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INTRODUCTION

La cornée est un des tissus les plus sensibles de I’organisme. Elle présente, en effet, la
caractéristique d’étre richement innervee par le nerf trijumeau ou nerf crénien V, bien connu
pour son réle dans I’innervation sensitive de I’ensemble de la téte. Cette sensibilité cornéenne
a un réle fondamental car elle permet de déclencher le reflexe cornéen permettant la fermeture
des paupiéres et par conséquent la protection de la cornée lors d’une agression. Il permet aussi
I’étalement régulier du film lacrymal a la surface de la cornée. Lors d’inflammation
cornéenne spontanée (kératite) ou iatrogene (chirurgie oculaire) ou par extension d’une
inflammation de voisinage (conjonctivite), cette sensibilit¢é cornéenne est responsable d’un

phénomene algique plus ou moins marqué.

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont une classe de molécules
permettant de diminuer le niveau d’inflammation via le blocage de la synthése des médiateurs
de I’inflammation que sont les prostaglandines (PG). Les AINS en collyre sont, en médecine
humaine, fréquemment utilisés, principalement dans les traitements pré et postopératoire de
chirurgies oculaires. IlIs permettent, ainsi, de préparer 1’ceil a la chirurgie et de diminuer le
risque de complications éventuelles liées a I’inflammation induite par le geste chirurgical. Il a
aussi été constaté qu’ils permettaient une bonne analgésie postopératoire, consécutive a la
baisse de la réaction inflammatoire, mais aussi a une action directe des AINS sur I’innervation

sensitive.

Les AINS topiques sont encore peu utilisés en ophtalmologie vétérinaire en France.
Leur effet sur la sensibilité cornéenne chez le chien est encore mal connu. En ophtalmologie
vétérinaire, 1’évaluation de la sensibilité de la cornée se fait avec ’esthésiométre de Cochet-
Bonnet qui représente actuellement la méthode de référence. Avec cet esthésiométre, la
mesure de la sensibilité cornéenne se fait en appliquant I’extrémité d’un filament de nylon sur
la cornée et en observant la présence ou non d’un clignement palpébral reflexe. En faisant
varier la longueur du filament on peut moduler la pression exercée sur la cornée, en sachant
qu’il y une relation inverse entre la longueur du filament et la pression exercée par son
extrémité sur la cornée. Plus la longueur nécessaire pour obtenir ce clignement est grande,
plus le seuil de sensibilité est bas et donc plus la cornée est dite sensible. Notre étude a
consisté a évaluer I’effet analgésique potentiel du bromfénac sodique 0.09% en collyre sur la
sensibilité cornéenne de chiens sains, comme il n’existe aucune donnée semblable dans la

littérature.






1 La sensibilité de la surface oculaire et son évaluation

Le globe oculaire est formé de trois couches concentriques (figure 1):

e Latunique fibreuse : la plus externe, comprenant la sclére et la cornée.
e La tunique vasculaire, composée de 1’iris, des corps ciliaires et de la choroide.

e Latunique nerveuse, ou rétine, la plus interne.

_Rétine

Cornée_ Sclare

[orEs c‘[liairel

Figure 1 : tuniques fibreuse, vasculaire et nerveuse du globe oculaire
(D’apres Sautet, 2014)

La cornée est le premier dioptre de I’ceil. Elle est trés exposée aux micro-organismes,
aux corps etrangers et a la dessiccation. Il est donc fondamental qu’elle soit bien protégée,

afin de conserver une fonction visuelle.

L’orbite et les paupicres assurent un premier role de défense mécanique. L’appareil
lacrymal joue aussi un réle important dans la protection de la surface oculaire, de part ses
larmes riches en immunoglobulines A et molécules antiseptiques. La conjonctive assure aussi
un réle dans la réponse immunitaire spécifique. De plus, la cornée, grace a la richesse de son
innervation, possede une trés grande sensibilité. Cette derniére assure une protection de la
cornée en elle-méme, en étant a I’origine du réflexe lacrymogéne qui permet une hydratation

permanente de la surface cornéenne, mais aussi des structures plus internes.



1.1 Anatomie de la conjonctive et de la cornée

1.1.1 Laconjonctive

La conjonctive est la fine muqueuse qui assure la transition entre la peau des paupiéres
et la cornée. Elle relie la face postérieure des paupiéres au bulbe oculaire. Son aspect est lisse
et brillant car elle est recouverte par le film lacrymal. C’est la muqueuse la plus exposée de
I’organisme. Sa fonction primaire est d’empécher la dessiccation de la cornée via la synthése
de la mucine, composante du film lacrymal, de faciliter les mouvements des paupiéres et du

globe oculaire et de faire barriére aux micro-organismes et aux corps étrangers.

Selon sa topographie, on distingue différentes zones: la conjonctive palpébrale tapisse
I’intérieur des paupieres, puis elle se réfléchit pour donner les culs de sacs conjonctivaux (ou
fornix) et s’étendre ensuite sur le globe oculaire jusqu’au limbe devenant la conjonctive
bulbaire. La conjonctive recouvre aussi la face palpébrale et la face bulbaire de la membrane

nictitante (figure 2).

Figure 2 : Disposition de la conjonctive.

La conjonctive qui tapisse l'intérieur des paupiéres est appelée la conjonctive palpébrale (1). Elle
forme des replis (2) formant les culs de sacs conjonctivaux. La conjonctive recouvre la face palpébrale
(3) et bulbaire (4) de la membrane nictitante. La conjonctive bulbaire (5) s’attache au niveau du limbe

(6).D’apreés Slatter (1990)

La conjonctive est trés richement vascularisée grace a 1’apport artériel provenant des

arcs palpébraux supérieurs et des artéres ciliaires antérieures. La grande sensibilité de la
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conjonctive dépend, a la périphérie de la cornée, des nerfs ciliaires, tandis qu’ailleurs, elle est

assurée par les nerfs lacrymaux infra et supra-trochléaires.

Histologiquement, la conjonctive est, comme toute muqueuse, formée d’un épithélium
reposant sur un chorion fait de tissu conjonctif (figure 3). Ce dernier est riche en vaisseaux
sanguins et lymphatiques. L’épithélium conjonctival contient les cellules mucipares, qui

synthétisent la mucine, formant ainsi la couche profonde du film lacrymal.

——\ il - «———— chorion
N - - » - 2 -
. . -\\ ”
AT B N a2 N |
A s R e e e W
TR RS TY, T Ea e——— épithélium

Figure 3 : Coupe histologique de la conjonctive
La conjonctive est composée d’un épithélium reposant sur un chorion contenant des vaisseaux
sanguins et lymphatiques dans le tissu conjonctif. D’aprés |. Raymond-Letron

L’épithélium conjonctival est en continuité avec I’épithélium cornéen (Martin, 2005).
Selon sa localisation, 1’épithélium conjonctival est, soit stratifié et cylindrique, soit stratifié et
pavimenteux. Ainsi I’épithélium de la conjonctive palpébrale est pavimenteux au niveau du
tiers postérieur des paupieres mais il devient cylindrique lorsque 1’on se rapproche du globe
(Samuelson, 2007). La conjonctive bulbaire quant a elle, est constituée par un épithélium

stratifié cubique qui devient pavimenteux au niveau de la jonction avec la cornée.

La distribution des cellules mucipares est hétérogene chez le chien. Les densités les plus
importantes sont retrouvées au sein du fornix inférieur nasal et moyen et au niveau de la
conjonctive palpébrale inférieure. Au contraire, la conjonctive bulbaire est quasiment
dépourvue de cellules mucipares. Chez le chien, une différence liée au sexe est aussi
observée : en effet, les femelles ont une densité en cellules mucipares plus élevée que les
males (Samuelson, 2007 ; Martin 2005).

La substance propre de la conjonctive, ou chorion, est composée de deux couches. La

couche superficielle contient, chez le chien, des follicules lymphoides (en plus grand nombre
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au niveau de la face bulbaire de la membrane nictitante), tandis que la couche profonde, plus

fibreuse, contient les nerfs et vaisseaux sanguins de la conjonctive (Samuelson, 2007).

Une pigmentation conjonctivale en région du limbe peut étre observée chez certaines
espéces, dont I’espéce canine. La présence de ces pigments conjonctivaux serait un facteur de
protection contre le développement de cancers induits par les ultra-violets, comme les

carcinomes (Martin, 2005).

1.1.2 Lacornée

La cornée est la partie transparente de la tunique fibreuse du globe. La cornée représente
en moyenne 25% de la surface du globe avec des variations allant de 20% chez le cheval a
30% chez le chat (Clerc, 1997). Chez le chien, elle représente environ 17% de la surface
oculaire (Barrett, 1991).

La cornée est une barriere anatomique et physiologique, protectrice vis-a-vis des
structures internes de 1’ceil. Elle est responsable de la transmission de la lumiére (de part sa
transparence) et de la réfraction de la lumiére (de par son rayon de courbure et son indice de
réfraction). Chez le chien, la cornée est responsable de 70% de la réfraction de la lumiére qui
pénetre dans 1’ceil (Martin, 2005).

La transparence de la cornée est due a 1’absence, en son sein, de fibres nerveuses
myeélinisées et de vaisseaux sanguins. Pour conserver sa transparence, le tissu doit rester en
état constant de déturgescence qui correspond a une hydratation de 78%. Cela est permis par
un systeme de pompes présentes dans I’endothélium qui maintient un état de déshydratation

relative du stroma

Le rayon de courbure moyen de la cornée chez le chien est de 8,5 mm. La forme de la
cornée est légerement elliptique chez les carnivores, avec un diamétre vertical plus petit d’un
millimétre environ que le diametre horizontal : en effet I’axe horizontal mesure entre 13 et 17
mm et ’axe vertical entre 12 et 16 mm, ce qui confeére une forme qui apparait ronde a la
cornée. L’épaisseur moyenne de la cornee est de 0,62 mm chez le chien, et dans cette espéce,

les femelles ont une cornée plus fine que les males (Martin, 2005).
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La cornée est composée de 4 couches histologiques (figure 4). Ces quatre couches sont
lamellaires : on trouve d’abord I’épithélium antérieur et sa membrane basale, puis le stroma,
qui représente environ 90% de la cornée, la membrane de Descemet et enfin 1’endothélium

appelé parfois épithélium postérieur.

4

Figure 4 : Coupe histologique d’une cornée de chien sain (I. Raymond-Letron)
E : épithélium antérieur, S : stroma, D : membrane de Descemet

o L’épithélium cornéen

L’épithélium cornéen est stratifié pavimenteux et non kératinisé. Il mesure entre 25 et
40 um chez les carnivores domestiques (Samuelson, 2014). Il est formé de 5 a 7 couches de
cellules, regroupées en trois couches principales. La couche superficielle est composée de
deux ou trois couches de cellules qui s’aplatissent de plus en plus en allant vers la surface.
Elles sont reliées entre elles par quelques desmosomes formant une solide zonule appelée la
zonula occludens. La couche intermédiaire est composeée, elle aussi, de 2 ou 3 couches de
cellules, qui sont polygonales et dont le grand axe est paralléle a la surface cornéenne. Elles
sont reliées entre elles par de nombreux desmosomes. La couche basale est composée d’une
couche de cellules cylindriques reliees a leur base par des hémidesmosomes et entre elles par
des desmosomes. La présence de nombreuses mitochondries dans ces cellules, d’un reticulum
endosplasmique et de ribosomes témoigne de 1’activité mitotique de cette couche (Clerc,

1997). Le taux de renouvellement, ou turnover, de 1’épithélium cornéen est d’environ 7 jours
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(Martin, 2005). On peut noter que la présence de desmosomes en quantité importante dans les

couches superficielles confére a la cornée son réle de barriére.

o Le stroma cornéen

Le stroma cornéen est composé de fibres de collagéne organisées en lamelles dans
lesquelles les fibrilles sont paralleles entre elles. Ces lamelles sont superposées les unes sur
les autres avec un angle oblique. Elles peuvent glisser les unes sur les autres et elles sont

noyées par une substance fondamentale contenant des protéoglycanes.

