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Résumeé

Stress oxydatif chez le patient bénéficiant d’une analgésie peropératoire par lidocaine
intraveineuse

Introduction :

Il existe en peropératoire une augmentation du stress oxydatif qui correspond a un
déséquilibre de la balance entre les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) et les défenses
antioxydantes. La lidocaine est un anesthésique local qui pourrait avoir un effet sur les stress
oxydatif mais il n’existe pas d’étude clinique peropératoire. Une baisse du niveau de ROS
inhibe la progression des cellules tumorales mais favorise I'apparition de métastases a long
terme. Une modification du stress oxydatif pourrait donc avoir un effet synergique avec les
anti-cancéreux pré et peropératoires. Le stress oxydatif peut étre évalué par le biais du
niveau de ROS et de la réponse antioxydante en réalisant un antioxydogramme. L’objectif de
cette étude était de comparer sur les sous-populations leucocytaires I'effet de la lidocaine
sur le stress oxydatif en mesurant le niveau de ROS et en réalisant un antioxydogramme chez
des patients bénéficiant d’'une analgésie multimodale comprenant ou non de la lidocaine.

Matériels et Méthodes :

Etude préliminaire non randomisée avec accord du comité d’éthique incluant 10 patients
dans le groupe lidocaine et 10 dans le groupe sans lidocaine. Selon les habitudes de
I'anesthésiste-réanimateur, injection ou non d’un bolus de lidocaine de 2 mg/kg a
I'induction de I'anesthésie suivie d’'une perfusion continue de 2 mg/kg/h en peropératoire.
Prélevements de tubes sanguins supplémentaires a 3 moments distincts : lors de la pose de
la voie veineuse avant I'induction (ROS et antioxydogramme), 1h aprées I'induction (ROS) et
a 24h du début de l'intervention (ROS et antioxydogramme). Les pourcentages de variation
des niveaux de ROS étaient calculés entre TO et T1, et TO et T24 sur les différentes sous-
populations leucocytaires. Les antioxydogrammes des 2 groupes étaient comparés a TO et
T24.

Résultats :

La variation du niveau de ROS des granulocytes entre TO et T1 était plus bas dans le groupe
lidocaine que dans le groupe sans lidocaine (-24,1% vs 1,8% ; p = 0,02). Il n’y avait pas de
différence entre TO et T24 au niveau de toutes les sous-populations leucocytaires, ainsi
gu’entre TO et T1 pour les lymphocytes et les monocytes. La comparaison des
antioxydogrammes de TO et T24 ne mettait pas en évidence de différence significative entre
les 2 groupes.

Conclusion :

Cette étude a montré que les patients recevant de la lidocaine a dose analgésique au bloc
opératoire avaient un stress oxydatif moins élevé par rapport a ceux n’en recevant pas au
niveau des granulocytes avec une baisse précoce du niveau de ROS mais sans surexpression
des genes antioxydants a 24h.

Mots clés : Stress oxydatif, ROS, Antioxydogramme, Lidocaine, Cancer, Peropératoire



Abstract

Oxidative Stress in the patient with Peroperative Analgesia by Intravenous Lidocaine

Introduction :

Intraoperatively, there is an increase in oxidative stress, corresponding to an imbalance in
the balance between reactive oxygen species (ROS) and antioxidant defenses. Lidocaine is a
local anesthetic that may have an effect on oxidative stress, but there are no intraoperative
clinical studies. A drop in ROS levels inhibits tumor cell progression, but leads to the
appearance of metastases in the long term. Modifying oxidative stress could therefore have
a synergistic effect with pre- and intraoperative anticancer drugs. Oxidative stress can be
assessed by means of ROS levels and antioxidant response using an antioxidogram. The aim
of this study was to compare the effect of lidocaine on oxidative stress in leukocyte
subpopulations by measuring ROS levels and performing an antioxidogram in patients
receiving multimodal analgesia with or without lidocaine.

Materials and Methods :

Preliminary non-randomized study with ethics committee approval, including 10 patients in
the lidocaine group and 10 in the group without lidocaine. Depending on the anaesthetist's
routine, injection or not of a 2 mg/kg bolus of lidocaine at induction of anaesthesia,
followed by a continuous infusion of 2 mg/kg/h intraoperatively. Additional blood tube
samples were taken at 3 separate times: when the venous line was inserted before
induction (ROS and antioxidogram), 1 h after induction (ROS) and at 24 h from the start of
surgery (ROS and antioxidogram). Percentage changes in ROS levels were calculated
between TO and T1, and TO and T24 on the different leukocyte subpopulations.
Antioxidograms of the 2 groups were compared at TO and T24.

Results :

The change in granulocyte ROS levels between TO and T1 was lower in the lidocaine group
than in the group without lidocaine (-24.1% vs. 1.8% ; p = 0.02). There was no difference
between TO and T24 for all leukocyte subpopulations, and between TO and T1 for
lymphocytes and monocytes. Comparison of antioxidograms at TO and T24 showed no
significant difference between the 2 groups.

Conclusion :

This study showed that patients receiving lidocaine in analgesic doses in the operating room
had lower oxidative stress compared to those not receiving it at the granulocyte level, with
an early drop in ROS levels but no overexpression of antioxidant genes at 24h

Key words : Oxidative stress, ROS, Antioxydogram, Lidocaine, Cancer, Peroperative
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ALAT Alanine Aminotransférases

ASA American Society of Anesthesiologists
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PFC Plasma Frais Congelé

PNN Polynucléaire Neutrophile

ROS Reactive Oxygene Species

SAQOS Syndrome d’Apnées Obstructives du Sommeil

SOD Superoxyde Dismutase
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Rappel

L'origine du stress oxydatif peut étre exogene (tabac, alcool, pollution, rayonnements
ionisants...) ou endogéne. Il a été démontré que ce stress participe a un large éventail de
maladies avec des mécanismes multiples. Ainsi |'efficacité des défenses antioxydantes est
dépendante du mécanisme. La compréhension du stress oxydatif et des défenses est un
préalable pour envisager et comprendre les effets thérapeutiques d’'une modification de la

balance oxydation - anti-oxydation.

| - Le stress oxydatif

Le terme « stress oxydatif » a été proposé en 1985 et défini comme un déséquilibre entre la
production d'oxydants et les défenses antioxydantes cellulaires. Le stress oxydatif implique
des réactions d'especes dites réactives dérivées de l'oxygéne (ROS - Reactive Oxygen
Species) et de |'azote. Le terme de ROS englobe les molécules dérivées de I'O,, telles que le
superoxyde (Oze-), le peroxyde d'hydrogéne (H.03), le radical hydroxyle (-OH), l'ozone et
I'oxygéne singulet (*0,). L'utilisation du terme ROS, ne regroupe pas une entité chimique

unique, mais englobe différentes réactions dans la chimie de ces espeéces :

- La production d’0;°" par la réduction d’un électron d’O.. Elle est principalement
due a la fuite d’électrons de la chaine respiratoire mitochondriale, en particulier
de I"'ubisemiquinone (QH*"), QH*+ 024> Q + 0" suivie d’une catalysation de la
réaction par les oxydases NADPH (NADPH + 2 O, - NADP* + H* + 2 O0,*").

Les oxydases NADPH (NOX4, DuOX1l et DuOX2) et d’autres enzymes, les
flavoprotéines réduisent O, en H.0;, en donnant a O, un second électron avant
qu’il ne quitte leurs sites actifs.

La source prédominante de H;0; est la dismutation de O,°". Cette réaction est
rapide avec une constante de vitesse proche de 10° M s qui est accélérée a 2
10° M s par les superoxydes dismutases (202"~ + 2H* > H,0; + 02). Le taux de
production de H,0; détermine en grande partie la signalisation redox, c’est a dire
la balance entre stress oxydatif ou absence d’oxydation. H,0; est réduit (2 H.0;

- 2 H20 + 0?) par 15 enzymes. Les 15 enzymes sont : les cing peroxiredoxines
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qui utilisent la thioredoxine [Trx(SH)2], les huit peroxydases et la peroxiredoxine 6
qui réagit avec le glutathion (GSH) :

2 Hy02 + 2 Trx(SH)2 = TrxSz+ 2 H,0

H202+ 2 GSH-> GSSG + 2 H,0

ou TrxS; correspond au disulfure de thioredoxine et GSSG au

disulfure de glutathion
Le H;0; n‘oxyde pas facilement la plupart des molécules, mais peut réagir
rapidement avec des métaux de transition comme le fer pour produire un radical
hydroxyle (H,0; + Fe?* > OH™ + Fe3* + *OH). Ce radical hydroxyle est un oxydant

puissant qui oxydera rapidement n'importe quelle molécule a proximité.

