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A. INTRODUCTION

La toux est un motif de consultation fréquent auprés des médecins généralistes
et spécialistes. La prévalence des consultations pour toux chronique (définie par une
durée supérieure a 8 semaines) en Europe et aux Etats Unis est estimée a 6% chez
le médecin généraliste et de 10 a 30% chez le pneumologue (Chung and Pavord,
2008). Certaines études européennes ont retrouvé une prévalence plus élevée de la
toux séche chez la femme (6,2% vs 4,6% chez 'homme dans la population
britannique) (Ford et al., 2006; Janson et al., 2001).

La toux peut étre le symptdme de tres diverses pathologies respiratoires telles
que I'asthme, la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) ou la fibrose
pulmonaire mais elle peut avoir d’autres origines : digestive (ex. reflux gastro-
oesophagien), ORL (ex. syndrome de rhinorrhée postérieure), médicamenteuse (ex.
inhibiteurs de l'enzyme de conversion), toxique (ex. tabac, pollution aérienne
extérieure, en particulier par les particules PM10), allergique, ou encore
psychologique. Souvent négligée par le patient, la toux ne commence a étre prise en
compte que lorsqu’elle devient chronique et elle peut devenir une maladie invalidante
avec retentissement important sur la qualité de vie des patients (Didier, 2015).

A ce jour, il n'y a pas d’enquéte récente sur la prévalence de la toux en France.
Selon I'étude francaise E3N chez la femme en période péri-ménopausique et
meénopausique selon les auto-questionnaires la prévalence de la toux chronique est
de 12,9% chez les asthmatiques (n=364) et de 5,6% chez les patientes non-
asthmatiques (n=377) comparables aux résultats de I'étude EGEA sur des familles
d’asthmatiques avec 12,3% de toux chroniques chez les asthmatiques (n=818) vs
5,7% chez les non-asthmatiques (n=1048). Ces résultats viennent confirmer ainsi la
forte association entre toux chronique et asthme, et jusitfient que I'asthme doit étre
systématiquement recherché devant une toux chronique (Kauffmann and Varraso,
2011).

Indépendamment de I'asthme et de la rhinite allergique, causes reconnues de
toux, certains auteurs identifient une entité appelée dans la littérature anglo-saxonne
« atopic cough » (Magni et al., 2010), définie par la présence d’'une toux survenant
chez un patient atopique (éosinophilie sanguine ou bronchique, élévation des Ig E

totales a plus de 200 Ul/ml, tests cutanés aux pneumallergénes positifs avec des
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elévations des Ig E spécifiques pour ces mémes pneumallergenes) mais sans avoir
des critéres cliniques ou fonctionnels d’asthme ou d’atteinte ORL (Fujimura et al.,
2003).

Si le clinicien aborde la toux comme une maladie pour laquelle il faut trouver
non seulement une étiologie, mais aussi un traitement adapté (tache difficile étant
donné la multitude de causes et I'absence de traitements réellement efficaces si pas
d’identification étiologique formelle), le physiologiste est surtout intéressé par les
meécanismes physiopathologiques qui sont a 'origine de ce réflexe.

Historiquement, la toux a été clairement décrite en 1840 par Williams, en
provoquant un puissant effort expiratoire associé a une fermeture de glotte, par
'insertion de son propre doigt dans le larynx d'un chien non anesthésié
(Widdicombe, 2006). Les trois phases de la toux ont alors été identifiées et décrites :
phase inspiratoire, phase d’effort expiratoire a glotte fermée et phase expiratoire
expulsive avec ouverture de la glotte, accompagnée d’un son. Suite a des travaux
ultérieurs, les réponses de défense respiratoire ont été différenciés en réflexe de
toux (RT) et en réflexe expiratoire (RE), en fonction de la préexistence ou non d’une
bréve période d’inspiration initiale (Fontana and Widdicombe, 2007; Korpas, 1972).

La toux est une activité réflexe répondant a un arc réflexe, ayant un mécanisme
de réponse intégrée faisant intervenir un centre nerveux, des récepteurs, des voies
afférentes, efférentes et des effecteurs. En tant que réflexe de défense respiratoire,
sa fonction premiere est de protéger les voies aériennes d’une agression : corps
étranger, sécrétions. De nombreux stimuli peuvent étre a l'origine de la toux :
stimulation mécanique trachéale, accumulation de sécrétions, aspiration, particules
solides, capsaicine, bradykinine, variation de la température, allergénes ainsi que les
modifications a 'origine d’une altération du pH ou de la tonicité du liquide bronchique
(Didier, 2015).

Le réflexe de toux débute par I'activation de récepteurs spécifiques localisés
dans les voies aériennes classés en trois catégories : les récepteurs des fibres Ad du
type « Slowly Adapting Receptors » (SARs) et du type « Rapidly Adapting
Receptors » (RARs) et les récepteurs de fibres C (Didier, 2015). L’activation de ces
récepteurs va générer des potentiels d’action qui seront véhiculés par les voies
afférentes vagale, trigéminée et de la racine dorsale jusqu’au noyau du tractus
solitaire (NTS) dans le tronc cérébral (Didier, 2015). Il existe de nombreuses

connexions corticales ou avec les noyaux des neurones respiratoires. Il y a plusieurs
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régions cérébrales qui interviennent dans la modulation de la toux, comme démontré
par des études d’'imagerie cérébrale fonctionnelle avec inhalation de capsaicine :
cortex sensoriel primitif, cortex insulaire, cortex cingulaire antérieur et régions
cérébelleuses (Chung and Pavord, 2008). Les voies efférentes empruntent le nerf
phrénique pour le diaphragme, les nerfs spinaux pour les muscles expiratoires et les
nerfs laryngés pour la glotte, permettant I'effort moteur de toux via des motoneurones
effecteurs (Chung and Widdicombe, 2009).

Malgré les multiples recherches dans le domaine de la toux, les mécanismes
physiopathologiques sont loin d’étre clairs, surtout sur le role joué par I'inflammation
bronchique a éosinophiles dans 'augmentation de la sensibilité de la toux et le role
de I'exercice dans la modulation de ce réflexe.

Ce travail est structuré en deux parties. La premiére partie est constituée d’'une
revue de la littérature sur les connaissances actuelles a propos de la toux
(mécanismes, physiopathologie), les interactions entre I'inflammation bronchique a
éosinophiles et la toux et le réle de I'exercice dans la modulation de la toux. Dans la
seconde partie, nous présentons les résultats de notre étude originale sur la
modulation par lI'exercice de la réponse défensive a une stimulation trachéale
meécanique, sur un modele animal sensibilisé a I'ovalbumine (OVA) comparé a un
échantillon d’animaux contréles. Enfin, nous confronterons ces données
expérimentales animales aux données de la littérature afin d’envisager les

perspectives pratiques de nos résultats.



B. PARTIE GENERALE



I. TOUX

1. Caractérisation des réflexes de défense respiratoire :
réflexe de toux et réflexe expiratoire

La toux est le résultat d’'une contraction spasmodique brutale et souvent
répétitive de la cavité thoracique, ayant comme conséquence une expulsion violente
d’air des poumons et habituellement accompagnée d’un son distinctif (Didier, 2015).

Classiquement, on décrit le réflexe de toux (RT) en 3 phases (Figure 1): une
premiére phase inspiratoire, suivie d’'une phase d’effort expiratoire a glotte fermée,
appelée « phase compressive » et qui se termine par une phase expiratoire
expulsive contemporaine de l'ouverture soudaine de la glotte (Brooks, 2011;
Knudson et al., 1974). Si la phase inspiratoire initiale est absente, on parle alors de
réflexe expiratoire (RE), comme il a été défini par Widdicombe en 2006 (Widdicombe
and Fontana, 2006).
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Figure 1. Représentation des phases de la toux avec la variation du débit respiratoire dans chaque
phase (Brooks, 2011). Par ordre chronologique : fermeture de la glotte puis ouverture de la glotte avec
expiration expulsive

Dans la figure 2, on peut visualiser le RT et le RE (comme décrit par
Widdicombe) chez deux animaux (lapins) enregistrés dans notre laboratoire, en
réponse a une stimulation mécanique trachéale. Dans la figure 2A, lors d'une

stimulation mécanique trachéale de 300 ms on observe une augmentation



concomitante du volume courant et du débit ventilé, correspondant a un réflexe de
toux (RT). Dans la figure 2B, lors d’'une stimulation mécanique trachéale similaire, il
existe seulement une augmentation du débit ventilé, non précédée de 'augmentation

du volume courant et correspondant donc a la définition du réflexe expiratoire (RE).
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Figure 2 : Réponses ventilatoires a une stimulation trachéale mécanique d’une durée de 300 ms
(images personnelles enregistrées par Dr. Poussel)

A : Réflexe de toux (RT) caractérisé par une augmentation concomitante du volume courant et du
débit ventilé.

B : Réflexe expiratoire (RE) caractérisé par une augmentation du débit ventilé, non précédée d’'une

augmentation du volume courant.

Les deux réponses défensives sont différentes pas seulement en terme de
description de la mécanique respiratoire, mais aussi du point de vue des
mécanismes physiologiques mis en jeu. Il est connu que la fonction de ces 2 réflexes
est différente. En effet, la phase inspiratoire du RT permet I'entrée d’une quantité
importante d’air dans les poumons qui va augmenter encore un peu plus la force de

la phase expulsive, afin de I'optimiser (Widdicombe and Fontana, 2006).



La fonction premiére de ce RT est donc le drainage trachéo-bronchique, en
assurant la clairance du mucus et des particules déposées dans I'arbre trachéo-
bronchique. Pour le RE, du fait de I'absence de phase inspiratoire, la finalité est
plutét la prophylaxie de I'entrée de corps étrangers et de particules dans I'arbre
trachéo-bronchique (Widdicombe and Fontana, 2006).

A l'heure actuelle, il y a aussi des arguments en faveur d’'une probable
modulation physiologique différente pour les deux réflexes Du point de vue
développemental, chez le nouveau-né, le RE apparait plus té6t que le RT (Korpas and
Kalocsayova, 1973). L’activation du réflexe de Hering-Breuer (mis en jeu lors de
I'inflation pulmonaire) favorise la survenue du RE alors qu’il n’a pas ou que trés peu
d’effet sur le RT (Hanacek et al., 2006) ; un niveau élevé de pression partielle de
CO, dans le sang artériel inhibe le RT mais n’affecte pas le RE (Tatar et al., 1986) ;
les agents anesthésiques inhibent plus fortement le RE que le RT (Nishino et al.,
1996) ; des agents pharmacologiques comme la codéine qui inhibe le RT n’a aucun

effet sur le RE aux posologies usuelles pour I'effet antitussif (Korpas, 1972).

2. Mécanique du réflexe de toux

Chez 'homme, ce réflexe est décrit en trois phases :

e Phase inspiratoire

La phase inspiratoire commence par une contraction des muscles abducteurs
du cartilage aryténoide entrainant une ouverture compléte de la glotte et facilitant
I'inhalation d’air (Sant'/Ambrogio et al., 1997). Selon les données actuelles de la
littérature, il semblerait qu’il existe une relation proportionnelle directe entre le
volume inspiré et la force de contraction musculaire entrainant I'expiration forcée :
une quantité d’air inspiré plus importante va entrainer une augmentation de la force
musculaire développée a la phase explosive, a l'origine d’une plus grande efficacité
de la toux. De plus, la distension pulmonaire entraine [l'activation de certains
récepteurs pulmonaires, pouvant faciliter la toux via des mécanismes centraux
(Brooks, 2011; Hanacek et al., 1984).

La durée moyenne de la phase inspiratoire est de 0,75 sec (0,45 - 1 sec) et la

quantité moyenne de d’air inspiré est de 0,39L (0,09 - 0,53 L) (Yanagihara et al.,
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1966). Le volume d’air inspiré peut augmenter jusqu’a 2,5L lors d’'un effort volontaire
de toux (Ross et al., 1955).

e Phase compressive

Le début de la phase compressive est marqué par la fermeture de la glotte. La
contraction des muscles expiratoires contre la glotte fermée entraine une
augmentation des pressions abdominale, pleurale, alvéolaire et sous-glottique.
L’augmentation de la pression pleurale est associée a une compression alvéolaire,
ayant comme conséquence une diminution du volume pulmonaire (Tomori and
Widdicombe, 1969) et semble déclencher un réflexe favorisant I'activité des muscles
agonistes, en défaveur des antagonistes et optimisant ainsi la force musculaire
nécessaire a I'effort (Von and Isshiki, 1965).

Par la fermeture de la glotte, du fait de la faible variation de volume
pulmonaire, le raccourcissement des fibres musculaires expiratoires est minime,
permettant de considérer la contraction des muscles expiratoires comme presque
isométrique (Widdicombe, 2006).

La fermeture de la glotte est la principale différence entre la phase compressive
du réflexe de toux et celle du réflexe expiratoire, car lors de ce dernier, il existe aussi
une augmentation importante des pressions abdominale et intrathoracique a I'origine
d’'une compression du gaz alvéolaire. Mais la glotte reste partiellement ouverte en
raison des propriétés résistives de I'arbre trachéo-bronchique (Widdicombe and
Fontana, 2006).

La fermeture de la glotte a une durée bréve d’environ 0,2 sec, mais la pression
alvéolaire peut atteindre 20kPa vers la fin de la phase compressive, soit 50% a 100%
de la pression enregistrée lors de la phase explosive a glotte ouverte (Arora and Gal,
1981; Lavietes et al., 1998).

e Phase expiratoire

Cette phase débute par une abduction rapide (20-40 msec) des cartilages
aryténoides entrainant I'ouverture de la glotte au début de I'expiration. Lors de la

phase compressive suite a la contraction des muscles expiratoires, les pressions



intra-thoraciques sont trés élevées. Lors de I'ouverture de la glotte, la pression des
voies aériennes proximales chute rapidement pour égaler la pression atmosphérique,
alors que les pressions pleurales et alvéolaires continuent d’augmenter pour une
courte durée de l'ordre de 0,5 sec. Lorsque ces pressions sont égales, les voies
aériennes intra-thoraciques sont divisées en 2 segments (en série) : un en amont du
point d’équilibre (i.e. jusqu’aux alvéoles pulmonaires) ou la pression a l'intérieur des
voies aeriennes reste supérieure a la pression péri-bronchique, et les voies
aeériennes restent ouvertes, et un autre, en aval de ce point ou la pression a
I'intérieur des voies aériennes, tend a étre inférieure a la pression péri-bronchique et
les voies aériennes tendent alors a se collaber (Knudson et al., 1974) (Figure 3).
L’élasticité du parenchyme pulmonaire fait que la pression alvéolaire reste toujours
supeérieure a la pression pleurale, alors que la pression péri-bronchique reste proche
de la pression pleurale (Macklem and Wilson, 1965).

Chez un sujet sain, lors d’un effort volontaire et maximal de toux débutant a un
volume pulmonaire proche de la capacité pulmonaire totale, le débit expiratoire de
pointe mesuré lors d’'une toux est de l'ordre de 360 a 1200 L/min (une valeur
inférieure a 160 L/min est souvent associée a I'inefficacité de la toux) (Didier, 2015)
et les voies aériennes proximales intra thoraciques peuvent se collaber dans cette
situation. Cette compression des voies aériennes a comme conséquence un
déplacement rapide de l'air (durée d’environ 30 msec) (Knudson et al., 1974) avec
une diminution des débits de gaz a environ 50% du débit de pointe de la toux. Cette
diminution peut persister pour une durée assez longue, pouvant aller jusqu'a la
moitié de la durée de la phase expiratoire (Fontana et al., 1999; Yanagihara et al.,
1966). Ensuite, les débits et les volumes pulmonaires diminuent de maniére
exponentielle avec une constante de temps proche de 0,5 sec. La durée totale de la
phase expiratoire est située entre 0,5 et 1 sec (Fontana et al., 1999; Yanagihara et
al., 1966).