Ces fibrilles de collagene et ces protéoglycanes représentent 15-25% du stroma cornéen
(Samuelson, 2014). Elles sont synthétisés par de rares kératocytes, (Borderie, 2005; Martin,
2005). Le stroma est donc constitué de 75 a 85 % d’eau, ce qui est relativement peu par
rapport au reste du corps. Cet état de déturgescence est permis par des pompes Na/K ATP-
dépendantes, se trouvant dans 1’endothélium. Comme il a était dit plus t6t, cette fonction est

indispensable au maintien de la transparence de la cornée.

Les kératocytes du stroma ont un turnover lent chez les adultes dont la cornée est saine.
Cependant, en cas de traumatisme de la cornée, les kératocytes se différencient en fibroblastes
actifs qui vont alors produire les précurseurs des fibres de collagénes ainsi que la matrice de

base.

On trouve rarement les cellules du systeme immunitaire (telles que les lymphocytes et
les macrophages) dans le stroma, car elles sont plus fréquemment présente dans 1’épithélium
cornéen (Clerc, 1997).

o La membrane de Descemet et I’endothélium

La membrane de Descemet est produite par 1’endothélium et constitue sa membrane
basale. L’endothélium est constitu¢ d’une seule couche de cellules ayant une activité
mitotique, et présentant des systemes d’attache identiques a ceux qui relient les cellules de
I’épithélium basal. La membrane de Descemet mesure 8 a 10 um d’épaisseur, mais elle est
plus épaisse chez les sujets agés puisqu’elle est produite pendant toute la vie. Sa fonction est
celle d’une barriére physiologique contre les infections et d’une ultime barriére mécanique

avant la rupture de la chambre antérieure. La densité cellulaire de I’endothélium est de 1’ordre
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de 2800 celluless/mm?2 chez le jeune mais elle diminue avec 1’age car les cellules endothéliales

ne se multiplient pas au cours de la vie (Clerc, 1997).

1.2 Innervation sensitive de la surface oculaire

Chez I’Homme, la cornée est 1’épithélium le plus richement innervé de 1’organisme : la
cornée contient environ 80 faisceaux nerveux composés eux-mémes de 900 a 1500 axones
(Borderie, 2005). Ainsi, les terminaisons nerveuses y sont 300 a 600 fois plus denses que dans
la peau et la pulpe dentaire (Brooks, 2000). Comme il I’a été évoqué précédemment, cette

grande sensibilité a un role de protection majeure du globe oculaire.

L’innervation sensitive du globe oculaire et de ses annexes dépend de la branche
ophtalmique du nerf trijumeau. De ramifications en ramifications, nait ensuite un maillage
nerveux stromal et épithélial cornéen trés dense. Différents types de récepteurs nerveux

sensitifs sont retrouvés dans I’épithélium cornéen.

1.2.1 Anatomie du nerf trijumeau

Le nerf cranien V, ou nerf trijumeau, est a I’origine de I’innervation sensitive du globe
oculaire et de ses annexes. Ce nerf se ramifie au niveau du ganglion trijéminal et donne
naissance au nerf ophtalmique qui assure a lui-méme la quasi-totalité de la sensibilité de 1’ceil.
Le nerf ophtalmique donne ensuite trois branches au niveau de la fente orbitaire : le nerf

frontal, le nerf lacrymal et le nerf nasociliaire.

Le nerf frontal est le plus mince. Il monte entre la périorbite et le muscle releveur de la
paupicre supérieur et se termine en nerf supratrochléaire, destiné a I’angle médial de I’ceil, et
en nerf supraorbitaire responsable de I’innervation de la conjonctive, de la paupicre supérieure

et de la peau du front.

Le nerf lacrymal est aussi placé sous la périorbite, parallelement au nerf frontal. Il se

divise en rameaux qui vont vers la glande lacrymale et 1’angle latéral de 1’ceil.
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Le nerf naso-ciliaire représente la branche la plus volumineuse et la plus médiale du
nerf ophtalmique. Ce nerf longe latéralement le nerf optique puis le croise dorsalement entre
les faisceaux du muscle rétracteur du bulbe. Il rejoint 1’artére ophtalmique externe et se divise
en nerfs ethmoidaux et en nerf infra-trochléaire aprés avoir émis les nerfs ciliaires courts et
longs. Les nerfs ciliaires longs rejoignent la choroide, I’iris, le corps ciliaire et la cornée
(Clerc 1997). Ce sont donc les nerfs ciliaires longs qui sont responsables de 1’innervation

sensitive de la cornée.

1.2.2 Topographie de ’innervation sensitive de la conjonctive et de la cornée

o Innervation du stroma cornéen

Chez le chien, les nerfs sensitifs pénétrent la cornée, a hauteur du stroma, a hauteur du
limbe, en une série de 14 a 18 faisceaux nerveux proéminents et superficiels, dirigés
radialement et partant a des intervalles réguliers (figure 5) (Barrett, 1991; Belmonte, 1997 ;
Marfurt, 2001). Ces faisceaux sont de taille relativement identique et comprennent environ 30
a 40 axones. Ils seront responsables de 1’innervation centrale de la cornée. Entre ces gros
faisceaux nerveux, des fascicules, plus petits, pénétrent le stroma Iégerement plus
superficiellement. Ils s’étendent sur une région de 2 a 4 mm apres le limbe et ils seront

responsables de I’innervation périphérique de la cornée (Marfurt, 2001 ; Barret, 1991).

Figure 5 : Observation des principaux faisceaux nerveux (fleche) pénétrant la cornée a hauteur du
limbe chez le chien. La cornée a, ici, été aplanie en réalisant 6 coupes a plat (Marfurt, 2001).
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Rapidement apres avoir pénétré le stroma, les principaux faisceaux nerveux se divisent
en ramifications dichotomiques complexes, formant une arborisation axonale trés élaborée.
Les parties distales de ces arborisations s’anastomosent entre elle et forment ainsi un plexus
dense, appelé plexus stromal, qui s’étend dans approximativement toute la moitié antérieure

du stroma cornéen, jusqu’a environ 0,5 mm de profondeur (Marfurt, 2001).

Selon la densité de I’innervation, on peut distinguer deux zones dans le plexus stromal.
La partie postérieure (figure 6A) rassemble un nombre modeste de fibres nerveuses de
diametre petit a moyen. Ces fibres se dispersent en axones individuels dont la plupart sont
longs, droits et filamenteux. Ils seront responsables de I’innervation du stroma postérieur. La
partie antérieure du plexus stromal (figure 6B) est bien plus densément innervée et de
morphologie complexe. Un maillage délicat d’axones fins préterminaux se trouve collé a la
membrane basale de 1’épithélium cornéen : c’est le plexus sous-épithélial. Il est responsable
de D’innervation de 1’épithélium cornéen ainsi que du stroma antérieur (Barrett, 1991 ;
Belmonte, 1997; Marfurt, 2001).

Figure 6A : Innervation de la partie postérieure du plexus stromal chez le chien. Quelques rares fibres
nerveuses (fleches) sont visibles (Marfurt, 2001).
Figure 6B : Innervation de la partie antérieure du plexus stromal chez le chien. L’innervation est
visiblement plus dense et importante. (Marfurt, 2001).
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Il apparait donc que, contrairement au stroma cornéen antérieur, le stroma postérieur du
chien est pratiquement dépourvu d’innervation. Ceci explique le fait qu’un ulcére ou une plaie

cornéenne superficielle est plus douloureuse qu’une blessure profonde.

o Innervation de I’épithélium cornéen

Le centre de la cornée est innervé par les axones du plexus sous-épithélial, qui pénétrent
entre les cellules de la membrane basale de 1’épithélium. La plupart d’entre eux vont former
des arborisations préterminales composées de 2 a 6 axones. Ces formations vont s’étendre et
courir horizontalement et tangentiellement a la surface de la cornée sur des distances de 0,2 a
2,5 mm (Belmonte, 1997). Elles sont grossiérement paralleles les unes aux autres et séparées
par une distance de 1 a 1,4 mm. Chaque axone composant ces formations a un diamétre
compris entre 1,2 et 3,5 um, bien que la plupart soit inférieur a 2,5 pm. Ces axones donnent
naissance a une profusion de branches ascendantes terminales qui s’arrétent a divers étages de
I’épithélium cornéen, jusqu’a la derniére couche de cellules épithéliales, en se superposant
entre elles, de sorte qu’une stimulation en un point excite plusieurs fibres nerveuses (Marfurt,
2001).

Chez ’Homme et chez le chat, les fibres nerveuses cornéennes peuvent étre classées en
fibres de type AJ, c'est-a-dire des fibres myélinisées transmettant ainsi rapidement les
messages nerveux, de 3m/sec a 120m/sec, et en fibres de type C, c'est-a-dire des fibres non
my¢linisées conduisant les potentiels d’action beaucoup plus lentement, a moins de 2m/sec.
(Belmonte, 1997 ; Chen, 1997). Lorsque les axones pénétrent dans le stroma cornéen, tous
perdent leur gaine de myéline, ce qui contribue au caractére transparent de la cornée
(Belmonte, 1997 ; Borderie, 2005). Chague axone a un champ récepteur concernant 20 a 50%
de la surface cornéenne. La densité en terminaisons nerveuses augmente de la périphérie vers

le centre de la cornée (Borderie, 2005).

En résumé, I’innervation sensitive de la cornée est issue du nerf trijumeau. Les nerfs
ciliaires, issus apres différentes ramifications de ce dernier, forment un riche plexus nerveux
superficiel, entourant le limbe : le plexus limbique. Ce plexus est responsable de 1’innervation
des régions périphériques de la cornée. De ce plexus partent aussi quelques larges faisceaux
nerveux dirigés radialement, traversant le limbe et donnant un deuxiéme plexus, le plexus
stromal, responsable de I’innervation du centre de la cornée. L’innervation épithéliale de la

cornée est dense, treés riche et dérive de ce plexus (figure 7). Chez ’Homme, la densité et le
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nombre de terminaisons nerveuses sont plus importants au centre de la cornée qu’en

périphérie. Cette observation a été retrouvée chez le chien (Barrett, 1991).

>

Figure 7: Progression de I'innervation cornéenne depuis le limbe
Les nerfs ciliaires longs (A) innervent la région du limbe puis ils se ramifient en direction du réseau
trabéculaire (B) et de la cornée. La cornée profonde (C) est beaucoup moins innervée que le stroma
antérieur (D) et I’épithélium cornéen (Samuelson, 2007).

o Les récepteurs nerveux cornéens

On dénombre trois types de récepteurs au niveau des neurones sensitifs cornéens : les
nocicepteurs polymodaux, les récepteurs mecano-nociceptifs et les récepteurs au froid
(Borderie, 2005; Belmonte, 1997 ; Belmonte, 1999) Leur neurotransmetteur est

I’acétylcholine (Borderie, 2005).

- Les nocicepteurs polymodaux
Les nocicepteurs polymodaux sont les plus nombreux : ils représentent 70% des
récepteurs cornéens. lls réagissent a des stimuli mécaniques, chimiques (telles que les
substances exogenes, les médiateurs de 1’inflammation, ou encore, le CO2) et thermiques
(lorsque la température dépasse 39°C au niveau de la cornée). Chez I’Homme, la majorité des
nocicepteurs polymodaux sont liés aux fibres de type C, bien que certains soient de type A.

Lors de forte stimulation, leur action continue apres 1’arrét du stimulus, ce qui prolonge les
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sensations douloureuses de bralure. Une temperature inférieure a 20°C inhibe ces récepteurs.
Les nocicepteurs polymodaux sont actifs lors de sensation d’irritation survenant lors de la
Cicatrisation cornéenne (Borderie, 2005). Un jet de gaz contenant un mélange d’air et de CO»,
mimant ainsi un stimulus acide, appliqué sur la cornée entraine une décharge d’impulsions
nerveuses par ces récepteurs polymodaux, dont I’intensité est proportionnelle a la

concentration en CO, du mélange (Belmonte, 1999).
Chez le chat, leur champ d’action est large et s’étend a 25 mm? (Belmonte, 1997).

