impliquant différentes MMPs. Cette section vise a situer la lectrice ou le lecteur
concernant le role des MMPs dans la régulation de la MEC et a présenter les mécanismes
de régulation transcriptionnelle. Les mécanismes explicites d’activation et d’inactivation

des MMPS ne seront donc qu’effleurés.

Les métalloprotéinases dirigées contre la MEC (MMPs) sont des enzymes capables de
dégrader plusieurs composés, dont les collagenes fibrillaires, différentes protéoglycanes,
glycosaminoglycanes (Tableau 2) ainsi qu’une variété d’autres protéines et glycoprotéines.
Les MMPs comptent environ 25 membres qui ont des spécificités ainsi que des mécanismes
de régulation différents (99). Parmi ces mécanismes, on compte ’activation protéique,
I’inhibition par les inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMPs) ainsi que la régulation de
I’expression de leur geéne et du géne des TIMPs. Les 4 TIMPs possedent un large spectre
d’inhibition qui couvre vraisemblablement la majorit¢ des MMPs identifiées a ce jour.
Ainsi, différents TIMPs seront libérés dans différents tissus afin de régulation 1’activation

des diverses MMPs(100).

Les MMPs comprennent généralement un prodomaine, un domaine catabolique, une région
charniére et un domaine hémopexine. On appelle les MMPs non activées zymogenes ou
pro-MMPs. L’activation des MMPs peut s’effectuer de différentes maniéres dont le clivage
du prodomaine et la libération conséquente du site catalytique. Egalement, les MMPs
peuvent étre activées via une modification chimique comme un changement de pH ou la
nitration de domaines spécifiques (99). On considére généralement que les MMPs 1, 8 et 13
sont responsables de la dégradation du collagéne fibrillaire et certaines études suggerent

¢galement que MMP-2, dans certaines conditions, pourrait aussi jouer ce role.
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Tableau 2: Appellations et principaux substrats des MMPs. Tiré de (101).

Ancienne Nouvelle appellation | Substrats connus
appellation

Collagénases

Collagénase-1 MMP-1 Collagenes (I, II, III, VII, VIII et X)
Collagenes (I, 11, II1, V, VII, VIII et X),
gélatine, aggrécane

Collagenes (I, I1, I11, 1V, IX, X, XIV),
Collagénase-3 MMP-13 gélatine, aggrécane, perlecane, ténascine-
C, fibronectine, ostéonectine

Collagénase-2 MMP-8

G¢élatinases
Collagenes (I, IV, V, VII, X, XI et XIV),
gélatine, €lastine, fibronectine, laminine-
Gélatinase A MMP-2 1, laminine-5, galectine-3, aggrécane,

décorine, MMP-13, « hyaluronidase-
treated versican », « proteoglycan link
protein », ostéonectine

Collageénes (IV, V, VII, X, et XIV)
gélatine, €lastine, galectine-3, aggrécane,
Gélatinase B MMP-9 fibronectine, « hyaluronidase-treated
versican », « proteoglycan link protein »,
entactine, ostéonectine

Différentes évidences soutiennent I’'implication des MMPs et des TIMPs dans
I’homéostasie des tendons sains. Toutes provenances confondues, les cellules tendineuses
ont la capacité de libérer plusieurs MMPs dont MMP 1, 2, 3, 9 et 13 ainsi que les TIMPs 1
a4 (102-111). Les conclusions des études effectuées in vitro convergent vers I’idée que le
stress de tension interfére avec la libération des MMPs. Notamment, les stress de tension
inhibent 1’expression de MMP-1 dans les cultures primaires de ténocytes/ténoblastes
provenant de rats (104) tandis que I’absence de stress stimule 1’expression de MMP-1
(109). L’absence du gene codant pour MMP-1 chez le rat jette toutefois un doute sur
I’exactitude de ces résultats. Il est cependant trés probable que les auteurs de cette étude
aient confondu MMP-1 avec MMP-13, qui présente des caractéristiques homologues (112).

Outre le stress mécanique, d’autres facteurs peuvent influencer la libération des MMPs. Par
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exemple, les ténocytes/ténoblastes ensemencés sur une plaque de culture recouverte de
collagéne de type I liberent MMP-2 et MMP-9 tandis que ces mémes cellules ne se
comportent pas ainsi une fois liées a un matériel synthétique, suggérant que la composition
de la MEC influence la libération des MMPs. Aussi, le stress mécanique agit en synergie
avec certaines cytokines pro-inflammatoires. A titre d’exemple, le stress de tension

augmente la synthé¢se de MMP-3 stimulée avec I’IL-1.

L’influence du stress mécanique sur la libération des TIMPs est d’une importance cruciale
en ce qui a trait a la régulation de la MEC. Cependant, peu de données sont encore
disponibles dans le contexte du tendon. Il est toutefois a noter que, dans des fibroblastes
provenant du ligament périodontal, un stress de tension augmente 1’expression du géne de
TIMP-1 et de TIMP-2 (113). Des résultats divergents ont cependant été obtenus a I’aide de
fibroblastes cutanés, suggérant que I’effet du stress mécanique en regard de la libération des
TIMPs pourrait étre dépendant de la souche de cellules utilisées (114). Les ¢études
effectuées in vitro suggérent donc que la régulation des MMPs et des TIMPs est
extrémement complexe et peut étre influencée par de nombreux facteurs tels les stress
mécaniques, le type cellulaire, la matrice d’attachement ainsi que les médiateurs présents

dans le milieu de culture.

Les résultats issus des études effectuées in vivo montrent quant a elles que des stress
physiologiques, comme 1’exercice, peuvent moduler I’expression et la libération des MMPs
ainsi que des TIMPs. Archambault et collaborateurs (103) ont entre autres démontré, dans
un modele de stress tendineux induit par une contraction musculaire stimulée
¢lectriquement chez le lapin, que I’expression de différentes MMPs était augmentée, mais
que cette augmentation n’était pas associée a une altération histologique des tendons. Chez
I’humain, Koskinen et collaborateurs ont montré que la course sur tapis roulant peut induire
une libération de MMP-2, de MMP-9 ainsi que de TIMP-1 et TIMP-2 dans I’espace péri
tendineux du tendon d’Achille humain. Bien que ’on soupconne que ces médiateurs
influencent le renouvellement du collagene in vivo, le role exact des MMPs et des TIMPs

dans I’homéostasie des tendons reste encore a déterminer.
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1.4.2 Prostaglandines, MMPs et TIMPs

Malgré que peu d’études établissent un lien entre les PGs les MMPs et les TIMPs dans le
contexte des cellules tendineuses, plusieurs travaux effectués sur d’autres souches
cellulaires relient ces médiateurs de ’homéostasie de la MEC. La PGE,; accroit la synthése
des MMPs -1 et -9 une fois stimulée par le TNF-a et le GMCSF (115). Cette PG stimule
¢galement la transcription de MMP-2 via ETS-1 (116) et est essentielle a I’induction de la
transcription de MMP-2 stimulée par IL-13 (117). Tung et collaborateurs (118) ont montré
qu’une concentration de Smg/ml de PGE, inhibe I’expression des MMPs -1, -3, -13 et de
TIMP-1 induites par IL-1P. Les conclusions de cette étude sont cependant affaiblies par le
fait que les doses de PGE, utilisées étaient bien au-dela des valeurs physiologiques.
Cependant, une autre étude confirme que PGE, pourrait inhiber I’expression de MMP-13
induite par TNF-a & des concentrations plus réalistes (119). D un autre c6té le Latanoprost,
un analogue de PGF,0, diminue I’expression basale de MMP-1, -2 et 8, mais augmente
MMP-3, -10 ainsi que TIMP-1, -2, et -3. PGF,a inhibe I’expression de MMP-1 induite par
IL-1B. Le métabolite de PGD,, prostaglandine 15-deoxy-delta’*'* J,, inhibe 1’expression
de MMP-1 et -13 dans les fibroblastes (120) mais stimule MMP-1 dans les cellules
endothéliales(121).

Outre le fait que PGE, semble préférentiellement impliquée dans la stimulation de la
syntheése des MMPs, plutot que dans leur inhibition, aucune conclusion franche ne peut étre
actuellement tirée de ces résultats, conséquemment aux différences de modeles. Les PGs
semblent toutefois jouer un réle non négligeable en regard de la régulation des MMPs et
des TIMPs mais peu de publications s’intéressent a cette question dans le contexte du

tendon.

1.4.3 p53, MMPs et TIMPs

La synthése des MMPs est influencée par une variété de facteurs, molécules, cytokines et
facteurs de croissance dont le stress mécanique, le NO, le M-CSF, les PGs, le TNF-a, L’IL-
1, le PDGF, le TGF-p, la fractalkine, MIF, MCP-1 et probablement par d’autres médiateurs
(100, 102, 122-126). La multitude des facteurs influencant la synthése des MMPs sous-tend
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une régulation complexe et cette section sera dédiée a décrire les différentes cascades

cellulaires menant a la modulation transcriptionnelle des MMPs et des TIMPs.

2010 -M5 -186 K4 -73 53 a2
Collagenase-1 m -~ I IE I [,w :l |r]’,\1 [ AP ll [SBI: ] [ ]Mﬂi
Ll Lt -IR00 PEAS and AP-1 sites - '”]l}“" —-
-523 ~140 -TH -5 -3
Collagenase-3 [ | fose2] [+J [et] [rard

1576 216 208

70 -30
e 2 BN 5 = o B 2 B e

-181 65 29
MBI [l ||_+~;:4 [w]  [iard
-520 523 475 0 32
Matrilysin l TIE | | TIE | I TIE l Ipc \;H PE \;I l AP -| I-, "‘qu
MMP-7 - -
1576 =335 -166 T4 Y]
:::;ﬁ[‘;;]dhldw LBP-1 ! [PEA:-.] ['I'Rr-' J lm’ || ['1'.\'1'.-4

—-
1650 -1620 -1600

72-kDa gelatinase ¥
v [ [TIT]H [oc] [ac]

22 2 A R A

00 553 540 533 74 20
92-kDa gelatinase NE_KE — nd[ap e
MMP-9 [rrse] Em [ar1] a4
#13 461 425 KU EJS ) S R R 1) 3L a8
swomnny [ [orrie]_for] e ] fcl oo Pl

Figure 10: Eléments de régulation dans le promoteur des génes des MMPs humaines. Les
boites indiquent les « cis-acting elements » : AP-1, activator protein-1; PEA3, polyoma
enhancer A binding protein-3; TIE, TGF-f inhibitory element; GC, Sp-1 binding site; SBE,
STAT binding element; C/EBP-b, CCAAT/enhancer binding protein-b; OSE-2, osteoblast-
specific element-2; SPRE, stromelysin-1 PDGF-responsive element; TRF, octamer binding
protein; Sil, silencer sequence; NF-kB, nuclear factor- kB; NF-1, nuclear factor-1; RARE,
retinoic acid responsive element. Tiré de (135).

Une variété de régions modulatoires ont été identifiées dans le promoteur des différentes
MMPs humaines (Figure 10). On peut remarquer que, de maniére générale, les promoteurs
des MMPs sont riches en séquences AP-1 et PEA3 et ces derni¢res jouent un role
prédominant dans I’activation de la transcription des MMPs. 1l est généralement cru que les

sites AP-1 a proximité du site d’initiation de la transcription sont responsables des niveaux
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basaux de transcription tandis que la séquence AP-1 distale régule les taux de
transcription(127). 1l est bien connu que les sites AP-1 lient Fos et Jun, et que les sites
PEA3 lient les facteurs de transcription de la famille ETS, ce qui sous-tend une implication
importante des MAP kinases dans la régulation transcriptionnelle des MMPs (Figure 11).
Dr’ailleurs, une certaine communication pourrait s’effectuer entre la voie de ERKs et des
JNKs puisque Erg, un membre de la famille ETS pourrait, en plus de se lier directement
avec les ¢éléments cis, interagir avec la voie des JNKs de maniére & moduler I’expression
des différentes MMPs (128). D’autres facteurs de transcription ont la capacité de moduler
I’expression des MMPs dont NF-xB, STAT, p53, ATF3 ainsi que les SMADs. Par
exemple, I’activation de NF-xB stimule ’activation de MMP-1, 2 et 9 (129-131) et le TGF-
B inhibe la transcription de MMP-9 dépendamment a NF-kB (132). Le TGF-B peut
¢galement réprimer 1’expression de MMPs via la liaison de SMAD 3 au « TGF-f inhibitory
element » (TIE), comme c’est le cas pour MMP-1(133) et MMP-3 (134).

TNF
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Receptor Receptors Rece ptors

Signaling pathways

that can contribute to
MMP and TIMP gene
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c-jun
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v y

(YR oy ) [ e

PEA3 STAT

Figure 11: Cascades de signalisation impliquées dans la régulation des MMPs et des
TIMPs. Adapté de (100).
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De plus en plus d’études effectuées in vitro suggérent que p53 module I’expression de
diverses collagénases. Notamment, p5S3 diminue 1’expression des MMPs 1 et 3 (136-138)
en interférant avec la liaison des complexes de transcription sur AP-1. En ce qui a trait a
MMP-2, il est reconnu que le promoteur de ’humain et du rat contient une séquence de
liaison pour p53 (139, 140), et que celui-ci exercerait un effet positif sur I’expression de
MMP-2 in vitro (139). Ces résultats sont cependant en contradiction avec ceux de Toschi et
collaborateurs (141) qui montrent qu'une mutation de p53 rendant la protéine inactive,
favorise la libération de MMP-2 et que ’insertion du p53 non mutée diminue la libération
de MMP-2. Ces contradictions pourraient s’expliquer, outre les considérations
méthodologiques, par un systeme de régulation transcriptionnel complexe. Il a récemment
¢été démontré que I’activation de la transcription de MMP-2 par p53 pouvait étre inhibée par
le facteur de transcription ATF3 (142) et que ATF3 est lui-méme une cible
transactivationnelle de p53 (143). Cette boucle de régulation impliquant p53 rend donc
difficile la prédiction de la régulation transcriptionnelle de MMP-2 dans un contexte
physiologique. Cette boucle de régulation est d’autant plus complexifiée par le fait que p53
présente une multitude de cibles tant protéiques que génomiques. Par exemple p53 peut
activer NF-kB(144), qui a son tour stimule la transcription de plusieurs genes pro-
inflammatoires dont iNOS qui peut a son tour induire ATF3 via la libération de NO (145).
La régulation de la transcription des MMPs est donc trés complexe, ce qui rend difficile la
prévision de leurs modulations par différents traitements in vivo. Aussi, le controle de
I’expression des genes des MMPs est étroitement li¢ a celui des TIMPs, ce qui assure un

mécanisme additionnel de régulation de 1’activité des MMPs in vivo.

La pluralité des roles des TIMPs est de plus en plus reconnue. En plus d’inhiber les MMPs,
les TIMPs possédent intrinséquement des propriétés mitogéniques ainsi que pro-
apoptotiques (146). La régulation de 1’activité transcriptionnelle des TIMPs est le résultat
d’une combinaison de plusieurs cascades de signalisation. Il est reconnu que les TIMPs
possedent différents mécanismes d’induction. Par exemple, TIMP-1 est considérée comme
¢étant inductible tandis que TIMP-2 serait constitutive. Tout comme pour les MMPs, la
transcription des TIMPs est influencée par une variété de facteurs incluant le bFGF, le
PDGF, I’EGF, I’'IL-6, I’'IL1 et le TGF-B pour ne nommer que ceux-ci (147). Le fait que les

promoteurs des TIMPs soient truffés de sites AP-1 suggere fortement que leur modulation
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transcriptionnelle soit coordonnée avec celle des MMPs. Par exemple, I’'IL-1 stimule la
transcription a la fois de TIMP-1 et de MMP-1. Le systéme de signalisation JAK-STAT
pourrait également coordonner I’activation des TIMPs avec les MMPs sachant que
’activation de cette voie active conjointement MMP-1 et TIMP-1 (100). D’un autre c6té, il
semble clair que certains mécanismes de régulation puissent découpler cette activation
paralléle. Par exemple, le TGF-B inhiberait I’expression des MMPs tout en stimulant

I’expression de TIMPs (148).

La modulation de I’expression des TIMPs par p53 est quant a elle encore obscure, malgré
que différentes dérégulations des TIMPs aient été observées en association avec certains
cancers (149, 150). TIMP-3 contient une séquence de liaison potentielle pour p53 dans son
promoteur mais de plus amples investigations ont montré que cette séquence ne liait pas
p53 (151). Malgré cette absence de liaison, p53 peut tout de méme moduler 1’expression de

TIMP-3 dans les cellules tumorales (152).

Pour résumer cette section sur la physiologie des tendons, on peut affirmer que la fonction
tendineuse est déterminée par le contenu de sa MEC et la composition de cette matrice est
déterminée par I’équilibre entre les mécanismes de synthese et de dégradation. Différentes
MMPs ont la capacité¢ de dégrader les composantes de la MEC tendineuse. Ces derniéres
sont soumises a des mécanismes de régulation complexes avant d’étre transcrites puis
libérées sous forme de proenzymes. Conséquemment a divers stress, ces enzymes sont
activées et cette activation peut étre contrebalancée par la présence de leurs inhibiteurs
naturels, les TIMPs, qui possédent a leur tour des mécanismes de régulation complexes et
encore mal connus. Un nombre grandissant d’évidences suggere une implication pour les
PGs et p53 dans la régulation de MEC. Cependant, leur contribution respective dans la

régulation de I’homéostasie des tendons est encore largement a déterminer.

1.5 Ktiologie et physiopathologie des tendinopathies
chroniques

La nomenclature des tendinopathies a été revue et expliquée ad nauseam (16, 153-156), et
fait ’objet de constantes révisions. Pour des raisons cliniques, les pathologies des tendons

sont actuellement classifiées selon leurs manifestations histopathologiques. Cette
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nomenclature facilite la compréhension, le diagnostic, ainsi que le choix thérapeutique pour
les différentes tendinopathies, comparativement a I’ancienne nomenclature qui faisait plutot
référence a 1’étiologie (153). L’appellation « tendinite » était autrefois utilisée afin de
déterminer I’ensemble des pathologies tendineuses. Or, ce terme référe a un processus
inflammatoire et certaines pathologies tendineuses ne présentent pas de signes
d’inflammation. Le terme « tendinite » a donc été remplacé par tendinopathie. D’ailleurs,
I’appellation « tendinite » créait une confusion chez les cliniciens qui traitaient certaines
pathologies non inflammatoires selon des modalités habituellement réservées aux
traumatismes aigus. Le Tableau 3 fait état d’une classification des pathologies tendineuses
contemporaine et bien acceptée. Il est néanmoins important de souligner que les
manifestations histologiques ne sont pas toujours représentatives de la nature chronique ou
aigué des tendinopathies. En réponse a cette problématique, il a récemment été proposé que
les tendinopathies d’origine chronique soient regroupées sous 1’appellation
« tendinopathie » afin qu’elles soient clairement dissociées des phénomenes aigus issus des
traumatismes tendineux ponctuels. Dans les prochains paragraphes, la lectrice ou le lecteur
sera brievement introduit aux différentes théories visant a expliquer la dégénérescence

tendineuse dans les tendinopathies.

1.5.1 Pathogénie des tendinopathies

La plupart des spécialistes s’accordent sur le fait que [’étiologie ainsi que la
physiopathologie des tendinopathies sont loin d’étre bien caractérisées. Ces connaissances
partielles de la pathogénie des tendinopathies laissent donc place a 1’élaboration de
différentes théories (16, 153, 156-158). On compte parmi ces dernicres la théorie
mécanique, la théorie inflammatoire et la théorie nerveuse. En combinaison avec différents
facteurs extrinseques et intrinseques, ces théories tentent d’expliquer la pathogénie des

tendinopathies telles que présentées au Tableau 3, a I’exception de la tendinite.
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Tableau 3: Classification histopathologique des tendinopathies. Tiré de (153).