Les oscillations passives du gaz exhalé ainsi que des tissus lors de la phase
expiratoire donnent le son caractéristique de la toux. Cette phase de la toux entraine
le drainage efficace des voies aériennes, mais l'activité intense et brutale des
muscles expiratoires peut avoir parfois des effets délétéeres comme des fractures

costales ou de pneumothorax (lIrwin et al., 1998).
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Figure 3 : Description de la mécanique de la phase expiratoire de la toux (Knudson et al., 1974).
Pendant la phase compressive, la pression pleurale (PPL) est positive, en rapport avec la contraction
des muscles expiratoires et la pression alvéolaire (PA) reste toujours supérieure a la PpPL du fait de
I'élasticité du parenchyme pulmonaire (fleches). La pression intra-bronchique dans I'ensemble des
voies aériennes est identique a la PA, le temps que la glotte reste fermée. A I'ouverture de la glotte qui
marque le début de la phase expiratoire, I'air se déplace rapidement pour tenter d’équilibrer la
pression intrathoracique a la pression atmosphérique, en suivant le gradient de pression des alvéoles
vers la bouche. Au moment d’égalité pressionnelle (point d’égales pressions), la pression intra-
bronchique et la PpPL deviennent égales. En amont de ce point jusqu’aux alvéoles pulmonaires les
voies aériennes restent ouvertes (pression intrabronchique supérieure a la pression peribronchique)
alors qu’en aval, elles vont se collaber (pression intrabronchique inferieure a la pression

peribronchique).

Si la mécanique de la toux est maintenant bien connue et depuis longtemps, les
meécanismes physiologiques et physiopathologiques impliqués dans la genése de la
toux ne sont pas completement éclaircis malgré les nombreux travaux de recherche

au décours des derniéres années.

3. Physiologie et physiopathologie de la toux

Comme toute activité réflexe, le mécanisme de la toux repose sur le trépied
classique de l'arc réflexe avec au départ des récepteurs, un centre nerveux pour
recevoir et intégrer les informations et des effecteurs (Didier, 2015). Le réflexe de
toux commence par I'activation de récepteurs spécifiques localisés principalement

dans les voies aériennes (larynx, caréne et bronches proximales), en rapport avec
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des modifications mécaniques ou inflammatoires a ce niveau, suite a l'inhalation des
produits chimiques, des allergénes, des agents infectieux ou en rapport avec des
variations de la température ou d’humidité (Chung and Pavord, 2008).

L’activation des récepteurs spécifiques générera des potentiels d’action qui
seront véhiculés par le nerf vague, en particulier, jusqu’au noyau du tractus solitaire
(NTS) dans le tronc cérébral. Celui-ci a des connexions avec les neurones des
centres respiratoires et des centres coordinateurs de la toux corticaux et
subcorticaux (Chung and Pavord, 2008). Une fois I'information intégrée, le signal est
transmis par les voies efférentes a I'ensemble des acteurs (muscles des voies
aériennes supérieures, respiratoires accessoires, muscle phrénique et muscles
abdominaux) permettant I'effort moteur de toux via des motoneurones effecteurs
(Chung and Pavord, 2008). La description schématique du réflexe de toux avec la
localisation des récepteurs, les voies afférentes, les centres nerveux, les voies

efférentes et les effecteurs est représentée dans la figure 4.

Cerebral cortex

Cough centre

Superior laryngeal nerve Pharynx

Larynx

Vagus (X) nerve

Trachea

Carina

Main bronchi

Oesophagus

Figure 4. Représentation anatomique de l'innervation des voies aériennes (Chung and Pavord, 2008):
les récepteurs de toux (rouge) localisés aux niveaux du larynx, caréne, bronches, partie distale de
'cesophage ; voies afférentes : nerf vague et nerf laryngé supérieur; centre de toux et cortex

cérébral ; voies efférentes qui arrivent chez les effecteurs
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La régulation de la toux (seuil et intensité) est trés complexe avec
l'intervention du systeme nerveux périphérique (ou la sensibilité des récepteurs des
voies aériennes joue un réle primordial) comme du systéme nerveux central

(sensibilité centrale) (Chung and Pavord, 2008).

3.1 Description de I’arc réflexe de toux

La toux est déclenchée par 'activation de récepteurs sensoriels spécifiques
classés en trois catégories en fonction de leurs caractéristiques électro
physiologiques : les récepteurs des fibres Ad du type « Rapidly Adapting Pulmonary
stretch Receptors » (RARs) ou du type « Slowly Adapting Pulmonary stretch
Receptors » (SARSs) et les récepteurs des fibres C (Brooks, 2011; Didier, 2015).

Les afférences vagales impliquées dans la régulation de la toux ont été
décrites pour la premiere fois par Widdicombe en 1954 (Widdicombe, 1954a, b, c).
Actuellement, on sait qu’il a au moins deux voies afférentes de la toux, dont I'histoire
dans l'évolution des espéces animales est différente, comme décrit par Brooks
(Brooks, 2011).

La premiére voie est le réflexe involontaire de toux assuré par les fibres Ad
mécano-sensibles, répondant aux fluctuations du pH et aux stimulations
mécaniques. Cette voie viserait essentiellement la protection contre l'inhalation de
liquide gastrique ou de corps étranger (syndrome de pénétration, donc urgence
vitale). Les récepteurs de cette voie sont localisés principalement sur les voies
aériennes intra pulmonaires (Brooks, 2011; Chung and Pavord, 2008).

La seconde voie réflexe est partiellement accessible au contréle volontaire par
le patient et correspond a lactivation des fibres sensorielles C par I'agression
tissulaire, lI'inflammation ou l'exposition a des substances comme capsaicine, la
bradykinine ou I'acide citrique (Didier A, 2015). Ces fibres C présentent divers types
de récepteurs a leurs terminaisons, dont les transient receptor potential (TRPs)
channels. Ces récepteurs font objet d’'une partie détaillée ci-aprés, du fait de leur
importance fonctionnelle potentielle et des multiples travaux de recherche publiés
récemment dans ce domaine (Benemei et al., 2015; De Logu et al., 2016; Didier,
2015; Grace et al., 2013).

Les voies afférentes et efférentes de la toux sont représentées en détail dans

la figure 5.
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Figure 5 : Représentation détaillée des voies afférentes et efférentes de la toux

Voie afférente sensorielle prédominante (nerf vague) provenant 1 - des fibres C (en vert) innervant les
voies aériennes supérieures et inférieures, faisant relais dans le ganglion jugulaire avant de se
projeter au niveau du NTS, 2 — des fibres C (bleu) innervant les voies aériennes inférieurs et les
bronches, faisant relais dans le ganglion nodal et des fibres A- & (bleu ; ligne brisée) innervant les
voies aériennes supérieures et se projetant également au niveau du NTS. 3- voies efférentes
parasympathiques vagales (violet): les neurones pré-ganglionnaires parasympathiques (noyau
moteur dorsal et noyau ambigu) faisant relais avec les ganglions trachéaux parasympathiques (tonus
bronchomoteur ; mucus) ; 4- nerfs émergents de la moelle thoracique (T1-T4) (orange) qui desservent
les voies aériennes inférieures et les bronches (voies afférentes) ; 5- neurones pré-ganglionnaires et

post-ganglionnaires sympathiques (rouge) intervenant dans le tonus bronchomoteur.(D’aprés Grace,
2013)
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3.1.1 Voie sensitive

e Les fibres Ao

Les fibres Ad sont des fibres nerveuses myélinisées qui contiennent deux types
de mécanorécepteurs: les RARs et les SARs. Contrairement aux SARs
principalement localisés dans les régions pulmonaires distales, les RARs se trouvent
essentiellement au niveau de la trachée et des bronches proximales. La distension
sélective de la trachée et des grosses bronches a permis la description d’'un groupe
hétérogéne d’afférences nerveuses (Widdicombe a, b, c).

Les SARs sont actifs pendant le cycle respiratoire et les données actuelles
suggerent qu’ils sont impliqués dans le réflexe Hering-Breuer, qui stoppe la phase
inspiratoire et initie I'expiration quand les poumons sont suffisamment distendus
(Schelegle and Green, 2001). L’activation de ces récepteurs a un effet inhibiteur sur
la stimulation cholinergique des voies aériennes, entrainant une diminution du tonus
musculaire bronchique et une diminution de I'activité du nerf phrénique (Schelegle
and Green, 2001). La plupart des SARs s’adaptent lentement a la stimulation
mécanique (d’ou leur nom) et la vitesse de conduction dans ces afférences est
comprise 15 et 32 ms™'. La localisation de ces SARs se révéle étre essentiellement
bronchique (90% de SARs sont tracheo-bronchiques), mais on peut les retrouver
aussi au niveau du parenchyme pulmonaire (SARs intrapulmonaires) (Widdicombe,
1954a). L’activité de ces récepteurs n’est pas modifiée par I'application locale de
procaine et est faiblement inhibée par la vapeur d’éther. lls ne répondent également
que faiblement a la stimulation mécanique du mucus des voies aériennes
(Widdicombe, 1954a).

Le rOle de SARs dans le réflexe de toux est pour le moment mal défini. Des
expérimentations réalisées chez le lapin exposé a des aérosols contenant du SO,
(censé bloquer de maniére sélective I'activité des SARs), ont retrouvé une diminution
du réflexe de toux (Hanacek et al., 1984). En méme temps, certaines études ont
prouvé que le SO, a un effet stimulateur des fibres C qui ont un effet inhibiteur sur la
toux (Atzori et al., 1992; Wang et al., 1996). Etant donné ces résultats, on peut
conclure que les récepteurs SARs ont probablement un réle dans la modulation de la

toux.
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L’autre catégorie de mécanorécepteurs est représentée par les RARs. |l s’agit
des récepteurs épithéliaux des voies aériennes intra et extra-pulmonaires localisés
principalement dans la trachée et la caréne (90%). lls s’adaptent trés rapidement au
stimulus (1-2 s), expliquant ainsi leur nom et la vitesse de conduction pour ces fibres
Ad est de 4 a 18 ms™ (Brooks, 2011). Méme s'il s’agit de mécanorécepteurs, ils
répondent aussi au changement de pH et de 'osmolarité, surtout pour ceux localisés
au niveau de la trachée et du larynx (Brooks, 2011). lls sont activés par les
modifications du volume pulmonaire (inflation ou déflation), du diamétre et des
pressions pulmonaires. Leur activité est directement proportionnelle a 'augmentation
de la fréquence respiratoire et du volume pulmonaire (McAlexander et al., 1999;
Pack and DelLaney, 1983). Chez la plupart des modéles animaux étudiés, les RARs
intra-pulmonaires sont activés lors de l'inspiration, donc par linflation pulmonaire.
Leur activité basale est trés variable selon les espéces, mais en général lors d’'une
ventilation spontanée de repos, les RARs sont moins actifs que les SARs et plus
actifs que les fibres C (Brooks, 2011).

Les RARs peuvent aussi étre activés (directement ou indirectement) par
d’autres stimuli mécaniques en rapport avec l'exposition a des irritants ou a la
présence d'une inflammation locale des voies aériennes. Cette affirmation peut
paraitre paradoxale quand on sait que, in vitro, les RARs sont insensibles aux
meédiateurs chimiques  qui provoquent habituellement la toux : bradykinine,
prostaglandine, capsaicine, acide citrique (Armstrong and Luck, 1974; Bergren,
1997; Coleridge and Coleridge, 1984; Ho et al., 2001; Mohammed et al., 1993).
L’explication pour ce paradoxe est que les RARs sont activés par les modifications
meécaniques dans les voies aériennes induites par la contraction des muscles lisses,
'cedéme pulmonaire, la vasodilatation, la diminution de la compliance pulmonaire.
On sait actuellement que [lactivation des RARs intra-pulmonaires a comme
conséquence I'apparition d’'un bronchospasme associé a une sécrétion de mucus via
une activation parasympathique réflexe et d’une tachypnée caractérisée par une
diminution de la pause post-expiratoire/pré-inspiratoire (Canning et al., 2001; Haxhiu
et al., 2000; Haxhiu et al., 1997; Mills et al., 1969; Raj et al., 1995; Widdicombe et al.,
1962; Yu et al., 1989).

Chez le modéle animal, la toux peut étre induite par les stimuli électriques,
meécaniques, chimiques, en changeant la composition ionique ou osmotique du

liquide de surface de la muqueuse, en stimulant les fibres nerveuses afférentes a
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des niveaux différents (Morice et al., 2007). Malheureusement, la plupart des études
sont réalisées chez I'animal anesthésié et les produits d’anesthésie peuvent changer
la sensibilité des récepteurs. Malgré ces limites, les données actuelles sont en faveur
d’'un role indirect des récepteurs SARs et RARs dans la modulation du réflexe de
toux (Brooks, 2011; Grace et al., 2013).

e Les fibres C

La seconde voie réflexe de la toux correspond a lactivation des fibres
sensorielles C localisées au niveau de I'épithélium des voies aériennes (Didier,
2015 ; Brooks, 2011; Grace et al., 2013). Les fibres C sont non myélinisées,
relativement insensibles aux stimuli mécaniques et a l'inflation pulmonaire, mais trés
sensibles aux stimuli chimiques et leur réponse est variable selon la nature du
stimulus et le type de fibre C (Coleridge and Coleridge, 1984; Lee and Pisarri, 2001;
Ricco et al., 1996; Undem et al., 2004). Parmi les stimuli qui peuvent activer les
fibres C, on note des irritants de I'environnement (ex. fumée de cigarette, pollution
atmosphérique : SO,, PM10), des extraits alimentaires (ex. moutarde, capsaicine) et
des médiateurs endogénes libérés au décours d’'une agression ou inflammation
tissulaire (ex. bradykinine, prostanoides, produits d’oxydation)(Grace et al., 2013).

Les fibres C, caractérisées par une vitesse de conduction lente (< 1 m.s™)
constituent la majorité des afférences vagales a destination des voies aériennes
(Grace et al., 2013). La majorité des fibres ont leur origine dans le ganglion jugulaire
vagal mais certaines peuvent venir du ganglion nodal et leurs terminaisons sont au
niveau de ['épithélium respiratoire. En général, les fibres jugulaires ont des
terminaisons nerveuses dans les voies aériennes supérieures (« bronchiques ») et
inférieures (« pulmonaires ») ; les fibres originaires du ganglion de la racine dorsale
et du ganglion nodal finissent dans les voies aériennes inférieures (Grace et al.,
2013;Chou et al., 2008). Les fibres C sont décrites au niveau des voies aériennes
pour presque toutes les espéces. Les terminaisons des fibres C dans la trachée du
cochon d’Inde et du rat peuvent étre caractérisées par un marquage
immunohistochimique pour les neuropeptides Calcitonine Gene-Related Peptide
(CGRP), substance P et neurokinine A (Baluk et al., 1992; Hunter and Undem, 1999;

Kummer et al., 1992; McDonald et al., 1988; Yamamoto et al., 2007). Des structures
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comparables existent également dans les voies aériennes d’autres espéces (Dey et
al., 1990; Lamb and Sparrow, 2002; Watanabe et al., 2006; Yamamoto et al., 1998).

Les fibres C jouent un réle clé dans les réponses de défense respiratoire. Les
données actuelles suggérent que le role des fibres C dans la toux est différent en
fonction de leur localisation. La stimulation des fibres C localisées au niveau des
voies aeériennes supeérieures semble augmenter la toux, contrairement a la
stimulation des fibres C pulmonaires qui semble inhiber la toux (Grace et al., 2013).
Par exemple, la stimulation des fibres C pulmonaires chez les chiens et les chats
anesthésiés inhibe la toux a la stimulation mécanique laryngée ou trachéale (Tatar et
al., 1994; Tatar et al., 1988). Les stimuli chimiques comme la capsaicine, I'acide
citrique, le sérum salé hypertonique ou le SO,, déclenchent un chemoréflexe
caractérisé par une apnee, une bradycardie et une hypotension en rapport avec
I'activation du systéme nerveux parasympathique. L’apnée inhibe l'activité du centre
respirateur générateur et réduit les efforts respiratoires. Pendant cette période,
aucun stimulus n’est pas capable de déclencher la toux (Grace et al., 2013; Tatar et
al., 1994; Tatar et al., 1988; Widdicombe, 2002).