- Les mécano-récepteurs
Les récepteurs mécano-réceptifs représentent environ 20% des récepteurs cornéens. lls
entrainent une sensation douloureuse aprés un stimulus mécanique tel que le toucher de la

cornée (Borderie, 2005). Ils appartiennent a des fibres nerveuses de type A (Belmonte, 1997).

- Les récepteurs au froid
Les récepteurs au froid sont les moins nombreux : ils représentent 10% des récepteurs
cornéens. Ils entrainent un réflexe de clignement lors du refroidissement li¢ a 1’évaporation
des larmes (Borderie, 2005). lls dépendent des fibres de type C. Chez le chat, le champ
d’action de ces fibres est d’environ 10 mm2 et elles se situent préférentiellement en périphérie

de la cornée (Belmonte, 1997).

1.3 Le réflexe de clignement palpébral : anatomie de ’arc réflexe

Un réflexe est une réaction motrice ou sécrétoire déclenchée par le systeme nerveux en
dehors de la volonté et en réponse a une stimulation des terminaisons des fibres sensitives. Il

n’y a donc pas d’intégration corticale lors d’un réflexe.

Le principe du réflexe cornéen est schématisé dans la figure 8. Un stimulus, ici, le
toucher de la cornée, est capté par les recepteurs polymodaux et les récepteurs mécano-
réceptifs de la cornée. Cela va entrainer la transmission d’une information sensitive via le nerf
cranien V jusqu’a I’interneurone subcortical. Une réponse efférente motrice transmise via la

branche auriculopalpébrale du nerf VII - ou nerf facial- est alors émise. Le message va
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atteindre sa cible : le muscle orbiculaire de I’ceil, I’effecteur, qui va alors entrainer une

fermeture palpébrale et protéger ainsi la cornée du stimulus primaire.

Voie afférente _
sensitive - nerf Voie efférente

i Interneurone motrice : nerf VII
subcortical

Récepteurs au Effecteur:
toucherdela m.USCIPT
cornée orbiculaire
Stimulus : Réponse : clignement
Toucher cornéen palpébral

Figure 8 : Principe du reflexe cornéen

1.4 I’esthésiometrie de Cochet-Bonnet

L’esthésiométrie cornéenne est 1’évaluation semi-quantitative de la sensibilité de la
cornée via l’observation d’un clignement palpébral reflexe, en réponse a un stimulus

nociceptif appliqué a la surface de la cornée.

L’esthésiométre de Cochet-Bonnet, créé en 1960, permet de mesurer la sensibilité
cornéenne face a un stimulus mécanique. Il existe un esthésiometre a gaz (Belmonte, 1999),
atraumatique, capable d’évaluer sélectivement la sensibilité mécanique, thermique et

chimique grace a un mélange d’air et de CO, dont la température peut étre controlée
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1.4.1 L’esthésiomeétre et son utilisation

L’esthésiométrie cornéenne est tres utilisée en médecine humaine. C’est en effet un bon
moyen d’évaluer I’'impact des maladies systémiques, du port de lentilles de contact, des
chirurgies oculaires et des agents thérapeutiques sur la cornée et la fonction nerveuse. En
médecine vétérinaire, seul ’esthésiométre de Cochet-Bonnet est utilisé, et constitue donc la

méthode de référence pour mesurer la sensibilité cornéenne chez 1’animal.

L’esthésiométre de Cochet-Bonnet est composé d’un filament en nylon dont le diamétre
peut étre de 0,08 mm ou de 0,12 mm. La longueur de ce filament est réglable et varie entre 0
et 60 mm. Il permet d’appliquer, sur la cornée du sujet, une pression allant de 11 a 200
mg/0,0113 mm. Plus le filament de nylon est long, plus la pression exercée sur la cornée est
faible et donc plus un seuil de sensibilité cornéenne bas peut étre détecté. Au contraire, plus le
filament est court, plus il est rigide et plus la pression exercée sur la cornée sera importante,
permettant ainsi la mesure d’un seuil de sensibilité cornéenne élevé. En conséquence, plus le
clignement palpébral réflexe est obtenu avec une longueur élevée du filament, plus la cornée
sera dite sensible. Une pression exercée avec 1’extrémité du fil de nylon est capable de
stimuler environ 100 terminaisons nerveuses dans un groupe de 4 a 10 cellules épithéliales

cornéennes (Brooks, 2000).

Le fil de nylon doit étre appliqué droit et perpendiculairement & la courbure de la
cornée. La mesure de la sensibilité cornéenne commence avec la longueur maximale du
filament en nylon (60 mm), exergant ainsi la pression la plus faible possible. Puis, la longueur
est réduite de 5 mm en 5 mm, jusqu’a obtenir un clignement palpébral, lorsque le seuil de
sensibilité de la cornée est atteint. La valeur seuil de sensibilité cornéenne correspond a la
pression pour laguelle la majorité des attouchements cornéens entrainent un clignement
palpébral, soit au moins 3 attouchements sur 5. Cette pression peut étre exprimée en longueur

du fil de nylon (mm) ou en pression exercée (g/mm?3).
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1.4.2 Les valeurs de la sensibilité cornéenne chez le chien

Différentes études ont évalué la valeur de la sensibilité de la cornée saine du chien. Ces
valeurs ont été déterminées avec 1’esthésiométre de Cochet-Bonnet. Différents résultats ont
montré que le chien a une sensibilité cornéenne moyenne proche de 1,55 cm : 1,55 + 0,54 cm
pour Barret (1991), et 1,54 + 0,4 cm pour Douet (2013). Dans 1’étude de Kim (2013) des
valeurs plus basses ont été trouvées avec une moyenne de 0,925 + 0,674 cm correspondant a
des pressions de 85,15 + 61,31 mg/0,0113 mm?. De telles différences peuvent s’expliquer par

le r6le de facteurs, tels que 1’age ou la race. Leur role sera développé plus loin.

1.4.3 Limites de ’esthésiomeétrie de Cochet-Bonnet

L’esthésiomeétrie de Cochet-Bonnet connait un certain nombre de limites.

Tout d’abord, I’esthésiométrie de Cochet-Bonnet requiert une grande précision et peut
poser un probléme de reproductibilit¢ des mesures. En effet, I'utilisateur vient toucher la
cornée du sujet avec I’esthésiometre, et il faut donc étre rigoureux pour appliquer la méme
force, matérialisée par le degré de courbure du filament, sur la cornée a chaque mesure. Ceci
est d’autant plus difficile lorsque les sujets sont des animaux, parfois agités, et peu coopératifs

par rapport a des humains.

Une étude chez I’homme (Golebiowski, 2011) a montré la supériorité de 1’esthésiometre
a gaz sur celui de Cochet-Bonnet. L’esthésiométre de Cochet-Bonnet, muni du filament en
nylon de 0,12 mm de diamétre, n’a pas permis de mesurer la sensibilité cornéenne de 56% des
patients humains de cette étude comparativement a 11% pour le filament de 0,08mm. En effet,
ces patients avaient une sensibilité cornéenne trop élevée pour étre détectée par
I’esthésiométre de Cochet-Bonnet. En revanche, la mesure était possible avec un
esthésiometre a gaz. La sous-estimation de la sensibilité cornéenne est la principale limite de
I’esthésiométre de Cochet-Bonnet, qui ne permet donc pas une détection sensible lors de

Iégéres variations de la sensibilité cornéenne.

Une autre limite de I’esthésiomeétre de Cochet-Bonnet est le fait que le filament de
nylon s’altére avec I’humidité de 1’air, son &ge et les utilisations répétées. Dans un tel cas, la

table de conversion de la longueur du filament en force exercée sur la surface de 1’ceil ne
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serait plus fiable et une nouvelle calibration devrait étre nécessaire avant chaque utilisation de
I’esthésiométre (Golebiowski, 2011).

Enfin, il existe un risque de traumatisme superficiel de la cornée par I’extrémité du

filament sur des yeux hypoesthésiques.

1.4.4 Facteurs de variation de la sensibilité cornéenne chez le chien

1.4.4.1 Morphologie faciale

Il a été montré que les races de morphologie dolichocéphale ont la sensibilité cornéenne
la plus élevée alors que les races de type brachycéphale ont la sensibilité cornéenne la plus
basse (Barrett, 1991 ; Kafarnik, 2008 ; Martin, 2005) En effet, chez les races dolichocéphales,
la longueur de filament nécessaire pour induire un réflexe de clignement est de 2,03 cm (74
mg/ 0,0113 mm?) au centre de la cornée alors qu’elle est de 1,05 cm (141 mg/ 0,0113 mm?)
chez les brachycéphales et de 1,58 cm (93 mg/ 0,0113 mm?) pour les mésocéphales (Barrett,
1991). Cela pourrait s’expliquer par le fait que ’innervation du centre de la cornée est plus
dense chez les races de type mésocéphale ou dolichocéphale que chez les races de type
brachycéphale (Kafarnik, 2008).

1.4.4.2 Régions cornéennes

La sensibilité cornéenne est variable au sein de la cornée d’un méme individu. En effet,
chez le chien, la sensibilité cornéenne est maximale a son centre (Barrett, 1991 ; Martin,
2005). Puis dans un ordre décroissant viennent ensuite la région nasale, la région temporale, la
région dorsale et la région ventrale (Barrett, 1991). Ces différences d’innervation sont

retrouvées quelque soit la morphologie faciale des chiens.
1.4.4.3 Age de I’animal

Chez ’Homme, la sensibilité cornéenne varie en fonction de 1’age : elle reste stable
jusqu’a 1’dge de 40 ans pour diminuer significativement jusqu’a 1’age de 70 ans (Acosta,
2006 ; Bourcier, 2005 ; Millodot, 1977; Millodot, 1984). Ce phénoméne a été expliqué par
une étude montrant que la densité en fibres nerveuses de 1’épithélium cornéen diminuait avec
I’age, en association avec des 1ésions des axones pénétrant en partie antérieure du stroma de la

cornée périphérique (He, 2010).
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Chez I’espece canine et I’espéce équine, aucune variation significative liée a 1’age n’a

été démontrée (Barret, 1991 ; Kaps, 2003)
1.4.4.4 Anesthésie locale

L’administration d’anesthésiques ophtalmiques en collyre est fréquente en médecine
vétérinaire. Elle permet de faciliter le diagnostic et certaines procédures thérapeutiques telles
que le retrait de corps étranger ou la désepithélialisation des ulceres a bords décollés. Chez le
chien, I’administration de collyre d’oxybuprocaine 0,4% (Douet, 2013), de tétracaine (Douet,
2013) ou de proparacaine (Kim, 2013) installe une disparition de la sensibilité cornéenne dans
les 5 minutes suivant 1’instillation et dont la durée varie selon les individus de 15 a 30

minutes.
1.4.4.5 Glaucome

Une étude (Blocker, 2007) chez 21 chiens atteints de glaucome unilatéral a montré que
la sensibilit¢ de la cornée de 1’ceil hydrophtalme était diminuée par rapport a I’ceil sain
controlatéral. Cette constatation pourrait s’expliquer par le fait que les nerfs ciliaires
cheminant dans la sclére subiraient des dommages irréversibles lors de 1’étirement et

I’amincissement scléral au cours du glaucome.
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L es anti-inflammatoires non stéroidiens en collyre

Les AINS sont un groupe de molécules utilisées pour leurs actions anti-inflammatoire,
antipyrétique et analgésique. Les AINS administrables en collyre ont été développés dans le
but d’augmenter leur biodisponibilit¢ au niveau oculaire, tout en diminuant leurs effets
systémiques secondaires. Les indications cliniques des AINS en collyre en ophtalmologie
humaine se sont rapidement développées ces derniéres décennies. lls sont ainsi utilisés pour
diminuer I’inflammation intraoculaire aprés une chirurgie de cataracte, pour traiter les
symptdmes inflammatoires lors de conjonctivites allergiques ou encore pour soulager la
douleur ressentie aprés une chirurgie réfractive. En ophtalmologie vétérinaire, les AINS
topiques sont principalement utilisés afin de réduire I’inflammation intraoculaire et prévenir le

myosis lors de chirurgie de la cataracte.