Diagnostic Evaluation macroscopique | Histopathologie
Tendinose Dégénération intratendineuse | Désorientation et séparation
communément causée par le |des fibres de collagene,
vieillissement et la augmentation de la quantité
redistribution de 1’apport de substance mucoide,
sanguin. augmentation de la cellularité
et de I’espace alloué aux
vaisseaux sanguins.
Tendinite Dégénération symptomatique | Dégénérescence
d’un tendon accompagnée accompagnée d’une
par un bris vasculaire et une | déchirure, d’accumulation de
réponse inflammatoire. fibroblastes et
myofibroblastes, hémorragie
et tissu de granulation
Paratendinite Inflammation du paraténon | Dégénérescence mucoide,

présence d’un infiltrat de
cellules mononcléées,
accompagné ou non de
déposition de fibrine.

Paratendinite avec

Paratendinite associée a une

Dégénérescence typiquement

tendinose dégénérescence observée lors d’une tendinose
intratendineuse en combinaison avec une
infiltration de cellules
inflammatoires dans le
paraténon.
1.5.1.1 La théorie mécanique

La théorie mécanique fait référence a plusieurs concepts, dont les microtraumatismes,
I’hystérese et I"’hypoperfusion conséquente a la compression des vaisseaux sanguins. La
théorie mécanique se base ainsi sur I’idée que I’accumulation de microtraumatismes aux
fibres tendineuses peut outrepasser la capacité réparatrice intrinseéque du tendon, ce qui
menerait & une perte graduelle de fonction, une désorganisation des fibres de collagéne et
ultimement & un épisode symptomatique (159). Parellélement, la perte d’énergie se
produisant lors de stress cycliques peut faire monter la température des tendons jusqu’a
45°C ce qui induirait la mort des ténocytes et hypothéquerait conséquemment le potentiel

de réparation des tendons (160). Il est également reconnu que des stress mécaniques
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intenses et continus diminuent la perfusion tendineuse au point de créer un environnement
hypoxique qui, lors de la reperfusion, favorise la génération de radicaux libres
potentiellement létaux pour les cellules endogénes (161). Dans ce modele, les stress
mécaniques causent donc par eux-mémes certains dommages a la matrice tendineuse et a la
fois, diminuent la capacité réparatrice du tendon en induisant la mort des ténocytes par
différents mécanismes dont 1’hyperthermie et la mort cellulaire induite par les radicaux
libres de ’oxygéne ou de 1’azote. La combinaison entre la dégénérescence de la MEC et la

diminution du potentiel de réparation du tendon pourrait ainsi se traduire par une tendinose.

1.5.1.2 La théorie inflammatoire

Une certaine controverse entoure la théorie inflammatoire. Cette controverse provient du
fait que les tendinopathies chroniques ne sont généralement pas associées a la présence de
médiateurs inflammatoires ni a 1’accumulation massive de cellules inflammatoires lors de
I’examen histologique. Néanmoins, le fait que les spécimens tissulaires sont généralement
prélevés tardivement, jusqu’a plus de 80 mois par rapport au premier épisode douloureux
(162), représente une source importante de biais quant aux conclusions relatives a
I’étiologie des tendinopathies chroniques. D’ailleurs, les études supportant 1’absence de
médiateurs inflammatoires chez ’humain ne se sont intéressées qu’a peu de médiateurs et
regroupent, pour la plupart, un nombre restreint d’individus et démontrent une erreur de
mesure importante, ce qui permet de douter de la puissance du test statistique utilisé(163-
165). Certains modeéles animaux (166) tendent également a démontrer ’absence du
processus inflammatoire dans la pathogenese de la tendinose. Les conclusions de ces études
sont néanmoins discutables puisque tout semble indiquer que les altérations histologiques
induites par le protocole de course sur tapis roulant incliné vers le bas, seraient réversibles.
D’ailleurs, Marini(167) avangait qu’une désorganisation tissulaire ainsi qu’une diminution
de la rigidit¢ du tendon pourraient étre des étapes normales de I’adaptation tendineuse
conséquente a une augmentation des stress, sans toutefois étre associées a 1’accumulation
de microtraumatismes, mais plutét & un phénomene physiologique d’adaptation, remettant

ainsi en question la validité des ce type de modéele.
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Bien que plusieurs spécialistes nient 1’implication d’un processus inflammatoire dans
I’étiologie et la physiopathologie des tendinopathies chroniques (168), de plus en plus de
chercheurs adhérent a la possibilit¢ que des épisodes inflammatoires puissent étre a
I’origine des tendinopathies chroniques (156). En raison de la lenteur du processus de
réparation tendineuse, la période de guérison suivant un traumatisme aigu pourrait laisser
place a une fenétre temporelle de susceptibilité a une rupture récidivante (4). Egalement, les
résultats de plusieurs études suggerent une implication du processus inflammatoire dans les
premiers stades des tendinopathies chroniques, sans toutefois impliquer que 1’inflammation
soit nécessaire au développement des tendinopathies chroniques ni a leur perpétuation. Par
exemple, I’administration prolongée de PGE; en périphérie du tendon d’Achille de rats
induit une dégénérescence interne qui ressemble étrangement a ce que 1’on peut observer
dans les tendinopathies chroniques humaines (169). On note aussi une augmentation de la
concentration tendineuse des macrophages infiltrants et résidents dans les premicres
semaines suivant I’imposition d’une tache répétitive induisant une perte fonctionnelle a
moyen terme (170). De plus, une étude utilisant des tendons prélevés chez des humains
présentant des symptomes de tendinose depuis plus de 6 mois montre une expression
accrue de COX-2 et du TGF-B, comparativement aux tendons sains, deux protéines liées a
I’inflammation et a la résolution de I’inflammation (171). Aussi, ’association entre la
paratendinite et la tendinose supporte la théorie inflammatoire. Les paratendinites résultent
d’un frottement excessif des tendons sur une structure avoisinante solide, ce qui résulte en
une réponse inflammatoire en périphérie du tendon. Il est généralement cru que cette
libération des médiateurs de 1’inflammation puisse contribuer a la dégénérescence interne

du tendon, c'est-a-dire a la tendinose.

Il est de plus en plus clair que certaines pathologies tendineuses sont relativement
indépendantes des médiateurs de I’inflammation. Toutefois, les études supportant cette idée
sont souvent discutables et de nouvelles données suggerent que certaines cellules
inflammatoires ainsi que différents médiateurs de I’inflammation pourraient étre impliqués

a différents stades du développement des tendinopathies chroniques.
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1.5.1.3  La théorie neurogéne

La théorie neurogene (Figure 12) est basée sur les données factuelles suivantes : 1- les
mastocytes des tissus conjonctifs peuvent &étre activés par les terminaisons nerveuses
sensorielles (172) via la libération de différents neuropeptides dont la substance P et le
« calcitonin gene related peptide » (173) 2- la concentration de la substance P et de
« calcitonin gene related peptide » est augmentée dans les tendons pathologiques (174,
175). Ces molécules activent donc les mastocytes qui ont la capacité de libérer un arsenal
de molécules pro-inflammatoires, cytotoxiques et capables de dégrader la MEC (156).
Malgré le fait que I’inflammation de nature neurogene ait été¢ observée dans la peau (173),
cette théorie semble beaucoup moins populaire que les théories inflammatoire et mécanique
dans le domaine des tendinopathies. L’implication de la théorie neurogéne ne peut

cependant pas étre réfutée.
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Figure 12: Théorie neurogéne de la blessure tendineuse de surusage. Tiré de (156).

Ces trois théories de la pathogenése des tendinopathies chroniques sont treés différentes,
mais compatibles. Il est ainsi possible, voire méme probable, que la pathogénie des
tendinopathies chroniques soit le fruit de I’interaction entre ces trois modeles (Figure 13).

Les stress mécaniques qui induisent un affaiblissement de la structure de collagéne causent,
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en association ou non avec la réponse inflammatoire, une altération des composantes
cellulaire et extracellulaires du tendon. Le processus inflammatoire induit par une
accumulation temporelle de Iésions ou par un traumatisme sérieux pourrait a son tour
contribuer a la perte fonctionnelle en causant des dommages non spécifiques. D’un autre
coté, certains facteurs induits par les stress mécaniques, comme la chaleur, peuvent
¢galement provoquer la libération de neuropeptides par les fibres nerveuses sensorielles et
conséquemment stimuler la dégranulation des mastocytes. Les produits des mastocytes
contribueraient directement a dégrader les composantes de la MEC et stimuleraient le
processus inflammatoire. Finalement, la mise en place de ce processus physiopathologique
serait facilitée par différentes prédispositions intrinseques et extrinséques a 1’individu. Un
résumé de ces facteurs est présenté au Tableau 4 et la Figure 13 est une synthése des

théories concernant la pathogenéese des tendinopathies chroniques.

Tableau 4: Facteurs impliqués dans les tendinopathies. Adapté de (156).

Facteurs intrinséques Facteurs extrinseques
Age Travail
Perfusion vasculaire Sport
Nutrition Charge
Prédispositions anatomiques Force excessive
Ecart entre la longueur des membres Répétition
Mauvais alignement Mouvements inhabituels
Frottement osseux Erreurs d’entrainement
Laxit¢ articulaire Mauvaise technique
Faiblesse/déséquilibre musculaire Progression rapide
Genre Intensité élevée
Poids corporel Fatigue
Pathologie systémique Souliers et équipement
Conditions environnementales
Température

Surface
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Figure 13: Unification des mod¢les théoriques de 1’étiologie et de la physiopathologie des
tendinopathies.

1.6 Séquence physiopathologique suivant une blessure
tendineuse aigué

La physiopathologie des traumatismes tendineux aigus présente un intérét scientifique
indéniable en raison de I’implication potentielle du processus inflammatoire dans
I’¢tiologie des tendinopathies chroniques et des conséquences de la lenteur du processus de
réparation tissulaire. De fait, une hypothése veut que le potentiel de réparation limité du
tendon pourrait étre dii & ’absence d’une réponse inflammatoire significative (176). Ainsi,

la caractérisation des médiateurs de 1’inflammation tendineuse pourrait, en plus d’améliorer
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la compréhension de la physiopathologie des tendinopathies, permettre de déterminer de

nouvelles stratégies afin d’améliorer 1’arsenal thérapeutique.

Il est connu que les traumatismes tendineux induisent une réaction inflammatoire
caractérisée par I’accumulation de leucocytes ; une phase de résolution de I’inflammation
ou les leucocytes disparaissent ; une phase de prolifération et de synthése ou une MEC
provisoire est mise en place ; et une phase de remodelage ou le tendon se réorganise. Ce
processus peut durer des mois voire quelques années (177). Suivant une blessure
tendineuse, la nature exacte des cellules inflammatoires s’accumulant au site 1ésé reste a
déterminer, tout comme les mécanismes cellulaires exacts impliqués dans les phases
subséquentes du processus physiopathologique. Les prochains paragraphes constituent donc
la pierre angulaire de cette introduction, car ils seront dédiés a décrire la séquence
physiopathologique suivant un traumatisme tendineux aigu. Cette séquence est encore mal
caractérisée dans le tendon et la présente section se voudra un rassemblement d’évidences
recueillies a partir de différents modeles expérimentaux de blessures aigu€s pouvant se

transférer vers le modeéle de blessure tendineuse.

1.6.1 Le traumatisme

La blessure est définie comme une Iésion faite accidentellement aux tissus vivants au
moyen d’un choc, une coupure ou autres facteurs externes (19). Généralement, les
traumatismes tendineux induisent une désorganisation de la MEC, un saignement, une
accumulation de cellules inflammatoires et une perte fonctionnelle. Différents mod¢les
expérimentaux ont été utilisés afin de reproduire des manifestations histopathologiques.
Parmi ces derniers, on compte la ténotomie totale, la ténotomie partielle, la « fenétre »
I’étirement mécanique, 1’écrasement et I’injection de collagénase (45, 179-182). Ces
mod¢les miment différentes situations pathologiques, par exemple, les ténotomies reflétent
des situations cliniques ou 1’on observe une perte totale de la tension par opposition aux
ténotomies partielles et a 1’injection de collagénase ou les fonctions tendineuses et

musculaires sont maintenues, et qui représentent beaucoup mieux les blessures tendineuses

comme les déchirures partielles.
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1.6.2 Role des PGs et de p53 dans la phase catabolique de ’inflammation
L’un des premiers événements suivant un traumatisme aigu est 1’activation des cellules
sentinelles dont les ténocytes/ténoblastes et les mastocytes. Ces cellules des tissus
conjonctifs libérent une panoplie de molécules servant a organiser la réponse inflammatoire
(183). L’hyperhémie locale est tout d’abord favorisée par la libération massive d’histamine
et de PGs. La PGE; ainsi que la PGI, sont retrouvées en grande quantité aux sites
inflammatoires (184). La PGE, favorise I’hyperhémie locale par 1’activation de ses
récepteurs EP2 et EP4 qui stimulent généralement la vasodilatation (184). PGE, peut
également favoriser 1’exudation plasmatique via I’activation de son récepteur EP3 (185).
De son co6té, PGI,, alias prostacycline, induit la vasodilatation et la formation d’cedéme par
’activation du récepteur IP (186). PGF,-a pourrait, quant a elle, favoriser le recrutement
des neutrophiles, bien que le mécanisme d’action exact reste encore a déterminer. Ainsi,
I’implication des PGs dans le recrutement et la migration des leucocytes fait encore objet de
controverse (187, 188) et I’on considére que leur effet pro-inflammatoire serait surtout dii a

la vasodilatation.

L’hyperhémie locale, la libération de diverses molécules pro-inflammatoires et
chimiotactiques ainsi que D’activation de I’endothélium favorisent I’accumulation de
différentes sous populations de cellules inflammatoires. Suivant une agression tissulaire, les
neutrophiles sont généralement les premicres cellules a infiltrer le site, suivis des
macrophages (189). Les neutrophiles libéreront différentes molécules, dont des protéinases,
des radicaux libres, des chimiokines et d’autres cytokines pro-inflammatoires.
Subséquemment, des chimiokines seront libérées par les neutrophiles, ce qui attirera les
macrophages au site 1és¢ ou ils exerceront initialement une activité¢ catabolique,
contribueront a la phagocytose des débris et également a la sécrétion d’une grande variété
de molécules pro-inflammatoires (190). De nouvelles observations suggérent que p53
régulerait les mécanismes de recrutement des leukocytes. En effet, les résultats de Vollmar
et collaborateurs montrent que 1’administration de pifithrin-a (PFT), un inhibiteur
transactivationnel de p53, perturbe les interactions entre 1’endothélium et les cellules
inflammatoires suivant un traumatisme aigu (191), et réduit ’accumulation de cellules

inflammatoires dans un mod¢le d’hépatotoxicité induite par un choc septique (192). Les
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mécanismes par lesquels 1’inhibition de la transactivation des geénes cibles de p53 réduit

I’accumulation de cellules inflammatoires dans ces modeles sont totalement inconnus.

1.6.2.1 Dommages cellulaires non spécifiques et pS3

Durant la phase catabolique de I’inflammation, les cellules inflammatoires peuvent induire
la mort de divers autres types cellulaires (193, 194) par la libération d’especes réactives
oxygénées et azotées. En réponse a des dommages cellulaires et génomiques, la mort des
cellules tendineuses pourrait étre influencée par la protéine p53 dont on observe une
surexpression en phase inflammatoire (195, 196). Apres phosphorylation, ce facteur de
transcription peut favoriser 1’apoptose par 1’augmentation de 1’expression des «death
receptorsy, I’inhibition des signaux de survie et 1’augmentation de I’expression des genes
impliqués dans la voie mitochondriale de I’apoptose (197-199). Egalement, la protéine p53
active la transcription de diverses protéines capables d’entrainer la sortie du cytochrome C
de la mitochondrie et conséquemment 1’assemblage de 1’apoptosome, I’activation des
caspases effectrices 3 et 7 puis ultimement, I’apoptose. De plus, p53 peut induire 1’apoptose
indépendamment de son activité transcriptionnelle par un mécanisme impliquant sa
translocation a la mitochondrie (200, 201). Il est donc difficile de prévoir de quelle maniére
la modulation de I’activité¢ transcriptionnelle de p53 influencera le phénomene de
I’apoptose in vivo. Cependant, Vollmar et collaborateurs ont récemment observé une
diminution de I’activation des caspases et/ou de la mort cellulaire suite a I’administration
de PFT dans différents modeles d’agressions hépatiques (192, 202). Ce méme groupe de
recherche (191) a également observé une accélération de la réépithélialisation chez des
souris traitées avec PFT comparativement aux blessures des souris traitées avec le placebo,
ce qui suggere que I’inhibition de la mort cellulaire pourrait accélérer la réparation des
tissus conjonctifs. Nous verrons au chapitre IV que le réle de p53 durant la réponse
inflammatoire conséquente a un traumatisme tendineux aigu s’avére partiellement différent

de ce qui a été observé dans les modeles de blessures cutanée ou hépatique.

Dans le contexte du tendon, certaines évidences confirment qu’un traumatisme tendineux
stimule 1’accumulation de leucocytes (177) ainsi que la mort des cellules résidentes. Ces
évidences sont cependant parcimonieuses et discutables a certains égards. Concernant

I’accumulation des cellules inflammatoires, Enwemeka et collaborateurs n’ont pas utilisé
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de marqueurs spécifiques afin d’identifier les cellules inflammatoires au site de la blessure
tendineuse. En regard de la mort cellulaire Yuan et collaborateurs (203) ont appliqué un
essai de type TUNEL sur des tissus chauffés et paraffinés. Sachant que ce type d’essai
marque 1’ensemble des cellules dont ’ADN est fragmenté et que la chaleur peut causer des
dommages a I’ADN, le risque de détecter des cellules faussement positives est grand. Des
investigations plus poussées devront donc €tre menées concernant la nature des cellules

présentes suivant un traumatisme tendineux et les dommages cellulaires non spécifiques.

1.6.2.2 Dommages matriciels non spécifiques, MMPs et PGs

Les molécules libérées en phase pro-inflammatoire peuvent également endommager les
composantes de la MEC. Il a notamment ét¢ démontré que la présence de radicaux libres
augmente I’activité de MMP-8, libérée par les neutrophiles (204). De plus, I’¢lastase des
neutrophiles ainsi que les MMPs membranaires augmentent 1’activité de plusieurs autres
MMPs dont la MMP-1 et 3. In vivo, la présence de MMPs a ¢été associée avec la
dégradation de la MEC de tissus buccal (205) ce qui pourrait, par transposition, se traduire
par une perte fonctionnelle du tissu tendineux. Il semble toutefois clair que différents
mécanismes sont mis en place afin de minimiser ces dommages. En effet, Van de Louw et
collaborateurs (206) ont observé une colocalisation des MMPs avec les TIMPs dans les
poumons sains et inflammés. Dans le méme ordre d’idées, les travaux récents de Langberg
et collaborateurs (107, 207) indiquent que de légers stress tendineux entrainent une
augmentation du catabolisme du collagéne des tendons par les MMPs et que cette action est
ultimement contrebalancée par la libération des TIMPs. Méme si plusieurs mécanismes
d’autorégulation semblent étre mis en place afin de prévenir la dégradation de la MEC, il
est néanmoins accepté que le processus inflammatoire induit une dégradation non
spécifique de la MEC, ce qui pourrait se traduire par une aggravation de la blessure et une
augmentation du temps de guérison. Cette croyance est a la base de 1’acharnement clinique

a vouloir contrdler I’inflammation suivant un traumatisme aigu.
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1.6.3 Résolution de ’inflammation

La fin de la phase inflammatoire se caractérise par la suppression des agents pathogenes, la
diminution de la concentration des molécules pro-inflammatoires et la libération de
molécules anti-inflammatoires. C’est également a cet instant que les neutrophiles infiltrants
entreront massivement en apoptose. Différents mécanismes induiront 1’apoptose des
neutrophiles, notamment 1’activation des «death receptors» (208-210) et I’inhibition de la
voie de NF-kB par PGD,. La 15-deoxy'(A12’ A14)-PGJ2, un métabolite de la PGD, exerce des
effets similaires in vitro mais son implication in Vvivo est toutefois remise en question. Les
neutrophiles apoptotiques seront rapidement phagocytés par les macrophages. Un
mécanisme qui explique cette attraction rapide des macrophages vers les neutrophiles est la
libération de lysophosphatidylcholine suite a 1’activation de la caspase-3 (211). Les
macrophages ayant phagocyté les cellules apoptotiques commuteront la synthése de
cytokines pro-inflammatoires pour celle de cytokines anti-inflammatoires (212, 213). La
libération de TNF-a, d’IL-8, de GMCSF, d’IL-10, d’IL-1B et de thromboxane A, sera
inhibée et celle de TGF-B1 sera augmentée. Cette commutation s’effectuerait via une action
auto ou paracrine de PAF et de PGE,, ce qui suggére que PGE, pourrait faire partie des

médiateurs organisant cette commutation.