- La peroxydation lipidique affecte les membranes cellulaires et les structures
contenant des lipides. La peroxydation lipidique est habituellement suivie d’une
libération d’oxygéne, qui est réduit en eau par la chaine respiratoire
mitochondriale. Dans le méme temps, les lipides peuvent étre oxydés avec des
initiateurs de ROS comme le radical hydroxyle et le radical perhydroxyle (HO2e),
formant aussi de I’eau et un radical lipidique puis des hydroperoxydes lipidiques
(LOOHs) :

Les principaux produits secondaires de la peroxydation lipidique sont les
aldéhydes toxiques et mutageénes, le malondialdéhyde (MDA) et le 4-
hydroxynonénal/4-hydroxy-2-nonénal (HNE). Ils sont considérés comme des
marqueurs du stress oxydatif. Ces produits ayant une structure non chargée
migrent facilement a travers les membranes et le cytosol et, par conséquent,
causent des effets dommageables a l'intérieur ou a I'extérieur des cellules. lls
peuvent modifier les résidus d’acides aminés et former des adduits stables
entrainant des dommages aux protéines. lls peuvent également former des

adduits covalents avec des acides nucléiques et des lipides membranaires.

- Le superoxyde (O2e-) est un radical libre relativement faible qui peut jouer un role

essentiel dans la production de composés plus réactifs. Lorsqu’il est produit par les

mitochondries, il peut réagir avec des protéines fer-soufre et libérer du fer qui peut

catalyser des réactions de radicaux libres via la réaction de Fenton, produisant ainsi des
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hydroxyles (¢OH) (H,0, + Fe**> OH- + Fe3* + e«OH), le radical hydroxyle (¢OH) pour former
du peroxyde d’hydrogéne (H20;) : O2¢ + ¢«OH — H,03, et avec I'oxyde nitrique (¢NO) pour
former un composé extrémement réactif appelé peroxynitrite (ONOO-) : O2e—- + eNO >
ONOO-. Le danger de produire un stress oxydatif ne provient pas directement des radicaux
libres, eNO et O2e¢ mais de la forme protonée du peroxynitrite, 'acide peroxonytrite
(ONOOH).
- ’acide peroxynitrique (ONOOH) est un oxydant trés puissant qui tient ses effets
des intermédiaires formés dans sa décomposition, le dioxyde d’azote *NO2 et *OH :
HNOO- &> ¢NO2 + *OH >NO3" + H+. *NO2 peut extraire I’hydrogéne comme le fait
*OH ou inclure des molécules comme les tyrosines dans les protéines entrainant la
formation de nitrotyrosine qui altere le fonctionnement des protéines. L'HNOO-
peut également provoquer rapidement la libération de fer a partir de protéines avec
un cluster fer-soufre, favorisant la production d’¢OH & partir de H,0, (H,0, + Fe?*
>O0H- + Fe3" + e¢0OH). Ainsi le eNO2 et le *OH sont deux oxydants trés ubiquitaires
concernant leurs cibles, ce qui rend compte de leur réle important dans le stress

oxydatif d’autant que leurs réactions sont rapides.

- Les acides hypohaloiques (HOX) sont des oxydants qui jouent un role majeur dans
les lésions tissulaires associées a l'inflammation médiée par les phagocytes. lls se
forment a partir de H,02 (H20; + X- + H+ = HOX + H,0). Cette réaction est catalysée
par la myéloperoxydase phagocytaire. Dans cette réaction, X peut représenter le

chlore (Cl), le brome (Br) ou le thiocyanate plasmatique.

Toutes ces réactions conduisent a des oxydants qui induisent des |ésions cellulaires par trois
moyens principaux : la peroxydation lipidique des membranes, la modification de la balance
des protéines oxydatives et anti-oxydatives et des dommages de 'ADN. En modifiant de
facon aberrante les voies de transduction de signalisation, ils induisent une exacerbation de
I'inflammation ou de la mort cellulaire avec en miroir une augmentation des enzymes
antioxydantes et de leurs substrats.

Parmi les espéces oxydantes sus citées, celles qui présentent un danger immédiat pour
I'intégrité structurale et la fonction des cellules sont ¢«OH, ONOO et HOX. La stratégie pour

prévenir les dommages par ces espéces oxydantes est la prévention de la formation d’O?%e et
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I’élimination d’O%e et de H,0,. L’élimination de 'O%e empéche la formation d’ONOO et

I'élimination de H,0, empéche la formation de *OH et de HOX.

Il - Les défenses antioxydantes

Pour se défendre contre les conséquences du stress oxydatif, I'organisme a développé des
défenses antioxydantes extra et intracellulaires pour neutraliser les espéeces réactives de

I'oxygene.

Les défenses antioxydantes extracellulaires comprennent des enzymes (superoxyde
dismutase, catalase, glutathion peroxydase ...) et des molécules (vitamine C, vitamine E,
béta-caroténe, flavonoides ...) présentes dans le sang, la lymphe et les liquides interstitiels.
La superoxyde dismutase (SOD3) est une enzyme clé qui catalyse la conversion du
superoxyde en peroxyde d'hydrogéne. Elle est généralement associée a la membrane
externe des cellules. Ensuite la glutathion peroxydase et la catalase agissent de maniere
séquentielle sur le peroxyde d'hydrogene. La glutathion peroxydase extracellulaire (GPx3),
utilise le glutathion réduit (GSH) pour décomposer le peroxyde d'hydrogéne. La catalase
décompose le peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygene. Elle se trouve principalement
dans les peroxysomes, organites cellulaires, ou la production de peroxyde d'hydrogene est

élevée.

Au niveau intracellulaire, les défenses antioxydantes sont présentes dans le cytosol mais
aussi au niveau des mitochondries pour neutraliser les ROS et maintenir I'intégrité de I'ADN

mitochondrial. Ces défenses sont supportées principalement par :

1) le glutathion réduit, I'un des antioxydants les plus importants. Il existe en deux formes :
réduite (GSH) et oxydée (GSSG). La forme réduite neutralise les ROS et protege de
I'oxydation les protéines, I'ADN et les lipides. Lorsque le glutathion neutralise les ROS, il se
transforme en sa forme oxydée. Le systéme de régénération du glutathion via la glutathion
réductase permet de convertir GSSG en GSH pour maintenir un pool d'antioxydants actifs.
Le ratio entre la forme réduite de glutathion (GSH) et la forme oxydée (GSSG) est un
indicateur important de I'équilibre redox cellulaire. Une quantité suffisante de glutathion

réduit est essentielle pour maintenir l'intégrité des systemes antioxydants intracellulaires.
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2) Les superoxydes dismutases que sont la SOD1 cytosolique et la SOD2 mitochondriale qui

catalysent la conversion du superoxyde en peroxyde d'hydrogéne.

3) La catalase qui décompose le peroxyde d'hydrogéne (H202) en eau (H;0) et dioxygéne

(0%).

4) Les peroxiredoxines qui réagissent avec les ROS, tels que le peroxyde d'hydrogéne, pour
les réduire en eau ou en alcool. Ce processus est catalytique, ce qui signifie que les
peroxiredoxines peuvent répéter cette réaction plusieurs fois. Elles interagissent aussi avec
des protéines antioxydantes comme la glutathion peroxydase en utilisant le glutathion
réduit comme cofacteur. Certaines peroxiredoxines (PRDX6) réduisent également les
hydroperoxydes lipidiques contribuant a maintenir I'équilibre des especes réactives de

I'oxygene dans les membranes cellulaires ce qui protege les lipides membranaires.

5) La thioredoxine qui possede une activité réductrice des ponts disulfures des protéines
oxydées. En réduisant ces ponts disulfures, elle permet de restaurer la structure et la
fonction normales des protéines. La thioredoxine est capable de réduire d'autres
antioxydants tels que le glutathion. Elle joue aussi un role clé dans I'activation d'enzymes
antioxydantes, telles que la peroxyrédoxine. En régénérant ces antioxydants, la thioredoxine

contribue a maintenir leur fonction antioxydante, renforgant ainsi les défenses cellulaires

5) La vitamine E, liposoluble, stabilise les ROS en donnant un électron et prévient ainsi
I’'oxydation des lipides membranaires. En préservant l'intégrité des membranes cellulaires,
la vitamine E contribue a maintenir la structure et la fonction normales des cellules. De plus,
la vitamine E peut régénérer d'autres antioxydants, tels que la vitamine C, en les

convertissant de leur forme oxydée en leur forme active.