Les stimuli chimiques les plus aptes a activer les fibres C bronchiques
(incluant la capsaicine, la bradykinine, et l'acide citrique ) sont capables de
déclencher une toux chez des sujets humains conscients, ainsi que chez des
animaux vigiles (Dicpinigaitis, 2007; Forsberg et al., 1988; Jia et al., 2002; Karlsson
and Fuller, 1999; Laude et al., 1993; Trevisani et al., 2004). Ces stimuli agissent
entierement ou partiellement via [lactivation des TRPV1 et des données
immunohistochimiques confirment I'expression des TRPV1 au niveau de ces fibres C
(Groneberg et al., 2004; Kwong et al., 2008; Myers et al., 2002; Watanabe et al.,
2006). Par ailleurs, la désensibilisation préalable a la capsaicine permet une
inhibition de la toux, habituellement observée suite a une stimulation chimique (acide
citrique) chez le cochon d’'Inde vigile. Il en est de méme en cas d’administration d’'un
traitement antagoniste des récepteurs TRPV1 (Bolser et al., 1991; Forsberg et al.,
1988; Gatti et al., 2006; Lalloo et al., 1995; Leung et al., 2007; Trevisani et al., 2004).
L’ensemble de ces données tendent a prouver que les fibres C jouent un réle majeur
dans la toux (Canning et al., 2006b).

Il est reconnu que I'anesthésie peut modifier la modulation de la toux, donc
l'interprétation des résultats des études faites sur I'animal anesthésié doit étre faite

avec précaution en tenant compte de la profondeur de I'anesthésie et des différents
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produits utilisés. La profondeur de I'anesthésie permet de conserver les réflexes
essentiels respiratoires chez le chat (Poliacek et al., 2012), le lapin (Varechova et al.,
2010) et le cochon d’Inde (Plevkova et al., 2009). Chez l'animal anesthésié, la
stimulation peut étre appliquée aux différents étages des voies aériennes (larynx,
trachée ou bronches) et en sélectionnant un moment précis du cycle respiratoire
(Varechova et al., 2010). Les enregistrements de l'activité des muscles respiratoires,
des nerfs, du débit aérien et de la pression pleurale ou cesophagienne donnent la
possibilité de différentier le réflexe de toux du réflexe expiratoire et d’étudier avec
précision les paramétres quantitatifs de la réponse tussigene (fréquence, incidence,
intensité ou seuil) (Plevkova et al., 2009; Poliacek et al., 2012). Pour ces avantages,
le modele animal anesthésié est souvent utilisé pour étudier les mécanismes
physiopathologiques de la toux ou pour analyser I'effet des antitussifs actifs au
niveau du systéme nerveux central. Néanmoins, I'anesthésie générale influence
considérablement la réponse aux agents tussigénes, comme c’est le cas pour les
aérosols de capsaicine ou de bradykinine (stimulant les fibres C), qui sont incapables
de déclencher un réflexe de toux chez I'animal anesthésié malgré le fait que le
réflexe de toux provoqué par le stimulus mécanique et l'inhalation de 'acide citrique
soit entierement préservé (Canning et al., 2006a; Coleridge and Coleridge, 1984;
Tatar et al., 1988).

Ces effets d’apparence opposés a la stimulation des fibres C peuvent étre
expliqués si I'on regarde attentivement les différents types de fibres C décrits et leurs
voies d’activation (Coleridge and Coleridge, 1984; Kollarik et al., 2003; Undem et al.,
2004). En prenant I'exemple du cochon d’Inde, les fibres C des voies aériennes
peuvent étre différenciées selon leur origine ganglionnaire, selon leur distribution
dans les voies aériennes, ainsi que selon leur réponse a I'adénosine, 'ATP ou aux
agonistes des récepteurs 5-HT3 (Chuaychoo et al., 2006; Chuaychoo et al., 2005b;
Undem et al., 2004). L’habilité de I'activation des fibres C a déclencher une toux chez
le cochon d’Inde vigile ne fait plus de doute, de méme que le role facilitateur de
I'activation de ces mémes fibres sur la toux (Canning et al., 2006b; Mazzone et al.,
2005). Comme démontré dans ces dernieres études, I'application locale de
capsaicine et de bradykinine sur la muqueuse trachéale a augmenté la sensibilité de
la toux. Par la suite, ces travaux ont montré que l'activation des fibres C provenant

du ganglion jugulaire est capable de déclencher une toux.
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A l'inverse, I'activation des fibres C provenant du ganglion nodal entraine une
inhibition de la toux. En effet, I'activation sélective des fibres C nodales par
'adénosine ou la 2 — méthyl — 5 — hydroxytriptamine n’est pas capable de provoquer
une toux et diminue fortement I'habilité de I'acide citrique a déclencher une toux chez
I'animal anesthésié (Canning et al., 2006b; Mazzone et al., 2005).

D’autres études conduites chez d’autres espéces animales retrouvent
également des effets opposés sur la toux en fonction de la stimulation des différents
types de fibres C (Belvisi and Bolser, 2002; Lee and Pisarri, 2001; Ohi et al., 2004;
Tatar et al., 1994; Tatar et al., 1988) qui sont finalement rapportés aux origines et a
la localisation de ces fibres avec des effets stimulateurs sur la toux des fibres C
trachéobronchiques et inhibiteurs sur la toux pour les fibres C pulmonaires (Grace et
al., 2013).

La plupart des fibres C localisées dans les poumons et les voies aériennes
expriment les récepteurs TRPV 1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1) (Caterina
et al.,, 1997) et les récepteurs TRPA 1 (Transient Receptor Potential Ankyrin 1)
connus par leur effet stimulateur de la toux (Bautista et al., 2006; Birrell et al., 2009;
Taylor-Clark et al., 2009).

Ces deux types de récepteurs font partie d’'une grande famille TRPs
comportant 28 récepteurs ionotropiques sensibles aux stimuli meécaniques,
thermiques (chaud et froid) et a certaines substances chimiques (ex. menthol)
(Belvisi et al., 2011; Didier, 2015) (Figure 6).
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Figure 6. Représentation des stimuli capables d’activer les récepteurs TRPs (Belvisi et al., 2011)

Les TRPs sont classés en six groupes chez les mammiféres : TRPA, TRPC,
TRPM, TRPML, TRPP et TRPV. Les récepteurs TRPA1 et TRPV1 sont localisés
notamment dans les muqueuses de la trachée et des bronches, au niveau des
muscles lisses et des vaisseaux mais aussi au niveau des terminaisons des fibres
nerveuses sensitives dans la peau, la vessie, le tube digestif (Brito et al., 2014). Ces
récepteurs sont exprimés a la fois sur les cellules épithéliales des voies respiratoires
mais ils peuvent aussi étre retrouvés au niveau de cellules inflammatoires telles que
les macrophages (Preti et al., 2012).

Les TRPV 1 sont des récepteurs de type canaux cations non sélectifs, qui
permettent, en réponse a un stimulus, I'entrée des ions de calcium mais aussi
d’autres ions selon le gradient d’affinité (calcium>magnésium>sodium>potassium).
L’entrée de ces ions provoque une dépolarisation de la terminaison nerveuse et la
genese d’'un signal nociceptif (Brito et al., 2014; Didier, 2015) (Figure 7).

Les TRPV1 sont activés par une température >44°C, un pH <5,9, les
métabolites d’acides linoléiques oxydés, synthétisés lors de brllures et d’autres
substances appartenant a la famille des vanilloides (dont la capsaicine présente
dans le piment) ou une toxine de venin d’une araignée (Psalmopoeus cambridgei)

(Didier, 2015; Preti et al., 2012). Ces récepteurs peuvent étre aussi activés par des
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substances endogénes comme des endocannabinoides (anandamine, n-
arachidonoyldopamine) synthétisés dans le systéme nerveux central et des
médiateurs de l'inflammation comme la bradykinine ou la prostaglandine E2 (Pg E2)
(Grace et al., 2012).Le seuil d’activation des récepteurs TRPV1 a la chaleur peut
s’abaisser a 34°C dans un contexte inflammatoire, en cas d’acidose, synthése locale
de bradykinine, de Pg E2, de métabolites de I'acide arachidonique par les voies de
lipoxygénase, d’adénosine triphosphate (ATP) ou de facteur de croissance neurale

(Nerve growth factor (NGF) (Grace et al., 2012; Preti et al., 2012).
PGE2 Capsaicin
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Figure 7. L’activation des récepteurs cellulaires TRPV1 et TRPA1 par I'entrée des ions de calcium
directement par la capsaicine (V1), acroleine (A1), resiniferatoxine (V1) ou le pH bas (V1) ou
indirectement par la protéine G couplée au récepteur (GPCR) comme la PGE, ou la bradykinine
(Belvisi et al., 2011)

(Ca =voltage-gated calcium channel; DAG = diacylglycerol; GPCR=G protein-coupled receptor;
IP3R =1,4,5-triphosphate receptor; Na = voltage-gated sodium channels; PGE2 = prostaglandin Ej;
PLC = phospholipase C; PMCA=plasma membrane calcium ATPase; RyR =ryanodine receptor;
SERCA = endoplasmic reticulum Ca”-ATPase)

Les TRPA1 sont aussi des récepteurs ionotropiques non spécifiques pour le
calcium, activés directement par les produits naturels comme l'isothiocyanate d’allyle
ou l'allicine contenus dans la moutarde et l'ail, par des irritants de I'environnement
(acroléine ou crotonaldéhyde de la fumée de cigarette), par des produits d’origine

bactérienne ou virale et par le froid (Bautista et al., 2006; Didier, 2015).
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Comme les TRPV1, les TRPA1 peuvent étre activés aussi par voie indirecte
par des substances endogénes libérées au décours d’'une réaction inflammatoire
(bradykinine et Pg E2 via I'activation de la protéine G couplée aux récepteurs GPCR)
et lors d’'un stress oxydatif (4-hydroxi-nonenal, 4-oxynonenal) (Grace et al., 2013).
Par exemple, lors d’'une inflammation des voies aériennes, la production de Pg E2 et
de bradykinine augmente la réponse tussigéne aux stimuli chez 'homme et chez
'animal vigile (Maher et al., 2009; Taylor-Clark et al., 2009).La Pg E2 et la
bradykinine se lient a la protéine G liée au récepteur entraine I'activation des canaux
TRP via la production de diacylglycerol (DAG) et I'activation de la protéine kinase C
(PKC) par la phospholipase C (PLC) (comme représenté dans la figure 6). La
dépolarisation de la membrane commence avec I'ouverture des canaux Na* voltage-
dépendants (suite & 'augmentation de la concentration intracellulaire de Ca®* libéré
par le réticulum endoplasmique) générant le potentiel d’action qui sera conduit par
les fibres nerveuses vagales jusqu’au niveau du noyau du tractus solitaire (Grace et
al., 2013). La voie de la toux aprés les synapses réalisées au niveau du tractus

solitaire est moins bien connue.

3.1.2 Centres de la toux

Beaucoup de travaux de recherche ont été faits les derniéres années dans le
domaine de la neurobiologie de la toux (Haji et al., 2013). La plupart d’entre eux ont
étudié les projections centrales de ces différentes afférences nerveuses des voies
aériennes, en particulier chez le chat et le rat. Les fibres C bronchopulmonaires et
les RARs se projettent essentiellement au niveau du noyau du tractus solitaire (NTS)
et plus particulierement en ses régions médiale et commissurale (Bonham and Joad,
1991; Davies and Kubin, 1986; Ezure et al., 1991; Kubin et al., 2006; Kubin et al.,
1991; Lipski et al., 1991; Mazzone and Canning, 2002). Les SARs se projettent du
méme cbté que leur origine vagale dans les noyaux latéral et interstitiel (Bonham and
McCrimmon, 1990; Davies et al., 1987; Ezure et al., 2002; Kalia and Richter, 1985a,
b; Kubin et al., 2006). Malheureusement, il n’existe pas actuellement d’étude
permettant de clarifier plus avant les éventuelles interactions entre ces différents
sites, en particulier du fait d'une méthodologie extrémement contraignante pour

mener de telles études physiologiques.
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On sait actuellement qu'il existe au niveau du NTS du tronc cérébral des
neurones relais recevant I'information tussigéne périphérique et que ces neurones
vont « converger » vers des neurones portails (gating-neurons) de la toux intégrant
les informations des neurones relais et codant I'intensité et la fréquence des quintes
de toux. Le centre coordinateur de la toux génére alors le schéma de la toux qui est
transmis par des neurones spécifiques (neurones bulbospinaux) aux voies effectrices
motrices respiratoires, ayant comme résultat la genése de la toux (Haiji et al., 2013).
Dans la figure 8, il y a la représentation des régions du tronc cérébral intervenant
dans la genese du réflexe de toux. Bien évidemment, il s’agit d’'une description treés
simple des mécanismes extrémement complexes au niveau du systéme nerveux

central.

Vol Cough
Vol Expir l Vol Sniff
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Figure 8. Représentation des centres générateurs de la toux du tronc cérébral avec les afférences et
efférentes (Tomori et al., 2012)

NSRF= nucleus subretrofacialis ; preB6tC=preBotzinger complex
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Une multitude de messages est intégrée au niveau cortical suite aux
informations arrivées via les voies afférentes. Les centres respiratoires pontins, les
noyaux du raphé et les complexes Botzinger et pré-Botzinger interviennent dans la
modulation de la toux (Baekey et al., 2003; Bongianni et al., 1998; Shannon et al.,
1998). Le complexe pré-Botzinger intervient dans la genése du rythme respiratoire
dans la phase inspiratoire, comme les groupes des neurones respiratoires du noyau
sub-retrofacial jouent un réle décisif dans le rythme expiratoire (Brooks, 2011). Les
neurones expiratoires du complexe Botzinger et pré-Botzinger peuvent stimuler et
inhiber les neurones prémoteurs du muscle laryngé adducteur (Bongianni et al.,
1998; Jiang and Lipski, 1990; Ono et al., 2006). Selon les données actuelles, les
neurones localisés au niveau de la région respiratoire ventro-caudale jouent un réle
sur la modulation du réflexe de toux avec un réle de neurones portails (Bolser et al.,
2006; Canning and Widdicombe, 2001; Poliacek et al., 2007). Les études chez
'animal ont trouvé des interactions entre le noyau du tractus solitaire et le noyau
ambigu pendant la toux (Ambalavanar et al., 2004; Gestreau et al., 2005), comme il
existe des preuves en faveur des connexions entre le noyau du tractus solitaire et la
formation réticulée au décours de la toux (Ambalavanar et al., 2004).

D’autres régions semblent aussi impliquées dans la modulation de la toux
comme démontré par les études d’IRM fonctionnelle avec réalisation d’'un test a la
capsaicine. Parmi ces régions, on note le cortex insulaire, la région cingulaire, des
régions cérébelleuses et du cortex sensitif primitif (Chung and Pavord, 2008).

Contrairement aux animaux, ’'homme peut contrdler volontairement la toux.
Des études d’imagerie fonctionnelle ont permis la mise en évidence des régions
ceérébrales activées lors de la toux volontaire. Elles sont surtout localisées dans la
partie ventro-latérale du cortex sensitivo-moteur dans les aires aussi responsables
du chant, de la parole et des mouvements de la langue (Brooks, 2011). Le schéma
d’intégration de l'information et contréle de la toux au niveau du systéme nerveux

central est représenté dans la figure 9.
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Figure 9. Représentation schématique des centres nerveux localisés au niveau du systéme nerveux
central intervenant dans le contréle de la toux

Les voies afférentes finissent au niveau du tronc cérébral et la toux peut étre déclenchée a ce
moment, mais les informations peuvent étre transmises au niveau subcortical et cortical ou il y a une
procession de I'information. Les réponses envoyées peuvent ensuite modifier la toux ('aggraver ou

la supprimer) (Narula et al., 2014)

Malgré ces avancées, les mécanismes centraux de modulation de la toux ne
sont pas entiérement connus. Les recherches dans le domaine de la neurobiologie
sont de plus en plus nombreuses afin de mieux comprendre les interactions
neuronales et de développer des nouvelles approches thérapeutiques de la toux
chronique qui pourront cibler les récepteurs périphériques (type TRPs) et/ou la

neurotransmission centrale (Haji et al., 2013).

3.1.3 Voie motrice

Les informations venant des neurones localisés dans la région caudale du groupe
ventral respiratoire (incluant ceux du complexe Botzinger et pré-Botzinger) sont
transmises d’abord aux neurones prémoteurs bulbo-spinaux inspiratoires et

expiratoires, qui vont projeter linformation aux motoneurones phréniques,
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intercostaux et abdominaux. Pour les muscles des voies aériennes supérieures, les
informations sont transmises aux motoneurones vagaux et glossopharyngiens
(Morris et al.,, 2003; Shannon et al., 1998; Widdicombe, 1954a). Les neurones
localisés dans la partie ventro-latérale médullaire intervient aussi dans la modulation
de la toux comme dans la régulation du régime respiratoire. Ces neurones ont des
connexions avec les neurones du noyau du raphé, de la formation réticulaire, du
groupe respiratoire du pont et des régions cérébelleuses (Bongianni et al., 1998;
Shannon et al., 2000; Shannon et al., 1998).