Méme si de plus en plus de données suggerent que les PGs sont impliquées dans les
premicres phases de la réparation tissulaire, il n’est pas rare que des AINS soient prescrits
pour une période de dix a quinze jours post-trauma et que le début du traitement soit tardif.
Dans le contexte de la blessure tendineuse aigué, le chevauchement de la fenétre temporelle
d’administration des AINS et de la phase de résolution de I’inflammation pourrait donc
perturber la libération d’une panoplie de médiateurs anti-inflammatoires et de facteurs de
croissance. Il est possible que cette modulation puisse ultimement retarder la réparation
tendineuse. Différentes données supportent cette hypothese. Il est maintenant connu que les
AINS interférent avec la commutation de la synthése des cytokines pro-inflammatoires vers
la synthése de cytokines anti-inflammatoires lorsque les macrophages phagocytent les
neutrophiles apoptotiques (212). Dans un méme ordre d’idée, de récentes évidences
indiquent qu’une deuxiéme vague d’expression de COX-2 en phase de résolution de
I’inflammation est associée a la production de PGD; (214); une PG qui joue de nombreux

roles anti-inflammatoires. Egalement, D’inhibition de COX-2 prolonge la phase
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inflammatoire et 1’inhibition de COX-1, par la mutation de son géne, retarde la réparation
tissulaire (215, 216). Des percées récentes en cancérologie (217) ont également permis
d’identifier un rdle primordial pour COX-2 dans le processus de I’angiogenése qui est aussi
une condition essentielle a la réparation tissulaire. En dépit de I’implication des PGs dans
I’initiation de la réparation tissulaire et de la controverse entourant [|’efficacité
thérapeutique des AINS, ces derniers sont souvent utilisés dans les phases tardives
découlant d’un traumatisme tendineux ou ligamentaire (218). Le chapitre III apportera une
explication potentielle au manque d’efficacit¢ des AINS en tant que molécules

thérapeutiques en regard de la réparation tendineuse.

Malgré D’avancement constant des recherches, la physiopathologie des blessures
tendineuses est encore mal caractérisée. Le dogme actuel veut que I’inflammation soit
dommageable pour les tissus et qu’elle puisse, si mal contrdlée, aggraver la blessure et ainsi
retarder la guérison. Il est probable que le processus inflammatoire prenant place suivant un
traumatisme tendineux puisse nuire a la réparation de I'unité tendineuse. Cependant, de
plus en plus d’évidences, notamment [’identification de mécanismes intrinseéques de
défense contre les protéases ainsi que I’implication des cellules inflammatoires dans
I’initiation de la réparation tissulaire, suggerent que ce paradigme pourrait étre erroné. Les
PGs ainsi que p53 pourraient ainsi jouer des roles primordiaux dans la régulation de
I’inflammation et de la réparation des tendons, ce qui en fait des cibles expérimentales

alléchantes.

1.7 But et objectifs

A ce jour, le modéle théorique de la séquence physiopathologique suivant un traumatisme
tendineux aigu est largement extrapolé¢ a partir des connaissances recueillies a 1’aide
d’autres mode¢les traumatiques comme les blessures musculaires, ligamentaires et cutanées.
Quelques données obtenues dans le tendon nous permettent de confirmer certaines facettes
de ce modele. Cependant, les connaissances des processus exacts mis en place dans le
tendon suivant un traumatisme tendineux sont peu avancées. Le but de cette thése était
ainsi d’étudier le role de différents régulateurs potentiels de la réaction inflammatoire

en regard de la réparation tendineuse. Pour ce faire, nous avons dii mettre au point un
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modele de blessure tendineuse qui nous permettrait ultérieurement d’étudier le réle des PGs
et de p53 dans la séquence physiopathologique menant a la guérison des tendons. De
manicre complémentaire, nous avons finalement pu démystifier la contribution des cellules
inflammatoires aux dommages non spécifiques a la MEC en utilisant un mod¢le impliquant
une molécule capable d’induire 1’accumulation de cellules inflammatoires a proximité du

tendon, sans toutefois induire par elle-méme une dégradation de la matrice.

Les mod¢les expérimentaux de blessure tendineuse sont jusqu’a maintenant trés invasifs et
la procédure chirurgicale compterait a la fois pour une grande portion de I’inflammation et
de la blessure tendineuse, de telle sorte qu’il devient impossible de déterminer dans quelle
mesure la blessure observée est bien attribuable a 1’agent ou a la modalité traumatisante. Du
reste, il n’est pas rare que la caractérisation du processus inflammatoire ainsi que des
dommages attribuables a la procédure chirurgicale soit omise. Dans de tels modeles, les
risques d’infection doivent aussi €tre pris en considération, car cette derniére peut
influencer la nature méme du processus inflammatoire (182), ce qui pourrait nuire a la
reproductibilit¢ du modele expérimental. L’intensit¢ du processus inflammatoire ainsi que
le type de cellules inflammatoires s’accumulant au site d’une 1ésion influencent également
les processus de réparation tissulaire (189). Notamment, les monocytes/macrophages, aussi
appelés macrophages infiltrants, coopéreraient avec les neutrophiles pour débarrasser le
tissu de I’intrus et joueraient le réle de nettoyeur en effectuant une grande quantité¢ de
cycles de phagocytose. Des travaux portant sur le muscle squelettique montrent également
que, outre les macrophages infiltrants, 1’appareil musculosquelettique contient des
macrophages résidents qui sont responsables d’organiser la réparation tissulaire (219). La
caractérisation des sous populations de cellules inflammatoires au site d’une blessure
tendineuse pourrait donc fournir des informations utiles pour la compréhension du
processus de réparation tendineuse. En réponse au besoin d’établir un modéle reproductible
d’inflammation tendineuse et d’identifier les sous populations de cellules inflammatoires, le
premier objectif de cette these était de mettre au point un modéle de blessure
tendineuse chez le rat et de caractériser le décours temporel d’accumulation des
neutrophiles, des monocytes/macrophages et des macrophages résidents. Nous avons
posé I’hypothése qu’un traumatisme tendineux aigu induirait une séquence classique

d’accumulation de leucocytes, telle qu’observée dans le muscle squelettique. Cette
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séquence procéderait par une accumulation initiale de neutrophiles, suivie de
I’accumulation des monocytes/macrophages puis des macrophages résidents. Afin de
vérifier cette hypothése, nous avons reproduit un modéle de blessure tendineuse par
injection de collagénase dans le tendon d’Achille de rats ou le tendon était exposé par une
incision cutanée. Par la suite, nous avons comparé cette procédure a 1’injection intra
tendineuse de collagénase sans incision cutanée. Dans ces deux modéles nous avons
quantifié¢ la densité de différentes sous populations de cellules inflammatoires par le

comptage manuel des cellules marquées spécifiquement par immunohistochimie.

Les effets anti-inflammatoire et analgésique des AINS sont bien caractérisés et cette classe
de médicament est encore privilégiée pour le traitement des blessures tendineuses (218),
avec la prémisse que l’inflammation pourrait étre dommageable pour les portions
tendineuses qui sont restées saines. De plus en plus d’évidences supportent cependant 1’idée
que le processus inflammatoire per se ainsi que certains médiateurs qui en sont issus,
pourraient également favoriser la réparation tissulaire. En accord avec cette logique tordue,
il n’est pas surprenant que les études portant sur I’effet des AINS sur la réparation des
tissus conjonctifs aient produit des résultats divergents. Nombre de spéculations ont été
formulées afin d’expliquer ces incongruités dont les différences de modeles, la nature
exacte de I’AINS utilisé, la dose... etc. Cependant, peu de mécanismes ont été défendus de
mani¢re convaincante. Selon le dogme actuel, les dommages inflammatoires non
spécifiques se produiraient durant la phase hautement catabolique de 1’inflammation, tandis
que I’implication de I’inflammation dans I’initiation des processus de réparation serait plus
tardive. De maniére contradictoire, I’administration d’AINS peut facilement durer deux
semaines suivant un traumatisme aigu. Le second objectif de cette thése était de
déterminer D’effet de I’administration d’un AINS durant les 72 premiéres heures
suivant un traumatisme tendineux aigu sur différents marqueurs de ’inflammation et
de la réparation tendineuse. Selon la prémisse que les dommages non spécifiques
s’effectueraient tot suivant la blessure, notre hypothése était que I’administration d’un
AINS, restreinte a la phase inflammatoire, diminuerait les dommages superflus et

accélérerait ultimement la réparation du tendon.
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Les médiateurs de la réparation tissulaire sont nombreux et leur nombre, ainsi que les roles
qui leur sont associés, s’accroissent constamment. La protéine p53 est classiquement
reconnue pour réguler de la « destinée » cellulaire. Récemment, on a également identifié
des roles pour p53 dans la régulation de la MEC ainsi que dans le processus inflammatoire.
En regard de différents mécanismes potentiellement modulés par p53, le troisiéme objectif
de cette thése est donc d’évaluer in vivo Deffet de D’inhibition de Dactivité
transactivationnelle de p53 durant la phase inflammatoire suivant un traumatisme
tendineux aigu. Selon notre hypothése, 1’administration de PFT-o durant la phase
inflammatoire aurait un effet anti-inflammatoire et anti-apoptotique, ce qui pourrait

ultimement diminuer le temps de guérison du tendon.

59



Chapitre II :

Les neutrophiles et les macrophages s’accumulent
séquentiellement suivant une blessure au tendon
d’Achille
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Résumé

Les blessures tendineuses induisent des dommages structuraux ainsi qu’un processus
inflammatoire. Le but de cette étude était de déterminer la séquence d’accumulation des
cellules inflammatoires en utilisant deux mod¢les de blessure tendineuse aigu€. Le premier
modele consistait & faire une légere incision de la peau et injecter une solution de
collagénase dans le tendon d’Achille. Les animaux étaient sacrifiés 1, 3, 7, 14 et 28 jours
suivant la procédure chirurgicale. Quant a lui, le second modele consistait a injecter la
collagénase de manicre percutanée. Les rats étaient sacrifiés 1 et 3 jours suivant I’injection.
La concentration des neutrophiles et des macrophages macrophages ED1" augmentait de 46
et 28 fois les niveaux de base, respectivement, 24 heures suivant la procédure chirurgicale
ou le tendon était exposé et injecté a la collagénase. Trois jours suivant cette procédure
chirurgicale, la concentration des neutrophiles diminuait de 70% tandis que celle des
macrophages ED1" restait constante. La concentration des neutrophiles et des macrophages
ED1" retournait aux valeurs de base 7 et 14 jours, respectivement, suivant la chirurgie. La
concentration des macrophages ED2" n’a pas été modulée par cette procédure chirurgicale
mais une faible tendance a la hausse était observée apres 28 jours. L’injection percutanée
de collagénase a induit une accumulation des cellules inflammatoires plus faible que la
procédure ou le tendon était exposé. Ainsi, les tendons blessés démontrent une séquence
spécifique d’accumulation des cellules inflammatoires dont 1’intensité varie en fonction de

la modalité utilisée afin d’acheminer la collagénase au tendon.
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Summary

Structural damage and inflammation occur following tendon injury. The purpose of this
study was to determine the time course of inflammatory cell accumulation in two animal
models of acute tendinopathy. In the first model, rat Achilles tendons were exposed by
blunt dissection, injected with collagenase and sacrificed at 1, 3, 7, 14 and 28 days. In the
second model, collagenase was injected percutaneously and rats were sacrificed after 1 and
3 days. Sham animals were sacrificed at 1 and 3 days in both models. Neutrophil and ED1"
macrophage populations increased by 46- and 18-fold, respectively after 1 day in surgically
exposed Achilles tendons injected with collagenase. Neutrophils dropped by 70% while the
concentration of ED1" macrophages remained constant at day 3 post-injury. Neutrophils
and ED1" macrophages returned to control values after 7 and 14 days, respectively. ED2"
macrophages showed a tendency to increase at day 28 although no significant difference
was observed relative to ambulatory controls. Collagenase injected percutaneously reduced
the extent of inflammation compared with operated animals. Thus, injured tendons
exhibited a specific sequence of inflammatory cell accumulation which varied in intensity

according to the modality used for collagenase injection.
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2.1 Introduction

The sequence of appearance of inflammatory cells is thought to be very consistent
following an injury but has never been intensively studied in traumatized tendon.
Accumulation of inflammatory cells relies on either recruitment of new cells from the
circulatory system or mitogenesis of resident inflammatory cells. The recruitment of new
inflammatory cell populations through chemotactic substances is believed to be the primary
mechanism by which cells accumulate in injured tissue. Phagocytic neutrophils are usually
the first cells to appear at sites of infection or inflammation where they release cytokines,
that may attract macrophages (1), and a variety of destructive agents such as reactive
oxygen species (2) and proteases (3). The concentration of neutrophils usually declines 24
hours post-injury and apoptotic neutrophils are phagocytosed by macrophages (4) or
fibroblasts (5). Macrophage populations become then the predominant subsets of cells until
the end of the inflammatory process. Activated macrophages can release growth factors that
induce extracellular matrix synthesis (6), inhibit extracellular matrix degradation (7) and

stimulate fibroblasts or other stem cells to proliferate (8).

The heterogeneity of macrophage populations has raised the possibility that different
subclasses of macrophages may play complementary functions during tissue inflammation
and healing. For example, ED1" macrophages are mainly present in circulation and migrate
into injured rat skeletal muscle to remove necrotic tissue by phagocytosis whereas ED2"
macrophages are resident cells that do not participate in the removal of cell debris (9) but
can enhance myogenic cell proliferation (10). Furthermore, Robertson et al. (11) have
demonstrated that macrophages, but not neutrophils, can induce a strong chemotactic
response in cultured myogenic cells. In view of the evidence that leukocytes play distinct
functions in orchestrating skeletal muscle healing, it appears likely that different

subpopulations of inflammatory cells may be serving similar roles in injured tendons.

Previous investigations provided evidences that overloading (12), overuse (13),
compression (14), intrinsic degeneration (15), chemical irritation (16), complete (17) and
partial tenotomy (18) induce tendon structural damages and inflammation that are

histopathologically similar to those observed in skeletal muscle following an injury. For
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instance, it was shown, using a classical dye staining, that inflammatory cells and
fibroblasts appear sequentially at sites of injury of damaged tendons (18). Although the
determination of the number and type of inflammatory cells recruited after a trauma is very
important for understanding the healing processes, the exact nature of cell populations has
never been identified in any representative model of acute tendinopathy. Because
collagenase is the only protease produced by fibroblasts and inflammatory cells that is
capable of inducing the degradation of the triple helical conformation of collagen, we have
employed this model of tendon injury to examine the time course of the appearance of
inflammatory cells. The first goal of this study was to determine the concentration of
neutrophils, ED1" and ED2" macrophages following tendon injury. Our second goal was to
compare the magnitude of the cellular response during the acute phase of inflammation in

two different models of collagenase-induced tendon injury.

2.2 Materials and Methods

2.2.1 Experimental design

Female Wistar rats weighing about 200g were housed two per cage before the operation
and alone following the surgical procedure. Food and water were provided ad libitum
throughout the experimental protocol. Rats were anesthetized with an intraperitoneal
injection of a ketamine-xylazine cocktail (87.5mg/kg and 12.5mg/kg, respectively). All pre-
operative procedures were performed to prevent discomfort and instruments were sterilized
to avoid any local inflammation due to infection. In 24 animals, skin was surgically cut and
the right Achilles tendon was isolated by blunt dissection as described by Davidson et al.
(19). Exposed Achilles tendons (EAT) were injected near the osteotendinous junction
(OTJ) with 30 pl of crude collagenase (10mg/ml; Sigma, St-Louis, MI Cat# C-6885) using
a 30G needle. Collagenase was dissolved in sterile phosphate buffered saline (PBS)
containing 50mM NaH,;PO4, 150mM NaCl at pH 7.4. The same volume of PBS without
collagenase was injected following the same surgical procedure in sham-operated animals.
The incision was closed with sutures and gently washed with a topical antiseptic solution.
Immediately after the experimental procedures, animals were rehydrated with 5 ml of

Ringer’s lactate injected subcutaneously and placed under a heat supply to prevent
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hypothermia until awakening. Rats were sacrificed 1 (n=4), 3 (n=5), 7 (n=5), 14 (n=4) or
28 (n=6) days post-collagenase injection. Ambulatory controls that were not injected with

collagenase or PBS had normal cage activity (n=8).

The high number of neutrophils and ED1" macrophages in sham groups following EAT
procedure led us to hypothesize that the surgical procedure was responsible for an
important part of the inflammation. To test this hypothesis, percutaneous injection into the
right Achilles tendon was performed. In these non-exposed Achilles tendon (NEAT)
groups, skin was surgically prepared and the collagenase was injected percutaneously near
the OTJ under anesthesia. We compared concentrations of neutrophils, ED1" and ED2"
macrophages between NEAT and EAT groups at 1 (n=4 or 5) or 3 (n=4 or 5) days post-
collagenase or PBS injection. The comparison between NEAT and EAT procedures was
limited to 1 and 3 days post-injection because that time course encompasses that in which
extensive cell accumulation occurs. All animal care and handling procedures were

approved by the Laval University Research Center Animal Care and Use committee.

2.2.2 Tissue Preparation

At sacrifice, animals were overdosed with the ketamine-xylazine cocktail and the
experimental hindlimb was removed. Foot was positioned in dorsiflexion and the whole
limb was fixed overnight in 10% formalin at 4°C. Subsequently, Achilles tendons were
excised between OTJ and myotendinous junction (MTIJ), dehydrated in alcohol at
concentrations ranging from 70 to 100% and finally cleared in three changes of xylene.
After dehydration and clearing on ice, Achilles tendons were embedded overnight in
paraffin at 60°C and paraffin blocks were then stored at -20°C. In each tendon, two sagittal
regions were systematically selected at 0.25 and 0.75 mm from the lateral edge of the
tendon. Three 5 pum thick longitudinal sections were then serially collected from each

region and labeled for the neutrophils, ED1" and ED2" macrophages.

2.2.3 Immunohistochemistry
Sections were defrosted at room temperature for 30 min, deparaffined in xylene and

rehydrated through a gradient of alcohol. Each step of paraffin removing and rehydration
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lasted 5 min. After rehydration, tendon sections were digested for 30 min in 0.25% trypsin
and quenched to abrogate endogenous peroxidase activity with a solution of 0.3% hydrogen
peroxide diluted in PBS. Non-specific sites were blocked for 45 min in blocking solution
containing 100mM Tris, 150mM NaCl, 150mM sodium azide, 0.5% Tween-20, 0.2%
gelatin and 3% bovine serum albumin. Sections were then overlaid without primary
antibodies or incubated for 2 hours with the following antibodies: anti-neutrophils (diluted
1:12000; Accurate chemicals, Westbury, NY), anti-ED1" or anti-ED2" macrophages
(diluted 1:100; Bioproducts for Science, Indianapolis IN). Sections were then washed with
PBS and incubated with biotinylated anti-rabbit IgG or anti-mouse IgG (diluted 1:200;
Vector Laboratories, Burlingame, CA) for 60 min. Tissue samples were washed with PBS
and incubated with horseradish peroxidase (1:1000; Vector Laboratories) before revealing
the antibody-antigen complex by chromogenic development, using peroxidase substrate kit
AEC (Vector Laboratories). The total number of labeled cells was counted manually by
moving an eyepiece grid over the entire longitudinal section. The total area of the section
was also determined and multiplied by the thickness to express the number of each cell per

mm3.