6) La vitamine C, hydrosoluble, est capable de donner, comme la vitamine E, un électron. Ce
don d’électron neutralise son potentiel réactif. La vitamine C se transforme alors en radical
ascorbate stabilisé. Elle régénere ainsi des antioxydants essentiels comme la forme oxydée

de la vitamine E, le glutathion réduit...
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Ces mécanismes de défense sont sous tendus par I'activation des facteurs de transcription
en réponse au déséquilibre cellulaire entre les ROS et les antioxydants de la cellule.
Plusieurs facteurs de transcription, sensibles a I'oxydoréduction, participent a I'induction de
genes antioxydants. L'exemple le plus manifeste dans ce domaine est I'induction des génes
antioxydants GCLC, GCLM, HMOX1, NQO1, GSTM1, GPX4, TXN et PRDX1 par NRF2 (Nuclear

factor erythroid 2-related factor 2).

Le NRF2 est un facteur de transcription qui joue un réle clé dans la réponse antioxydante. En
situation normale, NRF2 est retenu dans le cytoplasme par une protéine appelée Keapl
(Kelch-like ECH-associated protein 1). Lorsque des ROS s'accumulent, certaines cystéines
spécifiques de Keapl sont oxydées, ce qui altere sa capacité a retenir NRF2. NRF2 se
transloque alors vers le noyau cellulaire et se lie a une région spécifique de I'ADN appelée
ARE (Antioxidant Response Element) présente dans les promoteurs des genes antioxydants.
Il active ensuite la transcription de ces genes, tels que la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase, le glutathion réductase et plusieurs autres enzymes antioxydantes. Le NRF2 régule
I'expression basale et inductible de plus de 200 genes qui codent les protéines impliquées
dans la défense antioxydante, la détoxification, l'apoptose, la réparation de I’ADN,

I’élimination des protéines oxydées par la protéase, I'inflammation et d’autres processus.

D’autres facteurs de transcription sont mis en jeu comme I’Activator Protein 1 (AP-1), le
Nuclear Factor kappa B (NF-kB) et le cAMP Response Element-Binding protein (CREB). Le
facteur AP-1 est un complexe de facteurs de transcription composé principalement de
protéines Jun et Fos qui activent la transcription des genes cibles tels que la glutathion
peroxydase et la thioredoxine réductase. Le facteur NF-kB, lorsqu’il est désinhibé, se
transloque dans le noyau et se lie a des séquences d'ADN spécifiques présentes dans les
promoteurs des genes antioxydants tels que la superoxyde dismutase (SOD), I'héme
oxygénase-1 (HO-1) et la glutathion peroxydase. Le facteur CREB activé par phosphorylation
induit la transcription des genes cibles codant pour des enzymes antioxydantes, tels que la

glutathion peroxydase et la catalase.

Au total la modification de la balance d’oxydo-réduction de la cellule par le stress oxydatif

induit au niveau cellulaire a la fois une réponse immédiate enzymatique et non enzymatique
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et une réponse différée transcriptionnelle. Ces deux types de réponse sont inter

dépendantes (Figure A).
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Figure A : Génération des ROS et détoxification.
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111 - Cancer et ROS

Comme il a été rappelé, les ROS jouent un role dans de nombreuses voies d'oxydoréduction
et de signalisation qui contrdlent l'initiation de la transcription génique. lls peuvent
endommager et induire des mutations au niveau de I'ADN ou de I'ARN. Ces dommages
consistent en des cassures de I'ADN double brin et en la production de 8-oxo-2'-
désoxyguanosine (8-oxo-dG). Ce dernier induit la conversion de la guanine en thymine grace
a sa capacité a se lier a la fois a la cytosine et a I'adénine, ce qui en fait une source majeure
de mutagenese spontanée. L'accumulation de 8-oxodG dans le génome cellulaire conduit
donc a la carcinogenése. Ainsi les ROS sont impliqués dans la genése des cellules
cancéreuses et leur prolifération mais aussi dans leur survie et leur résistance aux

médicaments, notamment par la voie de PI3K/AKT, MAPK, NF-kB et Keap1-Nrf2-ARE.

Les cellules cancéreuses par leur croissance importante et leur vascularisation insuffisante
possedent un niveau de ROS et d’enzymes antioxydantes plus élevé que les autres cellules.
Ce haut niveau de ROS entretient la survie et la progression de ces cellules ainsi que la
résistance aux thérapeutiques antitumorales. Les cellules cancéreuses se défendent des ROS
par le biais des mécanismes antioxydants cités plus haut (Nrf2, GSH, catalase, TrxRs et la
manganese superoxyde dismutase). Le maintien de cette activité antioxydante permet aux
cellules cancéreuses de réguler leur prolifération et d’éviter leur apoptose par un niveau de
ROS trop élevé. Elles sont donc plus sensibles que les cellules normales aux augmentations
du niveau de ROS. Cette vulnérabilité au niveau de ROS est utilisée par les traitements
anticancéreux pour entrainer la mort des cellules cancéreuses en augmentant
considérablement le niveau de ROS intracellulaire en provoquant I'épuisement du systeme
antioxydant. C’est notamment le mécanisme d’action de la radiothérapie et de nombreuses
chimiothérapies telles que le cisplatine, la bléomycine, les anthracyclines ou le trioxyde de

diarsenic.

Ces données infirment le fait que la baisse des ROS des cellules cancéreuses par les
suppléments alimentaires antioxydants pourrait jouer un réle dans la prévention ou la
guérison du cancer. Des études récentes montrent que dans le pool des cellules cancéreuses
il existe des cellules souches possédant un niveau de ROS trés bas leur permettant de rester

dans un état de quiescence avec une capacité d’auto-renouvellement et de résistance a la

20



chimiothérapie et a la radiothérapie. Si la baisse du niveau de ROS inhibe la prolifération et
la progression tumorale, elle entretient la quiescence des cellules souches cancéreuses

pouvant conduire a I'apparition de métastases secondaires.

S’intéresser au retentissement des médicaments sur le niveau de ROS des cellules

cancéreuses parait licite.
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Introduction

La prise en charge anesthésique peropératoire peut conditionner I’évolution postopératoire
des patients a moyen et long terme. Cela a été montré pour la prévention de la morbidité
cardiovasculaire (1), de la réduction néphronique (2), des nausées et vomissements

postopératoires (3), de I'altération des fonctions supérieures (4) ou de la douleur chronique

(5).

La prise en charge chirurgicale des patients atteints de cancers est fréquente. Cela
représentait, en France, plus de 400 000 patients en 2017 (6). La chimiothérapie peut, selon
le protocole, encadrer la chirurgie, étre réalisée avant cette derniére, voire étre réalisée en
peropératoire dans le cadre de la Chimiothérapie Hyperthermique Intra-Péritonéale ou
CHIP. Cette technique, actuellement en plein essor avec plus d’un millier de réalisations en
2018, est utilisée pour les carcinoses péritonéales par I'administration d’'une chimiothérapie

chauffée directement dans la cavité péritonéale apres un geste de cytoréduction (7).

Chez ces patients atteints d’un cancer, I'impact de |'anesthésie sur la dissémination de
micro-métastases circulantes dans la circulation lymphatique et vasculaire en peropératoire
est une question licite. Il a été montré qu’en peropératoire il existait une immunodépression
causée a la fois par le geste chirurgical responsable d’un stress oxydatif, et par les agents de
I'anesthésie générale (8). La chirurgie augmente la vascularisation tumorale par le biais de
I'angiogenése, inhibe I'activité des cellules Natural Killer (NK) et augmente significativement
la libération de cytokines (8). Les agents anesthésiques ont la propriété de diminuer la
fonction des cellules immunitaires en altérant la respiration mitochondriale, la phagocytose

et la prolifération cellulaire (9).

Certains médicaments anesthésiques utilisés en peropératoire pourraient avoir un effet sur
les cellules cancéreuses, mais leur réle dans la progression de la maladie n’a pas été
clairement établi en clinique. Des études rétrospectives suggerent que [|'anesthésie
intraveineuse par propofol serait associée a une meilleure survie globale des patients, par
rapport a 'anesthésie par agents volatils sur tous les types de cancers (10). La moindre ou la
non-utilisation d’opioide peropératoire diminuerait I'incidence des récidives dans le cancer

colorectal chez I’'homme et aussi expérimentalement in vitro ou in vivo chez I'animal (11).
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Avec le développement de I'anesthésie sans opioide et le souci de diminuer les douleurs
postopératoires, un anesthésique local, la lidocaine, est de plus en plus utilisée par voie
intraveineuse en peropératoire du fait de ses effets antalgiques et anti-inflammatoires (12).
Elle permet de réduire les douleurs postopératoires dans la chirurgie abdominale et la
chirurgie du rachis (13, 14). La prévention de la douleur aigué par la lidocaine implique
probablement I'inhibition des canaux sodiques, mais son mécanisme d’action n’est pas
complétement élucidé. Elle inhibe également le systeme glycinergique, les canaux calciques
et potassiques, les récepteurs couplés a la protéine G et les récepteurs NMDA (12). In vitro
et in vivo chez I'animal la lidocaine a des propriétés antitumorales, passant notamment par
I'inhibition de la phosphorylation de la tyrosine kinase SRC et de ICAM-1, 'augmentation de
I'expression de NKG2D, la stimulation de la fonction des cellules NK et I'augmentation de
I'expression de la protéine BAX (12, 15). Une étude clinique rétrospective incluant 2239
patients bénéficiant d’'une chirurgie pour cancer du pancréas entre 2014 et 2017 mettait en
évidence qu’une perfusion peropératoire de lidocaine intraveineuse (bolus de 1.5 mg/kg a
I'induction de I'anesthésie suivi d’'une perfusion continue de 2mg/kg/h en peropératoire)

était associée a une meilleure survie (16).