1.5 Mode d’action des AINS

1.5.1 Action sur la synthéese locale de prostaglandines

L’inflammation est la manifestation d’une réponse vasculaire et cellulaire suite a une
Iésion au sein du tissu héte. Cette Iésion peut étre de type mécanique, chimique, infectieux,
ischémique ou auto-immun. Cette réaction inflammatoire facilite la réponse immunitaire et
I’¢élimination des antigenes et des tissus 1ésés. Cependant, elle est responsable d’une sensation
de douleur et elle peut compliquer le processus de guérison. Des que la Iésion est identifiée, la
réaction inflammatoire se met en place. Ce mécanisme est amplifié par 1’activation de cellules
inflammatoires et la production de médiateurs chimiques de I’inflammation. Il y a alors
production de prostaglandines (les PGE,, les PGF,,, les PG, et les PGD,), de leukotriénes,
de thromboxanes et d’€¢icosanoides via la cascade métabolique de 1’acide arachidonique

(figure 9).

Au site de I’inflammation, 1’enzyme phospholipase A, transforme les phospholipides

de la membrane cellulaire en acide arachidonique. Ce dernier va ensuite étre transformé en
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prostaglandines et en thromboxanes A, par I’enzyme cyclo-0xygénase ou en éicosanoides et

en leukotriénes par la voie de la lipo-oxygénase (Ahuja, 2008 ; Regnier, 2007).

PHOSPHOLIPIDES MEMBRANAIKES

Phospholipide AZ
ACIDE ARACHIDONIQUE
cyclo-oxyagénase Lipoxigénase
- Prostaglandines Leucotrienes

FGE2, PG Flo, PG ID
- Thrombomanes (TXAZ, TXED

Figure 9 : Cascade de I'acide arachidonique

Les enzymes cyclo-oxygénases existent sous deux formes d’isoenzymes : la COX-1 et
la COX-2. La cyclo-oxygénase COX-1 est présente dans presque tous les tissus. Elle permet
la libération de PGs ayant un r6le important dans la protection de la muqueuse gastrique, la
régulation du débit sanguin rénal ou encore la fonction plaquettaire. Au contraire, trés peu ou
pas de COX-2 est retrouvé dans des conditions de repos cellulaire, car elle est exprimée
uniquement en réponse a un stimulus nocif. Cependant, les effets secondaires
cardiovasculaires observés chez des patients humains traités avec des AINS COX-2 sélectifs
laissent a penser que certains organes aient besoin de I’activité COX-2 d’un point de vue

physiologique (Regnier, 2007).

Tous les tissus oculaires, a 1’exception du cristallin, ont la capacité de convertir I’acide
arachidonique en PG. Les PGE; sont les PGs les plus retrouvées lors d’inflammation oculaire
(Regnier, 2007). Au sein de n’importe quels tissus, les PGS ainsi produites vont étre
responsables de I’apparition d’un érythéme et d’un cedéme, d’une sensation de douleur et

d’une augmentation locale de la perméabilité vasculaire.
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Au niveau oculaire, les PGs sont responsables de trois effets (Ahuja, 2008 ; Regnier,
2007 ; Weinberger, 2000) :

- une diminution de la pression intraoculaire par les PGF2a suite a une

augmentation du drainage de I’humeur aqueuse par la voie uvéosclérale ;

- un myosis par action sur le sphincter pupillaire, résistant a 1’administration
d’atropine ;
- une augmentation de la concentration en protéines de I’humeur aqueuse suite a

I’augmentation de la perméabilité de la barriere hémato-aqueuse.

Enfin, les PGs ont un effet direct, mais aussi indirect, au niveau des tissus de I’eeil, en
faisant synergie avec d’autres médiateurs de 1’inflammation. Par exemple, les PGE; et la
bradykynine ont un effet potentialisateur lors de 1’augmentation de la perméabilité¢ de la
barriere hemato-aqueuse. Les PGE2 provoquent aussi un chémosis plus sévére en synergie

avec I’histamine (Regnier, 2007).

Les AINS, en inhibant une partie de cette cascade de réactions, vont empécher la
formation de certains de ces médiateurs de I’inflammation et donc empécher la conséquence
de leur action. Les AINS bloquent la formation de PGs et de thromboxanes par inhibition
directe de I’activité de la cyclo-oxygénase. Plus précisément, ils entrent en compétition avec
les phospholipides au niveau du site actif de I’enzyme. Ainsi, les AINS ont un effet
analgésique par diminution de la concentration en métabolites de I’acide arachidonique, ce qui

permet un moindre recrutement des autres médiateurs de I’inflammation.

1.5.2 Action sur les terminaisons nerveuses des fibres cornéennes

La douleur consécutive a une irritation cornéenne est la conséquence de I’activation des
neurones sensitifs innervant la cornée (Belmonte, 1997). L’excitation de leurs terminaisons
nerveuses est due directement au stimulus nocif mais aussi aux médiateurs de 1’inflammation
qui sont libérés par les cellules cornéennes endommagées. Ces médiateurs contribuent a la
douleur ressentie par une activation directe des terminaisons nerveuses nociceptives mais
aussi par leur sensibilisation. La sensibilisation ainsi obtenue se caractérise par une

diminution du seuil de sensibilité des terminaisons nociceptives au stimulus et par une

28



augmentation de leur activité nerveuse. 1l y a donc une augmentation des décharges nerveuses
par les neurones sensitifs pendant la sensibilisation, ce qui contribue & maintenir la douleur et

I’hyperalgie survenant aprés un traumatisme oculaire (Chen, 1997).

Lorsque les prostaglandines PGE, et PGIl, sont appliquées en topique au niveau de
différents tissus tels que la peau et le muscle, on observe une sensibilisation des terminaisons
nerveuses dans ces tissus. Cela suggere que les PGs, libérées localement dans les zones

irritées, excitent et sensibilisent les nocicepteurs. (Chen, 1997).

Une étude (Chen, 1997) a montré que 1’administration en topique oculaire de différents
AINS tels que le diclofénac, le flurbiprofene et I’indométacine chez le chat entrainait une
réduction de I’activité nerveuse basale des nocicepteurs polymodaux ainsi qu’une diminution
de leur réponse face a un stimulus chimique. Cependant, aucun changement n’a été noté quant
a la sensibilité mécanique. Les AINS sont donc responsable d’une diminution des décharges
nerveuses par les nocicepteurs cornéens en direction du systeme nerveux central. Cette
expérience peut servir de corolaire neurophysiologique quant a ce qui est rapporté chez
I’humain : on observe une analgésie oculaire aprés instillation d’AINS en topique sur des

cornées saines (Singer, 2015).

Ainsi, I’inhibition de la syntheése des PGs par les AINS apparait contribuer, a un degré
encore inconnu mais significatif, a la diminution de la réponse des nocicepteurs polymodaux

cornéens face a un stimulus nocif (Chen, 1997 ; McCormack, 1991).

1.6 Propriétés pharmacologiques des AINS en collyre

Les AINS comprennent des classes tres héterogénes de médicaments. Cependant, leur
utilisation en tant que topiques oculaires est limitée. En effet, afin d’étre utilisés comme tels,
les AINS doivent étre hydrosolubles afin de se disperser dans le film lacrymal mais aussi

présenter des caractéres de liposolubilité pour traverser I’épithélium cornéen.

La plupart des AINS sont des acides faibles, ils vont donc s’ioniser au pH lacrymal.
Leur perméabilité a travers la cornée, qui est anionique, se retrouve donc limitée. Réduire le

pH de la formulation du collyre augmente la fraction non ionisée du principe actif, ce qui
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permet une meilleure concentration cornéenne. Cependant, étant des acides, les AINS vont
étre irritants pour la cornée, d’autant plus si le pH de la formulation est diminuée. Un certain

équilibre doit donc étre trouvé.

Enfin, les AINS peuvent former des complexes insolubles avec les amoniums
quaternaires utilisés comme conservateurs. De tout ceci résulte que seuls quelques AINS
possedent les propriétés nécessaires pour étre formulés a un dosage suffisant pour exercer leur
action (Ahuja, 2008).

Aujourd’hui, les AINS commercialiseés en collyre sont le bromfénac 0,09 % (Xibrom®,
Yellox®), le diclofénac 0,1% (Voltarene® collyre), le kétorolac 0,4% (Acular®), le

népafenac 0,1% (Névanac®) et I’indométacine (Indocollyre®).

1.6.1 Indométacine

L’indométacine est un dérivé de 1’acide indolacétique. Sa structure chimique est

représentée dans la figure 10.

Cl

HyCO
—COOH

Figure 10 : Structure chimique de I'indométacine (Ahuja, 2008).

L’indométacine est pratiquement insoluble dans 1’eau. Elle est donc utilisée en ophtalmologie
sous forme de sel de sodium ou de trométhamine. L’indométacine est aussi instable en milieu
alcalin, et elle précipite si le pH de la solution est inférieur a 6. Ces caractéristiques ont
nécessité la recherche de stabilisants divers afin de permettre une meilleure biodisponibilité

oculaire.
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Une ¢étude (Bucolo, 2011) a comparé¢ la pharmacocinétique de 1’indométacine en solution et
en suspension chez des lapins. La concentration maximale en indométacine était atteinte dans
I’humeur aqueuse et le vitré en 30 minutes pour la suspension et en 60 minutes pour la
solution. Dans la rétine, il a fallu 30 minutes pour la suspension et 120 minutes pour la
solution. Les concentrations atteintes étaient plus élevées avec la forme suspension qu’avec la
forme solution (rétine : 73,7 = 6,4 ng/g vs 25,5 + 1,73 ng/g ; humeur aqueuse : 952 + 6,8
ng/ml vs 163 + 4,1 ng/ml ; vitré : 31 £3,5 ng/ml vs 6,37 £3,6 ng/ml).

Sanders (1983) a montré la supériorité d’une suspension huileuse ou d’une émulsion huileuse
comparé a la solution aqueuse, concernant la pénétration de 1’indométacine dans 1’humeur

aqueuse.

1.6.2 Kétorolac

Le kétorolac est un dérivé de I’acide propionique. C’est un acide faible (pKa de 3.49)
dont la formule chimique est schématisee dans la figure 11. Le kétorolac est une molécule
présente sous forme de mélange racémique. La forme lévogyre a une activité anti-

inflammatoire deux fois supérieure a celle de la forme dextrogyre.

M

.~ ~COOH
O

Figure 11 : Structure chimique du kétorolac (Ahuja, 2008).

L’association du kétorolac avec le sel de trométhamine dans la forme commerciale
Acular® augmente la solubilité du principe actif. Une étude (Walters, 2007) a montré que la
concentration maximale en kétorolac dans ’humeur aqueuse était atteinte apres 60 minutes, et
diminuait doucement les trois heures suivante. Cette méme étude a montré que, bien que le
kétorolac soit un inhibiteur des cyclo-oxygénases 1 et 2, il inhibait préferentiellement la
COX-1. Une autre étude (Waterbury, 2011) a montré que, chez le lapin, les concentrations
atteintes dans I’humeur aqueuse, ’iris et les corps ciliaire, deux heures et onze heures apres
administration topique, étaient au moins 7 fois supérieures pour le kétorolac 0.45% que pour
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le bromfénac 0.09%. Une seconde étude (Bucci, 2008) rapporte les mémes résultats chez des
patients humains ayant recu un traitement AINS 6 et 12 heures avant une chirurgie de la
cataracte : la concentration mesurée dans I’humeur aqueuse, au moment de la chirurgie, du
kétorolac 0,4% était au moins 20 fois supérieure a celle du bromfénac 0,09%. Cependant,
comme 1’a souligné Gayton (2009), ce n’est pas tant la concentration atteinte dans I’humeur
aqueuse qui est pertinente mais plutoét I’importance de ’action inhibitrice de la COX-2 de

I’AINS.

Enfin, Unlu (2010) a montré que 30 minutes aprés la derniére instillation de
tromethamine de kétorolac, ce dernier n’était pas décelable dans le fluide sous-rétinien chez

I’homme, contrairement au diclofénac.