2.2.4 Statistical Analysis
Fisher PLSD was used to compare means when a significant F ratio was obtained following
the analysis of variance. The level of significance was set at p<0.05. All results are

presented as the mean = SEM.

2.3 Results

2.3.1 Inflammatory cells in the EAT procedure

Achilles tendon from ambulatory controls showed normal collagen fiber orientation with
dispersed and fusiform tenocytes (Figure 1A). Morphological characteristics of tendon
underwent significant changes following collagenase injection. Hypercellularity was
observed in disorganized area showing the damaging nature of the protocol (Figure 1B).

The cells that resembled morphologically to active fibroblasts decreased remarkedly at 28
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days post-injection, but the extracellular matrix appearance was still not identical to

ambulatory controls (Figure 1C).

The accumulation of leukocytes in injured tendon was characterized by a rapid increase in
the concentration of neutrophils followed by a lesser response in ED1" macrophages after
the injection of collagenase. The concentration of neutrophils increased by 46-fold in EAT
animals at 1 day post-trauma and dropped by more than 70% after 3 days to return to
control values at 7, 14 and 28 days post-injection (Figure 2A). Immunohistochemistry
revealed that neutrophils were highly concentrated after 1 day in injured tendon (Figure 3C)
but almost absent in tendon from ambulatory controls and animals that had recovered for

28 days (Figures 3B & D). Negative controls showed no labeling (Figure 3A).

The number of ED1" macrophages increased by 18-fold at 1 day and slightly decreased 3
days post-injection (Figure 2B). The most significant diminution was observed by day 7 but
values similar to ambulatory controls were reached after 14 days. The magnitude of
increase in cell number was about two-fold more important in neutrophils compared to
ED1" macrophages in injured tendon after 1 day (Figures 3C & 4C). Interestingly, EAT
procedure did not produce any significant increase in the concentration of ED2"
macrophages following collagenase injection (Figure 2C) but a tendency to augment after
28 days was observed (p = 0.052) (Figures 2C & 5D). Unexpectedly, sham procedure did
induce a significant increase in the concentration of neutrophils and ED1" macrophages

when EAT groups were compared to ambulatory controls (Figures 2 & 6).

2.3.2 Comparison of EAT and NEAT procedures

Although the sequence of leukocyte appearance was similar for the two experimental
procedures, the number of neutrophils and ED1" macrophages was significantly lower in
NEAT than EAT groups at 1 and 3 days (Figure 6). The utilization of the NEAT procedure
decreased the magnitude of cell accumulation by 35% and 39% for neutrophils and ED1"
macrophages, respectively when compared with time-matched EAT groups. Interestingly,
ED2" macrophages increased significantly in the NEAT group only 3 days following

collagenase injection. In addition, no significant difference in the number of inflammatory
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cells was observed between ambulatory controls and sham animals that underwent NEAT

procedure.

2.4 Discussion

Increases of cellularity in injured tendons have been observed following mechanical (18)
and chemical injuries (19) but the exact nature of the cell populations that invade injured
tendons has never been confirmed immunohistochemically. The major finding of this
investigation is the observation that collagenase injection into Achilles tendon induces an
inflammatory response that begins with an initial accumulation of neutrophils, followed by
the arrival of EDI" macrophages and a tendency for a delayed increase in ED2"
macrophages. Although EAT and NEAT caused an increase in neutrophils and ED1"
macrophages at 1 and 3 days post-injection, the increase in these cell types was
significantly greater for EAT relative to NEAT. Interestingly, the concentration of ED2"
macrophages increased as early as 3 days post-collagenase injection in NEAT whereas a
tendency for ED2" macrophages to be elevated was observed only after 28 days in EAT.
This pattern of macrophage response in NEAT is similar to the histological observations
made in one model of skeletal muscle injury (20, 21). For example, the accumulation of
ED2" macrophages followed the arrival of macrophages ED1" by approximately 1 day after
muscle injury induced by modified mechanical loading suggesting different roles for the
subsets of macrophages in skeletal muscle. Current evidence supports the view that
neutrophils and ED1" macrophages are phagocytic cells involved in the removal of cellular
debris and that ED2" macrophages are associated with the regenerating stage of muscle

injury (1, 20, 21).

The occurrence of different concentrations and types of inflammatory cells in injured
tendon strongly suggests that neutrophils, ED1" and ED2" macrophages have differing
roles in tendon repair. Although the identity of the various molecules released by each
subset of leukocytes has not yet been experimentally tested in tendons, there are several
growth factors that could enhance tendon healing. For example, macrophages have been
shown to be a potent source of a plethora of growth factors and cytokines (22) which can

stimulate fibroblast proliferation, induce extracellular matrix synthesis (6) or inhibit
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extracellular matrix degradation (23). On the other hand, macrophages are also known to
secrete interleukine-1 (IL-1) and tumor necrosis factor (TNF) which inhibit fibroblast
proliferation and degrade extracellular matrix (8, 24, 25). We speculate that rapidly
invading neutrophils and ED1" macrophages may release molecules that act predominantly
on tendon catabolism while the putative activating molecules produced by endogenous
ED2" macrophages govern tendon anabolism. This assumption fits very well with the
present findings in which a less traumatic insult, like the NEAT procedure, caused a more
rapid ED2" macrophage accumulation; one can assume that regeneration process would be
present as early as 3 days in NEAT while it appears to be considerably delayed following
EAT procedure.

The distinct time courses of disappearance of neutrophils, ED1" and ED2" macrophages
observed in both models used are also in agreement with earlier reports in tendon and
skeletal muscle (17, 26). In a model of muscle injury, apoptosis contributed to reduce the
concentration of ED1" macrophages during the resolution of the inflammation. However,
the apoptotic process was not occurring at the same frequency in ED2" macrophages
following muscle injury (26) leading to accumulation of ED2" macrophages in injured
tissue. This suggests that the onset of death is regulated independently in each population of
inflammatory cells. ED2" macrophages are well-suited to perform fibroblast-associated
functions since a phenotypic continuum exists between fibroblasts and macrophages (27)
such that macrophages can differentiate into a collagen-producing phenotype under certain
conditions (28). The possibility that the sustained level of ED2" macrophages seen in the
present study contributes to fibroblast activation and collagen deposition can not be

excluded.

The collagenase injection model was previously used by Davidson et al. (19) who observed
that soft tissue mobilization on Achilles tendon surgically exposed and injected with
collagenase can increase fibroblast proliferation at site of injury. However, the conclusion
of these studies was weakened by the fact that neither sham-operated animals were used
and nor specific markers were employed for fibroblasts or inflammatory cells. In the
present study, we show that sham-operated animals in EAT groups presented an important

tendon inflammation at 1 and 3 days post-trauma. On the other hand, sham-operated
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animals that were injected percutaneously with PBS presented no sign of inflammation,
suggesting that an important part of the inflammatory response is attributable to surgical

procedures.

In summary, we have demonstrated, using two different models, that injury to tendon
triggers a classic and sequential pattern of inflammatory cell accumulation, where rapid but
transient neutrophil accumulation is followed by an increased of ED1" macrophage
concentration. The percutaneous injection of collagenase constitutes a reliable model for
collagenase-induced tendon degeneration where surgical procedures are not important
compared to the model where Achilles tendon is exposed. This work should provide the
foundation for future studies examining the role of each sub-population of inflammatory

cells in tendon degeneration and regeneration.
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2.6 Figures and Legends
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Figure 1: Staining of Achilles tendon sections with hematoxylin and eosin. A: Ambulatory
controls B: EAT injected with collagenase after 1 day. C: EAT injected with collagenase
after 28 days. Bar = 50 um.
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Figure 2: Time course of leukocyte accumulation following EAT injected with collagenase.

Panel A illustrates the concentration of neutrophils in Achilles tendons. White bar,
ambulatory control animals; black bar, EAT injected with collagenase at 1, 3, 7, 14 and 28
days post-trauma; grey bar, EAT from sham animals at 1 and 3 days following PBS
injection. *Significantly different from ambulatory controls. #Significantly different from
its matched sham group. Panels B and C illustrate ED1" and ED2" macrophage
concentrations, respectively. Symbols are the same as in panel A.
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Figure 3: Immunoperoxidase labeling of neutrophils in longitudinal sections of Achilles
tendon. A: negative controls (no primary antibody) showing no staining. B: Achilles tendon
from ambulatory controls. C: EAT 1 day following injection of collagenase. D: EAT 28
days following injection of collagenase. Bar = 50 um.
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Figure 4: Immunoperoxidase labeling of ED1" macrophages in longitudinal sections of
Achilles tendon. A: negative controls (no primary antibody) show no staining. B: Achilles
tendon from ambulatory controls. C: EAT 1 day following injection of collagenase. D:
EAT 28 days following injection of collagenase. Bar = 50 um.
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Figure 5: Immunoperoxidase labeling of ED2" macrophages in longitudinal sections of
Achilles tendon. A: negative controls (no primary antibody) show no staining. B: Achilles
tendon from ambulatory controls. C: EAT 1 day following injection of collagenase. D:
EAT 28 days following injection of collagenase. Bar = 50 pum.
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Figure 6: Concentration of neutrophils, ED1" and ED2" macrophages in Achilles tendon
following two different surgical procedures. Panel A illustrates the concentration of
neutrophils in Achilles tendons. White bar, ambulatory control animals; black with striped
bars; NEAT from sham procedure; black bars; NEAT injected with collagenase; grey with
striped bars; EAT from sham procedure; grey bars; EAT injected with collagenase. All
experimental groups were done at 1 or 3 days post-trauma. * Significantly different from
ambulatory controls. # Significantly different from its matched sham group. a Significantly
different from NEAT procedure. Panels B and C illustrate ED1" and ED2" macrophage
concentrations, respectively. Symbols are the same as in panel A.
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Résumé

L’effet bénéfique des anti-inflammatoires non stéroidiens en regard de la réparation
tendineuse fait encore [’objet de controverse. La présomption que les cellules
inflammatoires puissent causer des dommages non spécifiques suivant une blessure existe.
Nous avons donc vérifi¢ I’hypothése qu’un traitement de 3 jours avec du diclofénac
protégerait les tendons des dommages induits par les cellules inflammatoires, ce qui serait
ultimement associé¢ a une accélération de la guérison. La concentration des neutrophiles et
des macrophages ED1" a été déterminée dans la portion centrale ainsi que dans le paraténon
des tendons blessés par injection de collagénase. Le contenu en hydroxyproline, 1’oedéme
ainsi que les propriétés mécaniques ont également ét¢ évaluées aux jours 1, 3, 7, 14, et 28
post-trauma. L’injection de collagénase a causé une réduction du point de rupture de pres
de 70% au jour 3. L’administration de diclofénac (1mg/kg b.i.d.) a diminué I’accumulation
des neutrophiles et des macrophages de 59% et 35%, respectivement, dans la portion du
tendon la plus riche en vaisseaux sanguins, c’est a dire le paraténon, et non pas dans le
centre du tendon. L’cedéme était diminué au jour 3 mais persistait durant la phase de
remodelage dans le groupe traité au diclofénac, comparativement au placebo. L’inhibition
de I’accumulation des cellules inflammatoires ne s’est pas traduite par une réduction des
dommages tendineux, ni par une accélération de la réparation tissulaire car les propriétés
mécaniques étaient identiques entre les groupes traités avec le placebo et le diclofénac. Ces
résultats montrent que le diclofénac réduit I’cedéme ainsi que 1’accumulation des cellules
inflammatoires dans le paraténon, mais ceci n’est pas associé a des effets bénéfiques tant au

point de vue fonctionnel que biochimique.
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Summary

Whether nonsteroidal anti-inflammatory drugs have a beneficial effect on tendon
regeneration is still a matter of debate. Given that inflammatory cells are thought to induce
nonspecific damage following an injury, we tested the hypothesis that a three-day treatment
with diclofenac would protect tendons from inflammatory cell injury and would promote
healing. Neutrophil and ED1" macrophage concentrations were determined in the paratenon
and the core of the rat Achilles tendon following collagenase-induced injury.
Hydroxyproline content, edema and mechanical properties were also evaluated at 1, 3, 7, 14
and 28 days post-trauma. Collagenase injections induced a 70% decrease in the ultimate
rupture point at day 3. Diclofenac treatment (Img/kg b.i.d.) selectively decreased the
accumulation of neutrophils and ED1" macrophages by 59% and 35%, respectively, in the
paratenon, where blood vessels are numerous, but did not reduce the accumulation of
neutrophils and ED1" macrophages in the core of the tendon. Edema was significantly
reduced on day 3 but persisted during the remodeling phase in the diclofenac-treated group
only. The inhibition of leukocyte accumulation by diclofenac did not translate into a
reduction of tissue damage or a promotion of tissue healing, as the mechanical properties of
injured Achilles tendons were identical in placebo and diclofenac-treated groups. These
results indicate that diclofenac reduced both edema and the accumulation of inflammatory
cells within the paratenon, but provided no biochemical or functional benefits for the

Achilles tendon.
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3.1 Introduction

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are widely prescribed to reduce pain and
inflammation following soft tissue injuries. NSAIDs inhibit tissue inflammation by
repressing cyclooxygenase (COX) activity, thereby leading to a reduction in pro-
inflammatory prostaglandin (PG) synthesis (1). NSAIDs can also repress inflammation by
inducing apoptosis, activating peroxisome proliferator-activated receptors a and y (2) and
inhibiting neutrophil (PMN) aggregation (3) and degranulation (4). Diclofenac can induce
shedding of adhesion molecules located on PMNs, thereby inhibiting their locomotion and
ability to invade inflamed tissues (5, 6). Because PGs can play an important role in the
accumulation of inflammatory cells in many tissues, and leukocyte subsets may exacerbate
tissue injuries, it is believed that reducing PGE, production and inflammatory cell
accumulation using COX inhibitors will lead to a reduction in tendon injury. However, the
effects of NSAIDs on connective tissue repair have produced diverging and contradictory
results. For example, the administration of nonspecific inhibitor of COX activity increases
ligament strength by 42% at 14 days post-surgical transection, while a specific COX-2
inhibitor decreases ligament strength as compared to a placebo (7). Although the
conclusions of these studies are weakened by the fact that no specific inflammatory cell
markers were employed to verify the efficacy of the NSAIDs, the observations are
consistent with the current view that inflammatory cells participate in both the degenerating

and regenerating processes at sites of injury (8-10).

We recently showed in a rat model of tendon injury that different populations of
inflammatory cells (PMNs, ED1" and ED2" macrophages (M®s)) accumulate sequentially
(11). PMNs accumulate rapidly at injury sites, where they can increase extracellular matrix
damage through the release of proteases and potentially delay tissue regeneration (12).
PMN invasion is followed by M® accumulation 1-3 days post-injury. These cells play key
roles in the early phase of wound healing and are likely very important for effective wound
debridement (13), angiogenesis (14), fibroblast activity and subsequent collagen synthesis
(15). The use of NSAIDs may thus both repress the catabolic actions of inflammation

and/or alleviate important signals for tissue regeneration. We hypothesized that a three-day
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treatment with diclofenac during the highly catabolic phase of inflammation would protect
tendons from injury and promote tissue healing. In this study, we assessed inflammatory
cell accumulation, edema, hydroxyproline content and mechanical properties of Achilles
tendons at 1, 3, 7, 14 and 28 days post-collagenase injury. These time points encompass the
periods of inflammatory cell accumulation, collagen degradation and initiation of the
regeneration process (11). The results demonstrate that diclofenac decreased the
accumulation of inflammatory cells during the acute phase of inflammation but neither

prevented tissue damage nor accelerated the healing process.

3.2 Materials and Methods

3.2.1 Experimental procedures

Collagenase-induced tendon injury has been previously characterized in our laboratory and
described in detail (11). Female Wistar rats (180-200 g) allowed normal cage activity were
used. The rats were anesthetized by intraperitoneal injection of a ketamine/xylazine cocktail
(87.5 mg/kg and 12.5 mg/kg, respectively). Instruments were sterilized to avoid local
inflammation due to infection. The Achilles tendons of both hindlimbs were exposed by a
slight incision above the osteotendinous junction. For immunolabeling analyses, the
experimental tendon was injected with 30 pl of crude collagenase solution (5 mg/ml;
Sigma, St. Louis, MI, USA) using a 30 gauge needle. Collagenase was dissolved in sterile
phosphate-buffered saline (PBS). Contralateral Achilles tendons were injected with the
same volume of vehicle and used as sham groups. In another series of experiments where
mechanical testing was performed, both Achilles tendons were injected with 30ul of the
Smg/ml collagenase solution. Injury was induced in both tendons in order to evaluate
hydroxyproline and water content as well as the mechanical properties of injured tendons
on the same animal. Mechanical data from injured tendons were thus compared to tendons
originating from control rats but the sham procedure did not induce any functional deficit
(unpublished data). The incision was closed with sutures and gently washed with a topical
antiseptic solution. Following the surgical procedures, the animals were rehydrated by
injecting 5 ml of Ringer’s lactate subcutaneously and then placed under a heat lamp to

prevent hypothermia until awakening.
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3.2.2 Drug administration

The animals were randomly divided into two groups. Six hours following collagenase
injection, the time needed to recover completely from anesthesia, the placebo and
experimental groups were gavaged with water or diclofenac dissolved in water at 1 mg/kg.
All animals were treated b.i.d. for six doses. The rats were sacrificed 1, 3, 7, 14 and 28 days
post-collagenase injection. Ambulatory control rats were sacrificed without prior

intervention or after the administration of six doses of diclofenac administered b.1.d.

3.2.3 Immunohistochemistry

To label inflammatory cells, hindlimbs were removed immediately after sacrifice, the foot
was positioned in a dorsiflexion position and the whole limb was fixed overnight in 10%
formalin at 4°C. Achilles tendons were then excised between the osteotendinous and
myotendinous junctions, dehydrated in increasing concentrations of alcohol and cleared in
three changes of xylene. After dehydration and clearing on ice, Achilles tendons were
embedded overnight in paraffin at 60°C and the paraffin blocks stored at —20°C. Sections
from the paratenon and core of each tendon were systematically selected at 0.25 and 0.75
mm from the lateral edge of the tendon, respectively. Longitudinal sections were labeled

for the PMNs and ED1" M®s as previously described (11).

To label blood vessels, uninjured tendons were excised and fixed for three days in a zinc
solution (0.5% zinc acetate and 0.5% ZnCl, in 0.1M Tris base buffer containing 0.05%
calcium acetate) (16). Tendons were embedded in paraffin and transversally cut at a
thickness of Sum. Tissue sections from two distinct regions of the tendon were collected in
duplicate. Tendons were quenched with a solution of 3% hydrogen peroxide diluted in
methanol to abrogate endogenous peroxidase activity. Nonspecific sites were blocked for
20 min in a solution containing 100 mM Tris, 150 mM NaCl, 150 mM sodium azide, 0.5%
Tween 20, 0.2% gelatin and 3% bovine serum albumin. Sections were then overlaid
without the primary antibody or incubated overnight at 4°C with anti-rat CD31 antibody
(BD Pharmingen, CA, USA), which binds to an adhesion molecule commonly called
PECAM-1 located in the endothelium of blood vessels. All sections were then washed with

PBS and incubated with biotinylated anti-mouse IgG antibody (1:200; Vector Laboratories,
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Burlingame, CA, USA) for 60 min. Tissue samples were washed with PBS and incubated
with horseradish peroxidase (1:1000; Vector Laboratories) before revealing the antibody-
antigen complex by chromogenic development using DAB peroxidase substrate kit (Dako
Diagnostics Canada Inc., ON, Canada). Transverse sections were then viewed under a
Nikon inverted microscope equipped with a Cool Snap photometrics CCD camera. Blood
vessel density was quantified by using Metamorph image software. Following acquisition,
images were converted from pixels to micrometers using a calibration image. The color
threshold was set to include labeled blood vessels with minimal unspecific background.
Three sample areas were selected in the paratenon and the core of the tendon, and the

surface area occupied by blood vessels were expressed as percentages of total area.