Ces résultats pourraient étre liés aux effets de la lidocaine sur le stress oxydatif. Cependant
les résultats des études in vitro sont contradictoires sur son effet pro ou antioxydant (17,
18). Chez 'homme, il existe une seule étude. Lors d’'une cure d’anévrisme intracranien il
était montré que la lidocaine avait un effet antioxydant en diminuant les taux de
malondialdéhyde (MDA) et en augmentant la teneur en superoxyde dismutase (SOD) (19).
La SOD est une enzyme antioxydante puissante qui peut éliminer les especes réactives de
'oxygéne (ROS - Reactive oxygen species) par ses effets d’oxydoréduction. Le
malondialdéhyde est considéré comme un des produits terminaux de I'oxydation des lipides
et un niveau élevé est donc synonyme de stress oxydatif. Ce dernier est défini comme un
déséquilibre de la balance entre la production de ROS et les défenses antioxydantes. Les
ROS, en fonction de leur concentration, peuvent avoir un réle dans la régulation de la survie
et de I'apoptose cellulaire (20). Une augmentation modérée de la production de ROS
favorise la prolifération, la survie et la progression des cellules tumorales par de
nombreuses voies, notamment PI3K / AKT, MAPK / ERK1/2 et PKD. Un niveau de ROS élevé

provoqué par la radiothérapie et certaines chimiothérapies induit I'arrét du cycle cellulaire,

23



la sénescence et la mort des cellules cancéreuses (21). Un niveau de ROS trés bas dans les
cellules souches cancéreuses leur permet de rester dans un état de quiescence avec une
capacité d’auto-renouvellement et de résistance aux chimiothérapies et a la radiothérapie

(22).

Le niveau de ROS peut étre quantifié par cytométrie en flux mais aussi indirectement par la
réponse antioxydante. Cette derniére peut étre évaluée par la réalisation d'un
antioxydogramme, en mesurant I'expression des génes antioxydants par PCR. Une méthode
validée d’évaluation du niveau de ROS et de I'expression des génes antioxydants dans les

différentes sous-populations leucocytaires est disponible (23).

La lidocaine pourrait modifier le niveau de ROS et ainsi avoir un effet synergique ou
antagoniste avec les anti-cancéreux pré et peropératoires. Il n’existe pas d’étude in vivo

évaluant I'effet de la lidocaine sur le niveau de ROS.

Ainsi I'objectif de cette étude préliminaire non randomisée chez des patients bénéficiant ou
non d’'une analgésie intraveineuse par lidocaine en peropératoire était de comparer sur les
sous-populations leucocytaires I'effet de la lidocaine sur le stress oxydatif en mesurant le

niveau de ROS et en réalisant un antioxydogramme.
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Méthodes

Déroulement de I’étude et population étudiée

Apres accord du comité d’éthique (Numéro national : 2022-A01933-40) information et
recueil du consentement écrit, il a été proposé aux patients en consultation d’anesthésie de
neurochirurgie du Centre Hospitalier et Universitaire de Tours de participer a I'étude de
novembre 2022 a mai 2023. Les patients éligibles étaient agés de 18 ans ou plus, classés ASA
1 a 3 et devaient bénéficier d’'une chirurgie carcinologique intracranienne, nécessitant la
mise en place d’'un cathéter artériel et possiblement d’une analgésie par lidocaine
intraveineuse. Les patients n’étaient pas inclus s’ils présentaient une insuffisance cardiaque
(NYHA > 3), une insuffisance hépatique (ASAT et/ou ALAT > 2N), une insuffisance rénale
chronique (DFG < 30 ml/min/1,73m?), s’ils étaient allergiques ou intolérants a la lidocaine,
épileptiques ou classés ASA 4. Les patients qui s’opposaient secondairement et
demandaient a arréter la recherche en cours d’étude ou pour lesquels le protocole n’avait
pas été respecté étaient exclus de I'étude (administration de corticoides avant le 2¢me

prélevement, T1).

Le protocole d’anesthésie était standardisé, conforme aux habitudes du service et
respectant les recommandations de la SFAR : monitorage du patient (oxymeétre de pouls,
cathéter artériel invasif, capnographe, curarimetre), préoxygénation, induction
intraveineuse (propofol, rémifentanil, atracurium ou rocuronium — dose a la discrétion du
médecin anesthésiste-réanimateur) et entretien par propofol. Tous les patients ont regu par
voie intraveineuse de la noradrénaline en peropératoire. L’analgésie peropératoire
comportait systématiquement linjection de rémifentanil et selon les habitudes de
I'anesthésiste du paracétamol, du néfopam, du kétoproféne et/ou de la morphine en fin de
chirurgie. En peropératoire, selon les habitudes du médecin anesthésiste une administration
de lidocaine pour I'analgésie pouvait étre débutée apres I'induction (bolus de 2 mg/kg puis
relais a 2 mg/kg/h jusqu’a la fin de I'intervention) ou pas (groupe contrdle). Pour les nausées
et vomissements postopératoires, une dose de 8 mg de dexaméthasone était administrée
apres l'induction, associée selon les cas a une dose de dropéridol ou d’ondansétron a la fin
de l'intervention. Une antibioprophylaxie par céfazoline ou vancomycine en cas d’allergie

était également administrée. Une infiltration systématique du scalp était réalisée par de la
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lidocaine adrénalinée. En salle de réveil une titration de morphine pouvait étre réalisée si
EVA > 3 (3mg/5min). Dans le service, le protocole d’analgésie post-opératoire était laissé a

la discrétion du médecin anesthésiste-réanimateur prenant en charge le patient.

Prélevements sanguins

Tous les patients inclus bénéficiaient de trois prélevements sanguins. Le premier (TO) lors de
la pose de la voie veineuse avant l'induction et le deuxieme (T1) une heure apres la fin de
I'induction lors de la réalisation du gaz du sang sur le cathéter artériel pour adapter la
ventilation. Ces prélévements étaient réalisés par I'Infirmiére Anesthésiste Diplomée d’Etat
prenant en charge le patient au cours de l'intervention. Le troisieme préléevement (T24) était
effectué a 24h du début de l'intervention, lors du bilan sanguin (veineux ou artériel) de

controle, par I'Infirmiere Diplomée d’Etat du service dans lequel était hospitalisé le patient.

Ces prélevements ont permis |’évaluation du niveau de ROS (T0, T1, T24 — tube EDTA 4ml) et
de I'antioxydogramme (TO et T24). Le recueil de données des patients s’interrompait a J1

apres le prélevement.

Quantification des ROS

La quantification des espéces réactives de I'oxygeéne (ROS) a été réalisée par marquage des
cellules avec du 5-(and-6)-chloromethyl-2', 7'-dichlorodihydrofluorescéine diacétate (CM-
H2DCFDA, Invitrogen), une sonde moléculaire permettant de détecter un large spectre de
ROS intracellulaires et notamment le peroxyde d’hydrogéne (H202) et le radical hydroxyle

(®OH).

Le sang total subissait une lyse de 10 min a température (T°) ambiante (BD Pharm Lyse, BD
Biosciences), afin de récupérer uniquement les leucocytes, qui étaient lavés 2 fois en PBS 1X
(Eurobio) (5 min, 1500 rpm) puis numérés. 1.10° leucocytes par condition étaient distribués
en RPMI sans rouge phénol (Gibco) a 1.10° cellules/mL. Les cellules étaient ensuite
marquées par 10uM de CM-H2DCFDA et 3 puL d'anticorps anti-CD45 APC-H7 (BD

Biosciences), afin d'identifier les sous-populations leucocytaires (lymphocytes, monocytes,
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polynucléaires) (24). Un contréle non marqué (DMSO) était effectué en paralléle pour
chaque condition. Aprés une incubation de 10 minutes a 37°C, le culot était lavé 2 fois en
PBS 1X (5 min, 1500 rpm), puis repris dans du PBS 1X avant passage immédiat sur un
cytoméetre de flux BD FACSLyric™ avec le logiciel BD FACSuite™ (BD Biosciences).