Pendant la phase inspiratoire de la toux, les motoneurones glottiques, des
muscles intercostaux et du diaphragme ont regu des informations du noyau ambigu
via les nerfs vagal et laryngé et les muscles glottiques sont en abduction (Suarez et
al., 2002). Les motoneurones des voies aériennes supérieures sont localisés au
niveau ceérébral, les motoneurones phréniques qui contrdlent le diaphragme dans la
moelle cervicale et de la cage thoracique et des muscles abdominaux dans la moelle
thoracolombaire (Brooks, 2011; Hilaire and Duron, 1999). Le centre inspiratoire
commande les motoneurones de maniere séquentielle, d’'abord ceux des voies
aériennes supérieures, puis ceux du diaphragme et de la cage thoracique. Suite a la
contraction du diaphragme et a la chute de la pression trachéale la glotte s’ouvre
(Hilaire and Duron, 1999). Les voies respiratoires supérieures sont ouvertes, les
muscles intercostaux et le diaphragme contractés pour permettre une expansion
maximale de la cage thoracique (Dozier et al., 2006; Pickering and Jones, 2002).

Dans la phase compressive, les motoneurones laryngés sont hyperpolarisés
pendant la phase de transition de la phase inspiratoire a la phase expiratoire, puis ils
sont dépolarisés dans la phase compressive (Brooks, 2011). Les muscles laryngés
adducteurs se contractent rapidement en méme temps que les abducteurs se
relaxent pour réaliser une fermeture compléte de la glotte. En méme temps, le
diaphragme et les muscles abdominaux sont contractés de maniére isométrique
(Brooks, 2011).

Dans la phase expulsive, les muscles adducteurs laryngés se contractent avant la
relaxation du diaphragme et des muscles abdominaux (Poliacek et al., 2003).
L’inhibition des motoneurones laryngés adducteurs est trés importante pour la phase
expiratoire (Shiba et al., 2007). Le muscle crico-aryténoide postérieur se contracte
rapidement secondairement a la pression positive pleurale. La contraction du muscle

cricothyroide contribue a une meilleure ouverture de la glotte. A la fin de la phase

26



expulsive, le diaphragme commence a se relaxer (Poliacek et al., 2003; Shiba et al.,
2007).

Les réponses motrices dans la toux sont ainsi trés complexes et I'intervention du
systéme nerveux est essentielle pour la coordination des divers muscles intervenants

dans la toux (le diaphragme, les muscles thoracique et abdominaux et la glotte).

3.2 Mécanismes de passage a la chronicité

La toux aigué est une toux durant moins de 3 semaines et qui est
habituellement due a une infection respiratoire, souvent virale, des voies aériennes
supérieures. Une toux persistant plus de 8 semaines est qualifiée de « chronique » :
elle est souvent négligée depuis assez longtemps par le patient avant qu’il ne
consulte son médecin. La toux chronique peut durer plusieurs mois, voire plusieurs
années et sa prise en charge est difficile du fait d'une connaissance incompléte des
mécanismes du passage a la chronicité et également du fait du manque de
traitements antitussifs efficaces. Toutefois, il y a eu de récents progrés ces dernieres
années, a la fois dans l'approche diagnostique et la connaissance globale du
processus de la toux chronique, avec en perspective de nouveaux antitussifs plus
efficaces (Chung and Pavord, 2008; Didier, 2015; Narula et al., 2014).

L’évolution majeure des derniéres années concernant les concepts de la toux
consiste en lintégration des mécanismes de toux aigué et chronique dans un
schéma physiopathologique commun selon un modéle neurophysiologique (figure
10) (Chung et al.,, 2013; Didier 2015). Ainsi les causes de la toux, comme la
rhinorrhée postérieure, le reflux gastro-cesophagien et I'hyperréactivité bronchique
isolée, sont vues comme des déclencheurs de toux chronique ayant comme
substratum physiopathologique commun une augmentation du réflexe de toux
(Chung et al., 2013).

Selon ce modeéle, la sommation spatiotemporelle d’informations excitatrices
(PPSE) ou inhibitrices (PPSI) va générer ou non un potentiel d’action si un stimulus
atteint le seuil liminaire. La toux aigué (situation 1 dans la figure) est le résultat
d’'informations excitatrices afférentes aboutissant systématiquement a un potentiel
d’action de toux lorsque les fibres Ad mécanosensibles sont activées (qui ont un role
de protection vitale) ou a un potentiel d’action de toux si la voie des fibres C est
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suffisamment stimulée : le réflexe de toux est normal dans cette situation (Didier,
2015).

Modéle neurophysiclogique hypothétique de la toux

Schémas physiopathologiques
Toux aigué: 1 et chronique: 2, 3, 4

1: Déclencheur A A A Réflexe de toux normal
2: Déclencheur A A Réflexe de toux A
3: Déclencheur M Réflexe de toux A A
4: Déclencheur normal Réflexe detoux A A A
I _ Meurone portail de touws
a. b, e N
informations  semas af férences inhibitrices?
afférent oo PA vers neurones
== — I
gxcitatric —_—— —

[ bulbo-spinaux

Modéle de PPSE et PPSI

Figure 10 : Modélisation de la toux (D’aprés Didier A, 2015)
PPSE, potentiel post-synaptique excitateur ; PPSI, potentiel post-synaptique inhibiteur

Dans la toux chronique (situations 2, 3 et 4 dans la figure 10) il existe une
augmentation du réflexe de toux, qui peut étre plus ou moins importante (situation
4>3>2). Initialement, les patients décrivent des périodes transitoires et répétées de
toux, puis dans [I'évolution celle-ci devient constante. Dans la situation 2, de
« chronicité initiale » le traitement du facteur déclenchant de toux est habituellement
efficace ; dans la situation 3, de « chronicité aggravée » le traitement du facteur
déclenchant de la toux devient moins efficace et dans la situation 4, « allotussia » la
toux apparait méme pour des stimuli habituellement non tussigénes. Les situations 3
et 4 font partie du syndrome d’hypersensibilité de la toux (CSH). On pense que
I'hypersensibilité du réflexe de toux est probablement déja présente dans la situation

2 et que I'évolution va en s’aggravant (Chung et al., 2013; Didier, 2015).
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Les mécanismes de passage a la chronicité de la toux (I'apparition de la
sensibilité a la toux) peuvent étre classés en périphériques et centraux (Bonham et
al., 2006; Carr and Lee, 2006; Chung et al., 2013).

Des mécanismes de plasticité périphérique ont été décrits avec I'hypothése
d’'une hypersensibilité ou d’une hyperexpression des récepteurs de la toux (Carr and
Lee, 2006; Chung et al., 2013). Les nerfs sensitifs afférents peuvent étre sensibilisés
par des molécules neuroactives comme le nerve growth factor (NGF) via une
modification des profils d’activation des nerfs afférents de la toux et une facilitation
des signaux d’encodage afférents en réponse aux stimuli irritants (Carr and Lee,
2006; Chuaychoo et al., 2005a; Myers et al., 2002) (figure 11).La sensibilité de la
toux peut aussi étre liée a une modification de I'expression des canaux ioniques et
d’autres récepteurs, dont les TRPV1, qui régulent I'excitabilité des nerfs afférents a
des nombreux stimuli chimiques comme décrit dans 'étude publiée par Groneberg
ou il y avait une surexpression de ces canaux, chez les patients ayant une toux
chronique (Groneberg et al., 2004). Malgré ces données, l'utilisation dans un essai
thérapeutique récent d’un inhibiteur de ces récepteurs n'a pas démontré d’effet
clinique sur la toux chronique en dépit d'une amélioration du test a la capsaicine
(Khalid et al., 2014) démontrant ainsi que ces mécanismes n’interviennent pas dans

la modulation de la toux.
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D de tonsser
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Toux physiologique Toux pathologique
(protectrice) (hypersensibilité)
N?Us;gfﬂ CHS NEUROPATHIE LOCALE
Raclement de gorge /
boule dans la gorge
RN Géne thoracique /
sensation de picotement
Voix affaiblie / enrouée
- Infection virale
- Polluants environnementaux
- Substances chimiques imitantes
- Allergie
- Inflammation des voies aériennes
/Stress oxydatif
- Médicaments (exemple : [EC)

Figure 11: Schéma reliant les lésions neuropathiques des nerfs sensitifs au CHS (cough

hypersensitivity syndrome) entrainant une toux pathologique (Didier, 2015)
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Les mécanismes centraux interviennent aussi dans I'’hypersensibilité de la
toux. Pour preuve, I'imagerie cérébrale fonctionnelle a montré des nombreuses voies
d’activation neuronales (avec des centres stimulateurs et inhibiteurs) pendant la toux
volontaire et le besoin de tousser (Mazzone et al., 2011a; Mazzone et al., 2007).
L’hypersensibilité de la toux peut étre la conséquence de I'amplification au niveau
central des signaux afférents normaux via une interaction entre différents sous-
groupes de neurones afférents dans le tronc cérébral (Mazzone et al., 2005 ; Didier,
2015). Un neuropeptide exprimé dans les nocicepteurs et mécanorécepteurs des
voies aériennes peut entrainer une baisse du seuil du réflexe de la toux via la
convergence vers des neurones du tronc cérébral (Mazzone and Canning, 2002). Ce
processus peut entrainer I'amplification des signaux entrants recus par le « réseau
de la toux » au niveau du tronc cérébral. Par exemple, chez le primate, une
exposition a la fumée de cigarette entraine une augmentation de I'excitabilité des
neurones localisés dans le tronc cérébral, neurones qui recoivent les afférences
provenant des voies aériennes ; cet effet peut étre prévenu par linhibition du
neuropeptide, la substance P (Sekizawa et al., 2011). Aprés [linduction de
'expression de ce neuropeptide par les mécanorécepteurs des voies aériennes
aprés une exposition a un antigéne ou un virus (Chuaychoo et al., 2005a; Myers et
al., 2002), les influx afférents ne sont plus nécessaires pour causer une
sensibilisation au niveau central. Les neurones de la moelle qui recgoivent les
afférences des voies aériennes ont aussi des projections vers de nombreux noyaux
sous-corticaux dans le pont, le thalamus, I'hypothalamus, le mésencéphale et les
amygdales comme démontré dans les études d’imagerie cérébrale fonctionnelle
(Mazzone et al., 2011a; Mazzone et al., 2007).

La plasticité centrale peut affecter les neurones afférents, modifier la libération
de neurotransmetteurs ou neuromodulateurs, agir via des médiateurs circulants
jusqu’au NTS ou encore étre associée a des modifications intrinséques des différents
récepteurs impliqués dans le réflexe de toux (Bonham et al., 2006). A I'heure
actuelle, il existe des arguments expérimentaux démontrant une plasticité des
neurones du NTS, ce qui en fait une cible thérapeutique majeure. Depuis
I'acceptation du concept de toux chronique comme véritable « neuropathie » des
nouvelles thérapies comme la gabapentine et I'amitriptyline (utilisées habituellement
dans le traitement de la douleur neuropathe) sont développées dans cette

pathologie avec des résultats qui semblent intéressants (Chung et al.,, 2013;
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Mazzone et al., 2011b; Ryan et al., 2012) et beaucoup d’autres molécules ciblant ces

voies sont en cours d’étude comme représenté dans la figure 12.
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Figure 12. Cibles thérapeutiques des voies neurologiques intervenant dans le contréle de la toux
(Smith and Woodcock, 2016)

Les fibres C, avec les corps neuronaux dans le ganglion vagal supérieur (jugulaire) et les fibres Ad
dans le ganglion vagal inférieur (nodal) sont les principales voies afférentes vagales intervenant dans
la toux. Leurs récepteurs et les canaux ioniques sont représentés. Les récepteurs purinergiques P2X3
peuvent étre retrouvés a la fois dans les terminaisons nerveuses périphériques, comme dans le NTS
au niveau du systéme nerveux central. Les récepteurs TRPA1 et TRPV1 localisés au niveau des
terminaisons nerveuses périphériques sont capables d'initier le potentiel d’action et les canaux de Na

voltages dépendants sont responsables de la transmission du potentiel d’action.

Dans le systeme nerveux central, le dextrométhorphane réagit sur les récepteurs N-
méthyl-D-aspartate (NMDA). La morphine a un effet antitussif par I'action sur les
recepteurs p-opioides, la gabapentine et la prégabaline modulent l'activation des
canaux de Ca dans le systéeme nerveux central et périphérique. Le récepteur de la
néurokinine 1 (NK1) du NTS est ciblé par I'aprépitant, un traitement antiémétique
utilisé dans la prophylaxie de vomissements chimio-induites qui pourrait avoir aussi
un effet antitussif (Smith JA, 2016).
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II. TOUX, ASTHME, ALLERGIE

Dans les pathologies allergiques respiratoires et I'asthme, la toux, est un
symptome fréquent qu’elle soit aigué ou chronique évoquant en général un contréle
insuffisant de la maladie sous-jacente nécessitant souvent un renforcement
thérapeutique. En absence de réponse de la toux au traitement spécifique de
I'atteinte respiratoire, la recherche de comorbidités (ex reflux gastro-oesophagien,
rhinosinusite) comme causes potentielles de la toux doit étre systématique.

Pour le clinicien, une toux d’apparence isolée peut poser des vrais problémes
diagnostiques d’ou la nécessité d’'une démarche diagnostique rationnelle. L'asthme
et les allergies respiratoires en général sont des causes a évoquer de maniére

systématique dans ce contexte.

1. Toux - Asthme

Selon la définition du Global Initiative for Asthma (GINA), 'asthme est une
maladie inflammatoire chronique de voies aériennes, hétérogene, responsable de
symptoémes de type dyspnée sifflante, oppression thoracique et toux, variables dans
le temps, en fréquence et en intensité. Ces symptdémes sont habituellement associés
sur le plan fonctionnel respiratoire a une obstruction bronchique d’intensité variable,
réversible au moins partiellement, spontanément ou sous traitement
bronchodilatateur, et a la présence d’'une hyperréactivité bronchique en réponse a
différents stimuli physiques ou pharmacologiques (GINA 2016). L’asthme est I'une
des maladies respiratoires chroniques parmi les plus fréquentes chez I'enfant et
'adulte avec une prévalence estimée en France a 10% chez I'enfant et 6-7% chez
I'adulte (Delmas et al., 2010).

En général, dans I'asthme, la toux est rarement isolée et elle est souvent
associée a d’autres symptomes respiratoires de type oppression thoracique ou
dyspnée sifflante mais il existe des formes particuliéres d’asthme qui peuvent se
manifester principalement sous la forme d’une toux chronique, volontiers nocturne ;
le diagnostic est confirmé par la présence d’'une hyperréactivité bronchique (Niimi,

2013). A Tlinterrogatoire, on identifie assez souvent les facteurs déclenchants
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classiques : exposition aux allergénes, au froid/brouillard ou a des irritants, effort ou
eémotions. A l'auscultation pulmonaire on peut mettre en évidence des réles sibilants,
témoins du bronchospasme au décours de la crise. A l'interrogatoire, en dehors de
symptébmes respiratoires évocateurs d’asthme, 70-80% des sujets jeunes ont un
terrain atopique (Migueres et al., 2011). La recherche d'un terrain atopique est
recommandée de maniere systématique en cas de toux lorsqu’un asthme est
suspecté (Tillie-Leblond and Godard, 2007).

Chez les patients ayant un asthme, on retrouve souvent au niveau de la paroi
bronchique un infiltrat important de cellules inflammatoires comme des éosinophiles,
lymphocytes, mastocytes, parfois des neutrophiles (Beasley et al., 1989; Robinson et
al., 1992). Les anomalies histologiques souvent retrouvées chez 'asthmatique sont :
'hypersécrétion de mucus, I'épaississement de la membrane basale et une
hypertrophie du muscle lisse de la paroi bronchique (Adamko et al., 2003).