3.2.4 Mechanical testing

In another set of experiments, Achilles tendons were excised with the calcaneum and the
inferior portions of the gactrocnemius, plantaris and soleus muscles. Samples were placed
in a humid chamber on PBS-moistened gauze to avoid drying and swelling (17). Muscle
tissue was gently removed from the tendons, and both extremities were rapidly wiped and
glued between two pieces of balsa wood with Loctite 495. Achilles tendons were then fixed
in metal jaws covered with #40 sand paper and connected to the load cell of a MTS 858
Mini Bionix II device (MTS Systems Corporation, MN, USA). Initial length was manually
set at a tension of 1 to 2 N. The test, conducted with Model 793.00 System Software,
version 3.2 (MTS Systems Corporation, MN, USA), was performed to obtain a tension-
elongation curve using a strain rate of 10% of initial length per second until rupture.
Tension (Newtons) and elongation (mm) were monitored at a frequency of 10 Hz. Tension-
elongation curves were plotted and discarded if slippage or absence of a clear rupture point
was noted. Stiffness was defined as the maximal slope of the linear portion of the tension-

elongation curve in a time lapse of 0.5 s. Ultimate rupture force was also recorded.

3.2.5 Measurements of edema and hydroxyproline content
Once the biomechanical properties had been measured, the left Achilles tendons were
dehydrated for 24 hours at 60°C (18) and the ratio [(wet mass — dry mass)/wet mass] was

used to obtain an index of the water content. After dehydration, tendons were then
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hydrolyzed in 6 N HCI at 130°C for 3 h, neutralized with NaOH and diluted in water. The
extracts were used for the determination of hydroxyproline content by the method of

Woessner (19).

3.2.6 Statistical analysis

Fisher PLSD was used to compare means when a significant F ratio was obtained following
the analysis of variance. Pearson correlate analysis was used to assess the relationship
between ultimate rupture point and hydroxyproline content. The level of significance was

set at p < 0.05. All results are presented as means + standard errors of the means.

3.3 Results

3.3.1 Concentration of inflammatory cells and blood vessels in the
paratenon and the core of the Achilles tendon

Collagen fibers are well organized and have a parallel orientation in normal Achilles
tendons (Figure 1A). Collagenase injection induced tissue disorganization, as shown by the
large pink areas in Masson’s trichrome-stained sections (Figure 1B). The histological
appearance of the Achilles tendon was identical in both experimental groups 28 days post-
recovery but the collagen fibers remained small and disorganized (Figures 1C to 1D). To
verify whether diclofenac can modify the accumulation of inflammatory cells, PMNs and
ED1" M®s were immunolabeled on longitudinal sections of Achilles tendon (Figures 1E to
1H). The sequence of inflammatory cell accumulation was similar to previous observations
in tendons and skeletal muscles (11, 20). Immunolabeling with PECAM antibody showed
that blood vessels are highly concentrated in the paratenon (Figure 1J). Relative to the
ambulatory control, the sham procedure induced a small but significant increase in the
concentrations of ED1” M®s and PMNs up to days 3 and 7, respectively (Figures 2 & 3).
Collagenase injection increased the concentrations of PMNs by 450-fold and ED1" M®s by
15-fold compared to the control at day 1 post-trauma in the paratenon of the Achilles
tendon (Figures 2A & 3A). PMNs and ED1" M®s disappeared gradually and returned to
sham values at days 14 and 28, respectively. The administration of diclofenac reduced the

accumulation of PMNs by 59% and ED1"™ M®s by 35% relative to the placebo in the
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paratenon at day 1 post-trauma, indicating that diclofenac efficiently blocked leukocyte

accumulation.

In contrast, the diclofenac treatment had no effect on the accumulation of PMNs and ED1"
M®s in the core of the Achilles tendon at days 1, 3, 7 and 14 post-trauma. As observed
with the paratenon, the concentrations of ED1” M®s in the core of Achilles tendons treated
with diclofenac also failed to return to sham values on day 28. The concentration of ED2"
M®s did not increase significantly over time in either placebo or diclofenac-treated animals
compared to sham values (unpublished data). Because diclofenac is transported through the
circulatory system, we decided to verify whether differences in blood vessel concentrations
could explain the specific effect of diclofenac in the paratenon. Quantitative analysis
revealed that the density of blood vessels was 12 times higher in the paratenon than in the

core of the Achilles tendon (Figure 4).

3.3.2 Edema formation, hydroxyproline content and biomechanical
properties

Water content, which was quantified to determine whether diclofenac influenced edema
formation, was approximately 59 ml/100g of wet mass in control tendons and increased by
30% at day 3 post-trauma in the placebo group (Figure 5A). The administration of
diclofenac reduced edema by approximately 35% at day 3 relative to the placebo. The
water content decreased steadily in placebo-treated groups between days 3 and 14. In
contrast, edema failed to diminish between these two time points in the diclofenac-treated
rats, suggesting that the resolution of the inflammatory phase was retarded following the

administration of the NSAID.

To assess collagen content, hydroxyproline was measured in placebo and diclofenac-treated
animals. As expected, collagenase injection induced a significant reduction in collagen
content in both the placebo and diclofenac groups (Figure 5B). The lowest concentrations
of hydroxyproline were recorded at days 3 and 7 post-collagenase injection in the placebo
and diclofenac groups, respectively. The hydroxyproline content gradually increased after
day 7 but failed to reach the control value after 28 days in both experimental groups. The

functional integrity of the tendons was also tested in a separate set of experiments. Tendons
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were stretched to measure stiffness and the ultimate rupture point in order to determine
whether NSAID treatment influenced mechanical properties. Control values for the
ultimate rupture point and maximal stiffness were 85.7 N and 86.1 N/mm, respectively
(Figures 6 A & 6B). Following collagenase injection, both the ultimate rupture point and
stiffness dropped by approximately 70%, on day 3 in the placebo group. Subsequently, the
ultimate rupture point and stiffness of injured tendons recovered progressively to reach
48% and 51% of control values, respectively, at the end of the protocol. Thus, the
mechanical properties of the injured tendons remained significantly different from control
values at the end of the protocol. Treatment with NSAIDs had no significant impact on the
mechanical properties of the Achilles tendon at all time points tested. Lastly, we verified
whether a relationship could be observed between the ultimate rupture point and
hydroxyproline content. Interestingly, hydroxyproline content strongly correlated with the
capacity of the Achilles tendon to sustain mechanical stress in all groups tested, suggesting

that hydroxyproline content may be a good indicator of tendon function (Figure 7).

3.4 Discussion

Tendons heal very slowly through the formation of scar tissue following chemical, physical
or mechanical injuries, and rarely regain their original strength. In general, the sequence
and time course of events that occur during tendon healing closely resemble those reported
in many other tissues. Different subpopulations of leukocytes rapidly invade the inflamed
tissue to phagocyte cellular debris and stimulate fibroblast proliferation and collagen
deposition (21). Interestingly, the number and type of inflammatory cells recruited at
injured sites may play an important role in the degree of scarring and the quality of the
healing response. For example, the number and persistence of different subsets of
leukocytes are lower following dermal injuries in fetal tissues than in adult tissues. Lower
leukocyte accumulation in fetal wounds results in a scar-free phenotype not observed in
adult tissues (22, 23). The teleological arguments for the use of NSAIDs on regular basis in
clinical practice are thus strongly based on the reduction and/or modulation of the number
of inflammatory cells at wound sites which may eventually diminish tissue injury and scar

formation.
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Even though the history of NSAIDs stretches back through the use of willow bark extracts,
the effects of NSAIDs on final healing outcome remain a topic of much debate. Previous
investigations have demonstrated that NSAIDs may impair (7, 24), have no effect on (25,
26) or enhance (27, 28) tissue healing. The findings presented here clearly show that
diclofenac did not change the functional properties of the healing tendon. Our results also
demonstrate that diclofenac preferentially modulated the accumulation of PMNs and ED1"
M®s in the paratenon. Possible explanations for this unexpected finding include the
following: 1- The bioavailability of diclofenac was only sufficient to inhibit leukocyte
recruitment in the paratenon where the vascular system is well developed, and the available
concentration of diclofenac was probably below the effective dose in the core of the tendon,
which is the hypovascularized region of Achilles tendon; 2- PGs might be synthesized
rapidly in the paratenon following tissue injury and may exert chemoattraction locally and
promote leukocyte recruitment (29), 3- The presence of diclofenac could induce L-selectin
shedding, which may impair leukocyte rolling and recruitment. Such action would
predominantly occur where blood vessels are abundant (5); and 4- The use of diclofenac
might inhibit the enzymatic degradation of lipoxins, biologically active eicosanoids that can
decrease PMN recruitment via chemokine downregulation, reduce PMN degranulation and
stimulate the uptake of apoptotic PMNs by M®s (30). However, the presence of lipoxins at
higher concentrations in the paratenon relative to the core of the tendon has not been
documented. The hypovascular network in the core of Achilles tendon may explain the lack

of effect of diclofenac in this region.

The results presented here also constitute a highly valuable addition for the characterization
of collagenase-induced tendon injury. Our values for hydroxyproline content in control rats
are in agreement with previous results published for tendons and other similar connective
tissues (18, 31, 32). Although long term monitoring for hydroxyproline content during
tendon degeneration and regeneration has never been clearly reported, we showed that the
rapid loss of hydroxyproline coincides with the accumulation of PMNs and M®s, which
supports the hypothesis that leukocytes phagocytose and digest collagen during the
inflammatory phase. The finding that the concentration of hydroxyproline gradually
increased also supports similar observations that extensive collagen synthesis begins after 7

days (33). The appearance of M®s is most likely necessary for the initiation and formation
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of new tissue since M®-depleted animals have defective wound repair mechanisms and
M® implantation accelerates tissue healing (34). Many cytokines secreted by M®s can
accelerate wound healing, the formation of granulation tissue and the deposition of
extracellular matrix. Transforming growth factor-8 1 would be the most likely candidate for
orchestrating wound repair in that it can stimulate both fibroblast proliferation and collagen

production (35, 36).

The biomechanical properties of rat Achilles tendon observed in our study compare
favorably with those reported in the literature, but our technical procedures minimized
slippage during stretching, which increased the ultimate rupture points relative to previous
study (37). The present findings also clearly demonstrated that regenerating processes in
Achilles tendon are remarkably slow since mechanical functions reached only 50-60% of
control values after 28 days. Although total recovery following an Achilles tendon injury
may require almost one year, the compelling histological, biochemical and mechanical data
obtained with respect to the inflammation and repair phases indicated that diclofenac does
not have any beneficial effects on tendon repair. These observations are consistent with the
view that diclofenac has no effect on PMN accumulation in collagen bundles, the most
important collagenic structures that transmit large loads following muscle contractions. The
presence of PMNs can cause collagen damage through the release of metalloproteases and
free radicals (38). The lack of effect of NSAIDs in collagen bundles is particularly relevant
because many forms of tendinitis in man and horses occur in the tensile region of the
tendon (39). In addition, our findings that edema and the presence of ED1" M®s seem to
persist in diclofenac-treated rats reinforce the current view that NSAIDs can prolong the
inflammatory process. For example, Gilroy et al. (40) used a model of carrageenan-induced
pleurisy to demonstrate that NSAIDs retard the resolution of inflammation. It was recently
shown that a delay in the disappearance of ED1" M®s occurred following diclofenac
treatment in a model of exercise-induced muscle damage (41). Another recent study clearly
demonstrated that specific inhibition of COX-2 activity by NS-398 or nonspecific
inhibition of COX activity by indomethacin causes a significant delay in wound healing in
rat skin (42). In contrast, the addition of PGE, stimulated wound closure in airway
epithelium (43). Together, these findings suggest that COX-dependent metabolites play a

role in stimulating wound healing in various tissues.
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In summary, data obtained with the present model of tendon injury support the conclusions
that treatment with diclofenac does not prevent collagen degradation and loss of tensile
force at the onset of tendon injury. It is therefore questionable whether NSAIDs should be
used to alleviate inflammation in acute tendon injuries. Further investigations using direct
approaches are needed to determine the roles played by each inflammatory cell subset in
tendon repair. Lastly, we speculate that the slow rate of tendon healing may be due to an
insufficient number of cells activating fibroblast and/or secretory fibroblasts involved in
tendon fabrication. Testing of strategies designed to promote migration and activation of
fibroblasts in order to influence tendon healing and function might be a promising approach

to resolve this question.
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3.5 Figures and Legends
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Figure 1 : Histological and immunohistochemical assessments of injured and control
Achilles tendons. Masson’s trichrome staining, which colors collagen blue and other
proteins pink, was performed on longitudinal sections of uninjured tendon (A), placebo
tendon 1 day post-collagenase injection (B), and placebo (C) and diclofenac-treated
tendons (D) 28 days post-collagenase injection. Immunolabeling of PMNs was performed
on peripheral sections of injured placebo (E) and diclofenac-treated (F) tendons 1 day post-
trauma. Immunolabeling of ED1" M®s on peripheral sections of injured placebo (G) and
diclofenac-treated (H) tendons 1 day post-trauma showing that diclofenac reduces the
number of inflammatory cells in the paratenon. PMNs and ED1" M®s were not labeled
when primary antibodies were omitted. Immunolabeling of blood vessels was performed on
cross-sections of control Achilles tendons. Cross-sections of Achilles tendons labeled
without (I) and with PECAM antibody (J) showing that blood vessels are highly
concentrated in the paratenon (p) and widely dispersed in the core (c). The dashed line
separates the paratenon from the core. Bars: 75um.
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Figure 2: Concentrations of PMNs in Achilles tendons from placebo (PCB) and diclofenac-
treated (Diclo) animals. PMN concentrations are shown in the paratenon (A) and core of
the Achilles tendon (B). Data are means = SEM from 5 to 6 experiments, p < 0.05.

* Significantly different from matched sham. # Significantly different from placebo.
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Figure 3: Concentrations of ED1” M®s in Achilles tendons from placebo (PCB) and
diclofenac-treated (Diclo) animals. ED1" M® concentrations are shown in the paratenon
(A) and core of the Achilles tendon (B). Data are means + SEMs from 5 to 8 experiments,
p < 0.05. * Significantly different from matched sham. # Significantly different from
placebo.
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Figure 4: Quantification of blood vessel density in the core and the paratenon of control
Achilles tendons. Immunolabeling was performed as described in Materials and Methods.
Labeled areas are expressed as percentages of sampled areas from the paratenon and core
area. Data are means + SEMs from 6 experiments. * Significantly different, p <0.001.
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Figure 5: Hydroxyproline concentration and edema formation in injured Achilles tendons.
Hydroxyproline concentrations (A) and edema formation (B) are shown in control animals
and 1, 3, 7, 14 and 28 days post-collagenase injection. Values are expressed as percentages
of controls. Data are means + SEMs from 7 to 9 experiments, p < 0.05. * Significantly
different from placebo.
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Figure 6: Mechanical properties of injured Achilles tendons. Stiffness (A) and ultimate
rupture point (B) are shown in control animals and 1, 3, 7, 14 and 28 days post-collagenase
injection. All points are different from control animals. Data are means + SEMs from 5 to 8
experiments, p <0.05.
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Chapitre IV:

Pifithrin-a interfere avec le processus inflammatoire et
retarde la guérison suivant une blessure aigué
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Résumé

p53, un facteur de transcription impliqué dans plusieurs cancers, pourrait réguler
I’inflammation ainsi que 1’homéostasie de la matrice extracellulaire, qui sont deux
processus impliqués dans la réparation tendineuse. Le but de cette étude était donc
d’évaluer I’effet d’un inhibiteur de I’activité transactivationnelle de p53 sur la séquence
physiopathologique suivant une blessure tendineuse induite par injection de collagénase.
L’administration de pifithrin-a durant la phase inflammatoire a réduit 1’accumulation des
neutrophiles et des macrophages par 30 % et 50%, respectivement, 3 jours suivant
I’induction de la blessure. Ces résultats sont supportés par le fait que pifithrin-o. diminue
I’expression de la fractalkine dans les ténoblastes soumis a un stress pro-inflammatoire in
vitro. Pifithrin-o n’a pas réduit le pourcentage de cellules apoptotiques suivant 1’injection
de collagénase, mais a retardé la guérison au point de vue fonctionnel et a augmenté
I’activité gélatinolytique des extraits de tendons sains par un facteur de 2,4. D’ailleurs le
contenu en collagéne de ces tendons était diminué comparativement aux tendons prélevés
chez des rats traités avec le placebo. Globalement, nos résultats suggerent que pifithrin-o
diminue le processus inflammatoire en diminuant le recrutement des cellules
inflammatoires et supportent 1’hypothése que p53 est impliquée dans la régulation de la

matrice extracellulaire in vivo.
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Summary

Transcription factor p53, which was initially associated with cancer, has now emerged as
an important regulator of inflammation and extracellular matrix homeostasis, two processes
that are highly relevant to tendon repair. The goal of this study was to evaluate the effect of
a p53 transactivation inhibitor, namely pifithrin-a, on the pathophysiological sequence
following collagenase-induced tendon injury. Administration of pifithrin-o during the
inflammatory phase reduced the accumulation of neutrophils and macrophages by 30% and
50%, respectively, on day 3 post-injury. These results were supported by in vitro
experiments where pifithrin-o diminished the expression of the chemokine fractalkine in
isolated tenoblasts subjected to proinflammatory stimuli. Pifithrin-a also failed to reduce
the percentage of apoptotic cells following collagenase injection, delayed functional
recovery, increased gelatinolytic activity 2.4-fold, and reduced the collagen content of
intact Achilles tendons. Overall, our results suggest that pifithrin-o alleviates the
inflammatory process by reducing the recruitment of inflammatory cells and support the

hypothesis that p53 can regulate extracellular matrix homeostasis in vivo.
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4.1 Introduction

Tendon healing can take several years following an acute trauma (1). Prolonged alteration
of tendons is associated with muscular atrophy, accumulation of intra-muscular connective
tissue, formation of adherences, and a persistent reduction of functional capacity (2), which
ultimately have an impact on the quality of life and health care costs (3). The socio-
economic costs of tendon injuries have progressed steadily over the last twenty years,
presumably as a consequence of our contemporary lifestyle (4). To date, there are few or no
therapies that significantly accelerate tendon healing. A better understanding of the
interplay between cells and the extracellular matrix may provide a solid foundation for

developing more effective treatments for tendon injuries.

Recent advances in the fields of oncology and pathology strongly suggest that transcription
factor p53, which is a powerful tumor suppressor and apoptotic promoter (5), may also be
an important regulator of extracellular matrix homeostasis and inflammation. For example,
in vitro experiments showed that p53 can reduce the expression of human matrix
metalloproteases (MMP) 1 and 3, as well as type I collagen in different cell types (reviewed
by Ghosh et. al. (6)). Moreover, a putative pS3 binding sequence has been identified in
human and rat MMP-2 promoters (7, 8). In addition to its putative regulatory activity on
extracellular matrix turnover, p53 can activate inducible cyclooxygenase-2 (COX-2). A
consensus region for p53 has also been identified in the promoter region of fractalkine
(CX3CL1) (9), a chemotactic chemokine for macrophage (10) and, to a lesser extent,
neutrophils (11). In vivo experiments indicate that the administration of pifithrin-o (PFT), a
chemical inhibitor of p53 transactivation, reduces leukocyte accumulation and adherence
on the endothelium following an acute trauma (12). PFT also reduces the rate of cell death
in skin wound and endotoxic shock models (13). However, these results have never been
duplicated and the mechanisms by which PFT reduces the accumulation of inflammatory

cells at the site of injury remain obscure (14, 15).

A plethora of molecules can modulate inflammatory reactions, including those induced by
COX-2-derived prostaglandins and chemokines that are involved in endothelium activation

as well as in the recruitment of neutrophils and macrophages to the site of the injury (11,
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16-18). These subsets of leukocytes may produce reactive oxygen and nitrogen species and
induce cell death, presumably by necrosis and apoptosis (19). In addition, inflammatory
cells release a variety of MMPs that are thought to damage the extracellular matrix (20).
Following this catabolic phase, macrophages phagocyte apoptotic neutrophils and release
different growth factors such as transforming growth factor, basic fibroblast growth factor,
vascular endothelial growth factor, and MMPs that are essential for later initiation of tissue
healing and remodeling (21, 22). Because of the putative effect of p53 on extracellular
matrix homeostasis, inflammation, and cell death, we postulated that it plays a central role

in the repair process that follows an acute tendon trauma.