L’exploitation des résultats a été réalisée sur le logiciel BD FACSuite™.

Une premiere fenétre d'analyse permettait d'exclure les doublets et les débris. Les
polynucléaires neutrophiles (PNN), lymphocytes (LYMPHO) et monocytes (MONO) étaient
ensuite identifiés selon les parametres SSC-A et |'expression du CD45 (CD45 APC-H7) (24).
Dans chaque population, les ROS étaient quantifiés par la moyenne géométrique de
fluorescence (GeoMean) du pic FL1 (noté FITC-A) des cellules marquées a la CM-H2DCFDA
rapportée a celle du pic FL1 des cellules non marquées. Un exemple d'analyse figure en

Figure 1.

Antioxydogramme ™

La quantification de I'expression des 26 principaux génes antioxydants (SOD2, TXN, GPX1,
PRDX3...) et de leurs isoformes (antioxydogramme™); brevet W02012085188 A1) a été
effectué sur sang total apres extraction de I’ARN et rétrotransciption en ADNc (annexe 1)

(25).

Les ARN totaux étaient extraits grace a la trousse commerciale Maxwell® 16 LEV simplyRNA
Blood Purification Kit et a I'automate associé Maxwell® IVD 16 System (Promega) 2,5 mL de
sang frais étaient soumis a une lyse érythrocytaire pendant 10 min a T° ambiante. Les
leucocytes étaient récupérés par une centrifugation de 10 min a T° ambiante a 1500 rpm
puis lavés 2 fois en PBS 1X (5 min, 1500 rpm). Le culot était lysé par ajout de 200 uL de
tampon de lyse (solution d'homogénéisation commerciale, thioglycerol20 uL/mL), puis les
extraits ont été incubés avec de la DNAse | et les ARN séparés par sélection magnétique sur
colonne. Aprés extraction, les ARN étaient dosés par spectrophotométrie sur Nanodrop™ N-

1000 (Labtech). Le ratio des absorbances 260/280 nm était compris entre 1,7 et 2,2.

La synthese de I'ADN complémentaire se faisait a partir d'1 pug d'ARN grace a la trousse

commerciale SuperScriptTM VILO™ cDNA Synthesis kit (Life Technologies) selon le protocole
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de routine du laboratoire. Afin de diluer les nucléotides et les sels présents dans la solution,

le volume final était porté a 1 mL pour une concentration de 1ng d'équivalent ARN/pL.

Les PCR quantitatives des genes de I'antioxydogramme étaient réalisées sur un appareil de
PCR en temps réel CFX384 Touch (Biorad) grace a la trousse commerciale LightCycler SYBR
Green | Master kit (Roche) (26). L'expression des genes d'intérét était quantifiée
comparativement a I'expression des génes de référence (ACTB, B2M et GAPDH) en utilisant
la méthode du cycle seuil (cycle threshold, Ct) et en considérant la différence des Ct (ACt =
Ct gene étudié — moyenne géométrique Ct génes de référence) et présentée dans l'ordre

décroissant de I'expression et analysée a I'aide du logiciel R (version 4.2.1).

Parametres colliges

Outre le niveau de ROS dans les sous-populations sanguines et I'antioxydogramme, étaient
colligés les caractéristiques démographiques (sexe, age, IMC), le terrain (HTA, diabéte,
corticothérapie préopératoire, consommation d’alcool ou de tabac, asthme, BPCO, SAQS,
score ASA), les informations sur la période peropératoire (type de tumeur, durée de la
chirurgie, médicaments périopératoires, transfusion) et les résultats des numérations

formules sanguines (TO et T24) et du gaz du sang peropératoire.

Analyse statistique

Les résultats ont été analysés avec le logiciel Excel 2016 (version 16.0). lls sont exprimés en
moyenne arithmétique * erreur standard de la moyenne (ESM). Pour les comparaisons il a
été utilisé le test exact de Fisher et le test de Mann-Whitney. Une valeur de p < 0,05 a été

retenue comme significative.
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Figure 1 : exemple d’analyse des ROS obtenu par cytométrie en flux dans les sous-
populations leucocytaires.

A) Fenétrage des cellules vivantes en fonction de la taille (FSC) et de la granularité (SSC)

B) Identification des sous-populations leucocytaires par les critéres de taille, granularité

et temps, et par le marquage au CD-45 (fluorochrome spécifique des leucocytes)

C) D) E)Quantification des ROS dans les polynucléaires neutrophiles, les lymphocytes

et les monocytes par la moyenne géométrique de fluorescence du pic des cellules

marquées au DCFDA rapportée a celle du pic des cellules non marquées (DMSO).
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Résultats

Au total, 38 patients ayant bénéficié d’une exérese de tumeur cérébrale ont été inclus. Dix-
huit patients ont été exclus et donc 20 patients ont été analysés [méningiome (n = 12),
gliome (n = 3), métastase (n = 3), hémangiome (n = 2)] (Figure 2). Les caractéristiques

préopératoires des patients étaient similaires entre les 2 groupes (tableau 1).

Le protocole anesthésique était identique chez tous les patients. A noter que pour 2
patients du groupe lidocaine, du thiopental a été injecté entre TO et T1. Une injection
unique de méthylprednisolone entre T1 et T24 a été administrée chez 19 patients sur 20.
Une transfusion de CGR et de PFC a été réalisée chez 2 patients du groupe lidocaine et chez
2 patients du groupe sans lidocaine (p = 1). Les autres traitements utilisés en peropératoire
sont cités dans l'annexe 2. Les traitements préopératoires quant a eux peuvent étre
retrouvés en annexe 3. Les différents éléments des NFS de TO et T24 et du gaz du sang
peropératoire étaient similaires entre les 2 groupes en dehors d’une augmentation du
niveau de monocytes dans le groupe lidocaine par rapport au groupe sans lidocaine (tableau
2). Le temps chirurgical moyen était similaire entre les groupes lidocaine et sans lidocaine

(168 + 99 min versus 164 £ 115 min; p=1).

Le niveau de ROS, exprimé en moyenne géométrique, des patients du groupe lidocaine et
du groupe sans lidocaine était similaire a TO, que ce soit au niveau des granulocytes (2174 +
1488 versus 1830 + 1272 ; p = 0,25), des lymphocytes (1103 + 583 versus 1589 + 770 ; p =
0,25) ou des monocytes (3933 + 2416 versus 3642 + 2408 ; p = 0,60). Les pourcentages de
variation des niveaux de ROS entre TO et T1, et TO et T24 des différentes sous-populations
leucocytaires sont cités dans le tableau 3. La variation des niveaux de ROS exprimé en
médiane peut étre retrouvée en annexe 4. Pour le groupe sans lidocaine, le niveau de ROS
des 3 lignées aux temps TO, Tl et T24 a été comparé. Pour chaque sous-population

leucocytaire, il n’y avait aucune différence entre TO, T1 et T24.
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Tous les génes antioxydants étudiés étaient exprimés a TO chez les patients des 2 groupes.
Pour les 20 patients, qu’ils soient dans le groupe lidocaine ou sans lidocaine, il était noté a
24h une surexpression globale des génes antioxydants par rapport a TO, avec une différence
significative pour les génes GLRX (p = 0,025), GPX1.1 (p = 0,022), GSR (p = 0,017), TXN (p =
0,007) et PRDX3.1.2 (p = 0,003) (Figure 3). La comparaison de |’expression génique a T24 par
rapport a TO ne montrait pas de différence significative entre les groupes lidocaine et sans
lidocaine (p = 0,13) (Figure 4). L'activité antioxydante de chaque géne dans les groupes

lidocaine et sans lidocaine peut étre retrouvée en annexe 5.
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38 patients inclus

18 patients exclus

» - non-respect du protocole (n =12)

\ - probléme technique au laboratoire (n=6)

20 patients analysés

v v
10 patients 10 patients
Groupe lidocaine Groupe sans lidocaine

Figure 2 : Diagramme de flux des patients.




Tableau 1: Caractéristiques préopératoires des patients dans les 2 groupes.

Avec lidocaine Sans lidocaine p
n=10 n=10

Age (ans) 60+ 14 63+ 13 0,54
Sexe Masculin (n) 3 4 1
IMC 25+3 27t8 0,68
Score ASA (1/11/111) (n) 0/9/1 0/6/4 0,30
HTA (n) 6 2 0,17
Diabéte (n) 1 2 1
Corticoides préop (n) 4 5 1
Tabagisme actif (n) 2 1 1
Alcool (n) 0 0 1
Asthme (n) 1 0 1
BPCO (n) 0 1 1
SAOS (n) 1 1 1
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Tableau 2 : Résultats des NFS (TO et T24) et du gaz du sang peropératoire.