1.6.3 Diclofenac

Le diclofénac sodique 0.1% appartient a la classe des dérivés de 1’acide arylacétique.
C’est un 2(2, 6-dichloroanilino) acide phénylacétique. Sa structure chimique est représentée

dans la figure 12. Son pKa est de 4,2

COOH
H

Cl

Cl

Figure 12 : Structure chimique du diclofénac (Ahuja, 2008).

Le diclofénac est peu hydrosoluble, il est donc utilisé freguemment comme sels de
sodium, de potassium ou de di-éthylamine. Lors d’usage ophtalmologique, le diclofénac est
disponible en tant que solution aqueuse de 0,1% de son sel de sodium (Ahuja, 2008). On le

retrouve dans la forme commerciale du Voltarene® collyre.

Au pH physiologique de la cornée, le diclofénac se trouve sous sa forme ionisée, ce qui

limite sa pénétration cornéenne. Une perméabilité cornéenne significativement plus
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importante du diclofénac a été observée pour des solutions ayant un pH plus bas (pH=6).

Cependant, le fait de diminuer le pH entraine la formation de précipités (Ahuja, 2008).

Aprés une application topique de diclofénac, des concentrations importantes de la
molécule sont retrouvées dans la cornée saine et enflammée, cependant, la diffusion jusqu’a

I’humeur aqueuse est pauvre lorsque la cornée est enflammée (Regnier, 2007).

Une étude (Unlu, 2010) a montré que chez des patients humains atteints de décollement
de la rétine, la concentration de diclofénac dans le fluide sous-rétinien, 30 min aprés la
derniére application topique, est de 42,31 ng/uL en moyenne, soit huit fois plus que dans
I’humeur aqueuse (4,98 ng/uL). Les auteurs concluent que le diclofénac pourrait étre plus
efficace pour les cas survenant dans le segment postérieur que pour ceux concernant le

segment antérieur.

1.6.4 Bromfénac

Le bromfénac est, comme le diclofénac, un dérivé de I’acide arylacétique. C’est un 2-
amino-3-(4-bromobenzoyl) acide acétique benzoique. Sa structure chimique (figure 13) est
identique a celle de I’amfénac a la seule exception de la présence d’un atome de bromine sur

le carbone en CA4.

Br

HOOC NH, Q
(O~

Figure 13 : Structure chimique du bromfénac (Ahuja, 2008).

Cet atome de bromine rend la molécule de bromfénac plus lipophile, ce qui permet une
bonne pénétration cornéenne, augmente sa durée d’action anti-inflammatoire et favorise
I’inhibition de la COX-2 préférentiellement (Ahuja, 2008 ; Henderson, 2011). Cette

inhibition sélective de la COX-2 est respectivement 3,7, 6,5, et 18 fois plus importante pour
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le bromfénac que pour le diclofénac, I’amfénac (Ahuja, 2008) et le kétorolac (Waterbury,
2006b). Dans une autre étude (Ogawa, 1995), le bromfénac inhibait 3,8 fois plus la production

de PGs que I’indométacine chez des lapins

Plusieurs études (Miyake, 2006 ; Si, 2011) ont montré que, chez I’homme et le lapin,
apreés 1’administration d’une goutte, le sodium de bromfénac 0,09%, (soit 0,9 mg) était
absorbé en quinze minutes et atteignait sa concentration maximale dans I’humeur aqueuse
(95,3 ng/g) au bout de 150 — 180 minutes, puis restait a sa concentration thérapeutique
pendant au moins 12 heures. Chez le lapin (Si, 2011), les concentrations retrouvées dans les
différents tissus oculaires aprés trois semaines d’application d’une goutte de bromfénac
0,09% trois fois par jour étaient de 1103,0 + 424 ng/g dans la sclere, 78,1 + 13 ng/g dans la
choroide, 32,4 £+ 5,4 ng/g dans la rétine, 1,3 + 0,2 ng/g dans le vitré et 55,9 + 9,2 ng/g dans
I’humeur aqueuse. Cette rémanence fait du bromfénac, le seul AINS en collyre pouvant étre

administré seulement deux fois par jour.

Si et son équipe (2011) ont comparé, chez le lapin, la concentration en bromfénac dans
I’humeur aqueuse obtenue aprés instillation de bromfénac 0,09% en collyre ou contenu dans
un gel oculaire a 0,045%, ayant des propriétés muco-adhésives permettant un temps de
contact du principe actif prolongé (DuraSite®). Aprés une instillation unique ou apres des
instillations répétées pendant trois semaines, les concentrations obtenues dans 1’humeur
aqueuse étaient au moins 3 fois plus élevées pour la forme de gel muco-adhésif que pour le
bromfénac en collyre. Cette forme galénique pourrait donc diminuer la fréquence

d’administration du bromfénac.

1.6.5 Népafénac et amfénac

Le népafénac est une prodrogue lipophile, qui traverse facilement la cornée. Son groupement
amine est ensuite clivé par des hydrolases cornéennes, ce qui libére la forme active du
principe actif : I’amfénac. La structure de I’amfénac (figure 14) est trés proche de celle du
diclofénac et, comme on I’a vu, presque identique a celle du bromfénac. Walters (2007), dans

une étude in vitro, a montré que 1I’amfénac était préférentiellement COX-2 sélectif.
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Figure 14 : Structure chimique du sodium d’amfénac (Sasaki, 1984)

Une étude (Walters, 2007) a montré que la concentration maximale en népafénac atteinte dans
I’humeur aqueuse apres 1’application d’une goutte était 3 a 3,5 fois plus grande que celle de
I’amfénac ou du kétorolac et 8 fois plus importante que celle du bromfénac. Cependant, une
¢tude (Waterbury, 2006a), a montré que 1’amfénac en collyre 0,1% avait une efficacité qui
presque aussi importante que celle du bromfénac 0,1% ou du kétorolac 0,4%, ce qui suggere
que la forme de prodrogue n’est pas indispensable pour obtenir une bonne pénétration

oculaire et un effet anti-inflammatoire satisfaisant.

1.7 Utilisation clinique des AINS en collyre

1.7.1 Utilisation clinigue du diclofénac en collyre

Le diclofénac 0,1% est appliqué en collyre pour diminuer la douleur cornéenne
ressentie apres une chirurgie ou un traumatisme, pour diminuer I’inflammation oculaire post-
chirurgicale ou les inflammations chroniques de la cornée, mais aussi pour prévenir un myosis
peropératoire lors de chirurgie de la cataracte ou pour soulager les symptémes lors de

conjonctivite allergique (Ahuja, 2008).

Le diclofénac 0,1% est ainsi utilisé avant les chirurgies de photocoagulation de la rétine
au laser (Weinberger, 2000 ; Zakrzewski, 2009) et en traitement postopératoire apres une
kératectomie photoréfractive au laser excimer (Sher, 1993 ; Stein, 1994) afin de diminuer la

douleur éprouvée par les patients.
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Le diclofénac 0,1% est aussi prescrit pendant 1 mois lors du suivi postopératoire des
chirurgies du strabisme chez les humains. 1l est préféré a la dexaméthasone 0,1% (Snir, 2000)
et & la prednisolone 1% (Apt, 1998) car le diclofénac 0,1% est plus efficace au plan
analgésique et présente moins d’effets secondaires que les corticostéroides, dont le plus

fréquent est un retard de la cicatrisation de la plaie chirurgicale (Snir, 2000 ; Apt, 1998).

Enfin, le diclofénac 0,1% pourrait avoir un rdle dans la prévention de I’opacification de
la capsule postérieure apres la chirurgie de la cataracte. Inan (2006) a montré que le
diclofénac 0,1%, administré pendant 1’étape d’hydrodissection lors de la chirurgie de la
cataracte, diminuait le développement de 1’opacification de la capsule postérieure chez
I’homme, mais ne la prévenait pas de facon significative. Mukai (2009) a cependant montré
une diminution significative de 1’opacification de la capsule postérieure chez le lapin, aprés

14 jours d’instillations postopératoires biquotidiennes de diclofénac en collyre.

1.7.2 Utilisation clinigue du bromfénac en collyre

Le bromfénac est lui aussi, fréeqguemment utilisé lors de chirurgie de la cataracte chez
I’homme afin de diminuer I’inflammation et la douleur postopératoires. Une premiere étude
(Miyanaga, 2009) a montré qu’un traitement topique & base de collyre de bromfénac 0,1%
avait les mémes effets anti-inflammatoires qu’un traitement a base de collyre de
bétaméthasone 0,1% apres cette opération. Une autre étude (Henderson, 2011) a montré que
I’utilisation de sodium de bromfénac 0,09% une fois par jour, un jour avant et 14 jours apres
la chirurgie de la cataracte avec implant, entrainait de meilleurs résultats que 1’utilisation d’un
placebo. En effet, les patients traités avec le bromfénac présentaient une meilleure acuité
visuelle, moins de signes d’inflammation intraoculaire et moins de douleur postopératoire que
les patients ayant recu le placebo. Les mémes résultats ont été obtenus par Donnenfeld
(2007b), Silverstein (2011) et Walters (2014). Une derniére étude (Mukai, 2009) montre
I’intérét du bromfénac pour prévenir la contraction de la capsule antérieure du cristallin et
I’opacification de la capsule postérieure du cristallin apreés une chirurgie de la cataracte chez

des lapins.

Wang et al. (2011) ont montré que le bromfénac 0,09% en collyre était supérieur a la
solution ophtalmique de kétorolac tromethamine 0,5% dans la gestion de la douleur

postopératoire suivant une intervention de chirurgie réfractive par LASIK (Laser-Assisted In-
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Situ Keratomileusis), dont le but est de corriger la myopie, mais également I'hypermétropie,

I'astigmatisme ou la presbytie.

L’intérét de ’utilisation du bromfénac afin de traiter la conjonctivite allergique a aussi
¢t¢ étudié. Hashimoto (2003) a comparé [’efficacit¢é du bromfénac avec celle d’un
antihistaminique, concernant la diminution du prurit, de I’cedéme conjonctival et du niveau de
prostaglandines dans I’exsudat lors de conjonctivite allergique chez le hamster. Il a ainsi
montré que le bromfénac était plus efficace pour abaisser le taux de PGs, mais qu’il était
inférieur a I’antihistaminique pour réduire le prurit et 1’cedéme conjonctival. Cependant, il
restait supérieur en tous points comparé a un placebo. Dans une autre étude, Miyake-Kashima
(2004) a comparé le bromfénac a un stabilisateur des mastocytes aprés une semaine de
traitement chez des patients atteints de conjonctivite allergique. Il a trouvé que le bromfénac

¢tait aussi efficace que I’antiallergique dans le traitement de ce type de conjonctivite.

1.8 Effets des AINS en collyre sur la sensibilité cornéenne

Chez ’homme, plusieurs études ont montré que les AINS en collyre entrainaient une
diminution de la sensibilité cornéenne. Zaidman (1995) a montré que, apres une goutte de
sodium de diclofénac, 100% des dix yeux traités montraient une diminution significative de
leur sensibilité cornéenne quinze minutes apres 1’instillation, alors que neuf des dix yeux
témoins ne montraient pas de changement. Une autre étude (Seitz, 1996) a montré que bien
que le diclofénac et le kétorolac diminuaient tous les deux la sensibilité de la cornée des 5
minutes apres instillation, le diclofénac avait une action plus prolongée (70 minutes vs 40
minutes) que le kétorolac, mais aussi plus puissante puisque la longueur minimale du filament
de I’esthésiométre nécessaire pour declencher une réponse apres trente minutes était de 47,3 +
0,7 mm pour le diclofénac et de 51,0 £0,7 mm pour le kétorolac. Aragona (2000) a lui aussi
confirm¢ D’effet du diclofénac sur la sensibilit¢ cornéenne, mais n’a pas montré¢ de
changement significatif concernant 1’indométacine et le kétorolac. Une dernicre étude (Yanai,
2013) s’est intéressée a l’effet du bromfénac chez I’homme aprés deux instillations
quotidiennes pendant une durée de 28 jours. La sensibilité cornéenne a été mesurée, a I’aide
d’un esthésiomeétre de Cochet-Bonnet, 30 min aprés la premiere application puis apres une

semaine, deux semaines et quatre semaines de traitement. Les valeurs de sensibilité cornéenne
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obtenues étaient plus basses dans le groupe traité que dans le groupe témoin, mais aucune

différence significative n’a été trouvée.