In this study, we used in vitro and in vivo models to gain a better understanding of the role
of p53 in tendon homeostasis and repair. The first objective was to evaluate in vivo the
effect of PFT during the inflammatory phase following a collagenase-induced injury. The
second objective was to pinpoint how PFT can influence primary cultures of tenoblasts at
the cellular level. We hypothesized that the administration of PFT during the inflammatory
phase would 1- reduce the accumulation of inflammatory cells, 2- inhibit caspase-3-
dependent apoptosis, and 3- ultimately accelerate tendon healing. We report here that the
administration of PFT during the inflammatory phase reduced the accumulation of
leukocytes following collagenase-induced injury. Unexpectedly, it also lowered

hydroxyproline content and delayed the onset of healing in rat Achilles tendons.

4.2 Materials and Methods

4.2.1 Tendon Injury

The animals were cared for and handled as per Canadian Council of Animal Protection
guidelines. Female Wistar rats (Charles River) weighing 180-200 g were used for these
experiments. Upon arrival, the rats underwent a five-day acclimatization period and were
paired in standard 20 by 40 cm cages. They were allowed normal cage activity and
provided with chow and water ad libitum. Surgical procedures for the induction of tendon
injury were conducted as previously described (23). Briefly, anesthesia was performed with
an intraperitoneal injection of ketamine-xylazine (87.5 and 12.5 mg/kg, respectively), after

which 5 ml of lactated Ringer’s was injected subcutaneously to prevent dehydration. The
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rats were injected with 30 ul of crude collagenase (Sigma) in both Achilles tendons at a
concentration of 10 mg/ml in sterile phosphate buffered saline (PBS). They were sacrificed
at various time points by cervical dislocation under anesthesia for mechanical testing or by

CO2 inhalation for histological analyses.

4.2.2 Drug Administration

To inhibit p53 transactivation during the inflammatory phase, 2.2 mg/kg of PFT (Alexis
Biochemicals) was injected intraperitoneally at 24 h intervals for five days starting 25 h
before the induction of acute tendon injury. The placebo group received identical volumes
of the vehicle, that is, 1 pl per gram of bodyweight of an aqueous solution containing 0.9%
sodium chloride and 4.4% dimethyl sulfoxide (DMSO). This dose of PFT exerts protective

and anti-inflammatory effects in various models (12, 13).

4.2.3 Histology

After the rats were sacrificed, their hindlimbs were immediately removed, immobilized in a
dorsiflexion position, and submerged in a zinc-based fixing solution for up to 48 h (24).
Thereafter, the tendons were isolated, submitted to routine histological processing, and
embedded in paraffin (23). Two random longitudinal sections were cut and immunolabeled
for neutrophils (anti-neutrophil, Accurate Chemical) and macrophages (anti-CD68, Serotec
Inc.). To evaluate the density of the neutrophils and macrophages, the cells were counted
and expressed as a function of the volume of tissue examined, as previously described. (23-

25)

4.2.4 Mechanical Testing

To measure functional properties, the Achilles tendons were excised with the calcaneus and
the inferior portion of the triceps surae. The muscle tissue was gently removed from the
aponeurosis and the tendons were installed on a MTS 858 Mini Bionix II device (MTS
Systems Corporation) consisting of a hydraulic-driven linear voltage differential
transformer connected to a 0.5 kN load cell (24), The initial length (10) was manually set at
a tensional force of 1 to 2 N. Tension-elongation curves were performed using a strain rate

of 10% of 10 per second until tendon failure. Tension and elongation were monitored at a
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frequency of 10 Hz and curves were plotted using Excel software (Microsoft Corporation).
Specimens were discarded if slippage or absence of a clear rupture point were observed,

which explains the variation in the number of animals in each group.

4.2.5 Hydroxyproline Determination

The Achilles tendons were dehydrated for 24 h at 60°C to determine their dry mass (26).
They were then hydrolyzed in 6 N HCI at 130°C for 3 h, neutralized with NaOH, and
diluted in water. The concentration of hydroxyproline in the tendon samples was

determined as previously described (24, 27).

4.2.6 Western Blots

In another set of experiments, the tendons were excised between the osteotendinous and
musculotendinous junctions, frozen in liquid nitrogen, and stored at —80°C until they were
homogenized. The tendons were transversally minced with a sharp blade and homogenized
in lysis buffer using a Polytron apparatus (Kinematica). The homogenates were incubated
for 30 min and centrifuged for the same period of time at 16,000 x g(28). All the
procedures were conducted on ice or at 4°C. The protein concentrations in the supernatants
were determined using the BCA protein assay (Pierce) to ensure equal gel loading. Ten pg
of protein was subjected to 12% SDS-PAGE, transferred to polyvinylidene difluoride
membranes, and labeled overnight at 4°C with a rabbit anti-human/mouse activated
caspase-3 (0.2 pg/ml) (R&D Systems Inc.). After incubating the membranes with the
primary antibody, they were incubated with horseradish peroxidase-coupled anti-rabbit IgG
(Amersham Biosciences) and revealed with the Western Lightning™ (Perkin-Elmer)
chemiluminescent substrate. The films were scanned and the optical densities of the bands
were quantified using MetaMorph software (Universal Imaging Corporation) and were

expressed relative to a same reference sample loaded on each gel.

4.2.7 Gelatin Zymography
Proteins were extracted using the same protocol as for Western blots, although tendons

were homogenized in non reducing sample buffer containing 10% glycerol, 2% SDS and



0.5M Tris pH 6.5. Gelatin zymography was performed by submitting equal amount of
proteins to a SDS-PAGE in 9% polyacrylamide gel containing 1 mg/ml gelatin. After
migration, gels were washed in 2.5% Triton X-100 to remove SDS and allow renaturation
of proteins. Gels were then washed 3 times with digestion buffer consisting in 50 mM Tris
(pH 7.5), 5 mM CaCl, 1 mM ZnCl and incubated for at least 4 hours at 37°C. Gels were
stained in 0.25% Coomassie Brilliant Blue R250 (BioRad) and destained in Coomassie blue

solvant. Lysis bands were quantified using MetaMorph software (29).

4.2.8 In vitro Assays

Tendon cells (tenoblasts) were enzymatically isolated from female Wistar rat Achilles
tendons as previously described (30) and were proliferated for 2-3 passages in Dulbecco’s
modified eagle medium (Gibco), 10% fetal bovine serum (Wisent Inc.), 100 U/ml
penicillin, and 100 pg/ml streptomycin (Gibco). The cultures were digested in trypsin,
frozen in culture medium containing 10% cell culture-grade DMSO, and stored in liquid

nitrogen until used.

Tenoblasts in culture were allowed to reach confluence in DMEM containing 10% FBS to
assess the impact of PFT on the level of fractalkine. On the day of the experiment, PFT was
diluted in DMSO to a final concentration of 20 pM. Vehicle-treated cells were
administered an equal amount of DMSO, that is, 1 ul per 10 ml. For the fractalkine
experiments, the PFT was added 15 min prior to the addition of the proinflammatory
stimulus (1pg/ml of lipopolysaccharide (LPS) (Sigma)). Six hours following the addition of
the PFT, the cells were washed in cold PBS and lysed in Trizol (Invitrogen). The cell

lysates were stored at —20°C for subsequent RNA isolation.

4.2.9 RNA Isolation and Semiquantitative RT-PCR

RNA was isolated from the tenoblasts using the Trizol reagent according to the
manufacturer’s instructions (Invitrogen). DNAse (Ambion) was added to degrade
contaminating DNA and clean the RNA prior to RT-PCR. DNA-free RNA was isolated by
adding phenol-chloroform-isoamyl alcohol (Sigma). A ¢cDNA library was created using an

Omniscript RT Kit (Qiagen) with 1 puM oligo(dT) and 1pg of RNA template. The cDNA
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template was then used for PCR amplification of various genes using the following
conditions. For each experiment, equal concentrations of template were added to 200 uM
DNTPs, 300 uM forward and reverse primers, 1 unit of Taq polymerase (New England
Biolabs), and 100 uM DMSO in a reaction volume of 50 ul. The reaction was performed
using a PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research Inc.). The templates were submitted
to an initial 2 min denaturation step at 94°C. Thereafter, 30 amplification cycles were
performed under the following conditions: denaturation (15 s at 94°C), annealing (30 s at
60°C), and elongation (45 s at 72°C). A single final elongation was done for 10 min at
72°C. The PCR products were separated by electrophoresis on 1.2% agarose gels
prestained with ethidium bromide, captured under UV illumination, and quantified using
MetaMorph software. All the genes were expressed relative to the housekeeping gene
GAPDH (see Table I for the list of primers). PCR was performed on non-retro transcribed

RNA to ensure the absence of contaminating DNA.

4.2.10Statistical Analysis

For in vivo experiments, all the data for the concentrations of neutrophils and macrophages
were assessed by two-way ANOVA. Fischer’s protected least square difference test was
used to compare means when a significant F ratio was obtained. Unpaired Student’s t-tests
were performed for all in vitro experiments. A p value below 0.05 was considered to be

significant unless otherwise specified. All data are presented as means + standard error.

4.3 Results

4.3.1 Inflammatory Cell Accumulation

Injection of collagenase into the Achilles tendon induced a significant accumulation of
neutrophils and macrophages that peaked on day 3 and decreased thereafter (Figure 1). The
neutrophil and macrophage densities returned to control values by days 14 and 28,
respectively. Relative to the placebo, PFT diminished the accumulation of both neutrophils
and macrophages by 35% and 50%, respectively, on day 3. The concentrations of both
subsets of inflammatory cells in the PFT and placebo groups were identical starting from

day 7 until the end of the time course. The administration of five doses of PFT to
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ambulatory control animals did not affect baseline levels of neutrophils and macrophages
compared to the placebo. To get a further insight into the anti-inflammatory mechanisms of
PFT, we tested the possibility that PFT might interfere with the mRNA expression of
fractalkine in isolated tenoblasts, which do not express fractalkine under basal conditions.
The expression of fractalkine in tenoblasts stimulated with LPS was significantly reduced
by PFT compared to vehicle-treated tenoblasts (Figure 2). The administration of PFT thus
led to a transient anti-inflammatory effect that may be partially attributable to the down-

regulation of fractalkine mRNA expression.

4.3.2 Influence of Pifithrin-a on Apoptosis

To determine whether the administration of PFT influences apoptotic cell death, we
compared the levels of activated caspase-3 in placebo- and PFT-treated animals at days 3
and 5 following tendon injury. We used these time points because 1- apoptosis is known to
peak when the accumulation of inflammatory cells begins to decline and 2- we also
intended to evaluate apoptosis shortly after the end of PFT treatment. The PFT treatment
did not influence the amount of activated caspase-3 detected by Western blot in control and
injured tendons (Figure 3). We confirmed these results using an immunohistochemical
approach where the number of activated caspase-3 positive cells was expressed as a
percentage of total nuclei (Figure 4). Together, these observations clearly indicated that
PFT does not modulate caspase-3-dependent apoptosis 3 and 5 days following the injection

of collagenase.

4.3.3 Influence of Pifithrin-a on Healing

While PFT did not significantly attenuate the functional deficit during the inflammatory
phase assessed through the measurement of load to failure (Figure 5), the administration of
this compound delayed the onset of the healing phase. Collagenase injection induced a
significant and maximal functional deficit of 50% at day 3 compared to ambulatory control
animals. Interestingly, maximal functional loss was delayed and occurred around day 7 in
PFT-treated animals. Moreover, the placebo group returned to control values 14 days
earlier than PFT group. These results strongly suggest that there was a delay in the onset of

the recovery phase. In fact, PFT significantly reduced the amount of hydroxyproline, a

120



marker of collagen content, in both injured and intact tendons (Figure 6A). These results
are also supported by the increased gelatinolytic activity of tendons excised from control

animals treated with PFT for 5 days compared to the placebo (Figure 6B).

4.4 Discussion

p53 is involved in various acute pathological conditions such as skin wounds (12), burns
(31), cerebral ischemia (32), and hepatic (13) and renal injuries (33). This protein, also
called guardian of the genome (34), mediates many cellular events following acute injuries
such as inflammatory cell accumulation (12, 13), transcription-dependent and -independent
cell death (35), proliferation (36, 37), and angiogenesis (38). A growing body of evidence
also supports the idea that p53 might play key roles in extracellular matrix homeostasis. For
example, the modulation of p53 in vitro influences the expression of collagen (6) and
various MMPs (39-41). Our findings suggest that p53 has a central role in the regulation of
tendon extracellular matrix homeostasis and the recruitment of inflammatory cells
following an acute trauma. We clearly show that the inhibition of p53 transactivation
reduced the accumulation of neutrophils and macrophages and delayed the onset of healing

in collagenase-induced tendon damage.

4.4.1 Pifithrin-a Reduces Inflammatory Cell Accumulation

The present findings show that the accumulation of neutrophils and macrophages triggered
by the injection of collagenase was reduced in presence of PFT. These results are in
agreement with the work of Schafer et al. (13) who observed, in a model of hepatotoxicity
induced by endotoxemia, that leukocyte transmigration into liver sinusoids is diminished
following the administration of PFT. They hypothesized that blockage of p53-dependent
cell death alleviates tissue injury thereby limiting inflammatory cell recruitment. Because
PFT had no significant effect on the amount of activated caspase-3-positive cells in our
study, we tested the possibility that another mechanism, independent of cell death, inhibits
inflammatory cell invasion following PFT treatment. Our results clearly show that the
chemotactic molecule, fractalkine, which possesses a p53 DNA-binding consensus
sequence, was downregulated by PFT in cultured tenoblasts exposed to LPS. In addition,

the pleiotrophic action of PFT can also abolish the induction of intercellular adhesion
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molecule 1 (ICAM-1), a crucial receptor for leukocyte adhesion and diapedesis. A similar
reduction of ICAM-1 expression has also been obtained in p53-deficient cell lines (42). Our
results, combined with others, indicate that PFT may inhibit inflammatory cell recruitment

by interfering directly with chemotactic or adhesion molecules at the site of injury.

4.4.2 Pifithrin-a Delays Tendon Recovery

We hypothesized that the attenuation of the inflammatory process by PFT during the
inflammatory phase accelerates tendon healing by reducing the rate of apoptosis and non-
specific damage to the extracellular matrix. Surprisingly, PFT did not accelerate healing
and even delayed the onset of tendon repair. These results were, however, consistent with
our observation that p53 transactivation inhibition did not result in a reduction in caspase-3-
dependent apoptosis, suggesting that genomic damage may play a minor role in cell death
in this model of collagenase-induced tendon injury. Another possibility is that the
mechanisms by which p53 induces apoptosis do not require gene transactivation. These two
possibilities are supported by a number of observations. Cells at the site of an injury
produce endogenous anti-oxidant enzymes (43) that prevent reactive species from causing
DNA damage (44) and apoptosis (45). Furthermore, p53 can directly interact with the
mitochondria to induce apoptosis by the release of cytochrome C, a pathway that is
independent of gene transactivation (46, 47). The delay in healing was also consistent with
the increase in gelatinolytic activity and the reduction in the amount of hydroxyproline in
the tendon extracts. Similarly, overexpression of p53 results in a major reduction in the
production of proMMP-13 (collagenase-3) (41) and MMP-1 (collagenase-1) (48). While
the expression levels of type I and III collagen mRNA in vitro (data not shown) were not
modified, it is possible that PFT may also interfere with collagen synthesis at the post-
transcriptional level. For example, the inhibition of p53 by PFT can suppress the expression
of heat shock proteins (HSP) that serve as either molecular chaperones or proteases (49).
HSP-47 is one member of the HSP family that may be essential for promoting procollagen
formation and preventing aggregation in the endoplasmic reticulum and Golgi
compartment. In addition to its effect on extracellular matrix homeostasis, PFT diminished
the concentrations of neutrophils and macrophages in injured tendon. Neutrophils and

macrophages are thought to play both deleterious and beneficial roles in tissue healing.
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They can either exacerbate tissue injury by releasing proteases and reactive oxygen and
nitrogen species (50-52) or promote tissue repair by phagocytosing cellular debris and
releasing essential cytokines for tissue healing (22, 53-55). Recent reports also indicate that
macrophage depletion during the injury phase results in an extensive loss of matrix
components in the liver. However, the depletion of macrophages during the recovery phase
attenuates matrix degradation (56). The dual role of macrophages is further supported by
our findings where a reduction in neutrophil and macrophage concentrations in PFT-treated
animals appeared to delay both the maximal functional loss and the recovery period. The
inhibition of the inflammatory processes during the catabolic phase may diminish the
phagocytosis of cellular and matrix debris rather than reducing non-specific damage to the
intact extracellular matrix. The perturbation of the phagocytic process would thus limit the
synthesis of key molecules normally released by macrophages following the engulfment of
apoptotic neutrophils, eventually promoting the resolution of the inflammation, the

initiation of healing, and the synthesis of collagen (22, 54, 57, 58).