Avec lidocaine Sans lidocaine p
n=10 n=10
NFS TO
Hémoglobine (g/dl) 13,9+ 1,9 12,6+1,2 0,12
Leucocytes (G/I) 10,3+6,1 9,8+2,0 0,71
Neutrophiles (G/I) 7,7+5,1 7,5+2,2 0,68
Eosinophiles (G/I) 0,06 = 0,06 0,08 = 0,07 0,70
Basophiles (G/I1) 0,04 +£0,03 0,04 +0,03 0,88
Lymphocytes (G/I) 1,6 £1,0 1,5+0,6 0,94
Monocytes (G/I) 0,72+0,38 0,58+0,14 0,88
Gaz du sang TO
pH 7,45 + 0,05 7,41 + 0,03 0,06
PO2 (mmHg) 188 +41 234 +141 0,57
NFS T24
Hémoglobine (g/dl) 12,1+1,7 11,9+1,8 0,79
Leucocytes (G/I) 18,1+5,1 17,3+3,3 0,31
Neutrophiles (G/I) 15,4+4,7 15,2+3,1 0,40
Eosinophiles (G/I) 0+0 0+0 1
Basophiles (G/I) 0,03 +0,01 0,02+0 0,26
Lymphocytes (G/I) 1,1+£0,3 09+0,4 0,19
Monocytes (G/I) 1,6£0,7 1,0+0,4 0,02
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Tableau 3 : Moyenne des variations du niveau de ROS entre TO-T1 et TO-T24 des groupes

lidocaine et sans lidocaine.

Avec lidocaine

Sans lidocaine p
n=10 n=10
Delta ROS TO-T1 (%)
Granulocytes -24,1% £ 21,9 1,8 % + 24,8 0,02
Lymphocytes 59%+ 84,7 -10,2% +12,1 0,97
Monocytes -6,0%+17,9 6,8% +42,3 0,57
Delta ROS T0-T24 (%)
Granulocytes -9,7% £ 51,6 00-19,0% +34,4 0,68
Lymphocytes 16,7 % £ 67,3 -13,7 % + 46,9 0,57
Monocytes 29,4 % +92,9 -0,7 % £ 16,9 0,90
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Figure 3 : Comparaison des antioxydogrammes TO et T24 des 20 patients sans distinction de
groupe. Les genes les plus fortement exprimés sont situés a gauche du graphique (SOD2,
GLRX, TXN) et les moins exprimés a droite. Les différents génes antioxydants sont comparés
a des genes de références (exprimés de fagon forte et constante, représentés par le 0).

SOD2 est le seul géne plus exprimé que les génes de référence.
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Figure 4 : Comparaison des antioxydogrammes (expression génique) des groupes lidocaine
et sans lidocaine. L'expression génique a T24 est normalisée par rapport a celle de TO.
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Discussion

Cette étude a montré que les patients bénéficiant d’une chirurgie intracranienne
carcinologique recevant de la lidocaine a dose analgésique au bloc opératoire par rapport a
ceux n’en recevant pas avaient un stress oxydatif moins élevé au niveau des granulocytes
avec une baisse précoce du niveau de ROS mais sans surexpression des genes antioxydants a

24h.

Notre étude préliminaire est la premiére évaluant I'effet de la lidocaine en peropératoire a
dose analgésique sur le niveau de ROS et I'expression des génes antioxydants. Nous avons
fait le choix d’inclure des patients bénéficiant d’un seul type de chirurgie (tumorale
intracranienne) pour une prise en charge peropératoire standardisée et qui nécessitait la
pose d’un cathéter artériel pour que cette étude reste non interventionnelle. Ce choix a
permis d’obtenir des groupes homogenes au niveau des caractéristiques des patients
(tableau 1) et aussi de par la prise en charge standardisée au bloc opératoire avec une PaO;
et un pH similaires entre les 2 groupes. En effet I'hyperoxie peropératoire augmente le
stress oxydatif par 3 mécanismes. Le premier en augmentant le niveau de ROS des
leucocytes par alimentation excessive de la chaine respiratoire mitochondriale. Le deuxieme
en augmentant la production d’espéce réactive de I'azote secondaire a la réaction entre les
ROS et le NO. La troisieme par I'activation de la peroxydation lipidique (27, 28). Une étude in
vitro a montré que l'acidose extracellulaire augmentait la production de ROS dans les
cellules cancéreuses du sein, mais il n’existe pas d’étude ayant été réalisée sur des cellules
saines (29). De plus le pH n’était pas différent dans les groupes lidocaine et sans lidocaine.

Par ailleurs I'indication de la lidocaine ne devait pas étre fortement recommandée pour
pouvoir obtenir un groupe contréle. La dose de lidocaine utilisée (bolus de 2 mg/kg puis
relais de 2 mg/kg/h) était conforme aux recommandations de la SFAR (bolus de 1-2 mg/kg
puis 1-2 mg/kg/h). Une étude précédente incluant des patients bénéficiant d’une
colectomie avec une analgésie associant de la lidocaine retrouvait une concentration
moyenne de lidocaine de 1,8 £ 0,5 pug/ml une heure apreés l'injection d’un bolus de 1,5mg/kg
relayée par 2mg/kg/h en IVSE (30). Dans notre étude la lidocainémie était similaire une
heure aprés le bolus, 1,7 + 0,5 ug/ml (annexe 6). La réalisation de dosages a trois moments

différents chez les mémes patients permettait de s’affranchir de la variabilité
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interindividuelle dans I’évaluation de I'effet de la lidocaine (avant/aprés) et la comparaison
avec un groupe contrdle permettait indirectement de confirmer I'importance de cet effet.
Pour mettre en évidence cet effet de la lidocaine sur le stress oxydatif nous avons choisi
d’étudier a la fois la quantification des ROS par cytométrie en flux (TO, T1 et T24) mais aussi
I'activation des génes antioxydants par la réalisation d’antioxydogrammes (TO et T24). La
réalisation d’un antioxydogramme a TO permettait de décrire que I'état basal de I'expression
des génes analysés autorisait une réponse compléte a un stress oxydant. Le second
antioxydogramme a T24 permettait la comparaison de la variation de I'expression génique

entre TO et T24.

La lidocaine diminue précocement le niveau de ROS dans les granulocytes a 1h du début de
son administration mais son effet n’est pas retrouvé a 24h dans les trois sous-populations
leucocytaires. L'absence d’effet sur le niveau de ROS a T24 des trois sous-populations
leucocytaires de la lidocaine pourrait étre due a l'utilisation de corticoides entre T1 et T24
chez 19 patients mais leur utilisation était équilibrée entre les deux groupes. Les corticoides
sont connus pour avoir un role sur le stress oxydatif en stimulant la production d’enzymes
antioxydantes (paraoxonase, arylestérase, superoxyde dismutase, Gpx) (31, 32). Leur effet
sur le niveau de ROS des leucocytes n’est pas connu. La demi-vie d’élimination de la
lidocaine étant de 1 a 2 heures (33) son effet sur le niveau de ROS ne pourrait étre que

temporaire et avoir disparu a T24.

Cet effet précoce de la lidocaine n’a pas été retrouvé sur les monocytes ou les lymphocytes.
Cela pourrait s’expliquer par le fait que les sous-populations leucocytaires ont des profils
métaboliques glycolytiques et oxydatifs distincts avec des taux de consommation d’oxygéne
et d’acidification extracellulaire différents (34). L'utilisation de sondes spécifiques pour

I’évaluation des ROS mitochondriaux pourrait permettre de mieux expliquer ces variations.

Dans le groupe contréle (sans lidocaine), le niveau de ROS des trois sous-populations
leucocytaires était similaire aux trois temps (TO, T1l, T24). Ll’incision et les drogues
administrées pendant I'induction n’ont donc pas eu d’influence sur le niveau de ROS. Une
étude in vivo chez I'animal a montré que le niveau de ROS commencait a augmenter 4h
apres une lésion du systéme nerveux central et continuait de s’élever jusqu’a 24h apres

(35). Le prélevement T1 était probablement réalisé trop t6t pour mettre en évidence une
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augmentation du niveau de ROS. En ce qui concerne le temps T24, l'incision chirurgicale en
neurochirurgie était peut-étre trop petite pour produire un stress oxydatif suffisant pour
mettre en évidence une activité de la lidocaine sur le niveau de ROS de toutes les sous-
populations leucocytaires. Il a été montré que de faibles lésions chirurgicales produisaient
un stress oxydatif moins important que des Iésions chirurgicales plus importantes (36). Mais
aucune étude n’a été réalisée chez ’'homme pour étayer nos résultats du niveau de ROS a

24h de l'incision.