A T’aide d’un esthésiométre a gaz, Acosta (2005) a étudié, chez ’homme, 1’effet du
diclofénac sur la sensibilité cornéenne selon différents stimuli. 1l a ainsi montré que le
diclofénac atténuait significativement, dés 30 minutes, I’intensité des sensations générées par
un stimulus mécanique, chimique ou thermique, et augmentait légérement le seuil de
détection de ces stimuli, bien que cette observation ne soit pas significative. Suite a ces
résultats, ’auteur a émis 1’hypothése que le diclofénac pouvait réduire le nombre de fibres
sensitives activées par un stimulus donné et/ou diminuer leur réponse, et qu’il affectait non
seulement les récepteurs polymodaux, mais aussi les mécanorécepteurs et les récepteurs au
froid.

Dans une étude récente, Singer et al. (2015) ont étudié 1’effet comparé du diclofénac, du
kétorolac, du bromfénac et du népafénac sur la sensibilité de la cornée chez I’homme. Ils ont
montré qu’apres 4 instillations faites a 5 minutes d’intervalle, ces 4 AINS entrainaient une
diminution significative de la sensibilité cornéenne pendant 30 minutes, puis que 1’on
observait un retour progressif aux valeurs basales 45 et 60 minutes apres la fin des
instillations. Parmi les AINS testés, le diclofénac entrainait la diminution la plus importante
de la sensibilité cornéenne (diminution maximale de la taille du filament de 28,6 mm), suivi

par le kétorolac (21,1 mm), le bromfénac (6,9 mm) et le népafénac (16,4 mm).

Une étude chez le chat (Chen, 1997) s’est intéressée a la réponse des fibres sensitives
de la cornée induite par un stimulus chimique et mécanique aprés instillation d’AINS.
L’activité nerveuse des fibres Ad et C a été enregistrée sur les nerfs ciliaires isolés, et
conjointement un esthésiometre de Cochet-Bonnet et un esthésiometre au CO2, ont été
utilisés pour produire des stimuli mécaniques et chimiques permettant d’identifier la réponse
des récepteurs polymodaux suite a I’application de diclofénac 0,1%, d’indométacine 0,1%, de
flurbiprofene 0,03%, et de diltiazem 0,045%,un inhibiteur des canaux calciques. Les résultats
ont montré que, par ordre décroissant d’efficacité, 1’indométacine, le diclofénac et le
flurbiproféne entrainent une diminution de la fréquence des potentiels d’action des récepteurs
cornéens apres les stimuli chimiques mais pas apres les stimuli mécaniques. Les auteurs
concluent que I’effet anesthésique des AINS sur la cornée pourrait s’expliquer en partie par
un effet direct des ces molécules sur la genese des potentiels d’action des fibres sensitives et
donc leur seuil d’excitabilité. Les auteurs ont aussi remarqué que, immédiatement apres

I’installation d’une goutte de ces différents médicaments, une bréve décharge de potentiels
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d’action était observable, ce qui pourrait expliquer la sensation de briilure ressentie parfois

chez I’homme au moment de 1’application.

A notre connaissance, une seule étude (Montgomery et al, 2006) sur la sensibilité de la
cornée et sa relation avec les AINS a été réalisee chez le chien. La sensibilité de la cornée a
été mesurée avec un esthésiométre de Cochet-Bonnet sur 24 chiens sains, avant et apres
application de trois gouttes de diclofénac 0,1% sur un ceil et de son excipient sur I’autre ceil.
Une diminution significative de la sensibilité cornéenne apres traitement a été observée pour
chaque groupe. Cette diminution était plus importante pour le groupe ayant recu le diclofénac
mais cette différence n’étais pas significative. Il n’apparait donc pas clairement, a la vue de
cette étude, si la baisse de la sensibilité cornéenne est imputable au diclofénac lui-méme ou a

son excipient.

1.9 Effets secondaires des AINS en collyre

L’effet secondaire le plus fréquemment observé avec I’utilisation des AINS en collyre
est une sensation de brlilure passagere lors de I’application de la goutte, qui se caractérise par
un blépharospasme, une hyperhémie conjonctivale et un épiphora. Ainsi, les études de
pharmacovigilance au Japon, apres la mise sur le marché du sodium de bromfénac, ont
rapporté un taux d’irritation locale de 0,15% (Donnenfeld, 2006). Une autre étude
(Henderson, 2011) a montré que la sécurité d’utilisation du bromfénac 0,09% aprés une
chirurgie de la cataracte avec implant était la méme que lors de 1’utilisation du placebo ; les
effets secondaires observés étant parfois moindres dans le groupe traité que dans le groupe
placebo. Ces effets indésirables comprenaient une inflammation oculaire (11,8% vs 13,9%),
une hyperhémie conjonctivale (8,5% vs 3,7%), une douleur oculaire (8,2% vs 14,5%) et la
sensation de corps étranger (8,2% vs 8%). Avec une incidence bien moindre (inférieure a 1%),
un cedéme maculaire a été observé sans prédisposition pour le groupe traité avec le bromfénac
(0,7% vs 1,4%).

L’utilisation du diclofénac en postopératoire est parfois associée au développement
d’érosions cornéennes (Gaynes, 2002). Cette observation a aussi €té retrouvée avec

I’utilisation du kétorolac (Mian, 2006) apres kératectomie photorefractive. De méme,
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’utilisation postopératoire du bromfénac en collyre est associée a un taux de 0,41%
d’érosions cornéennes (Donnenfeld, 2006). Dans une étude portant sur 6 ans, le taux d’effets
secondaires graves rencontrés apres utilisation de bromfénac était de 0,0002%. (Donnenfeld,
2006). lls comprenaient 5 ulceres cornéens, 3 erosions cornéennes, 3 perforations cornéennes,
3 infiltrations cornéennes et 2 cas d’amincissement cornéen. Le mécanisme a 1’origine de ces
effets secondaires n’est pas totalement identifié¢, mais il a été montré qu’il y avait un lien avec
I’hyperexpression d’une enzyme, la métalloprotéinase 8, au sein de 1’épithélium cornéen, et

qui serait responsable de kératomalacie (Reviglio, 2003).

Un retard de la cicatrisation cornéenne apres une chirurgie ou un traumatisme a aussi été
évoque comme effet secondaire des AINS utilises sous forme topique. Ayaki et al. (2010) ont
étudié la cytotoxicité de différents antibiotiques et anti-inflammatoires, utilisés couramment
en postopératoire apres une chirurgie oculaire, sur des cellules d’épithélium cornéen de lapin
et de bovin, ainsi que sur des cellules conjonctivales humaines. Cette étude a montré que la
toxicité des anti-inflammatoires, dont le bromfénac et le diclofénac, est en partie dose
dépendante. Elle est aussi liée a la présence des conservateurs dans les collyres, en particulier
le chlorure de benzalkonium, présent notamment dans le Xibrom®, collyre a base de
bromfénac 0,1%. Dans le cadre de cette étude, le diclofénac et le bromfénac ont aussi été
utilisés sans conservateur. On peut conclure de ces résultats que le bromfénac sans
conservateur est moins cytotoxique que le diclofénac sans conservateur. Cependant, les
formulations commerciales de diclofénac et de bromfénac contenant des conservateurs sont

équivalentes en termes de toxicité cellulaire.

On retrouve des résultats identiques dans 1’étude de Qu et al. (2011) ayant pour but
d’évaluer la toxicité sur des cellules épithéliales humaines de 4 collyres anti-inflammatoires,
dont le bromfénac et le diclofénac. Les résultats montrent que le diclofénac est plus toxique
que les trois autres collyres. C’est I’anti-inflammatoire qui diminue le plus la prolifération
cellulaire et la migration cellulaire et qui entraine le plus rapidement des effets cytotoxiques.
A Topposé, le bromfénac apparait étre le plus slr d’utilisation, avec le moins d’effets
cytotoxiques. Cette étude a montré, tout comme celle d’Ayaki et al. (2010), que la toxicité
locale des AINS est dose dépendante. De méme, il suggére un role cytotoxique des
conservateurs presents dans les collyres car, en comparant les formes commercialisées de
bromfénac et de diclofénac avec les principes actifs seuls, aucun effet cytotoxique n’a été

retrouvé avec ces derniers. Une étude plus ancienne (Pfister, 1976) avait déja montré I’effet
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deélétere du chlorure de benzalkonium sur des cornées de lapins et d’humains et 1’avait

attribué a un effet détergent sur la membrane plasmique des cellules épithéliales.

Dans un modele ex-vivo sur des cornées fraiches de porcs, Xu et al (2011) ont comparé
I’effet de différentes formulations de kétorolac, du bromfénac 0,09% et du népafenac 0,1%
sur le retard de cicatrisation cornéenne. Les formulations commerciales du bromfénac
(Xibrom ®), du népafénac (Nevanac®), du kétorolac 0,4% (Acular®) et 0,5% (Acular® LD)
ont été utilisées. Elles contenaient toutes, a différentes concentrations, du chlorure de
benzalkonium comme conservateur. Une nouvelle formulation du kétorolac (Acuvail®),
dépourvue de ce conservateur, a aussi été utilisée. La cicatrisation cornéenne était
significativement moins ralentie pour la formule dépourvue de chlorure de benzalkonium que
pour tous les autres collyres. L’étude a aussi montré que c’était le Nevanac®, contenant la
plus forte concentration de chlorure de benzalkonium, qui retardait le plus la cicatrisation de

la cornée.

Enfin, lors de I’utilisation des AINS en préopératoire (prévention du myosis et des
effets inflammatoires liés au geste chirurgical par exemple), des saignements oculaires plus
important peuvent étre observés pendant la chirurgie. De plus, les AINS peuvent entrainer une
augmentation de la pression intraoculaire sur 1’ceil traité, ce qui doit étre pris en considération

chez les chiens ayant une prédisposition au glaucome primaire ou secondaire (Regnier, 2007).
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2 Etude expérimentale de I’effet analgésique cornéen du

bromfénac en collyre chez le chien.

2.1 Criteres d’inclusion

L’étude esthésiométrique a été faite avec 20 beagles femelles cliniquement saines,
appartenant au laboratoire de 1’unité de Physiologie-Pharmacologie de 1’Ecole Nationale
Vétérinaire de Toulouse. L’age des animaux variait de 1 & 6 ans avec une moyenne a 2,22 +
1,3 ans et une médiane a 1,75 ans (cf. annexe 2). Tous les chiens étant de race Beagle, ils

avaient donc une conformation de type dolichocéphale.

Avant chaque série de mesures, tous les animaux inclus dans 1’étude ont été soumis a un
examen clinique général, ainsi qu’a un examen ophtalmologique complet & I’aide d’une lampe
a fente binoculaire (SL-15, Kowa Company, Tokyo, Japon), d’un test de Schirmer I (Virbac
S.A., Carros cedex, France) afin d’obtenir une évaluation semi-quantitative de la sécrétion
lacrymale, et d’une mesure de la pression intraoculaire (Tonovet®, Icare, Finlande). Un

examen ophtalmoscopique indirect binoculaire a aussi été réalisé sur tous les chiens.

Les 20 chiens ainsi examinés ne montraient aucun signe d’affection générale et oculaire

et ont donc été retenus pour cette étude.

2.2 Traitement au bromfénac sodique 0,09% en collyre

La forme commerciale du bromfénac sodique 0,09%, le Yellox® (cf photo 1), a été

utilisée dans cette étude.
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YELLOX

09mg/ml
collyreen
solution
Bromfénac

Voie
ophtalmique.

1x5m!

#E CROMA

Photo 1 : Flacon de Yellox®
CROMA, Berlin, Allemagne.

Le choix de I’ceil qui devait étre traité avec le bromfénac s’est fait par tirage au sort
(pile ou face) pour chaque chien. L’ceil controlatéral a servi de témoin. Ainsi, onze yeux

gauches et neuf yeux droits ont recu le traitement au bromfénac.