L’exploration fonctionnelle respiratoire peut confirmer la présence d’un trouble
ventilatoire obstructif (VEMS/CVF<0,7) avec amélioration d’au moins 12% et 200 mi
du VEMS (volume expiratoire maximal a la premiére seconde) aprés l'inhalation d’'un
béta-2-mimétique de courte durée d’action (GINA, 2016). En cas d’exploration
fonctionnelle respiratoire normale a I'état basal, I'hyperréactivité bronchique est
recherchée. Celle-ci est définie par une bronchoconstriction et une chute du VEMS
apres l'administration de divers stimuli comme la méthacholine, I'histamine, le
mannitol, le sérum salé hypertonique ou encore par I’hyperventilation isocapnique ou
'exercice. En France, on utilise en général, le test a la méthacholine qui est
considéré positif si 'on enregistre une chute d’au moins 20% du VEMS aprés
I'inhalation d’une dose inférieure a 2000 microg de méthacholine (GINA, 2016).

La mesure du NO exhalé semble intéressante pour le dépistage de I'asthme
au cabinet avec une valeur prédictive positive pour diagnostiquer I'asthme
comparable a celle des tests de provocation bronchique sans risque d’obstruction
bronchique (Berkman et al., 2005). Concernant I'intérét de la mesure du NO exhalée
dans la toux chronique isolée, dans deux études publiées (Chatkin et al., 1999;
Kowal et al., 2009) la valeur prédictive positive du test est estimée a 63%,
respectivement 70% et la valeur prédictive négative est de 93% qui renforce l'intérét
de cet examen non invasif (Didier, 2015). La limite la plus importante de ce test est
gu’il ne permet pas le diagnostic différentiel asthme/bronchite a éosinophiles (Oh et
al., 2008).
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La toux équivalente d’asthme est une forme atypique d’asthme caractérisée
par une toux séche, a prédominance nocturne, sans autre symptéme d’asthme avec
une hyperréactivité bronchique et une inflammation a éosinophiles retrouvée dans
I'expectoration, le liquide de LBA ou la sous-muqueuse des voies aériennes (Niimi et
al., 1998). La prévalence de la toux équivalente d’asthme est estimée a 13% chez
les patients qui consultent pour un probleme de toux chronique (Brightling and
Pavord, 2000). Les biomarqueurs des expectorations sont similaires dans la toux
équivalent d’asthme comme dans I'asthme et Il'administration précoce des
corticoides par voie inhalée prévient la progression vers un asthme classique (Niimi,
2011b).

L’asthme induit par I'exercice est une autre forme particuliere d’asthme. La
prévalence de I'asthme induit par I'exercice dans la population d’asthmatiques peut
aller jusqu’a 40% selon les diverses études (Del Giacco et al., 2015). Il s’agit d’une
bronchoconstriction qui apparait 2 a 10 minutes aprés la pratique du sport et 75-80%
d’asthmatiques n’ayant pas un traitement de fond de I'asthme peuvent décrire des
genes respiratoires a I'effort (Del Giacco et al., 2015). Le mécanisme exact de la
bronchoconstriction a I'exercice n'est pas complétement élucidé. Anderson suggére
que I'hyperventilation induite par I'exercice augmente 'osmolarité du liquide dans les
voies respiratoires avec la libération des médiateurs et bronchoconstriction (la
théorie osmolaire avec sécheresse de voies aériennes) (Anderson et al., 1982) et
McFadden soutient que le changement rapide de température au niveau des voies
aériennes au décours de I'exercice entraine une hyperémie et un cedéme de la
muqueuse avec diminution secondaire du calibre bronchique (la théorie vasculaire)
(McFadden et al., 1986). La bronchoconstriction induite par I'exercice peut étre
prévenue par 'administration de béta-2-agonistes, 15 minutes avant la pratique du
sport. Dans certains cas particuliers, cela peut poser des probléemes de dopage pour
les athleétes, mais le traitement de fond est essentiel dans I'asthme d’effort (Del
Giacco et al., 2015).

Malgré le fait que dans les recommandations internationales, la toux ne fasse
pas vraiment partie des criteres de controle de I'asthme, la prise en charge débute
en général par la corticothérapie inhalée a dose faible ou moyenne (Delmas et al.,
2010). La mesure du NO exhalé peut étre utilisée dans la pratique courante afin
d’adapter au mieux la traitement en sachant que ce marqueur parait bien corrélé a la

réponse a la corticothérapie inhalée (Smith et al., 2005). En absence d’'une réponse
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satisfaisante a la corticothérapie inhalée, un traitement par antileucotriénes peut étre
proposé aux patients ayant une toux équivalente d’asthme (Morice et al., 2006; Niimi,
2011a; Spector and Tan, 2004). Leur mécanisme daction et les effets
thérapeutiques sont représentés dans la figure 13. La toux est souvent le symptome
le plus rapporté par les patients ayant un asthme, alors que leur asthme est bien

controlé par les corticostéroides inhalés (Didier, 2015).
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Figure 13 : Effets des cystéinil leucotrienes et leurs antagonistes dans I'asthme (Niimi, 2013)

PAF : Platelet-activating factor ; MC : mastocyte ; Eos : eosinophil ; 5-LO : 5-lipoxygenase ;

Cys— LT1 receptors: cysteinyl-leukotrienes receptors type 1

2. Toux- Allergie respiratoire

La toux atopique (dans la littérature anglo-saxonne « atopic cough ») est une
entité trés controversée (Gibson et al., 1989). Elle est définie par une toux chronique
isolée chez un sujet atopique (éosinophilie sanguine, élévation des Ig E totales > 200
Ul/ml, tests cutanés aux pneumallergénes positifs avec élévation des Ig E
spécifiques pour ces mémes pneumallergénes), avec une éosinophilie dans les

expectorations, une hypersensibilité¢ du réflexe de toux, une fonction respiratoire
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normale et l'absence d’hyperréactivité bronchique associée ou d’atteinte ORL
(Fujimura et al., 2003).

La sensibilité a la capsaicine chez les patients asthmatiques allergiques au
pollen de bouleau augmente pendant la saison pollinique de celui-ci démontrant ainsi
que l'inflammation allergique peut déclencher une sensibilité accrue du réflexe de
toux (Weinfeld et al., 2002).

La prise en charge de celle-ci correspond en général a la prise en charge de
I'allergie avec éviction allergénique, traitement symptomatique (antihistaminique)

voire anti-inflammatoire (corticoides inhalés ou antileucotriéne) (Niimi, 2013).

3. Toux - Bronchite a éosinophiles

Sa prévalence est estimée, selon les diverses séries entre 10 et 15% des toux
chroniques (Ayik et al., 2003; Brightling et al., 1999). La bronchite a éosinophiles est
caractérisée sur le plan clinique par une toux génante sans autres symptomes
respiratoires, sans terrain atopique, ni hyperréactivité bronchique, mais avec un taux
élevé d’éosinophiles dans l'expectoration (>3% des cellules non squameuses)
(Brightling et al., 2000a; Gibson et al., 1989). Comme dans I'asthme, sur le plan
histologique, on peut retrouver un épaississement de la paroi bronchique et de la
membrane basale sous-épithéliale, avec infiltration d’éosinophiles. Contrairement a
'asthme, les mastocytes peuvent persister dans les structures superficielles de la
bronche sans infiltration dans la couche musculaire (Brightling, 2011; Brightling et al.,
2002b).

L’étape clé du diagnostic repose sur la mise en évidence de I'éosinophilie
bronchique, ce qui nécessite la réalisation d’'une expectoration induite. L’équipe du
CHU de Toulouse propose une approche diagnostique simplifiée reposant sur
'association suivante: absence de trouble ventilatoire obstructif, absence
d’hyperréactivité bronchique et augmentation du NO exhalé (Didier, 2015).

La toux éosinophilique est bien contrblée en général par les corticoides
inhalés, impliquant un réle majeur de linflammation. L’'implication des cellules
inflammatoires telles que les éosinophiles est prouvée par le fait que les
corticostéroides réduisent I'inflammation éosinophilique et inhibent la toux (Niimi,
2011b).
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4. Role de I’inflammation bronchique a éosinophilies dans la
modulation de la toux

Les pathologies chroniques a éosinophiles telles que I'asthme et la bronchite a
eosinophiles se traduisent souvent par une toux chronique ; la suppression de
inflammation éosinophilique améliore la toux, ce qui indique que les éosinophiles
ont un réle dans la pathogénie de la toux (Didier, 2015; Doherty et al., 2000).Un
argument de plus en faveur de I'implication directe des éosinophiles dans le réflexe
de toux est I'amélioration de la toux rapportée dans un cas de syndrome
hyperéosinophilique (maladie génétique impliquant la partie a des récepteurs FIP1-
like-platelet-derived growth factor, liée a la tyrosine-kinase) par 'administration d’'un

inhibiteur de tyrosine-kinase, imatinib (Chung et al., 2006).

e Mécanismes moléculaires impliqués dans I’inflammation bronchique
a éosinophiles

Les éosinophiles sont des granulocytes bilobés, facile a reconnaitre en raison
de la présence des granules acidophiles au niveau du cytoplasme et qui
représentent 1-4% des cellules sanguines circulantes (George and Brightling, 2016).
La différenciation des éosinophiles dans la moelle a lieu sous linfluence du
granulocyte-monocyte colony stimulating factor (GM-CSF) et de I'lL 5. Les
éosinophiles matures sont libérés dans la circulation, arrivent au niveau de
I'endothélium vasculaire des voies aériennes et migrent dans le tissu grace aux

molécules d’adhésion (George and Brightling, 2016) (Figure 14).
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Figure 14 : Recrutement des éosinophiles dans I'asthme (Ghosh et al., 2013)
ECP: eosinophil cationic protein; EPO, eosinophil peroxidase; MBP, major basic protein;
EDN : eosinophil-derived neurotoxin.

Les éosinophiles jouent un réle majeur dans I'asthme qu'il soit allergique ou
non allergique (de Groot et al.,, 2015). Chez les patients allergiques, I'exposition a
l'allergéne provoque une augmentation du nombre d’éosinophiles dans
'expectoration (Pin et al., 1992). La réponse allergique est biphasique avec une
phase initiale de dégranulation mastocytaire (Durham et al., 1988), suivie d’'une
phase tardive liée a linfiltration cellulaire dans les voies aériennes quand les

éosinophiles jouent un rdle majeur (Aalbers et al., 1993) (Figure 15).
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Figure 15. Réle de 'éosinophile dans la réaction allergique (Kay, 2001)

Les éosinophiles migrent comme les autres cellules inflammatoires et ils
libérent des produits cytotoxiques pendant la phase de dégranulation: la protéine
basique majeure (MBP), la protéine cationique de [I'éosinophile (ECP), Ia
neurotoxine dérivée de I'éosinophile (EDN) et la peroxydase de I'éosinophile (EPO)
(de Groot et al., 2015). lIs libérent aussi des chémokines qui peuvent endommager
I'épithélium, favoriser I'apparition de I'cedéme, la production excessive de mucus et
I'hyperréactivité bronchique (AHR) et avoir un réle dans le remodelage bronchique

(Eum et al., 2005) comme représenté dans la figure 16.
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ECM: extracellular matrix; FGF: fibroblast growth factor; HB-EGF: heparin-binding epidermal growth
factor ; IDO : Indoleamine 2,3-dioxygenase ; NGF : nerve growth factor ; SCF : stem cell factor ; TGF-

B, TGF-a: transforming growth factor; VEGF: vascular endothelial factor

Dans l'asthme allergique, le lymphocyte Th2 est le « chef d’orchestre » de la
réaction immunitaire avec une expression importante des cytokines de type IL 4, IL 5
et IL 13 (Barrett and Austen, 2009). IL 4 initie I'activation d’autres Ly Th2 ainsi que la
production d’anticorps Ig E par les Ly B et modifie la production de chémokynes au
niveau de I'épithélium (Li-Weber and Krammer, 2003). IL 5 joue un rdle important
dans la maturation, la migration et la survie de I'éosinophile et IL 13 a un réle
proinflammatoire, augmente la sécrétion de mucus, favorise I'apparition de la fibrose
subépithéliale et la production de I'éotaxine (Zhu et al., 1999). IL 13 augmente aussi
I'hyperréactivité bronchique (Eum et al., 2005).

Dans l'inflammation bronchique éosinophilique non-allergique, des données
récentes suggerent l'implication importante des cellules lymphoides innées (ILCs)
(Brusselle et al., 2013; Lambrecht and Hammad, 2015; Yu et al., 2014). ILCs sont
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activées par IL 25, IL 33 et la lymphoprotéine stromale thymique (Walker et al., 2013)
et sont présentes au niveau de I'épithélium lors de l'exposition aux virus, aux
allergénes fongiques et aux polluants atmosphériques. La production des cytokines
par ces cellules est aussi stimulée par la prostaglandine D2 via I'activation du
récepteur chémoattractant homologue exprimé sur le Ly Th2 (Xue et al.,, 2014).
Comme lors de l'activation de Ly Th2, les ILCs activés produisent des IL 5 et IL 13
capables d’induire une inflammation a éosinophiles des voies aériennes
indépendamment de Ly T (de Groot et al., 2015) (figure 17).

Allergens  ©_ o, © Pollutants, microbes, glycolipids

o ° o ©° o o0
’ T Goblet cells "
) ol - B ;.
Anrjwayv [f o (_/’ Macrohages
epithelium @]
IL-33
IL-25
W TSLP Dendritic cells
? MHCII &5
Mast @ TCR Naive T-cell TSLPR
Y, IL-17RB
75 PGDQ

CRTH2

) : ALX/FPR2
el IL-2
" M% ,\ Lipoxin A,

:)

B-cells Eosmophlls

Smooth muscle cell

Allergic eosinophilic airway inflammation

Figure 17: Deux différentes voies expliquant I'inflammation éosinophilique dans I'asthme (Brusselle et
al., 2013)

TSL: thymic stromal lymphopoietin; ILCs: innate lymphoid cells; TSLPR, IL-17RB, ST2 receptors on
ILCs; CRTH2: chemoattractant receptor homologous molecule expressed on Th2 cells; ALX/FPR2:
receptor for lipoxin A4; FceRI: high-afinity receptor for Ig E; GATA3: GATA-binding protein 3; PG;
prostaglandin; ROR: retinoic acid receptor-related orphan receptor; NK: natural killer; MHC: major

histocompatibility complex; TCR: T-cell receptor.
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De plus, les ILCs ont un rdle essentiel dans la persistance de I'asthme (Christianson
et al., 2015). Dans I'asthme, les deux voies Th2 et ILCs augmentent la production de
IL 5 qui peut induire une inflammation éosinophilique des voies aériennes (de Groot
et al., 2015).

e Mécanismes pouvant expliquer le role de I’éosinophile dans la
pathogenese de la toux

L’éosinophile est une source importante de médiateurs inflammatoires comme
la prostaglandine E2, F2a, thromboxane A2, et des neuropeptides comme la
substance P (SP) qui jouent un rbéle potentiel dans la toux et/ou la
bronchoconstriction (Niimi et al., 2014).

Les éosinophiles sont localisés au méme endroit que les nerfs sensitifs des
voies aériennes (Costello et al.,, 1997) et la libération de médiateurs comme
I'éosinophile peroxydase et les cysteinyl leucotrienes entrainent une stimulation du
systéme nerveux parasympathique avec un effet bronchoconstricteur. (Kingham et
al., 2002). En méme temps la libération des médiateurs des granules des
eosinophiles entraine aussi des altérations au niveau de I'épithélium bronchique
exposant mieux les récepteurs de la toux aux agressions extérieures. Ces
modifications ont comme résultats une hyperréactivité bronchique chez les patients
asthmatiques (Beasley et al., 1989) et une hypersensibilité du réflex de toux chez les
tousseurs chroniques non-asthmatiques (Niimi et al., 2005). En plus, la toux elle-
méme peut entrainer des altérations au niveau de [I'épithélium respiratoire
entretenant ainsi '’hypersensibilité a la toux (Niimi, 2011b).

Les effets neuro-inflammatoires de ces médiateurs dérivés des éosinophiles
pourraient représenter un mécanisme expliquant la persistance de I'hypersensibilité
de réflexe de la toux dans l'inflammation des voies aériennes (Gu et al., 2008). Par
exemple, la libération de MBP stimule les fibres C vagales de maniére directe (Lee et
al., 2001) via la substance P qui peut entrainer la toux (Garland et al., 1997). MPB
active les cellules mastocytes qui libérent des médiateurs protussigénes comme
I'histamine et la prostaglandine D2 qui réagissent aussi via la substance P en
stimulant les récepteurs de la toux (Piliponsky et al., 2003).