The regulation of tendon pathophysiology is still poorly understood and no therapeutic
strategy has yet proven to be really effective in accelerating tendon healing. Our results are
the first to identify p53 as a regulator of tendon extracellular matrix homeostasis and
inflammatory responses following an acute trauma. (Figure 7) We show that p53 alleviates
inflammatory cell accumulation through a mechanism that may rely on the inhibition of
fractalkine expression. Our findings also indicate that the inhibition of p53 transactivation
increases collagen degradation and delayes tendon healing. These results should improve
our understanding of the regulation of tendon healing and may help delineate future

therapeutic strategies to optimize recovery following acute tendon trauma.
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Table I: List of primers used for the PCR




30
% * —o— PCB

~ 257 e PFT

ClR 3 7 14 28
Days following tendon injury

J S

CTR 3 7 14 28
Days following tendon injury

Figure 1: Pifithrin-a reduced the accumulation of inflammatory cells following
collagenase-induced tendon injury. Neutrophil (A) and macrophage (B) concentrations
were quantified in ambulatory control animals (CTR) that received five doses of placebo
(PCB) (gray stroke, open dots) or PFT (black stroke, filled dots). Tendons were also
examined 3, 7, 14, and 28 days after the collagenase injection. Means of five to seven
animals + standard error of the mean (SEM). # Significantly different from the ambulatory
control. * Significantly different from the placebo. p<0.05 unless otherwise stated.
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Figure 2: Pifithrin-a reduced fractalkine expression in vitro. Fractalkine expression was not
detectable when tenocytes/tenoblasts were not stimulated (basal) or when vehicle was
added to unstimulated tenocytes/tenoblasts (DMSO). Adding 1 pg/ml of LPS induced a
significant expression of fractalkine (LPS) that was not greatly affected by the addition of
the vehicle (LPS-DMSO). When 20uM PFT was added (LPS-PFT), fractalkine expression
was significantly reduced compared to the LPS and LPS-DMSO groups. Means from three
different samples in duplicate + SEM. *Significantly different. p<0.05.
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Figure 3: The level of activated caspase-3 was not influenced by pifithrin-a. The pifithrin-o
was administered and the collagenase was injected as described in the Material and
Methods section. The representative immunoblot and subsequent quantification show that
the levels of activated caspase-3 did not differ significantly between the placebo (gray
lanes) and the PFT-treated (black lanes) animals on days 3 and 5 the following collagenase
injection. The same reference sample (thymus, Thy) was loaded on each gel. Means of five
to six animals = SEM. Immunoblots were performed in duplicate. *Significantly different.
p<0.05.
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Figure 4: The percentage of activated caspase-3-positive cells was not affected by pifithrin-
a following acute tendon injury. Tendons were immunolabeled with anti-activated caspase-
3 following collagenase injection. The omission of the primary antibody produced no
labeling (A). No positive cells were detected in tendons harvested from ambulatory control
animals (B). However, several activated caspase-3-positive cells were detected three days
after the collagenase injection (C). The percentage of positive cells was not affected by the
administration of PFT (black bars) compared to the placebo (gray bars) (D). Means of five
to six animals £ SEM. p<0.05.
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Figure 5: Pifithrin-a delayed the onset of tendon healing. Load to failure was evaluated in
ambulatory control animals (CTR) (n = 4) that received five doses of placebo (gray stroke,
open dots) or PFT (black stroke, filled dots). Mechanical properties were evaluated 3, 7, 14,
and 28 days after the collagenase injection. Means of 8 to 14 animals + SEM. #
Significantly different from the ambulatory control. p< 0.05.
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Figure 6: Pifithrin-a reduced the amount of hydroxyproline and increased the endogenous
gelatinolytic activity of rat Achilles tendons. Hydroxyproline content was evaluated and
normalized for dry mass in tendons harvested from ambulatory control animals (CTR) on
day 7 days after the collagenase injection. The rats were treated with five doses of placebo
(gray bars) or PFT (black bars) as described in Material and Methods. Means of five to six
animals = SEM. # Significantly different from the ambulatory control. * Significantly
different from the placebo. p<0.05. (A) Tendons from ambulatory control animals were
harvested following the administration of five doses of placebo (gray bars) of PFT (black
bars) as described in Material and Methods. Means of five to six animals = SEM. *
Significantly different from the placebo. p<0.05. (B)
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Figure 7: p53 plays a central role in the pathophysiological sequence following tendon
injury. ECM homeostasis is regulated by different mechanisms. Inflammatory cells and
homing cells release different MMPs and TIMPs whose interactions inhibit MMP activity.
p53 modulates many groups of genes before and after tendon injury, including those
encoding ECM proteins, MMPs, TIMPs, and proinflammatory molecules. Our results
suggest that (bold linkers) p53 promotes the expression of proinflammatory mediators and
modulates the equilibrium between MMPs and TIMPs in vivo, resulting in tendon collagen
degradation.
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Chapitre V :

Conclusion générale et perspectives



Les traumatismes tendineux aigus ne constituent qu’une petite fraction des tendinopathies.
L’étude de ce type de pathologie prend cependant tout son sens si 1’on considére que
plusieurs acteurs du processus inflammatoire sont impliqués dans la physiopathologie de
I’ensemble des tendinopathies. Conséquemment, la compréhension du réle des médiateurs
cellulaires et moléculaires de I’inflammation, en regard de la dégénérescence et de la
réparation tendineuse In Vivo, pourrait permettre d’identifier différentes cibles
thérapeutiques prometteuses, voire méme modifier notre conception du role de
I’inflammation dans la physiopathologie des tendinopathies. Ainsi, nous avons caractérisé
la séquence d’accumulation des neutrophiles et des macrophages dans un modele
standardis¢ de blessure tendineuse induite par injection de collagénase. Ce modele nous a
par la suite permis d’étudier différents médiateurs clés impliqués dans 1’organisation
spatiotemporelle de la séquence d’accumulation des cellules inflammatoires. Dans une
optique physiologique, nous avons aussi évalué I’impact fonctionnel des différents

traitements expérimentaux par la mesure des propriétés mécaniques tendineuses ex vivo.

5.1 L’injection de collagénase induit une séquence classique
d’accumulation de cellules inflammatoires

Sur la base des travaux effectués dans le champ des blessures musculaires, nous avons pu
démontrer, dans le chapitre II intitulé « Les neutrophiles et les macrophages s’accumulent
séquentiellement suivant une blessure au tendon d’Achille », que I’injection de collagénase
induit une séquence classique d’accumulation des cellules inflammatoires. Cette séquence
s’opere par une accumulation rapide et massive de neutrophiles qui est maximale au jour 1
et diminue trés rapidement au jour 3. Les macrophages CD68" (ED1") s’accumulent dans
une fenétre temporelle allant du jour 1 au jour 14, avec une accumulation maximale au jour
3. La concentration des macrophages CD163" (ED2") n’est cependant pas influencée
suivant le traumatisme tendineux selon la méthode EAT ou le tendon est exposé. Cette
observation est surprenante considérant que la concentration des macrophages CD163"
augmente tardivement suivant un traumatisme musculaire en raison de leur role possible
durant les phases de réparation. Il semblerait toutefois que la nature de la blessure influence

non seulement quantitativement la réponse inflammatoire, mais également qualitativement
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puisque I’injection de collagénase selon la procédure NEAT (injection percutanée) a causé

une accumulation significative de macrophages CD163" au jour 3.

Nos résultats de cette époque suggéraient que, tout comme dans le muscle squelettique, les
neutrophiles et les macrophages CD68" pourraient jouer des roles cataboliques comme la
phagocytose des débris tissulaires et cellulaires. Le fait que la concentration des CD163"
augmente suivant la modalité la moins traumatisante NEAT pourrait signifier que les
processus de réparation sont mis en place de maniére plus précoce que suivant la procédure
chirurgicale plus agressive EAT, ou bien que les mécanismes assurant la réparation du
tendon sont différents dans ces deux modéles. Nous sommes aussi en droit de nous
demander si la stabilité de la densité des macrophages CD163" aprés la procédure EAT
refléte vraiment une inaction dans la réparation tendineuse. Nous n’avons pas de réponse
claire a cette question. Cependant, nous avons pu observer que le volume des tendons
augmente considérablement pendant la phase de réparation, ce qui implique indéniablement
que la quantité de macrophages CD163" doit étre augmentée afin de maintenir une
concentration stable. Il semble donc probable que ces derniers soient également influencés
par le processus de réparation suivant la procédure EAT. La nature de leur implication reste
toutefois a déterminer concernant la réparation tendineuse. Un protocole ou les rats seraient
irradiés localement de manicre a neutraliser I’implication des cellules résidentes dans les
processus inflammatoire et de réparation tendineuse pourrait contribuer a éclaircir ce point.
La possibilit¢ d’injecter localement des liposomes contenant du chlodronate pourrait
également é&tre une avenue intéressante afin d’induire sélectivement la mort des
macrophages résidents. De maniére spéculative, les macrophages CD163" pourraient étre
impliqués dans : 1- le remodelage du tissus conjonctif 2- la coordination de la migration
cellulaire a I’intérieur du tendon et 3- la synthése d’une matrice extracellulaire provisoire.
L’injection de collagénase entraine donc une phase catabolique ou sont impliqués les
neutrophiles et les macrophages CD68". L’implication des macrophages CD163" suivant
un traumatisme tendineux serait quant a elle influencée par I’intensité ou la nature de la

blessure.
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5.2 L’injection de collagénase induit une perte fonctionnelle

Au chapitre III, qui visait a déterminer D’effet d’un AINS sur la séquence
physiopathologique suivant un traumatisme tendineux aigu, nous avons étendu la
caractérisation du modele de blessure induite par injection de collagénase en y ajoutant un
volet fonctionnel. Nos résultats montrent que I’injection de collagénase cause une
diminution de plus de 50% du point de rupture et de la rigidit¢ du tendon ainsi que la
diminution du contenu en collagéne. La perte fonctionnelle et 1’altération du contenu de la
MEC sont des signes communs de la dégénérescence tendineuse. La perte fonctionnelle
rapide est suivie d’une longue période de réparation, ce qui est en accord avec le processus
physiopathologique observé chez I’humain. Nos résultats montrent que cette période de
récupération se caractérise par une augmentation lente du contenu en hydroxyproline et par
une amélioration proportionnelle des propriétés biomécaniques. Nous avons d’ailleurs
constaté une bonne corrélation entre ces deux parametres, ce qui confirme que le contenu
en collageéne est déterminant en regard de la fonction tendineuse. Le fait que le contenu en
eau reste ¢levé lors des phases tardives de la réparation tendineuse suggere fortement que
des molécules hydrophiles sont présentes. Les glycosaminoglycanes et le protéoglycanes
sont des candidats favorables. En accord avec leur role important dans I’homéostasie des
tendons et dans le processus de réparation suivant différents traumatismes, le role de ces
molécules devrait étre investigué lors d’études a venir. Ces travaux se voulaient donc une
des premicres caractérisations temporelles des composantes fonctionnelles tendineuses
suivant un traumatisme aigu causé par injection de collagénase. La combinaison des
analyses histologiques, biochimiques et fonctionnelles nous a d’ailleurs permis de conclure
que D’injection de collagénase entrainait un processus inflammatoire classique, une
dégénérescence tendineuse ainsi qu’un processus de réparation relativement lent mais

semblable a ce qui est rencontré chez I’humain.
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5.3 Le modéle d’injection de collagénase posséde plusieurs
limites

Nous avons ainsi mis au point un modele valide, reproductible et peu invasif de
traumatisme tendineux. Cependant, ce modele comporte certaines limites. Quelle est
I’influence de la collagénase en tant que molécule exogéne dans la nature de la réponse
inflammatoire? Quelle est l'influence du saignement et des dommages aux tissus
avoisinants? Quelle est la nature de I’interaction entre la blessure faite par 1’aiguille et celle
faite par la collagénase? A partir de quel moment la collagénase est-elle désactivée et
comment? Le fait qu’une collagénase, une protéase, soit injectée peut-il influencer
singulierement le comportement TIMPs comparativement a d’autres modalités? Ces
questions restent pour 1’instant sans réponse, ce qui est d’autant plus déplorable considérant
que la réaction immunitaire innée comporte une certaine spécificité et que les mécanismes
impliqués dans I’initiation de la réparation tissulaire pourraient, de ce fait, différer selon le
type de traumatisme (stérile versus aseptique). Un exemple parfait de cette situation nous
est offert dans le secteur des dommages musculaires induits par I’exercice (DMIE). En
effet, les groupes de recherche employant une méthode invasive pour induire les DMIE
constatent une accumulation de neutrophiles et de macrophages tandis que 1’utilisation
d’une méthode prévenant toute incision locale ne produit qu’une accumulation de
macrophages. Les corollaires physiologiques de ces processus inflammatoires différents
restent encore a déterminer. Il est cependant clair que la mise au point de modéles de
désorganisation tendineuse non invasifs et stériles pourrait offrir un contexte plus
physiologique pour 1’é¢tude future de la physiopathologie des tendinopathies. Malgré ses
limites, le modele de blessure tendineuse par injection de collagénase demeure bien accepté

par la communauté scientifique.
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5.4 L’administration d’un anti-inflammatoire non stéroidien
perturbe ’accumulation des cellules inflammatoires

Les cellules inflammatoires ainsi que les PGs possédent plusieurs roles physiologiques.
Suivant un traumatisme aigu, il est reconnu que la production des PGs par les COX stimule
le processus inflammatoire et ce faisant, promeut I’accumulation de cellules inflammatoires
au site de la blessure. Nos travaux sont les premiers a montrer que 1’administration d’un
AINS comme le diclofénac en phase inflammatoire, influence spatiotemporellement
I’accumulation des neutrophiles et des macrophages suivant une blessure tendineuse aigué.
En effet, nous avons démontré que [D’inhibition de I’accumulation des cellules
inflammatoires s’effectue préférentiellement ou le systéme vasculaire est bien développé.
C’est a dire dans le paraténon et non dans la partie hypovasculaire centrale ou se retrouvent
principalement les faisceaux de collageéne. Ces résultats, en combinaison avec la diminution
de I’cedéme induite par I’administration de diclofénac, confirment le role de vasodilatateur

des PGs dans I’orchestration du processus inflammatoire.

Nos résultats remettent en question la pertinence de I’utilisation des AINS suivant un
traumatisme tendineux puisqu’aucun effet protecteur et curatif n’a été observé. D’un point
de vue clinique, tout laisse croire que la plupart des AINS n’exerceraient pas leurs effets
dans les parties avasculaires du tendon. L’administration des AINS dans le but de diminuer
les dommages non spécifiques suivant un traumatisme tendineux aigu serait donc tout
simplement inutile. D’ailleurs, la connaissance de 1’éventail des rdles des PGs s’est ¢largie
au fil des années et la modulation de leur métabolisme a le potentiel d’interférer a plusieurs
stades de la réparation tendineuse. A cet effet, la lectrice ou le lecteur est invité a lire
I’article de revue en annexe 1 de cette thése. L’observation que 1’administration du
diclofénac en phase inflammatoire n’interfére pas outre mesure avec les processus de
réparation tendineuse suggere que cette modalité serait toutefois indiquée pour des fins

d’analgésie.
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5.5 La protéine p53 est impliquée dans ’organisation de la
réponse inflammatoire et dans ’homéostasie tendineuse

Le manque de connaissance des médiateurs impliqués dans la séquence physiopathologique
suivant un traumatisme tendineux aigu est un frein majeur au développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques. Cette trame nous a guidés vers ’identification de médiateurs
centraux de la réparation tendineuse. La protéine p53 apparait comme un régulateur
important de I’homéostasie de la matrice extracellulaire et du processus inflammatoire. Les
résultats présentés au chapitre IV sont les premiers a confirmer ces roles dans le tendon in
vivo. L’investigation du role de p53 suivant un traumatisme tendineux aigu a été réalisable
grace a la récente ¢laboration d’un inhibiteur pharmacologique de la transactivation des
geénes cibles de p53, c'est-a-dire pifithrin-a. Une certaine prudence est de mise concernant
I’interprétation des résultats générés a 1’aide de cet inhibiteur car, comme tout inhibiteur, il
possede certains effets non spécifiques. Parmi ces derniers, on compte 1’interférence avec la
voie de signalisation des récepteurs aux glucocorticoides ainsi qu’avec le transport

nucléaire de certaines protéines de choc thermique.

L’inhibition de la transcription des geénes ciblés par p53 a induit une diminution du contenu
en hydroxyproline, vraisemblablement due a 1’augmentation du catabolisme du collagéne
causée par une augmentation de 1’activité protéolytique. En plus d’influencer directement le
contenu en collagéne des tendons, PFT diminue I’accumulation des cellules inflammatoires
suivant un traumatisme aigu. Jusqu’a maintenant, les mécanismes anti-inflammatoires de
pifithrin-a étaient totalement inconnus. Nos résultats fournissent une premicre piste
mécanistique de I’effet anti-inflammatoire puisque nous avons démontré que PFT induit
une diminution de D’expression d’une chimiokine nommée fractalkine. En raison de
I’implication mineure de la fractalkine sur le recrutement des neutrophiles, nous croyons
que des processus encore indéterminés seraient ¢galement influencés par 1’administration
de PFT et expliqueraient la diminution de ’accumulation des neutrophiles. A cet effet,
Vollmar et collégues ont montré que la PFT peut réduire 1’incidence de la nécrose suivant

une agression tissulaire. Puisque les produits de la nécrose peuvent étre a I’origine de
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I’accumulation de neutrophiles, ce phénoméne pourrait possiblement expliquer la

diminution de leur accumulation dans notre modéle.

Les raisons pour lesquelles PFT induit une diminution pan tendineuse de 1’accumulation
des cellules inflammatoires, comparativement a 1’effet périphériques du diclofénac, restent
un mystére. Une explication potentielle pourrait résider dans la nature des effets pro-
inflammatoires des cibles respectives de la PFT et du diclofénac. Il est par exemple bien
connu que la chimiokine fractalkine peut étre libérée par différents types cellulaires dont les
fibroblastes et les cellules dendritiques. L’administration de PFT pourrait ainsi briser le
gradient chimiotactique au cceur du tendon tandis que les prostaglandines joueraient
principalement le rdle de vasodilatateurs, et ainsi périphérique, dans le contexte de

I’inflammation du tendon.

5.6 Le processus inflammatoire n’induit pas de dommages non
spécifiques a la matrice extracellulaire des tendons

Les résultats du chapitre IV nous montrent également que, malgré un effet anti-
inflammatoire généralis¢é a tout le tendon, 1’administration de PFT n’a pas atténué
significativement la perte fonctionnelle suivant I’injection de collagénase. Cette observation
jette un doute sérieux sur le dogme stipulant que les cellules inflammatoires puissent causer
des dommages non spécifiques a la portion intacte de la MEC tendineuse suivant un
traumatisme aigu. Le processus inflammatoire peut induire des altérations histologiques et
fonctionnelles dans le myocarde, le muscle squelettique et le tissu nerveux. Cependant, peu

d’évidences démontrent clairement que ce phénoméne puisse se concrétiser dans le tendon.

Des expériences d’un projet en cours, présentées a I’annexe 2, suggerent fortement que le
processus inflammatoire ne cause pas de dommages non spécifiques a la matrice
extracellulaire des tendons. En effet, I’injection intratendineuse de 200 pg de carraghénine
induit une accumulation massive de neutrophiles et de macrophages (Annexe 2, Figure 1)
mais celle-ci n’est pas associée a la diminution de contenu en hydroxyproline (Annexe 2,
Figure 2) ni a I’altération des propriétés mécaniques (Annexe 2, Figure 3) des tendons.
Ainsi, ’accumulation des cellules inflammatoires induite par un corps étranger n’est pas

associée a I’induction de dommages non spécifiques a la MEC des tendons.
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En résumé de cette thése, nous pouvons affirmer avoir caractéris¢é de manicre
immunohistochimique et fonctionnelle un modele utile visant a étudier la physiopathologie
des tendinopathies. L’utilisation de ce mod¢le nous a permis d’étudier différents médiateurs
de I’inflammation tendineuse comme les PGs et p53. Nous avons d’ailleurs démontré que
I’effet du diclofénac, un AINS qui inhibe la production des PGs, pourrait se localiser dans
le paraténon et que son administration en phase inflammatoire n’avait aucun impact
fonctionnel. De plus, nous avons identifi¢ un nouveau joueur, p53, dans ’homéostasie ainsi
que dans la physiopathologie des tendinopathies. L’absence d’effet bénéfique des thérapies
a nature anti-inflammatoire nous a poussés a déterminer si les cellules inflammatoires
pouvaient a elles seules induire des dommages aux tendons. Nos travaux ne supportent pas
cette hypothése. Les résultats présentés dans cette thése apportent ainsi une nuance a la
vision de I’inflammation en tant que processus déléteére suivant un traumatisme tendineux

aigu.
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Résumé

Les tendons contiennent une grande proportion de matrice extracellulaire mais peu de
cellules et de vaisseaux sanguins. Par conséquent, le processus physiologique menant a la
guérison du tendon 1ésé dure plus longtemps que pour la plupart des autres tissus. Certains
traitements empiriques sont actuellement appliqués dans le but d’accélérer le processus de
réparation. Ces approches a saveur dogmatique reposent fortement sur la prémisse que
I’inflammation est néfaste et que les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont a
prescrire durant la phase inflammatoire aigué ou chronique. Cependant, des données
récentes démontrent que certains médiateurs de la réponse inflammatoire sont essentiels a
I’organisation du processus de réparation tissulaire. Cet article de synthése s’attardera donc
a la pluralité des rdles des prostaglandines et aux effets des AINS lors des différentes

phases du processus de réparation.
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Summary

Tendons are extracellular matrix rich structures allowing the transmission of forces
generated by skeletal muscles to bones in order to produce movements. Some intrinsic
characteristics of tendons, namely hypovascularity and hypocellularity, mainly explain their
slow rate of healing. A growing body of evidence suggests that the inflammatory process,
essential for pathogen clearance and injury scavenging, may play opposite functions in
tendon healing. For instance, inflammation can lead to degradation of intact collagen and to
viable cell death thereby increasing the functional deficit and recovery period.
Paradoxically, many cellular and subcellular events occurring during the inflammatory
response lead to the release of a plethora of growth factors that trigger the healing phase.
Prostaglandins are implicated in the inflammatory process and may also contribute to the
primary steps of tendon healing. Prolonged administration of non steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) is a common practice following musculoskeletal injuries.
However, there is no clear consensus on the effect of NSAIDs on tendon healing. This
review presents a contemporary vision of the inflammatory process following tendon injury
and examines the roles of the constitutive and inducible COX-derived prostaglandins. The
effect of COX inhibitors will be addressed and special attention will be taken to describe
COX-independent effects of these pharmacological inhibitors. Together, this review is an
attempt to guide readers toward a more conscientious use of NSAIDs following tendon

injuries.
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Al.1 Introduction

Quel que soit son degré de complexité, chaque é&tre vivant organise une réaction
inflammatoire plus ou moins complexe en réponse a un traumatisme ou a I’invasion d’un
intrus. Cette réponse inflammatoire a probablement évolué en fonction de son efficacité a
prolonger la survie des especes aux prises avec un traumatisme comportant une composante

infectieuse.