Le protocole consistait en 1’application de 4 gouttes, a 5 minutes d’intervalle, de
Yellox® pour les yeux traités, et du méme volume de larmes artificielles (Larmes artificielles
Martinet®) dans I’ceil controlatéral pour servir de controle. Les larmes artificielles choisies
contenaient du chlorure de sodium a 1,4% ainsi qu’un conservateur, le chlorure de

benzalkonium, aussi présent dans le Yellox®.
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Larmes
Artificielles®

MARTINET
1,4 POUR CENT

VOIE LOCALE

EN INSTILLATION OCULAIRE Larmes

Artificielle

Photo 2 : Flacon de larmes artificielles.
EXCELVISION, Annonay, France

2.3 Mesure de la sensibilité cornéenne

Un esthésiomeétre de Cochet-Bonnet (Luneau ophtalmologie, Chartres cedex, France)
avec un filament de nylon d’un diamétre de section de 0,12 mm a été utilisé pour mesurer la
sensibilité de la zone centrale de la cornée (photo 3). La longueur du filament pouvait varier
entre 0 et 6 cm, correspondant a des valeurs de pression exercée a la surface de la cornée
allant de 0,4 & 15,9 g/mmz2 (Annexe 1).

Photo 3 : Esthésiométre de Cochet-Bonnet.
Cylindre contenant le filament de nylon de 0,12 mm de diamétre. La molette permet de faire varier la
longueur du filament dont la valeur est donnée en cm.
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Deux investigateurs ont participé a la phase animale de cette étude. Pour chaque
mesure, le premier opérateur reéalisait les traitements ainsi que la contention du chien tandis
que le deuxiéme, muni de lunettes binoculaires (grossissement 2,5x, Heine Optotechnik
GmbH & Co, Herrsching, Allemangne), mesurait la sensibilit¢ des deux cornées avec
I’esthésiométre, sans savoir quel ceil avait été traité. Le méme opérateur a réalisé toutes les

mesures.

Le filament de 1’esthésiométre était avancé au contact du centre de la cornée, de fagon
perpendiculaire, jusqu’a ce qu’une légeére courbure du filament soit visible (photo 4). On
définit le seuil de sensibilité cornéenne comme la longueur du filament en centimetres qui

entraine un réflexe de clignement lors d’au moins trois stimulations mécaniques sur cing.

Photo 4 : Utilisation de I’esthésiométre. Le fil de nylon est appliqué perpendiculairement a la cornée
jusqu’a une légére courbure du filament (visible sur la photo) apparaisse.

Pour chaqgue chien, le seuil de base de la sensibilité cornéenne a été mesuré dix minutes
et juste avant le début du protocole de traitement avec le bromfénac et les larmes artificielles.
Les valeurs basales ont été établies comme suit : le filament a été utilisé a sa longueur
maximale (6 cm) pour la premiere mesure, puis réduit par intervalles de 0,5 cm a chaque
nouvelle mesure jusqu’a atteindre I’apparition des clignements réflexes déterminant le seuil

de sensibilité cornéenne.

La sensibilité cornéenne a ensuite été mesurée 5, 10, 15, 30, 45, 60 et 90 minutes apres

la derniére instillation des 2 collyres. La longueur de départ du filament de I’esthésiometre a

été choisie en reprenant la valeur obtenue pour le seuil de sensibilité de base et en
45



I’augmentant d’un centimétre. La meéthode pour la mesure a été la méme que pour la

sensibilité de base.

2.4 Analyse statistigue des données

L’analyse statistique de I’ensemble des données expérimentales a été réalisée a ’aide du

logiciel Microsoft EXCEL.

La sensibilité cornéenne a éte assimilée au seuil de sensibilité cornéenne, défini par la
pression exercée par I’extrémité libre du filament de 1’esthésiométre sur la cornée déclenchant
une réponse de clignement dans au moins trois des cing stimulations effectuées. La longueur
du filament de I’esthésiométre correspondant a cette pression a été la mesure retenue comme

la sensibilité cornéenne basale. Cette valeur a été conservée tout au long de 1’analyse.

Un modele linéaire en mesures répétées a été utilisé pour comparer 1’évolution au cours
du temps de la sensibilité cornéenne entre les deux groupes d’yeux (traités vs contréles). Pour
chaque chien et pour chaque temps expérimental, la différence entre la longueur du filament
obtenue pour 1’ceil contréle et pour ’ceil traité a été calculée (Contrdle — Traité). Les valeurs
obtenues ont été mises sous forme de tableau. La moyenne de ces valeurs ainsi que 1’erreur
standard, correspondant a I’écart-type divisé par la racine carrée de 1’effectif, a été calculée
pour chaque temps expérimental. La moyenne des valeurs Contrble — Traité a été encadrée par

+/- deux fois I’erreur standard, nous donnant les trois courbes présentes dans le graphique 1.
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Graphique 1 : Valeurs moyennes de la différence entre la longueur du filament obtenu pour I'ceil
contréle et pour I'ceil traité, pour chaque temps expérimental (courbe bleue). Ces moyennes sont
encadrées par +/- deux fois I’erreur standard (courbes rouge et verte), délimitant ainsi une zone
prenant en compte les erreurs liées aux mesures expérimentales.

L'erreur standard est une estimation de I'écart type lié a I'erreur de la mesure (erreur
expérimentale). L'erreur standard est considérée comme lI'écart-type de la distribution
(théorique) de toutes les erreurs qui seraient commises au cours des mesures. Cette

distribution des erreurs est estimée normale (gaussienne).

Si la valeur obtenue en faisant la moyenne des différences entre la longueur du filament
pour I’ceil controle et I’ceil traité est 0, cela signifie qu’il n’y a pas de différence entre la
sensibilité cornéenne obtenue apres traitement ou aprés placebo. Si cette valeur est positive,
cela signifie que ’ceil traité est moins sensible que 1’ceil contrdle car il aura fallu une longueur
de filament plus courte pour induire une réponse. A I’inverse, si la valeur est négative, cela

signifie que I’ceil traité est plus sensible que 1’ceil témoin.

Dans notre étude, pour chaque temps expérimental, la valeur moyenne (courbe bleue)
est centrée autour de la valeur 0, et cette valeur nulle est comprise entre les deux courbes
(rouge et verte) délimitant les valeurs que 1’on aurait pu obtenir en prenant en compte les
erreurs de mesure. Cela signifie qu’il n’y a pas de différence significative entre les yeux

traités et les yeux contrdles au cours du temps.
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2.5 Résultats

Les résultats de toutes les mesures réalisées ont été récapitulés dans un tableau (cf
annexe 3).

Pour I’ensemble des 20 chiens (40 yeux) de notre étude, et pour les temps T-10 et To, la
sensibilité cornéenne moyenne de base observée dans notre étude était de 1,23 + 0,34 cm,
avec une médiane a 1 cm.

L’évolution de la moyenne de la sensibilit¢ cornéenne au cours de la période
d’observation avant et aprés administration des collyres (bromfénac vs larmes artificielles) est

représentée dans le graphique 2.

1,4

12 ::k

Longueurdu filament(en cm)

1

0,8
T-10 T0 5 T15 T30 T45 T60 T90
=—4—Controle 1,2 1,225 1,125 1,175 1,125 1,05 11 11
=l—=Traité 1,275 1,25 1,175 1,1 1,15 1,1 1,15 1,05

Graphique 2 : Evolution de la sensibilité cornéenne (longueurs moyenne du filament de
I'esthésiometre) au cours du temps obtenue apres instillation de 4 gouttes de sodium de bromfénac
0,09% (courbe rouge) ou de 4 gouttes de larmes artificielles (courbe bleue).

Comme cela a été dit lors de I’analyse statistique, il n’y a pas de différence significative
pour la sensibilité cornéenne au cours du temps entre les yeux ayant recu le traitement au

bromfénac et les yeux controles.
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Lors des examens ophtalmologiques réalisés a la fin des manipulations, aucun signe
d’intolérance locale (hyperhémie conjonctivale, épiphora ou blépharospasme) n’a été observeé.

Une faible prise de fluorescéine a été observée sur deux yeux traités et un ceil témoin.
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3 Discussion

Les AINS en collyre sont fréquemment utilisés en médecine humaine, en particulier
dans le but de diminuer les signes d’inflammation oculaire inhérente aprés un traitement
chirurgical tel que I’opération de la cataracte ou les kératectomies réfractives par exemple. Il
s’est avéré par ailleurs, que suite a ces traitements, les patients semblaient éprouver un plus
grand confort oculaire. De nombreuses études (Zaidman, 1995 ; Seitz, 1996 ; Aragona, 2000 ;
Acosta, 2005 ; Singer, 2015) ont montré que cet effet pouvait s’expliquer par la capacité des

AINS en topique a diminuer la sensibilité de la cornée chez I’homme.

En médecine vétérinaire, il semble que ’utilisation des AINS en collyre soit plus limité,
mais tende a se développer. Son indication principale est la préparation de I’ceil a la chirurgie
de la cataracte. A notre connaissance, une seule étude (Montgomery, 2006) a montré une
diminution de la sensibilité cornéenne chez le chien apres instillation de diclofénac, bien qu’il
n’apparaisse pas clairement que cet effet ne soit pas aussi imputable a I’excipient de la
formulation. Notre étude visait donc a déterminer la capacité du bromfénac 0,09% a diminuer

la sensibilité de la cornée chez le chien adulte sain.

Notre étude a été faite avec 20 chiens dolichocéphales en bonne santé et ne présentant
aucune anomalie a I’examen ophtalmologique. Pour chaque ceil, la sensibilité de la cornée a
été évaluée en son centre, a ’aide d’un esthésiométre de Cochet-Bonnet, dans des conditions
identiques de température et d’humidité. Dans le but de limiter les biais de mesure, un seul
opérateur, aveugle quant aux traitements administrés, a réalisé toutes les mesures. Il était
équipé de lunettes loupe afin de visualiser correctement I’application de I’extrémité du
filament sur la cornée. La longueur du filament de 1’esthésiométre entrainant au moins 3
clignements reflexes sur 5 attouchements a été retenue comme évaluation du seuil de
sensibilité cornéenne et a été utilisée pour les données chiffrées de notre étude. 1l a été décidé
de ne pas convertir la longueur du filament en pression exercée a la surface de la cornée car il
a été montré que cette extrapolation était une source d’erreurs quand elle est appliquée a des

moyennes puisqu’il n’existe pas de relation de proportionnalité entre les deux (Trost, 2007).

A la fin des mesures, chaque ceil a eu un test de coloration a la fluorescéine et au rose
Bengale afin de contrdler la présence eventuelle de lésions cornéennes imputables a

I’utilisation de I’esthésiometre ou a une possible toxicité du bromfénac. Sur I’ensemble des 20
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chiens de 1’¢tude, trois chiens ont présenté une prise diffuse de la fluorescéine, deux sur I’ceil

ayant regu le bromfénac et un sur 1’ceil ayant recu les larmes artificielles.

Dans notre étude, la sensibilité cornéenne basale moyenne a été mesurée a 1,23 + 0,34
cm. Cette valeur est cohérente avec celles publiées préalablement dans les études de Barret et
al. (1991) et de Douet et al. (2013) qui donnaient respectivement des valeurs de 1,55 £ 0,54
cm pour le premier et de 1,54 % 0,4 cm pour le second. Des valeurs plus faibles avaient été
mesurées dans 1’étude de Kim et al. (2013) pour laquelle une moyenne de 0,925 + 0,674 cm a
été publiée. Pour chacune de ces études réalisées avec 1’esthésiomeétre de Cochet-Bonnet, les
chiens utilisés étaient aussi de race beagle. Les différences observées dans la mesure de la
sensibilité cornéenne non liee a une différence de conformation céphalique, peuvent
s’expliquer par plusieurs facteurs tels que les variations individuelles, I’erreur expérimentale
liece aux différents manipulateurs et la difficulté a réaliser ces mesures. Comme il a été
souligné dans I’é¢tude de Barrett et al. (1991) la mesure de la sensibilité cornéenne est difficile
a réaliser chez le chien pour des raisons telles que les mouvements volontaires et involontaires
du globe oculaire ou le manque de coopération du sujet nécessitant une contention plus ferme
pouvant générer de l’anxiété. De méme, la vision du filament ou du manche de
I’esthésiométre peut induire une réponse de clignement a la menace. En effet, Bonnet et
Millodot (1966) ont montré que chez I’homme, les sujets clignaient des paupicres plus
souvent en ambiance lumineuse qu’a 1’obscurité. La vision de I’instrument s’approchant de
I’ceil pourrait donc étre un biais dans l’interprétation du clignement réponse. De plus, la
fréquence des clignements réflexes des paupicres étant d’environ 14 clignements/min chez le
chien, il est possible que certains de ceux-ci soient interprétés, a tort, comme une réponse au
toucher du filament sur la cornée. Cependant, il faut souligner que ces événements sont
aléatoires par rapport aux stimulations répétées de la cornée par le fil de nylon, et que s’ils
avaient interféré avec nos mesures, nous aurions vraisemblablement trouve des valeurs de

sensibilité cornéenne plus élevées que celles des autres études publiées.