L’activation neuronale des voies aériennes est devenue une certitude chez les

asthmatiques tousseurs comme démontrée par les taux élevés de substance P et
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neurokinine A dans I'expectoration induite dans I'étude de Patterson (Patterson et al.,
2007). Dans le méme sens, chez les enfants ayant une toux chronique avec une
sensibilité prouvée par le test a la capsaicine on retrouve des taux élevés de
neuropeptide CGRP (calcitonine gene-related peptide) dans I'aspiration bronchique
(Chang et al., 2007). De plus, dans une étude publiée par O’Connell, des anomalies
intraépithéliales des nerfs ont été décrites avec une augmentation de I'expression du
CGRP dans les nerfs des voies aériennes de patients ayant une toux chronique
(O'Connell et al., 1995).

Le NGF (nerve growth factor) est libéré par une multitude de cellules des
voies aériennes, incluant les cellules de [I'épithélium bronchique avec des
conséquences neuro-inflammatoires importantes qui peuvent avoir un réle dans la
toux chronique. Le NGF semble agir sur les nerfs sensitifs des voies aériennes via
les récepteurs TRPV1 (Didier, 2015). Dans les neurones de ganglion spinal de rat en
culture, le NGF augmente I'expression de base et celle induite par la capsaicine, de
la substance P et de TRPV1 suggérant I'existence d’'un mécanisme de sensibilisation
nerveuse chronique (Yang et al., 2007). Dans une étude réalisée chez les patients
ayant une hyperréactivité sensitive avec une toux induite par I'exposition aux
parfums et aux substances chimiques, le taux de NGF au niveau de secrétions
nasales était nettement augmenté par rapport aux témoins sains aprés la réalisation
du test a la capsaicine (Millqvist et al., 2005).

L’inhalation de certains médiateurs de I'inflammation comme la bradykinine et
la prostaglandine E2 (PGEZ2) chez les sujets sains entraine une augmentation de la
réponse de la toux a la capsaicine (Choudry et al., 1989).Les deux médiateurs sont
capables d’'induire une sensibilisation indirecte des réponses neuronales des voies
aériennes a la capsaicine, probablement par activation du canal TRPV1 par des
voies intracellulaires (protéine kinase)(Kwong and Lee, 2005; Belvisi et al., 2016).
Chez les patients ayant une toux chronique, dans l'air expiré il existe une
augmentation des ions H”. L’association de celle-ci avec I'expression des récepteurs
TRPV1 dans les nerfs épithéliaux de ces patients pourrait constituer un bon
fondement pour la majoration de la toux (Groneberg et al., 2004; Niimi et al., 2004)
(Figure 18)
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Figure 18. Mécanismes moléculaires et cellulaires intervenant dans le réflexe de toux (Chung and
Pavord, 2008)

Les récepteurs laryngés et pulmonaires, comme RARs, SARs et les fibres C transmettent les
informations aux neurones localisés au niveau du NTS qui coordonnent les muscles intervenant a
I'effort de toux. Le cortex cérébral peut contrdler la toux volontaire ou la toux s’intégrant dans le
syndrome d’hypersensibilité de la toux (CHS). Les facteurs locaux des voies aériennes qui peuvent
influencer la toux sont illustrés. CGRP=calcitonin gene-related peptide; LTD4=leukotriene D4 ;
PGE2=prostaglandin E ; NK1=neurokinin-1 ; TRPV=transient receptor potential vanilloid. TNF=tumour

necrosis factor

Les données actuelles sur le modéle animal ne retrouvent qu’'une faible
corrélation entre la susceptibilité d’un stimulus a provoquer une toux et I'existence
d’un bronchospasme. Par exemple, les substances connues pour leur effet
bronchoconstricteur comme la substance P ou I'histamine et les agents tussigénes
comme l'acide citrique ne sont pas capables de déclencher un réflexe de toux chez
le cochon d’Inde (El-Hashim and Amine, 2005). Par contre, chez le chien si
I'histamine n’est pas capable de déclencher une toux, elle est capable d’augmenter
la toux faisant suite & une stimulation mécanique des voies aériennes (House et al.,
2004). L’ensemble de ces données, difficile a interpréter en raison des résultats qui
paraissent parfois contradictoires et les différences interespéces, souligne I'influence
des modifications des variables respiratoires et gazométriques de Ila
bronchoconstriction @ moduler la toux (Cohn et al., 1978; Coleridge et al., 1982;
Green et al., 1986; Lin et al., 2005; Olgiati et al., 1981). L’histamine est également
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capable d’activer ou de moduler l'activité de certaines fibres C (Coleridge and
Coleridge, 1984; Lee and Morton, 1993).

Méme chez 'homme, jusqu’a I'heure actuelle, il n’existe pas de preuve en
faveur d’'une franche corrélation entre la fonction pulmonaire et la réponse a un agent
tussigéne. Par exemple, chez I'asthmatique, la réponse a un test de provocation de
la toux (seuil, intensité) est similaire a celle d’'un sujet non asthmatique (Dicpinigaitis,
2007). En plus, [ladministration d’'une substance bronchodilatatrice ou
bronchoconstrictrice n'a pas d’effet sur la toux alors que ces traitements modifient
fortement le tonus musculaire lisse des voies aériennes ainsi que I'activité des RARs
(Fujimura et al., 1993; Fujimura et al.,, 1992). Chez les patients allergiques
asthmatiques, l'inhalation d’allergéne provoque une inflammation a éosinophiles et
une hyperréactivité bronchique mais n‘augmente pas la réponse a la capsaicine
(Minoguchi et al., 2003).

Malgré les multiples recherches dans la pathogenése de la toux en rapport
avec l'inflammation bronchique a éosinophiles, les mécanismes impliqués sont loin
d’étre identifiés et les résultats des diverses études paraissent parfois
contradictoires ; des études supplémentaires sont nécessaires afin d’éclaircir a

I'avenir ces mécanismes complexes.
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III. TOUX ET EXERCICE

1. Données cliniques et épidémiologiques

La toux est un symptdme fréquemment décrit a I'exercice, a la fois par les
athlétes, comme par les non athlétes (Couillard et al., 2014; Langdeau et al., 2000).

Malheureusement, il n'y a pas d’étude de prévalence dans ce contexte dans la
population générale mais chez les sportifs, sa prévalence est différente entre les
sportifs ayant ou non un asthme. Selon 'étude de Turcotte (Turcotte et al., 2003) la
prévalence de la toux chez les athlétes n’ayant pas d’asthme est de 6% et de 20%
chez les athlétes asthmatiques. La prévalence de la toux semble aussi plus élevée
chez les athlétes exergant dans un environnement froid (Levesque et al., 2006), ainsi
que chez les sportifs qui pratiquent les sports d’endurance par rapport a ceux qui
pratiquent des sports de vitesse ou de puissance (Helenius et al., 1997).

La toux peut étre isolée ou associée a d’autres symptdbmes respiratoires
comme oppression thoracique, dyspnée sifflante, rhinorrhée ou obstruction nasale ;
elle peut apparaitre pendant I'exercice ou aprés I'exercice contrairement au
bronchospasme induit par I'exercice qui apparait classiquement 5-8 minutes aprés la
fin de I'exercice (Didier, 2015). Selon une étude publiée en 2014 chez les athlétes, la
perception de la toux était significativement plus importante chez les athlétes
femmes versus hommes aprés le test de provocation d’hyperréactivité bronchique a
la métacholine comme au test d’hyperventilation isocapnique (p<0,05) pouvant
suggérer une influence des hormones cestrogénes et progestérone dans la
modulation de la toux (Couillard et al., 2014). Les facteurs environnementaux
(tabagisme passif, pollution atmosphérique, conditions météorologiques) jouent
beaucoup sur la toux apparue au décours des efforts physiques. Des études
récentes ont demontré une prévalence plus élevée de la toux chez les athlétes au
decours de I'exercice pendant I'hiver vs 'été (18% vs 9%, p=0,04) probablément

favorisée par I'air sec et froid (Turmel et al., 2012).
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2. Physiopathologie de la toux a I’exercice

A T'heure actuelle, les mécanismes qui interviennent ne sont pas encore
complétement élucidés. Les rares données disponibles plaident en faveur d’une
diminution de la réponse tussigéne pendant I'exercice. Toutefois, ni la fréquence, ni
l'intensité, ni la sensibilité aux agents tussigénes n'ont été évaluées de maniére
objective pendant l'exercice chez les sportifs ou chez les gens pratiquant des
activités sportives (Didier, 2015).

Une étude pédiatrique réalisée en France a retrouvé une diminution du
nombre de réflexes de toux pendant le test d’exercice réalisé sur un tapis roulant par
rapport au repos aprés linhalation de l'aérosol de capsaicine (Varechova, 2014).
Une autre étude réalisée sur une population adulte retrouve des résultats similaires
avec une baisse significative de la sensibilité de la toux induite par l'inhalation d’eau
distillée pulsée par nébuliseur ultrasonique pendant le test d’effort réalisés sur
bicyclette ergométrique comme pendant le test d’hyperventilation isocapnique
(Lavorini et al., 2010). Ces éléments sont en faveur d’'une modulation de la toux par
I'exercice par des mécanismes complexes qui ne sont pas completement éclaircis,
mais il semblerait qu’il s’agisse d’interactions au niveau des centres de contrdle de la
toux (Lavorini et al., 2010).

L’hyperpnée induite par I'exercice va activer les afférences proprioceptives en
provenance des muscles de la cage thoracique pouvant induire un effet suppresseur
sur le réflexe de toux (Didier, 2015). Cette hypothése semble pertinente car dans une
étude réalisée sur de sujets normaux, la stimulation des mémes afférences par des
vibrations au niveau de la cage thoracique entraine une diminution de la sensibilité
tussigéne a l'acide citrique (Kondo et al., 1998). D’autres voies de modulation de la
toux pendant I'exercice sont possibles comme, par exemple, I'activation des fibres C
pulmonaires par 'augmentation du débit cardiaque ayant un effet suppresseur sur la
toux (Didier, 2015; Paintal, 1969; Tatar et al., 1988). Dans le méme sens, deux
études sur un modeéle de lapin démontrent une désensibilisation a la toux provoquée
par la stimulation mécanique laryngée ou trachéale par I'’hyperventilation induite, soit
par I'’hyperthermie (Javorka et al., 1994), soit par I'exercice (Poussel et al., 2014). l|
semblerait que linhibition du réflexe de toux par I'exercice soit en partie liée a

I'hyperventilation qu’il induit.
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Pourtant, plusieurs phénomeénes qui surviennent au cours de I'hyperpnée due
a lI'exercice physique pourraient étre a l'origine d’'une toux (figure 19). Par exemple,
les manoeuvres forcées (comme celles au décours de l'effort physique) peuvent
entrainer une déformation des récepteurs des voies aériennes et une libération des
prostaglandines qui peuvent déclencher une toux via la stimulation des fibres C
(Coleridge et al., 1976; Piper and Vane, 1971). Au décours de I'exercice, en respirant
plus par la bouche et en shuntant le nez, les voies aériennes inferieures sont plus
impliguées dans I'humidification et dans le réchauffement de lair inspiré (Didier,
2015). L’hyperhémie présente au décours du réchauffement des voies aériennes
peut activer de maniére directe les récepteurs de toux par déformation des fibres

nerveuses (Banner et al., 1985).

1. Déshydratation de I'épithélium des voies aériennes — stimulus hyperosmolaire

a. stimulation directe des récepteurs de la toux

b. production accrue de mucus

c. perte de l'intégrité de la barriére épithéliale / desquamation de 1'épithélium bronchique
libération des médiateurs inflammatoires

exposition directe des terminaisons nerveuses a la lumiére des voies aeriennes

2. Effet thermique de I'exercice dans 1'environnement froid

a. hyperhémie réactive / cedéme de la paroi des voies aériennes
stimulation mecanique des recepteurs de la toux

3. Deébits ventilatoires éleves

a. exposition de 1'épithélium bronchique 4 la contrainte de cisaillement
altérations de l'integrite de la barriere éepitheliale (voir L.c)

b. expirations forcées
facilitation du RGO
effet mécanique de la deformation des voies aériennes

c. augmentation de I'exposition aux facteurs environnementaux
stimulation mécanique ou chimique des récepteurs de la toux
hyperréactivité tussigéne
altérations de l'integrite de la barriere épithéliale

Figure 19: Mécanismes physiopathologiques potentiels a 'origine d’'une toux induite par 'hyperpnée a
I'exercice (Didier, 2015)
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Il est connu que plus l'air inspiré est sec et froid, plus grande est la fréquence
respiratoire et plus grand est le nombre de voies aériennes recrutées pour le
réchauffement (Anderson and Holzer, 2000; Didier, 2015). La conséquence de ce
processus est la déshydratation de [I'épithélium des voies aériennes et
I'augmentation de 'osmolarité du liquide du revétement de surface.

Une des premieres études a avoir attirer I'attention sur la capacité du stimulus
hyperosmolaire a provoquer un réflexe de toux, a été celle de Banner (Banner et al.,
1984). Cette étude a démontré que la fréquence de la toux augmente de fagon
linéaire avec l'augmentation de la perte d’eau par le systeme respiratoire : la
réalisation d’'une hyperpnée d’air saturé a 37°C ne provoque pas de toux alors
gu’une hyperpnée d’air sec a la méme température provoque une grande réponse
tussive (Didier, 2015). Des travaux ultérieurs ont démontré que la sensibilité de la
toux par linhalation des substances hyperosmolaires, comme le mannitol ou le
sérum salé hypertonique, est augmenté chez les sujets asthmatiques (Koskela et al.,
2008) comme chez les sujets ayant une toux chronique non asthmatique (Singapuri
et al., 2008) par rapport aux sujets normaux. Les mécanismes possibles pouvant
expliquer I'apparition de la toux suite a I'exposition au stimulus hyperosmolaire sont
la stimulation directe des récepteurs Ad et celle des fibres C de la toux (Pedersen et
al., 1998). Elles ont été démontrées dans une étude sur le cochon d’Inde ou aprés
'inhalation du sérum salé hypertonique (Pedersen et al., 1998) il y a eu une
production accrue de mucus par augmentation de la sécrétion des glycoconjugués a
partir des glandes acineuses (Dwyer and Farley, 1997). Mais on peut aussi discuter
la perte de l'intégrité de la barriére épithéliale avec desquamation de I'épithélium
bronchique entrainant une exposition directe des terminaisons nerveuses a la
lumiére des voies aériennes et la libération des médiateurs inflammatoires
(Bonsignore et al., 2003; Chimenti et al., 2010; Pliss et al., 1990).

En dehors du stimulus hyperosmolaire, comme mécanisme potentiel a
I'origine d’une toux induite par I'hyperpnée a l'exercice, on peut évoquer leffet
thermique de I'exercice dans I'environnement froid. Alors, le refroidissement des
voies aériennes pendant I'exercice est suivi par leur rapide réchauffement aprés
'arrét de I'exercice, entrainant une hyperthermie réactive et un cedéme de la paroi
des voies aériennes pouvant stimuler directement les mécanorécepteurs de la toux
(Didier, 2015). Ce mécanisme physiopathologique est soutenu par les résultats de

I'étude de Cho (Cho et al., 2003) qui retrouve que I'hyperpnée d’air froid provoque
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une augmentation de la toux chez les patients ayant une hyperréactivité tussigéne
prouvée par le test a la capsaicine, comparés aux sujets avec une réactivité
tussigéne normale au méme test. Xing et ses collaborateurs (Xing et al., 2008) ont
montré que les récepteurs TRPM8 sont stimulés par I'exposition a lair froid. La
température au niveau du larynx peut descendre jusqu’a 25°C stimulant ainsi ces
récepteurs qui sont localisés surtout au niveau des voies aériennes supérieures et
déclenchant un réflexe de toux. Malheureusement, le mécanisme exact d’apparition
de la toux sans bronchoconstriction a l'inhalation d’air froid n’est pas clairement
identifié (Turmel et al., 2012).