La diminution précoce du niveau de ROS semble s’accompagner d’une augmentation
globale de l'activité antioxydante mais aucune différence significative n’est mise en
évidence. Une des hypotheses évoquées devant I'absence de différence significative est le
mangque de puissance car une tendance semble apparaitre sur la figure 4 avec une courbe
lidocaine qui se trouve en grande partie au-dessus de la courbe sans lidocaine. Cette
tendance pourrait étre en accord avec I'étude Zhang et al. de 2021 qui montrait qu’une
utilisation de lidocaine en peropératoire d’'une cure d’anévrisme intracranien diminuait le
stress oxydatif, notamment a 24h du début de lintervention, par le biais d'une
augmentation de la SOD et d’une diminution du MDA (19). La superoxyde dismutase 2
codée par le géne SOD2 est une enzyme antioxydante dont le role est de transformer I'ion
superoxyde en peroxyde d’hydrogene et en dioxygene. La thiorédoxine codée par le géne
TXN a une action antioxydante en réduisant les résidus oxydés de cystéine et en clivant les
ponts disulfures qui sont des liaisons covalentes formées par oxydation. La glutathion
peroxydase 1 codée par le géne GPX1 posséde une action antioxydante majeure en
catalysant la réduction du peroxyde d’hydrogéne en eau et la réduction des peroxydes
lipidiques en alcools correspondants. La peroxyde réductase dépendant de la thyroxine et la
catalase, codées par les genes PRDX3 et CAT catalysent également la réduction du peroxyde
d’hydrogéne en eau. La glutathion réductase et la glutaredoxine-1 codées respectivement
par les genes GSR et GLRX sont des oxydoréductases permettant de réduire le disulfure de
glutathion en glutathion en utilisant la NADPH. L’activation de ces genes a donc un effet

antioxydant majeur.

Cette discordance entre I'augmentation du niveau de ROS et I'absence de surexpression des

genes antioxydants ne permet pas de suggérer que la lidocaine posseéde un effet
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protumoral. Les études précédentes réalisées in vitro et in vivo chez I'animal semblaient
montrer une action antitumorale de la lidocaine (15). Mais son action au niveau moléculaire
n’est pas clairement comprise et les résultats chez I'homme pourraient étre différents. Une
seule étude a été réalisée chez 'homme. Cette étude rétrospective notait qu’une injection
peropératoire de lidocaine était associée a une meilleure survie dans la chirurgie pour
cancer du pancréas (16). De par son caractere rétrospectif cette étude était associée a de
nombreux biais et facteurs de confusion, notamment la moindre utilisation d’opioides en
péri-opératoire dans le groupe lidocaine. Ainsi, au regard de nos résultats, I'utilisation de la
lidocaine en peropératoire d’une chirurgie carcinologique ou de maniére concomitante a
une chimiothérapie (CHIP) pourrait dans I'une favoriser la quiescence des cellules souches
tumorales et I'émergence de métastases a long terme, et dans I’autre induire une résistance
a la chimiothérapie. Aucune étude prospective randomisée n’a encore été réalisée pour

définir si l'utilisation de la lidocaine pouvait avoir un impact sur le stress oxydatif, les

récidives du cancer et la survie a long terme.

Quel que soit le groupe nous avons noté une surexpression postopératoire des genes
antioxydants. Cette constatation est en accord avec les études précédentes qui montraient
une augmentation postopératoire de thioredoxine (37), de glutathion peroxydase (38) et de
peroxyredoxine (39) dans la chirurgie de hanche et la cholécystectomie. Cette surexpression
ne semble pas en rapport avec I'importance de I'inflammation systémique et de I'agression

tissulaire.

En dehors de la lidocaine tous les patients ont recu du propofol et des opioides connus pour
avoir un effet sur le stress oxydatif. Il a été montré que le propofol pouvait augmenter le
niveau de ROS intracellulaire des cellules cancéreuses in vitro et ainsi avoir un effet
antitumoral en favorisant I'apoptose et la ferroptose (40). Cette derniere est une forme de
mort cellulaire causée par une peroxydation lipidique importante. Ces données in vitro sont
supportées par des études cliniques rétrospectives qui suggéraient que |'anesthésie
intraveineuse par propofol serait associée a une meilleure survie globale des patients, par
rapport a l|‘anesthésie par agents volatils (10). Les opioides par leurs effets
immunosuppresseurs et pro inflammatoires favorisent la tumorigenése en augmentant la
prolifération, la migration, l'invasion des cellules cancéreuses et leur résistance aux

thérapeutiques antitumorales. Mais d’un autre c6té, ils augmentent le niveau de ROS et
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diminuent parallelement la production d’enzymes antioxydantes comme la superoxyde
dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase (41). lls possédent donc une action
protumorale malgré 'augmentation du stress oxydatif. Le thiopental administré chez deux
patients du groupe lidocaine entre TO et T1 a également un effet antioxydant en diminuant
la production de ROS au niveau des granulocytes neutrophiles par I'inhibition de la protéine
kinase C (42) et par la baisse de la concentration intracellulaire de calcium, ce qui pourrait

potentiellement avoir eu une incidence sur les résultats.

Notre étude préliminaire a plusieurs limites. Premiérement elle n’a pas été randomisée et a
inclus un petit nombre de patients. Toutefois nous avons pu mettre en évidence une baisse
précoce du niveau de ROS dans les granulocytes dans le groupe lidocaine mais sans
surexpression des génes antioxydants. La deuxiéme est inhérente a la méthodologie qui est
observationnelle, les protocoles d’anesthésie n’étant pas parfaitement identiques
notamment en ce qui concerne le traitement préopératoire. Cependant les groupes étaient
homogenes. Troisiemement [|’évaluation du niveau de ROS et de |'expression génique
antioxydante était réalisée sur des cellules non cancéreuses et la lidocaine pourrait avoir un

effet différent sur les cellules cancéreuses.

En conclusion, notre étude a mis en évidence que les patients ayant recu de la lidocaine a
dose analgésique au bloc opératoire avaient un stress oxydatif moins élevé que ceux n’en
ayant pas recu avec une baisse précoce du niveau de ROS dans les granulocytes. Ces
résultats peuvent remettre en cause |'utilisation de la lidocaine en chirurgie carcinologique
et dans le cadre de chimiothérapie peropératoire (CHIP) méme s'il n’a pas été mis en
évidence de surexpression des genes antioxydants. Toutefois, les résultats de cette étude
préliminaire doivent étre confirmés par la réalisation d’études randomisées avec
I’évaluation peropératoire du niveau de ROS et des genes antioxydants dans des cellules

cancéreuses.
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Annexes

Annexe 1 : Amorces utilisées dans cette étude.

Noms des génes

Amorce sens

Amorce antisens

ACTB attggcaatgagcggttc cgtggatgccacaggact
B2M ttctggcectgecaggcetate tcagcaaatttgactttacattc
CAT cgcagttcggttctecac gggtcccgaactgtgtca

GAPDH agccacatcgctcagacac gcccaatacgaccaaatcc
GLRX varl&?2 ggcttctggaatttgtcgat tgcatccgectatacaatctt
GLRX2 varl gtggcactcgctggaatc cgtcgctaaattctccaaagat
GLRX2 var2 gctggtttggagcaggag Cccaaagatgatgatgtattgctct
GLRX3 tcctcaagaaccacgctgt tgagaagatatcaaaactgctaaactg
GLRX5 gtgataactggggcgttgtt actcaggcatgcacagca
GPX1varl caaccagtttgggcatcag gttcacctcgcacttctcg
GPX1var2 cccttgtttgtggttagaacg gagagaagggcagctagaacc
GPX2 gtccttggcttcecttge tgttcaggatctcctcattctg
GPX3 cagagatccttcctaccctcaa ccctttctcaaagagetgga
GPX4 varl/2/3 tacggacccatggaggag ccacacacttgtggagctagaa
GPX7 ccatcctgcecttcaagtacc ttccatctggggctactagg
GSR tgccagcttaggaataaccag cctgcaccaacaatgacg
PRDX1 var1/2/3 cactgacaaacatggggaagt tttgctcttttggacatcagg
PRDX2 varl gccttccagtacacagacgag gttgggcttaatcgtgtcact
PRDX2 var3 gcaactcagatgcaactctatctact tgaactggagtttccatcttcat
PRDX3 var1/2 ctggacaccggattctccta gggtgatctactgatttaccttctg
PRDX4 gcacctaagcaaagcgaaga aaattctccatcgatcacagce
PRDX5 var1/3 tcctggcetgatcccactg atgccatcctgtaccaccat
PRDX5 var2 cacccctggatgttccaa ggacaccagcgaatcatctagt

PRDX6 caatagacagtgttgaggaccatc tttctgtgggctcttcacaa
SOD1 gcatcatcaatttcgagcag caggccttcagtcagtcctt
SOD2 tccactgcaaggaacaacag taagcgtgctcccacacat
SOD3 ctctcttttcaggagagaaagctc aacacagtagcgccagcat

TXN ttacagccgctcgtcaga ggcttcctgaaaagceagtctt
TXN2 gagacaccagtggttgtgga gcttggecaccatcttctc

49



Annexe 2 : Traitements utilisés entre T1 et T24.