Il semblerait que les cellules inflammatoires activées puissent également provoquer des
dommages tissulaires non spécifiques qui pourraient retarder le processus de réparation.
Dans les tissus peu vascularisés et a faible concentration cellulaire comme les tendons
(Figure 1), le processus de guérison peut s’étendre sur plusieurs mois. Certaines théories
stipulent donc que la minimisation des dommages inflammatoires pourrait se traduire par
une accélération significative du processus de guérison. De maniére contradictoire,
plusieurs observations cliniques suggerent que 1’inflammation jouerait un role important
dans la réparation tissulaire. Les effets contraires de la réponse inflammatoire soulévent
ainsi plusieurs questions. La réaction inflammatoire est-elle optimale pour les blessures de
nature aseptique ? Quel est le role de chacune des populations de cellules inflammatoires au
site 1és¢? Le recours aux anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) est-il judicieux et a
quel moment ? Qu’implique la modulation de la séquence d’infiltration des différentes
populations de cellules inflammatoires ? Dans le but d’¢lucider 1’effet controversé des
AINS sur la récupération de la fonction tendineuse post-trauma, divers mécanismes
cellulaires et subcellulaires seront abordés en particulier les activités plurivalentes des
prostaglandines, la régulation de la dégradation de la matrice extracellulaire, 1’induction de
la mort cellulaire par le stress oxydatif, les interactions neutrophiles-macrophages, ainsi que
les effets propres a chacun des différents AINS. Un regard critique sur 1’utilisation des

AINS suivant une blessure tendineuse sera présenté avant de conclure cette synthése.

A1l.2 Blessure et réaction inflammatoire
La réaction inflammatoire vise a combattre I’agent pathogéne, a débarrasser le tissu des
débris cellulaires et matriciels, a établir un lien avec la réponse immunitaire acquise et a

amorcer la réparation tissulaire. Les signaux de danger déclenchés par une altération
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tissulaire (figure 2A) activent les cellules sentinelles du tendon, macrophages résidents,
fibroblastes et mastocytes, qui libéreront une vaste gamme de molécules pro-
inflammatoires (Figure 2B). Parmi ces molécules, il y a plusieurs agents vasodilatateurs
principalement libérés par les mastocytes, en particulier les prostaglandines (PGs) qui
résultent de la conversion de 1’acide arachidonique par les cyclooxygénases (COXs)
constitutive (COX-1) et inductible (COX-2). L’augmentation du débit sanguin local,
I’établissement du gradient chimiotactique et I’activation de 1’endothélium des vaisseaux
sanguins favorisent la transmigration rapide des neutrophiles. Lorsqu’ils sont activés, les
neutrophiles roulent puis ils adhérent infiltrent rapidement le site 1ésé (Figures 2C et 4A)
pour libérer ensuite un arsenal de molécules pro-inflammatoires, parmi lesquels :
chimiokines, radicaux libres et protéinases. La libération de radicaux libres de 1’oxygene et
de I’azote durant cette phase catabolique peut susciter des dommages cellulaires (1), ainsi
que I’apoptose des cellules propres au tissu 1ésé (Figure 2D) (2). Il est donc probable que le
stress oxydatif puisse provoquer 1’apoptose des ténocytes (fibroblastes tendineux) (3) et
ainsi interférer avec le processus de réparation du tendon. Les neutrophiles seront suivis par
les monocytes qui infiltreront la 1ésion pour s’y différencier en macrophages et exercer
leurs activités phagocytaires, ainsi que cytotoxiques (Figure 2E). En accord avec le
processus évolutif, il semble donc que certains dommages non spécifiques aux cellules du

tissu sain soient un prix a payer afin de minimiser le risque d’infection.

La panoplie de molécules libérées en phase inflammatoire causerait également des
dommages aux composantes fonctionnelles des tendons. A titre d’exemple, les enzymes de
la famille des métalloprotéinases (MMPs) ont la capacité¢ de dégrader différents types de
collagene et d’autres composés responsables de la fonction tendineuse. Ces protéinases
sont, entre autres fonctions, essentielles a la migration des cellules inflammatoires et au
remodelage de la matrice extracellulaire. Les MMPs produites par les cellules
inflammatoires ont la capacité de dégrader le collagéne in vitro. Cette action est
potentialisée par la présence de radicaux libres qui activent certaines formes latentes de
MMPs (4). L’¢lastase libérée par les neutrophiles augmente également I’activité de
plusieurs MMPs dont la MMP-1 et 3, qui ont la capacité de dégrader le collagéne. A
I’exception des travaux de Lee et de ses collaborateurs qui établissent un lien entre

I’activation des MMPs et la dégradation de la matrice extracellulaire (5), peu de preuves ou



Annexe 1 168

d’observations directes appuient la théorie des dommages non spécifiques in vivo. Il semble
toutefois clair que différents mécanismes puissent réduire les dommages inflammatoires
(Figure 2F). Une surexpression rapide des inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases
(TIMPs) est observée a la suite d’une agression tissulaire aigué (6). Ce mécanisme d’auto-
régulation pourrait étre mis en place dans le tissu tendineux. En effet, différents groupes de
recherche ont observé une activation des MMPs et une expression subséquente ou
concomitante de TIMPs consécutif a un stress a 1’appareil tendineux (7, 8). Certaines
observations suggerent aussi que la tension axiale protége les fibres de collageéne contre la
dégradation protéolytique (9). Bien que le débat entourant la théorie des dommages
inflammatoires ne soit pas clos, des travaux récents montrent que I’accumulation maximale
des cellules inflammatoires précede le déficit fonctionnel maximal suivant un traumatisme
tendineux aigu (10). Ces observations temporelles suggeérent un surpassement des
mécanismes de protection intrinséques des tendons au cours de la phase inflammatoire

(Figure 4A).

A1.3 Résolution de ’inflammation

La résolution de I’inflammation, un processus hautement régulé, est a 1’origine de la
réparation tissulaire. Aprés un séjour de 24 a 48 heures, les neutrophiles s’engageront
massivement vers la voie de D’apoptose (Figure 3A), en réponse a divers signaux
notamment la diminution des messagers de survie, ’activation des «death receptors» et
I’inhibition du facteur de transcription nucléaire-xB (NF-kB) par A12PGJ, et 15-deoxy !>
A14)-PGJZ (11). Notons que la PGD, et ses métabolites de la famille «J» pourraient
¢galement agir comme anti-inflammatoires via 1’activation des récepteurs nucléaires PPAR
(peroxisome proliferator-activated receptor). Par la suite, les neutrophiles apoptotiques
seront rapidement phagocytés par les macrophages signalant a ces derniers de convertir la
synthése de leurs cytokines pro-inflammatoires vers la synthése de cytokines anti-
inflammatoires. L’ingestion de cellules apoptotiques par les macrophages inhibe la
libération de facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a), d’interleukine (IL)-8, de facteur de
croissance granulocyte-macrophage (GMCSF), d’IL-10, d’IL-1B et de thromboxane
A2(12). De plus, I’implantation de cellules apoptotiques dans un site inflammatoire stimule

la libération du facteur de croissance transformant-f1 (TGF-B1) (13). Le TGF-B1 stimule la
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résolution de I’inflammation, ainsi que la fibrogenese. Fadok et ses collaborateurs(12) ont
montré que la PGE; jouait un role majeur dans la commutation des cytokines pro-
inflammatoires vers la syntheése de cytokines anti-inflammatoires chez les macrophages et
que I’administration d’indométhacine pouvait inhiber cette commutation, suggérant ainsi
que l’activité des COXs serait importante pour I’amorce du processus de guérison. De
récentes observations indiquent qu’une deuxiéme vague d’expression de COX-2 en phase
de résolution de I’inflammation serait associée a la production de PGD, (14). La
phagocytose des neutrophiles apoptotiques par les macrophages induirait également un
arrét de la prolifération et un prolongement de la survie de ces derniers(15). Il est également
connu que les macrophages libéreront une panoplie de facteurs de croissance (Figure 3B)
dont le TGF-B1, le facteur de croissance fibroblastique basique (b-FGF) et le facteur de
croissance de 1’endothélium vasculaire (VEGF), qui sont essentiels pour 1’angiogenése et le
démarrage de la réparation tendineuse (Figures 3C-D). Il en découle que la phagocytose des
neutrophiles apoptotiques par les macrophages, ainsi que 1’activité des COXs joueraient des
roles déterminants lors de la résolution de I’inflammation et de la réparation tissulaire.
Dans le tendon, tout comme dans la plupart des autres tissus étudiés, les neutrophiles et les
macrophages envahissent séquentiellement le site de la blessure et la présence des
macrophages persiste bien au-dela de la disparition des neutrophiles (Figure 4A) (16, 17). 11
devient de plus en plus évident qu'une perturbation de cette séquence physiologique
pourrait se traduire par des effets néfastes sur le processus de réparation du tendon (Figure

3E et 4B).

Al.4 AINS et réparation tendineuse

En dépit du fait que I’efficacité des AINS pour le traitement des pathologies tendineuses et
ligamentaires soit parfois mise en doute, ces médicaments demeurent largement prescrits
par le corps médical (18). En effet, certaines études ont révélé que les AINS pouvaient
améliorer(19), détériorer (20) ou n’avoir aucun effet (10) sur les propriétés biomécaniques
suivant un traumatisme tendineux aigu chez 1’animal. De nombreux facteurs pourraient
expliquer les résultats contradictoires observés, notamment 1- les effets opposés des
diverses PGs qui apparaissent a différentes périodes au cours du processus de réparation, 2-

la spécificit¢ des AINS pour les différents isoformes des COXs, 3- les modalités
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d’administration, 4- les effets secondaires propres a chacun des AINS et, finalement, 5- la
région anatomique atteinte. A ce sujet, nous avons observé que le diclofénac diminuait la
concentration des cellules inflammatoires seulement dans la région périphérique du tendon,
dont la densité vasculaire est 5 a 6 fois plus élevée que la partie centrale (Figure 1). Ce
traitement n’avait d’ailleurs aucun effet fonctionnel dans un modéle de tendinopathie chez
le rat (10). Une observation relativement constante est que les AINS sont efficaces pour
diminuer la sensation de douleur et ce, indépendamment du moment ou le traitement
démarre. Comme les AINS peuvent influencer une multitude de facteurs clés du processus
de réparation, il est encore difficile de statuer de fagcon définitive sur leur utilité véritable

dans le traitement des blessures tendineuses.

Les mécanismes en jeu dans la résolution de 1’inflammation seraient mis en branle assez
tot, soit avant la fin de la premicére semaine suivant une 1ésion tendineuse (16, 17). De
maniére contradictoire, il n’est pas rare que des AINS soient prescrits pour une période de
dix a quinze jours post-trauma et que le début du traitement soit tardif. Ce chevauchement
pourrait perturber la libération d’une panoplie de médiateurs anti-inflammatoires et de
facteurs de croissance par différents types cellulaires et en particulier par les macrophages
ayant préalablement phagocyté des cellules apoptotiques (Figure 3E). Il est possible que
cette perturbation puisse en fin de compte retarder la réparation tendineuse (Figure 4B).
Dans un tel scénario, I’inhibition de COX-1 par la mutation de son gene retarderait la
réparation tissulaire (21) et ’inhibition de COX-2 prolongerait la phase inflammatoire (22).
Des percées récentes en cancérologie (23) ont également permis d’identifier un rdle
primordial pour COX-2 dans le processus de l’angiogenése qui est une condition
essentielle a la réparation tissulaire. Ces données sont corroborées par les travaux de
Lapointe et de ses collaborateurs (24) qui ont démontré, dans un modele de blessure
musculaire, que le réadaptation a long terme était davantage altérée par un traitement au
diclofénac d’une durée de sept jours, que par un traitement €chelonné sur deux jours
seulement. De plus amples investigations devront cependant étre menées pour clarifier le

role des COXs et des prostaglandines dans le processus de réparation des tissus conjonctifs.
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A1.5 Autres effets des AINS

Certains AINS posseédent des effets physiologiques distincts, sans que ceux-ci ne soient
nécessairement liés a I’inhibition des COXs. La connaissance de ces mécanismes d’action,
c’est-a-dire la connaissance des effets propres a chacune des molécules pharmacologiques,
pourrait contribuer a raffiner leur utilisation. A titre d’exemple, Riley et ses collaborateurs
(25) ont démontré que I’indométhacine, ainsi que le naproxéne altérent la prolifération
cellulaire et la synthése de protéoglycanes, tandis que le diclofénac et 1’acéclofénac
n’affectent pas ces processus. L’utilisation d’indométhacine pourrait nuire a la prolifération
des ténoblastes mais favoriser la synthése protéique suggérant ainsi que cet AINS devrait
étre prohibé durant la phase de prolifération cellulaire et prescrit au cours de la phase de
synthése protéique (26). Les AINS bouleversent également une variété d’événements
durant la phase inflammatoire mais les corollaires physiologiques de ces perturbations ne
sont pas encore compris. Par exemple, le diclofénac induirait le dépouillement de certaines
molécules d’adhésion essentielles a 1’infiltration des neutrophiles circulants (27) et réduirait
la synthése de leucotriénes par les macrophages (28). Autre exemple, le diclofénac et
I’ibuprophéne diminueraient la chimiotaxie des neutrophiles et des macrophages stimulée
par le TGF-B1 (29). De surcroit, certains AINS comme le diclofénac et I’indométhacine
inhiberaient 1’activit¢ d’enzymes capables de dégrader certains médiateurs de
I’inflammation comme les lipoxines, tandis que I’ibuprophéne, I’acide salicylique, le NS-
398, le nimésulide et I’acide nifulmique n’auraient pas cette capacité (30). Ces informations
mettent en évidence que les AINS devraient étre utilisés avec circonspection et que la
fenétre temporelle qui permettrait un effet optimal sur le processus de réparation tendineux
n’est pas encore bien définie. Il semble toutefois de plus en plus clair que les traitements
prolongés aient plus de chance d’interférer avec la réparation tendineuse que les traitements

se limitant a la phase inflammatoire (Figures 4B et 4C).

A1.6 Conclusion

Plusieurs données scientifiques indiquent que le processus inflammatoire joue un role
important dans la réparation tissulaire. La modulation de I’inflammation par les AINS fait

partie des pratiques médicales depuis plus de cent ans et 1’on découvre encore
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régulicrement de nouvelles vertus a cette classe de composés chimiques. Le manque de
données fondamentales et cliniques concernant la perturbation du processus inflammatoire
par les AINS fait en sorte qu’une pratique médicale empirique soit encore privilégiée par de
nombreux médecins . Il est maintenant reconnu que 1’inhibition prolongée des COXs puisse
provoquer des effets déléteres sur le processus de réparation tissulaire et que certains AINS
altérent le métabolisme des ténoblastes. L utilisation d’AINS serait donc indiquée pour les
tous premiers instants suivant le traumatisme afin de réduire les dommages inflammatoires
non spécifiques (Figures 4A, 4B). Plusieurs résultats rapportés dans cette synthése
indiquent qu’une utilisation inadéquate des AINS pourrait perturber la réparation

tendineuse.
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A1.8 Figures et Légendes
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Figure 1 : Homéostasie du tendon d’Achille sain. La matrice extracellulaire du tendon est
composée de collagene a 90%, majoritairement de type I. Les fibres de collagene (A) sont
regroupées en faisceaux primaires (B) entre lesquels reposent des ténocytes quiescents (C)
dont le noyau est fusiforme. En raison de son faible métabolisme, peu de vaisseaux
sanguins irriguent la partie centrale du tendon. Le paraténon (D) est constitué de tissu
conjonctif lache parsemé de fibroblastes et de mastocytes. La densité vasculaire du
paraténon est 5 a 6 fois supérieure a la partie centrale du tendon. En réponse aux stress

mécaniques physiologiques, les ténocytes synthétisent a la fois des métalloprotéinases (E)
et/ou des molécules de procollagene (F).
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Figure 2 : Evénements précoces suivant une blessure tendineuse. Un traumatisme externe
entraine une désorganisation tissulaire et un saignement (A). Des mastocytes sont activés et
libérent une variété de cytokines pro-inflammatoires en particulier I’histamine et différentes
prostaglandines (B). En conséquence, les neutrophiles roulent puis adhérent et infiltrent le
site de la 1ésion (C) ou ils libéreront divers médiateurs tels des radicaux libres, qui
endommagent les ténocytes (D). Les macrophages, qui sont en nombre inférieur dans les
premiers instants suivant la Iésion, contribuent a promouvoir I’environnement pro-
inflammatoire, phagocytent les débris et libérent des molécules cytotoxiques (E). Les
métalloprotéinases sécrétées par les cellules inflammatoires dégradent la matrice
extracellulaire endommagée sans toutefois détruire les fibres saines. Cette dégradation est
régulée par la libération de TIMPs (F).
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Figure 3 : Résolution de I’inflammation. Les signaux de danger ayant disparu, les
neutrophiles entrent en apoptose et sabandonnent des facteurs chimiotactiques pour les
macrophages (A). Les macrophages phagocytent les cellules apoptotiques et sécrétent des
facteurs stimulant la résolution de I’inflammation, ainsi que le début de la réparation
tissulaire (B). En réponse aux facteurs de croissance, les ténocytes prolifeérent et
synthétisent une grande quantité de matrice extracellulaire (C) et simultanément,
I’angiogenese est stimulée (D). Les AINS pourraient altérer le processus de la réparation
tendineuse en modulant I’apoptose, en diminuant la libération de médiateurs anti-
inflammatoires et en inhibant I’angiogenése (E).
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Figure 4 : Effets hypothétiques de différents traitements aux AINS. Les neutrophiles et les
macrophages infiltrent de fagon séquentielle le tendon traumatisé. Durant cette phase
précoce, les cellules inflammatoires pourraient accroitre le déficit fonctionnel. La
résolution de I’inflammation et la réparation tendineuse seront alors mis en marche et le
déficit fonctionnel diminuera graduellement (A). L’administration prolongée et continue
d’AINS pourrait interférer avec différents processus de la réparation tissulaire et en fin de
compte ralentir la récupération fonctionnelle (B). L’administration d’AINS en phase pro-
inflammatoire limiterait les dommages inflammatoires sans interférer outre mesure avec le
processus de réparation tendineuse (C). Légende : Jaune, déficit fonctionnel; rouge,
accumulation des neutrophiles; bleu, accumulation des macrophages.
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A2.1 Intra-tendinous injection of carrageenan induces massive
accumulation of inflammatory cells.
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Figure 1: Intra-tendinous injection of carrageenan induces massive accumulation of
inflammatory cells. A: Increasing doses of CARR were injected in the Achilles tendons of
rats in a final volume of 30 pl. Because of the solubility of CARR, doses 400ug (n=2) and
800ug (n=3) were injected in final volumes of 40ul and 80ul. B&C: Neutrophil and
macrophage density in ambulatory CTR tendons, tendons injected with VEH or 200 pg of
CARR. Rats were sacrificed 1 and 3 days following the injection. *Significantly different
from CTR # Significantly different from VEH. n =5 to 6 where not specified.
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A2.2 Carrageenan injection does not influence tendon
hydroxyproline content
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Figure 2: Carrageenan injection does not influence tendon hydroxyproline content.
Hydroxyproline content was expressed relatively to dry mass in CTR, VEH- and CARR-
injected tendons 3 days following the surgical procedure. n = 6. *Significantly different
from CTR #Significantly different from VEH group.
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A2.3 Carrageenan injection does not influence biomechanical
properties.
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Figure 3: Carrageenan injection does not influence biomechanical properties. Absolute load
to failure was measured in CTR, VEH- and CARR-injected tendons 1 and 3 days following
the surgical procedure. n =5 to 7. *Significantly different from CTR # Significantly
different from VEH group.
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