La respiration a des débits ventilatoires élevés peut déclencher la toux par
plusieurs mécanismes : I'altération de l'intégrité de la barriére épithéliale exposant
I'épithelium bronchique a des contraintes de cisaillement (Morici et al., 2004) , le rble
mécanique des expirations forcées sur les voies aériennes comme celui de
facilitateur du reflux gastro-oesophagien par I'augmentation de la pression intra
abdominale et transdiaphragmatique (Lavorini et al., 2011) ainsi que 'augmentation
de I'exposition aux facteurs environnementaux (stimulation mécanique ou chimique
des récepteurs de la toux, hyperréactivité tussigéne) (Didier, 2015).

Etant donné I'augmentation de la ventilation minute au décours de I'exercice,
associée a la respiration buccale qui contourne les mécanismes nasaux de filtration
des particules de grande taille et des vapeurs solubles, la quantité de polluants
inhalés augmente de maniére proportionnelle avec une déposition plus profonde des
polluants dans le poumon (Didier, 2015). Dans ce contexte, les personnes pratiquant
un sport exposent plus leurs voies aériennes aux allergénes (pollens, acariens,
épitheélia d’animaux), aux polluants de I'environnement extérieur (ozone, dioxyde de
souffre, dioxyde d’azote et monoxyde de carbone) ou de I'environnement intérieur,
comme a la piscine (chlore) (Bougault et al., 2009) ou a la patinoire (produits de
combustion des machines d’entretien) (Kahan et al., 2007).

D’aprés les études épidémiologiques, I'exposition aux PM10 (particules de
diamétre inférieur & 10 ym) et a l'ozone, est trés fortement associée a la toux,
contrairement aux oxydes d’azote qui sont plutét associés a la respiration sifflante
(Didier, 2015; Joad et al., 2007) . Dans une étude expérimentale chez le lapin et le
cochon d’Inde, I'exposition a 'ozone a augmenté la toux (fréquence et sensibilité)
induite par I'acide citrique avec une meilleure réponse chez le cochon d’'Inde que

chez le lapin (Clay et al.,, 2016). Selon cette étude, le mécanisme expliquant
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'aggravation de la toux par 'ozone n’implique pas linflammation induite par cette
exposition, ni I'activation des récepteurs de type TRPA1, mais plutét une activation
des récepteurs TRPV1. Dans la figure 20 sont représentés les divers stimuli pouvant
activer les chémorécepteurs liés aux canaux ioniques certains pouvant étre plus
impliqués dans I'apparition de la toux a I'exercice, soit par action directe (TRPV1,
TRPA1, TRPM8 sensibles a la variation de température, TRPV4 aux stimuli

meécaniques-osmotiques), soit par voie indirecte via les modulateurs.

INDIRECT ACTIVATION DIRECT ACTIVATION
TRPV1 W
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10 > 25°C -’"f
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Figure 20 : Représentation des chémorécepteurs liés aux canaux ioniques certains pouvant étre
impliqués plus dans I'apparition de la toux induite par I'exercice comme le TRPA1, TRPMS8 (air froid)

et TRPV4 (stimuli mécaniques-osmotiques) (Grace et al., 2013)
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De maniere similaire, de nombreuses études ont démontré que I'exposition au
tabagisme environnemental s’associe a une augmentation de la toux (Joad et al.,
2007). Le mécanisme qui semble impliqué dans ce processus est I'activation des
récepteurs périphériques ainsi que des neurones situés dans le NTS avec l'influence
de la substance P dans la modulation du réflexe, impliquant donc plutét la
neuroplasticité centrale que périphérique (Sekizawa et al., 2008).

L’exposition au chlore et ses dérivés volatils (nitrogéne trichloride) et non
volatils (acide chlorhydrique), présents dans I'eau ou dans I'air ambiant des piscines,
peuvent déclencher une toux en générant des lésions de I'épithélium bronchique par
la génération de radicaux libres d’oxygene ou par lirritation directe comme prouvée
par une étude sur les nageurs, avec une prévalence de la toux de 28% lors de I'effort
de natation, améliorée par la suite par la sortie de I'environnement (Didier, 2015).

Les interrelations entre I'exercice et la toux impliquent des mécanismes
complexes qui ne sont pas complétement élucidés malgré les multiples travaux de
recherche sur le sujet. L'impression générale est qu’en cas d’une stimulation
tussigéne imposée pendant l'exercice, les centres respiratoires privilégient
'adaptation aux besoins métaboliques imposés par I'exercice avec augmentation de
la ventilation en diminuant la sensibilité a la stimulation tussigéne (Didier, 2015),
donc la plasticité du systeme nerveux central semble trés importante dans la
modulation de la toux par I'exercice. Si déja ces mécanismes ne sont pas trés bien
définis, l'interaction entre I'exposition allergénique-toux-exercice est encore moins
connue et nécessite des travaux de recherche complexes qui permettront a I'avenir

de mieux comprendre ce domaine de la physiopathologie respiratoire.
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I. INTRODUCTION

La toux est un réflexe de défense respiratoire visant a protéger les voies
aériennes (Widdicombe, 1954a, c). Lorsqu’elle devient chronique (durée supérieure
a 8 semaines), elle peut avoir un impact sur la qualité de vie du patient (Chung and
Pavord, 2008; Chung and Widdicombe, 2009). La prévalence de la toux est estimée
entre 9-33% aux Etats-Unis (Chung and Pavord, 2008). La prévalence de la toux
chez les fumeurs est trois fois plus élevée que les non-fumeurs ou les anciens
fumeurs. L’exposition a d’autres polluants atmosphériques comme le dioxyde nitrique
ou les particules PM10 sont des facteurs qui entrainent une augmentation de la
prévalence de la toux dans la population générale (Chung and Pavord, 2008). Avec
'augmentation de la pollution atmosphérique, le tabagisme et la prévalence
croissante des maladies respiratoires allergiques on peut s’attendre a une
augmentation encore plus importante de la prévalence de la toux chronique a
'avenir.

La toux chronique est un symptédme fréquent chez le patient asthmatique,
souvent mis en rapport avec un contrdle insuffisant de la maladie (méme si la toux
ne fait pas partie des critéeres standards du contrble de l'asthme selon les
recommandations internationales actuelles). La sensibilité a la capsaicine est
augmentée chez les patients asthmatiques allergiques aux pollens de bouleau en
saison pollinique, pouvant suggérer que linflammation d’origine allergique peut
constituer un trigger de la toux (Weinfeld et al., 2002). La toux peut étre stimulée par
certains mécanismes impliqués dans le processus inflammatoire. Les récepteurs de
la toux dans I'asthme peuvent étre activés par la bronchoconstriction via la libération
de I'histamine et de leucotriénes. La toux chez I'asthmatique répond en général bien
au traitement par le beta-2 agonistes de courte durée d’action (Chung and Pavord,
2008). Les médiateurs inflammatoires comme la bradykinine, tachykinine et les
prostaglandines peuvent aussi stimuler les récepteurs de voies aériennes.(Choudry
et al., 1989; Fox et al., 1996; Katsumata et al., 1989).

La toux associée a une inflammation des voies aériennes a éosinophiles peut
étre en général contrdlée par la corticothérapie par voie inhalée, un argument de plus

en faveur du réle potentiel des facteurs inflammatoires dans la toux (Chung and
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Pavord, 2008). Les patients asthmatiques n’ont pas forcément une augmentation de
la sensibilité a la toux, mais cela peut étre le cas pour les formes de toux équivalente
d’asthme, toux atopique ou bronchite a éosinophiles (Doherty et al., 2000).
Malheureusement, malgré les nombreuses hypotheéses possibles et une recherche
active, les mécanismes physiopathologiques précis, impliqués dans la modulation de
la toux par I'éosinophilie ne sont pas complétement identifiés.

L’autre domaine assez mal connu est la modulation de la toux en fonction des
divers stimuli et les interactions possibles au niveau du systéme nerveux central et
périphérique. Ces limites sont probablement a l'origine de l'efficacité trés incompléte
des traitements antitussifs actuels, en rapport avec une connaissance partielle de la
régulation du réflexe de toux (Belvisi and Geppetti, 2004; Mutolo et al., 2016b).

Les données de la littérature sur la modulation de la toux par lactivité
physique sont peu nombreuses (Widdicombe et al., 2009) mais il est connu que
'adaptation cardio-respiratoire a l'effort peut influencer le réflexe de toux (« cough
reflex » CR )(Turner, 1991). Il existe des arguments en faveur d’'un phénomeéne de
“‘down-regulation” de la toux au décours de I'exercice chez 'homme sain (Coutier et
al., 2014; Lavorini et al., 2010) comme chez certains modéles animaux (Poussel et
al., 2014; Tatar et al.,, 1988). Par contre, la toux induite par I'exercice est
fréquemment décrite chez les patients ayant un asthme (Boulet and O'Byrne, 2015)
ou chez les athletes ayant une broncho-constriction induite par I'exercice avec
inflammation des voies aériennes, en général neutrophilique plutdt qu’éosinophilique,
comme dans I'asthme (Anderson and Daviskas, 2000; Anderson and Holzer, 2000),
pouvant suggérer le rOle potentiel de I'exercice dans la modulation du réflexe de
toux. Malheureusement, les données actuelles de la littérature sont limitées, et
parfois contradictoires.

Il semble, en effet, que les mécanismes supposés étre impliqués dans la
régulation de la toux pendant I'exercice sont en grande partie liés a 'augmentation
de la ventilation. Cette hypothése est soutenue par le fait que I'’hyperventilation
spontanée isocapnique isolée, a le potentiel d’augmenter le seuil de déclenchement
de la toux en face d’agents tussigénes (Didier, 2015). La toux, ainsi que la
respiration, sont générées par le méme réseau neuronal au niveau du tronc cérébral
et mises en ceuvre par les mémes muscles respiratoires (Bolser et al., 2006;
Shannon et al., 1996). Dans le cas d'une stimulation tussigéne imposée pendant

I'exercice, les centres respiratoires sont obligés de donner une certaine priorité pour
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le comportement respiratoire et s’adapter aux besoins métaboliques (Bolser et al.,
2006). On peut alors supposer que ces derniers, pendant I'exercice, peuvent indiquer
au générateur du rythme respiratoire d’augmenter la ventilation tout en diminuant la
sensibilité a la stimulation tussigéne. En conséquence, la méme stimulation qui
provoque la toux dans les conditions de repos n’est plus aussi efficace pendant
I'exercice. De plus, la libération d’endorphines pendant I'activité physique, pourrait
elle aussi avoir un effet suppresseur sur la toux (Didier, 2015).

Les mécanismes de diminution physiologique de la toux pendant I'exercice
semblent étre altérés dans certaines conditions : la toux déclenchée pendant
I'exercice est souvent signalée chez les sujets souffrant d’infections respiratoires ou
d’asthme (Coyle et al., 2005; Morice et al., 1992). De méme, quelques études
réalisées chez les sportifs de haut niveau, ont montré une plus grande prévalence de
la toux au cours d'un exercice prolongé ou réalisé dans des conditions
environnementales spécifiques, souvent jugées hostiles (Boulet and O'Byrne, 2015;
Didier, 2015).

Dans une étude précédente réalisée dans notre laboratoire, nous avons
observé ce phénoméne de “down-regulation” du réflexe de toux, défini par la
diminution de la sensibilité a la toux a la stimulation trachéale mécanique pendant
'exercice, chez un modéle animal de lapin anesthésié (Poussel et al.,, 2014).
L’administration de stimulations trachéales séquentielles au décours des contractions
musculaires électriques des pattes postérieures, simulant ainsi I'exercice, a produit
chez I'animal une diminution significative de l'incidence du réflexe de toux (p<0,0001)
avec augmentation du seuil de la toux par rapport au repos (p<0,02)(Poussel et al.,
2014). Etant donné la présence des similitudes entre la physiologie respiratoire
humaine et celle de ce modéle animal (Keir and Page, 2008) nous avons envisagé
d’étudier la modulation du réflexe de toux par I'exercice et la stimulation trachéale
chez le lapin sensibilisé a lI'ovalbumine (OVA) afin de mieux comprendre, par
extension, le mécanisme de la toux chez les patients ayant une inflammation des
voies aeriennes de type allergique. Notre hypothése était qu’il existe un phénomeéne
de « up-regulation » de la toux induite par I'exercice et la stimulation trachéale ou, au
moins, I'absence du « down-regulation » chez les lapins sensibilisés a I'ovalbumine

vs les lapins contréles.

56



II. MATERIEL ET METHODES

Vingt lapins adultes de type Néo-Zélandais ont été préparés pour I'étude,
répartis de fagon équitable entre un groupe sensibilisé a I'ovalbumine et un groupe
contréle. Tous les lapins ont subi une anesthésie et une trachéotomie, mais I'analyse
statistique n’a pu étre réalisée que sur dix-huit lapins : 10 lapins sensibilisés a
'ovalbumine (OVA) (poids moyen 3.06 + 0.32 kg) et 8 lapins contrbles (poids moyen
3.09 £ 0.28 kg). En effet, un lapin contréle est décédé au décours de I'anesthésie et
un autre a été exclu aprés avoir retrouvé dans le lavage broncho-alvéolaire la
présence d’'un taux trés élevé d’éosinophiles (73%), probablement en rapport avec
une maladie a éosinophiles, ne permettant ainsi pas de dire qu’il rentrait dans le

groupe contréle.

1. Considérations éthiques

Toutes les procédures réalisées sur les animaux ont été approuvées par le
Comité de I'Université de Lorraine sur 'usage des animaux dans les laboratoires de
recherche, en respectant les directives européennes (Council Directive 86-609 EEC),
celles du “Ministere de [I'Agriculture et de la Péche” et du “Ministére de
'Enseignement Supérieur et de la Recherche” (A5418-03409) et sous la surveillance

des “Services Vétérinaires Départementaux de Meurthe et Moselle”.

2. Protocole de sensibilisation a I’ovalbumine (OVA)

Les lapins du groupe OVA ont recu des injections intra-péritonéales (i.p.) de 0,1
mg OVA, avec comme adjuvant 10 mg AI(OH); en solution dans 1 ml du sérum
physiologique 0,9% : le premier jour (J1) et a J14 selon des protocoles validés
antérieurement (Ali et al., 1996; Petak et al., 2006). A J26, les lapins sensibilisés ont
eté exposeés a des aérosols d'OVA (2,5 mg/ml ; 50 mg OVA dissolus dans 20 ml du
sérum physiologique 0,9%) pendant 3 jours pendant 15-20 min/jour.

L’expérimentation aigué a été réalisée a J28.
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Les aérosols ont été administrés dans une boite fermée en Plexiglas® construite
par nos soins (Figure 1), avec un nébuliseur ultrasonique (SYST'AM®, LS290). Les
lapins contréles ont recu exactement le méme protocole injectable et d’aérosols mais

cette fois-ci avec du simple sérum physiologique a 0,9%.

Figure 1 : Lapin dans la boite en Plexiglas, recevant I'aérosol par le systéme ultrasonique de

®
nébulisation (SYST'AM , LS290). La boite a été adaptée avec un systéme qui garde la téte du lapin

immobilisée pour recevoir les aérosols directement vers le nez et la bouche.

3. Evaluation de la présence de la sensibilisation

3.1 Tests cutanés intradermiques

Nous avons testé la présence de la sensibilisation par des tests cutanés
intradermiques 7 jours avant I'expérimentation (J 21). Nous avons utilisé 200 ug/mL
solution d’OVA et du sérum physiologique NaCl 0,9% (pour les contrbles). Cent
microlitres de solution (OVA et NaCl 0,9%) ont été injectés par voie sous-cutanée de
maniére symétrique dans la peau de la région dorsale de I'animal (préalablement
rasée) avec une seringue de 1 mL et une aiguille de 25G. L'intensité de la réaction
cutanée (l'induration) a été mesurée a 1 heure par une régle (2 mesures
perpendiculaires afin de mesurer la surface en mm?) selon une méthode déja validée
(Chambers et al., 2000).
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3.2 Lavage broncho-alvéolaire (LBA)

Le LBA a été réalisé a la fin de chaque expérimentation aigué aprés la mise a
mort de I'animal. Un cathéter de polyéthylene-190 a été positionné via la canule
endotrachéale dans la trachée, puis avancé doucement jusqu’au niveau des
bronches. Nous avons injecté a 3 reprises 5 ml de solution HEPES (140 mM NacCl, 5
mM KCI, 1 MgCI2, 10mM glucose, et 10 mM HEPES ; pH 7.4), suivis chaque fois
d’'une aspiration douce de la solution (quantité totale de liquide injecté = 15ml). Le
LBA a été collecté dans un tube placé dans la glace et filtré avec un tissu en nylon
perforé d’orifices de 60 um pour enlever le mucus. Un échantillon du liquide a été
placé en centrifugeuse pendant 10 minutes, a la vitesse de 600 tours par minute et le

matériel cytologique obtenu a été coloré au May-Grinwald-Giemsa.