Médicaments

Groupe avec lidocaine
Patient 1

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5

Patient 6

Patient 7

Patient 8

Patient 9

Patient 10
Groupe sans lidocaine
Patient 11

Patient 12

Patient 13

Patient 14
Patient 15
Patient 16
Patient 17
Patient 18
Patient 19

Patient 20

Paracétamol, morphine, ondansétron, CGR, PFC

Méthylprednisolone, paracétamol, morphine

Méthylprednisolone, paracétamol, dropéridol, morphine, néfopam
Méthylprednisolone, paracétamol, dropérdiol, morphine, lIévétiracétam
Méthylprednisolone, paracétamol, dropéridol, morphine, candésartan
Méthylprednisolone, paracétamol, dropéridol, morphine, lévétiracétam
Méthylprednisolone, paracétamol, morphine, lévétiracétam
Méthylprednisolone, paracétamol, morphine

Méthylprednisolone, paracétamol, morphine

Méthylprednisolone, paracétamol, morphine, CGR, PFC

Méthylprednisolone, paracétamol, dropéridol, morphine
Méthylprednisolone, paracétamol, morphine, kétoprofene
Méthylprednisolone, paracétamol, dropéridol, morphine, CGR, PFC,
insuline, |évétiracétam, esmolol

Méthylprednisolone, paracétamol, morphine

Méthylprednisolone, CGR, PFC, acide tranexamique, amiodarone
Méthylprednisolone, paracétamol, dropéridol, morphine, amlodipine
Méthylprednisolone, paracétamol, dropéridol, morphine
Méthylprednisolone, paracétamol, morphine, lormétazépam
Méthylprednisolone, paracétamol, morphine, |évétiracétam

Méthylprednisolone, paracétamol, morphine, néfopam
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Annexe 3 : Traitements préopératoires des patients.

Médicaments

Groupe avec lidocaine

Patient 1 Béclométasone, montélukast, fluticasone, salbutamol, salmétérol
Patient 2

Patient 3 Enalapril, permixon

Patient 4 Amlodipine, clonazépam, méthylprednisolone, néfopam, pantoprazole
Patient 5 Candésartan, desloratadine, méthylprednisolone, simvastatine
Patient 6 Kardegic, oxazépam, pravastatine

Patient 7 Oxazépam

Patient 8 Esoméprazole, simvastatine

Patient 9 Bisoprolol, carbimazole, méthylprednisolone

Patient 10 Indapamide, méthylprednisolone, périndopril

Groupe sans lidocaine

Patient 11 Latanoprost, méthylprednisolone

Patient 12

Patient 13 Acétazolamide, gabapentine, gliclazide, lopéramide, sitagliptine
Patient 14 Méthylprednisolone, néfopam, ondansétron, paracétamol

Patient 15 Apixaban, amlodipine, gliclazide, hydrochlorothiazide, metformine,

urapidil, valsartan

Patient 16 Amlodipine, lansoprazole, méthylprednisolone, paracétamol
Patient 17 Alprazolam, pantoprazole, prednisone oxazépam

Patient 18 Gabapentine

Patient 19 Prednisone, lévétiracétam

Patient 20 Prednisone
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Annexe 4 : Médiane (Q1 ; Q3) de la variation du niveau de ROS entre TO-T1 et TO-T24 des

groupes lidocaine et sans lidocaine.

Avec lidocaine

Sans lidocaine p
n=10 n=10
Delta ROS TO-T1 (%)
Granulocytes -23,3(-33,4;-16,9) -3,5(-8,8; 8,8) 0,02
Lymphocytes -10,3 (-49,3; 20,5) -10,2 (-20,7 ; -2,4) 0,97
Monocytes -9,5(-11,8; -3,7) -7,3(-11,2; 12,2) 0,57
Delta ROS T0-T24 (%)
Granulocytes -28,5(-43,1; 35,9) -34,3 (-43,2; 5,2) 0,68
Lymphocytes 16,6 (-43,5; 56,1) -32,2 (-50,6 ; 16,2) 0,57
Monocytes -10,6 (-25,1; 20,5) 1,5(-12,9; 8,1) 0,90
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Annexe 5 : Comparaison des antioxydogrammes (expression génique) des groupes lidocaine

et sans lidocaine. L'expression génique a T24 est normalisée par rapport a celle de TO.

Avec lidocaine Sans lidocaine p
2-DDCt 2-DDCt
SOD2 32+1,2 24+0,9 0,64
GLRX 42+1,5 35t1,4 0,76
TXN 44+ 1,7 40+1,7 0,87
PRDX5.1.3 23+1,0 1,8+0,6 0,63
GPX1.1 3,1+0,9 2,3+0,7 0,48
GSR 3613 30+1,0 0,71
soD1 1,7+0,5 1,5+ 0,5 0,79
CAT 3,1+1,1 3,5+2,2 0,88
PRDX3.1.2 35+1,2 34+1,1 0,93
GPX4 1,9+0,5 1,7+0,5 0,80
PRDX1 2,4+0,7 20+0,9 0,68
TXN2 2,5+0,8 2,0+0,7 0,57
GPX1.2 28+1,0 29+11 0,91
GLRX3 1,9+0,6 1,6 +0,5 0,62
GPX3 23+1,0 20+0,8 0,85
PRDX4 1,5+ 0,4 1,4+ 0,4 0,91
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Annexe 6 : Concentrations plasmatiques de lidocaine.

Lidocainémie (ug/ml)

Patient 1

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5

Patient 6

Patient 7

Patient 8

Patient 9

Patient 10

1,8

2,0

0,8

0,9

1,8

2,3

2,2

1,8

2,2

1,6
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Introduction : Il existe en peropératoire une augmentation du stress oxydatif qui
correspond a un déséquilibre entre les espéces réactives de I'oxygene (ROS) et les défenses
antioxydantes. La lidocaine est un anesthésique local qui pourrait avoir un effet sur le stress
oxydatif mais il n’existe pas d’étude clinique peropératoire. Une baisse du niveau de ROS
inhibe la progression des cellules tumorales mais favorise 'apparition de métastases a long
terme. Une modification du stress oxydatif pourrait donc avoir un effet synergique avec les
anti-cancéreux pré et peropératoires. Le stress oxydatif peut étre évalué par le biais du
niveau de ROS et de la réponse antioxydante en réalisant un antioxydogramme. L’objectif de
cette étude était de comparer sur les sous-populations leucocytaires I'effet de la lidocaine
sur le stress oxydatif en mesurant le niveau de ROS et en réalisant un antioxydogramme
chez des patients bénéficiant d’une analgésie multimodale comprenant ou non de la
lidocaine.

Matériels et Méthodes : Etude préliminaire non randomisée avec accord du comité
d’éthique incluant 10 patients dans le groupe lidocaine et 10 dans le groupe sans lidocaine.
Selon les habitudes de I'anesthésiste-réanimateur, injection ou non d’un bolus de lidocaine
de 2 mg/kg a l'induction de I'anesthésie suivie d’une perfusion continue de 2 mg/kg/h en
peropératoire. Préléevements de tubes sanguins supplémentaires a 3 moments distincts :
lors de la pose de la voie veineuse avant I'induction (ROS et antioxydogramme), 1h apres
I'induction (ROS) et a 24h du début de lintervention (ROS et antioxydogramme). Les
pourcentages de variation des niveaux de ROS étaient calculés entre TO et T1, et TO et T24
sur les différentes sous-populations leucocytaires. Les antioxydogrammes des 2 groupes
étaient comparés a TO et T24.

Résultats : La variation du niveau de ROS des granulocytes entre TO et T1 était plus bas dans
le groupe lidocaine que dans le groupe sans lidocaine (-24,1% vs 1,8% ; p = 0,02). Il n’y avait
pas de différence entre TO et T24 au niveau de toutes les sous-populations leucocytaires,
ainsi qu’entre TO et T1 pour les lymphocytes et les monocytes. La comparaison des
antioxydogrammes de TO et T24 ne mettait pas en évidence de différence significative entre
les 2 groupes.

Conclusion : Cette étude a montré que les patients recevant de la lidocaine a dose
analgésique au bloc opératoire avaient un stress oxydatif moins élevé par rapport a ceux
n’en recevant pas au niveau des granulocytes avec une baisse précoce du niveau de ROS
mais sans surexpression des genes antioxydants a 24h.
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