D’aprés nos résultats, il semble que le bromfénac en collyre ne modifie pas
significativement la sensibilité cornéenne dans les 90 minutes suivant son application chez le
chien sain. Nos résultats ne viennent donc pas corroborer ceux de Montgomery et al (2006)
qui ont constaté une diminution de la sensibilité cornéenne aprées administration de diclofénac
en collyre. Comme dit précédemment, chez ’homme en revanche, plusieurs études menées
chez des sujets sains et a I’aide d’un esthésiométre de Cochet-Bonnet ont montré un effet

significatif de différents AINS en collyre sur la sensibilité de la cornée. Cela a été observé
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avec le diclofénac (Zaidman et al. 1995, Aragona et al. 2000, Acosta et al. 2005) et le
kétorolac (Seitz et al 1996), responsables d’une baisse de la sensibilité cornéenne dans les 15
a 60 minutes suivant leur application. A notre connaissance, seules 2 études ont été
consacrées a l’évaluation de D’effet analgésique cornéen du bromfénac en collyre chez
I’homme (Yanai, 2013 ; Singer, 2015). Singer (2015) a constaté une baisse significative de la
sensibilit¢ cornéenne immédiatement apres instillation du collyre et persistant jusqu’a une
heure. A I’inverse, Yanai (2013) n’a pas trouvé de diminution significative de la sensibilité de
la cornée immédiatement apres instillation de bromfénac ni méme au cours d’un traitement de
28 jours. Aucune de ces études, n’a été réalisée sur des sujets montrant des signes
d’inflammation cornéenne ou venant de subir une chirurgie cornéenne ou endoculaire. L’effet
des AINS sur la sensibilité de la cornée n’est donc pas connu dans ces cas-la. 1l serait aussi
intéressant de réaliser le méme type de protocole chez le chien, en postopératoire immédiat
d’une chirurgie de la cataracte par exemple, pour évaluer si les résultats observés seraient

différents de ceux obtenus dans la présente étude.

Une premicre hypothése pour expliquer 1’absence de résultats significatifs dans notre
¢tude est la dispersion des valeurs mesurées qui fait que ’erreur expérimentale reste
supérieure aux variations potentielles induites par le traitement, et donc masque ces derniéres.
Pour I’homme, il est précisé dans certaines études (Seitz, 1996 ; Singer, 2015) qu’une réponse
est considérée comme positive a I’attouchement cornéen si le sujet exprime verbalement qu’il
a senti le filament au contact de sa cornée et non pas sur le clignement palpébral
éventuellement induit. Bien que cela n’ait pas ét¢ démontré, il est tout a fait possible pour un
sujet de ressentir le filament en nylon entrant en contact avec sa cornée sans que cela soit
suffisant pour déclencher un réflexe de clignement palpébral. 11 n’est évidemment pas

possible d’obtenir ce degré de précision chez le chien.

Enfin il n’est pas encore évident de savoir s’il est bénéfique ou non d’avoir un effet
anesthésique des AINS en collyre sur la cornée aprés une chirurgie oculaire. Une diminution
de la sensibilité cornéenne permettrait de diminuer la douleur postopératoire, ce qui est
important pour le confort du patient mais aussi pour éviter la survenue de complications liées
a des traumatismes auto-infligés suite a la géne ressentie. Cependant, la sécurité d’emploi des
AINS en collyre, et dans notre cas, du bromfénac, n’est pas encore complétement établie.
Quelques cas de fonte stromale ont été rapportés apres utilisation de bromfénac en collyre
chez I’homme (Asai, 2006 ; Isawi, 2007 ; Prasher, 2012). 1l faut toutefois préciser que pour

chacun des 5 cas, il y avait des facteurs de risques tels qu’un age avancé (4 cas), une chirurgie
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oculaire récente (3 cas), une affection cornéenne associée a une insuffisance lacrymale (2
cas), une kératopathie bulleuse (1 cas) et un ulcere cornéen surinfecté (1 cas). La fonte
stromale a été diagnostiquée pour des durées de traitement allant de 5 a 40 jours. D’autres
études chez ’homme ont montré, a I’inverse que le bromfénac en collyre est str d’utilisation
sur le long terme. Ainsi, Uchio et al. (2007) n’ont pas rencontré d’effets secondaires graves
sur des patients ayant une kératoconjonctivite vernale et ayant été traités pendant 21 mois en
moyenne. De méme, Yanai et al. (2013) n’ont pas noté de complications aprés 28 jours de
traitement biquotidien sur des sujets sains. Dans notre étude, une discréte prise centrale de la
fluorescéine a été observée sur 2 yeux traités avec le bromfénac et sur un ceil avec les larmes
artificielles, et aucun signe d’hyperhémie conjonctivale ou d’irritation oculaire n’a été noté.
Un effet délétere du bromfénac ne peut étre exclu, méme si cet effet nocif sur la cornée peut
aussi étre lié a I’utilisation de 1’esthésiométre de Cochet-Bonnet ou au chlorure de
benzalkonium, présent dans les deux solutions utilisées. Notre observation, doit cependant
inciter a utiliser les AINS en collyre en surveillant attentivement d’éventuels effets

secondaires, en particulier en postopératoire ou en cas d’affection cornéenne préexistante.

Notre étude avait pour objectif d’évaluer 1’effet du bromfénac 0,09% en collyre sur la
sensibilité de la cornée du chien sain. Aucune diminution significative de la sensibilité n’a été
démontrée, pour chaque temps expérimental, que ce soit avec le collyre de bromfénac 0,09%
ou celui des larmes artificielles utilise comme placebo. Aucun effet indésirable marqué n’a été
identifi¢ sur I’ensemble des chiens de 1’é¢tude. Ces données concernent des chiens de
conformation dolichocéphales sans anomalie a I’examen clinique et ophtalmologique. Il serait
intéressant, au vue des précédentes études sur 1’esthésiométrie cornéenne, de réaliser des
mesures complémentaires sur des chiens brachycéphales ou présentant une affection oculaire
et/ou systémique, afin d’évaluer si le bromfénac en collyre a un impact sur la sensibilité

cornéenne de ces chiens ou des effets déléteres plus marqués.
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CONCLUSION

En ophtalmologie vétérinaire, 1’utilisation des AINS en collyre se limite principalement
a la préparation a la chirurgie de la cataracte chez le chien, alors qu’ils sont fréquemment
utilisés en médecine humaine, particulierement en traitement postopératoire. De nombreuses
¢tudes montrent que les AINS en collyre permettent aussi d’obtenir un certain degré
d’analgésie cornéenne. Cet effet analgésique peut s’expliquer par une diminution locale de la
production de prostaglandines grace a I’effet COX inhibiteur des AINS, mais aussi par une

action directe sur les fibres nerveuses sensitives de la cornée.

Différentes études chez ’homme montrent une diminution de la sensibilité cornéenne
dans les minutes suivant 1’application topique de certains AINS. Ceci a particuliérement été
bien étudié pour le diclofénac, mais cet effet a aussi éte observé pour le kétorolac,

I’indométacine et le bromfénac.

Notre étude n’a pas montré de diminution significative de la sensibilité cornéenne chez
le chien sain dans les 90 minutes suivant ’application de bromfénac 0,09 % en collyre. Ces
résultats doivent €tre nuancés par I’impossibilité d’obtenir un degré de précision ¢élevé lors des
mesures esthésiometriques en médecine vétérinaire. Aucun effet secondaire n’a été observé au
cours de I’étude ; le bromfénac 0,09 % en collyre apparait donc sir d’utilisation sur des

cornées saines.
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ANNEXES

Longueur du filament (mm) 60 | 55 50 | 45 | 40 | 35 30 | 25 20 15 10 5
Valeur moyenne des 5 |55 6 | 8 |95]|115|155| 20 |31,5| 58 | 116 | 180
pressions (mg/s)

Valeur moyenne des 0405|0507/ 08| 1 |14]|18)|28]|51]103]159
pressions (mg/s)

Section du fil de Nylon S=0.0113 mm? soit un diamétre de 0,12 mm.
Valeurs mesurées dans des conditions d’humidité et de température contrélées.

Annexe 1 : Table de conversion de la longueur du filament de I’esthésiomeétre en pression exercée

sur la surface de la cornée

N° Chien | Sexe Poids Age (an)
1 F Surpoids 6
2 F Normal 1
3 F Normal 1
4 F Normal 1,75
5 F Normal 1
6 F Normal 3,8
7 F Normal 3,9
8 F Normal 3,9
9 F Normal 1,6
10 F Normal 1,6
11 F Normal 1,4
12 F Normal 1,4
13 F Normal 1,75
14 F Normal 1,4
15 F Normal 2,25
16 F Surpoids 2,25
17 F Normal 1,75
18 F Normal 1,25
19 F Normal 2,75
20 F Normal 2,75

Annexe 2 : Données épidémiologiques
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Chien il T-10 TO TS5 T15 T30 T45 T60 T90
1 oD 1 1 1 1,5 1 1 1,5 1,5
0G 1 1 1,5 1 1,5 1,5 0,5 0,5
2 oD 2 1,5 1,5 2 1,5 1,5 1,5 2
0G 1,5 2 2 1,5 2 1,5 2 1
3 oD 1,5 2 1,5 1 1 1 1 1
0G 2 1,5 1,5 1,5 1 1 1 1
4 0G 1 2 1,5 1,5 1,5 1,5 1 1
oD 1,5 1,5 1 1 1 1 1 1
5 0G 1,5 1,5 1,5 1,5 2 2 1,5 1,5
oD 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
6 oD 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1
0G 1,5 1,5 1,5 1 1 1,5 1,5 1
7 oD 1 1 1,5 1,5 1,5 1 1 1,5
0G 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1 1 1,5
8 0G 1,5 1,5 1,5 1,5 1 1 1 1,5
oD 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
9 oD 1,5 1,5 0,5 1 1 1,5 1 1
0G 1,5 1,5 1 1 1 1 1,5 1
10 0G 1 1 1 1 1 1 1 1
oD 1 1 1,5 1 1 1 1 1
11 oD 1 0,5 0,5 0 0,5 0 0,5 0,5
0G 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 1,5 0,5
12 0G 1 1 1 1 1 0,5 1 1
oD 1 1 1 0,5 1 0,5 1 1
13 oD 1 1 0,5 0,5 0,5 1 0,5 0,5
0G 1 1 0,5 1 1 1 1 1
14 0G 1 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
oD 1,5 1 0,5 1 0,5 0,5 0,5 0,5
15 0G 1 1 1 1 0,5 0,5 1 1
oD 1 1 1 0,5 1 1 1 1
16 0G 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1 1,5 1,5
oD 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
17 oD 0,5 1 1 1 1 1 1 1
0G 1 1 1 1 1 1 1 1
18 oD 1,5 1 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1
0G 1,5 1,5 1 1 1,5 1,5 1,5 1,5
19 0G 1 1 1 1,5 1 1 1 1
oD 1 1 1 1,5 1 1 1 1
20 oD 1 1 1 1 1 0,5 1 1
0G 1 1 1 1 1 1 1 1

Annexe 3: Résultats des mesures obtenues aprés application de 4 gouttes de bromfénac 0,1% (ceil
traité) ou de larmes physiologiques (ceil témoin).
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