3.3 Analyse en microscopie optique et comptage cellulaire du
LBA :

Les images ont été étudiées avec un microscope Olympus, muni d’'un objectif
x40 et enregistrées par une caméra Olympus CDD en format de 1360 x 1024 pixels.
Sur chaque lame, au moins 100 cellules ont été comptées et différenciées en
fonction des caractéristiques morphologiques en: macrophages, lymphocytes,
neutrophiles, éosinophiles, basophiles et monocytes, apres avoir éliminé les cellules
épithéliales et les cellules non identifiables. La lecture des lames a été réalisée par
deux personnes différentes et en cas de discussion, l'avis d'un professeur

d’histologie a été pris pour les cellules qui posaient des problémes d’identification.

4. Anesthésie et préparation chirurgicale

4.1 Protocole d’anesthésie

L’induction de l'anesthésie a été réalisée par voie intraveineuse (voie veineuse
posée au niveau de l'oreille) avec une dose initiale de pentobarbital (0.30 ml.kg™') et
par voie intramusculaire par une injection de kétamine (0,1 ml.kg') aprés
désinfection locale. L’anesthésie a été maintenue par la perfusion continue de
pentobarbital au débit de base de 0,6 ml.h". Aprés asepsie rigoureuse du site de
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ponction, I'injection intra-veineuse a été effectuée a 'aide d’un cathéter placé dans la
veine auriculaire marginale. La profondeur de I'anesthésie était vérifiée toutes les 30
minutes en s’assurant de I'absence de réponses au réflexe cornéen et au pincement
de l'oreille, témoins d’'une anesthésie de profondeur moyenne. En cas d’anesthésie
légére, en tout cas insuffisante (i.e, réflexe cornéen, retrait de la patte pincée
modification notable du rythme ventilatoire), des doses supplémentaires ont été
administrées sous la forme de bolus intraveineux de 0,03 ml.kg" de pentobarbital
associés a des bolus intramusculaires de 0,01 mI.kg'1 de kétamine. A la fin de
I'expérimentation aigué, la mise a mort de I'animal a été obtenue par une dose létale

de Doléthal (bolus de 5 ml, Vétoquinol SA, Lure, France).

4.2 Préparation chirurgicale

Aprés le rasage de la fourrure en région cervicale antérieure, l'incision
sagittale médiane des tissus cutanés a été suivie par la dissection minutieuse des
tissus sous-cutanés et musculaires (afin de respecter les nerfs vagues a proximité
immeédiate), la trachée a été partiellement sectionnée transversalement sur les % de
sa section et chaque lapin a été ensuite trachéotomisé (au niveau de la partie
caudale de la trachée) et intubé a l'aide d’une canule de trachéotomie en acier,

adaptée a la taille de la trachée (Figure 2-A, B).

Figure 2-A : Mise en place d’'une canule de
trachéotomie chez le lapin anesthésié et
immobilisé.
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Figure 2-B : Systéme de connexion de la
canule de trachéotomie au
pneumotachographe pour I'enregistrement
des variables fonctionnelles respiratoires et
au moteur rotatif pour effectuer la
stimulation mécanique trachéale

La partie proximale de la trachée a été ligaturée. Une aspiration trachéo-
bronchique était réalisée de maniére systématique afin d’évacuer les voies aériennes
de la présence éventuelle de sang, lié au temps chirurgical (section trachéale
essentiellement) ou a des secrétions. Cette préparation chirurgicale sous anesthésie
conduite de cette fagon permet une expérimentation en ventilation spontanée
pendant toute sa durée.

Comme I'hypothermie peut augmenter la profondeur de I'anesthésie durant la
procédure chirurgicale, la température corporelle a été enregistrée en continu avec
un thermométre électronique (Physiotemp Instruments, YSI 402 Clifton, NJ, USA)
par voie intrarectale, une fois le lapin immobilisé en position dorsale. La température
a de plus été maintenue au-dessus de 38 °C, par [l'utilisation de bouillottes
chauffantes si besoin.

Des électrodes (3) ont été placées sur lanimal pour enregistrer
I'électrocardiogramme, afin de disposer de Il'activité cardiaque en continu (signal

d’électrocardiogramme provenant d’'un cardioscope a 3 dérivations).

5. Acquisition des signaux

L’acquisition des signaux analogiques a été réalisée par un systeme
PowerLab 30 series (ADInstruments, ML880 PowerLab 16/30) avec une fréquence
d’acquisition de 200 Hz et une résolution d’échantillonnage de 16 bits. Les données,
une fois numérisées, ont été stockées sur un disque dur puis analysées

ultérieurement a 'aide du logiciel LabChart7-Pro (ADInstruments, v 7.1).
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6. Variables ventilatoires

La préparation chirurgicale a permis I'expérimentation entieére en ventilation
spontanée. Le débit ventilé a été mesuré au niveau de la canule de trachéotomie par
un pneumotachographe de Fleisch # 0 (Metabo, Hepalinges, Switzerland), puis
intégré pour obtenir le volume. Le signal du flux aérien a été enregistré a 200 Hz et a
été intégré en volume. Le volume courant (VT) et le flux respiratoire ont été
enregistrés en continu au décours de I'expérimentation. La résistance des voies
respiratoires (Rrs) a été mesurée par une adaptation a la technique d’oscillations
forcées pour évaluer la bronchodilatation induite par l'exercice dans les deux

groupes (selon la technique décrite par Schweitzer et al., 2006 et loan et al.,2014).

7. Stimulation électrique rythmique entrainant des contractions
musculaires (EMC) au niveau de la cuisse

Nous avons utilisé la technique d’électrostimulation musculaire validée par
Cross et al. (Cross et al., 1982) pour obtenir des contractions musculaires similaires
a celles observées au décours de I'exercice physique. Sur les membres postérieurs
des lapins anesthésiés, apres épilation soigneuse des faces internes des deux
cuisses, des électrodes de surface ont été placées sur la peau (Dura-Stick Premium,
REF 42205, DJO, USA) pour effectuer la stimulation. Ces électrodes ont été
connectées a un stimulateur électrique (Neuro Trac Rehab, Verity Medical LTD, UK).
Les contractions musculaires ont été déclenchées par une stimulation électrique de 2
s avec un intervalle libre de 4 s. L’intensité du courant a varié entre 10 et 30 mA avec
des temps de croissance et décroissance de 0.5 s.

Apreés I'obtention des contractions musculaires rythmiques, la stimulation a été
maintenue pendant 3 ou 4 min, période au décours de laquelle lintensité du courant
a été augmentée progressivement de 10 a 30 mA, afin de maintenir un métabolisme
suffisamment élevé associé a une hyperpnée adéquate (une augmentation d’au
moins 30% de la ventilation minute), similaires au comportement physiologique a
'exercice modéré (Cross et al.,, 1982; Haouzi and Chenuel, 2005; Poussel et al.,
2014).
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8. Stimulation trachéale et analyse de la réponse respiratoire

Un cathéter semi-rigide silastic® (0,7 mm, OD Metric) a été introduit dans la
canule de trachéotomie et descendu le long de la paroi afin de déclencher une quinte
de toux, en général aprés l'avoir inséré de 3 a 4 cm par rapport a I'extrémité
céphalique de la canule, correspondant a une position en regard du tiers inférieur de
la trachée (Varechova et al.,, 2011; Varechova et al., 2010). La preuve de cette
position est vérifiée aprés chaque expérimentation au décours de 'autopsie par des
lésions macro et microscopiques de la muqueuse trachéale.

L’extrémité supérieure du cathéter est reliée a un moteur électrique rotatif (low
voltage DC motors 719RE280, MFA/Comodrills, UK) avec une vitesse de rotation

d’environ 60 tours.min™'. Quand le moteur est mis en fonction, il entraine une rotation

du cathéter dont I'extrémité libre provoque alors une stimulation mécanique trachéale
(Figure 3).

Figure 3 : Cathéter relié a un moteur
rotatif permettant la stimulation

trachéale mécanique.

Le temps de démarrage (temps de montée) et d’arrét (temps de descente)
sont trés courts, presque immédiats, autorisant un signal de stimulation mécanique
considéré comme rectangulaire et ainsi de sélectionner précisément la durée de
stimulation souhaitée. La durée de stimulation a varié entre 50 ms (correspondant a
une seule rotation) et 1000 ms. Les stimulations trachéales ont été réalisées soit
entierement, soit débutées durant le temps inspiratoire (TI) alors que I'animal respire
calmement et de fagon réguliere depuis au moins 1 min. Environ 20 stimulations ont

été réalisées sur chaque animal.
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Un signal électrique du moteur rotatif a été transmis a l'ordinateur de fagon
concomitante aux signaux respiratoires, permettant une identification précise du
moment du cycle respiratoire durant lequel la stimulation a été réalisée.

Avant la stimulation trachéale, les valeurs de référence (de repos et d’effort)
ont été enregistrées en notant la moyenne des données respiratoires (VT, V E max =
pic de débit expiré) sur 3 cycles respiratoires consécutifs. La réponse a la stimulation
trachéale a été évaluée en fonction des modifications du VT et du V Emax par rapport
aux valeurs de référence. Pour chacun des paramétres 'écart-type (ET) a également
été calculé, permettant de renseigner la variabilité des ces paramétres au cours de la
ventilation spontanée. Ainsi, une réponse défensive significative a la stimulation
trachéale mécanique a été définie par une réponse dont les parameétres ventilatoires
considérés sont en dehors du 99°™ percentile, c’est a dire supérieure a la moyenne
+ 3 fois ET. Ce cycle de référence est calculé en conditions basales avant chaque
stimulation trachéale afin de permettre la comparaison entre les paramétres
ventilatoires faisant immédiatement suite a la stimulation trachéale et ceux calculés
avant celle-ci.

Trois types de réponses a une stimulation ont pu étre observés. Le réflexe de
toux (RT) a été défini par une augmentation significative du volume courant (VT) et
du pic de débit expiré (V Emax). Le réflexe expiratoire (RE) a été défini par une
augmentation isolée du pic de débit expiré (V Ema), non précédée d'une
augmentation du volume courant (VT). L’'absence de réponse (AR) a une stimulation
trachéale mécanique a été caractérisée par I'absence de modification du volume
courant (VT) et du pic de débit expiré (V Emax) par rapport au cycle de référence
précédent (Figure 4). Le stimulus le plus faible déclenchant un réflexe de toux a été
nommeé “Cough threshold” (CT) (seuil de toux).

> RT . VT > VTréférence + 3 ET
\ Emax > \% Emax référence T 3ET

> RE VT < VTréférence + 3 ET
Vv Emax > Vv Emax référence 1 3ET

> AR : VTrstérence = 3 ET < VT < VTyggsrence + 3 ET
Vv Emax référence = 3ET< \% Emax <V Emax référence"' 3ET

Figure 4 : Définition de la réponse ventilatoire a la stimulation
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9. Electromyographie des muscles abdominaux

Une électromyographie des muscles abdominaux a été réalisée avec des
électrodes bipolaires (A-M Systems, INC, Carlsborg, WA 98,324) insérées au niveau
soit des muscles transverses de I'abdomen, soit des muscles obliques externes afin
de confirmer objectivement un mouvement respiratoire associé a la réponse a la

stimulation trachéale.

10. Protocole

Les variables respiratoires ont été enregistrées a I'état de base au repos, puis
au décours des contractions musculaires induites par I'électrostimulation musculaire
(similaires a celles réalisées pendant un exercice physique modéré). Sur chaque
lapin on a réalisé 2 a 3 séquences de stimulations musculaires séparées par au
moins 10 minutes de repos, sans aucune stimulation (stimulations trachéales
inclues). Les stimulations trachéales ont été réalisées aprés au moins 1 minute de
respiration de repos, avec des durées variables (50 ms, 150 ms, 300 ms, 600 ms,
1000 ms). Toutes les stimulations ont été délivrées pendant linspiration (vers la
moitié du temps inspiratoire pour les stimulations de 50 ms a 300 ms ou au début de
I'inspiration pour les stimulations de 600 ms et 1000 ms). Pendant I'électrostimulation
musculaire entrainant des contractions au niveau de pattes inférieures, 3 a 4
stimulations trachéales ont été réalisées avec des durées variables (entre 50 ms et
1000 ms), a intervalle de 1 min, en surveillant en continu les signes cliniques, les
variables respiratoires et [I'électromyogramme. La lecture et [interprétation
d’événements respiratoires induites par la stimulation mécanique trachéale ont été
réalisées pour chaque lapin au repos et a I'exercice par deux personnes différentes,
puis une concertation a eu lieu pour procéder a la vérification des données

enregistrées et a la révision des éventuelles discordances.

11. Analyse des données

L’analyse statistique des données a été réalisée avec le logiciel JMP 9.0.0
(2010 SAS Institute Inc) permettant les comparaisons des données qualitatives et

quantitatives. Les paramétres respiratoires (VT, V E, Rrs, temps inspiratoire Tl, temps
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expiratoire TE) étaient enregistrés en continu pendant I'expérimentation, au repos et
pendant I'exercice afin de comparer les groupes.

L’incidence et I'analyse des réponses a la stimulation trachéale mécanique
dans les deux conditions (repos et exercice) ont été comparées par le test Khi 2 ( x°)
ou test de Fisher, étant donné les faibles échantillons. Une analyse de variance
(ANOVA) a été utilisée pour la comparaison des variables et paramétres
respiratoires (VT, V E, Rrs). La comparaison des valeurs de CT de repos vs exercice
a été reéalisée avec le test non paramétrique de Wilcoxon. Le seuil de significativité

retenu est p < 0,05. Les résultats sont exprimés en moyenne + ET.
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III. RESULTATS

Un total de 494 stimulations trachéales a été réalisé (271 en repos ; 223 a
I'exercice) et elles ont été analysées chez 18 lapins (10 sensibilisés a 'OVA et 8

controles).

1. Tests cutanés a ’OVA et étude cytologique du LBA

La réaction cutanée (induration) a linjection intradermique d’'OVA a été
fortement positive pour les lapins sensibilisés a 'OVA, avec une surface moyenne de
630 mm? + 297 mm? (4 la lecture 1h aprés linjection) vs les lapins contrdles
(p<0,001). Les lapins sensibilisés a 'OVA ont eu une cytologie plus abondante
(p=0,044) et un pourcentage d’é€osinophiles significativement plus élevé (p = 0.008)

dans le LBA, par rapport aux lapins contréles (Tableau 1).

Tableau 1. Parameétres descriptifs (moyenne * écart-type) des tests cutanés et de la

cytologie du LBA pour les 2 groupes des lapins

Parametres Surface * DS Nombre total de Taux d’éosinophiles
(mm?) cellules dans LBA dans LBA (ET) (%)
(ET)
OVA (n=10) 630 (297) 161 (57) 26.3 (16) - 16
Controles (n=8) 0 (0) 108 (43) 25(25)-23

LBA : Lavage Bronchioloalveolaire

OVA : Lapins sensibilisés a 'Ovalbumine

La comparaison du profil cellulaire du LBA entre les deux groupes a été représenté
dans la Figure 5, montrant des différences significatives pour le taux d’€osinophiles,
plus élevé chez les lapins sensibilisés, 26,3% vs 2,5% (p=0,0008) et une baisse
compensatrice significative (p=0,0012) des macrophages : 66,3% pour les lapins
OVA vs 91,3% pour les lapins contrbles. Pour les autres lignées cellulaires il n’y a

pas eu des différences notables entre le groupe OVA et le groupe contréle
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(basophiles 0,3%

vs 0%,

p=0,387 ;

lymphocytes 5,9% vs 2,7%, p=0,1).

neutrophiles 1,2%

vs 3,5%,

p=0,275 ;
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Figure 5. Représentation de la cytologie du LBA pour les deux groupes (en pourcentages)

Les figures 6 et 7 représentent des images de cytologie du LBA en coloration May-

Grunwald-Giemsa, étudiées avec le Microscope Olympus et un objectif de 40 pour

un lapin contréle et un lapin sensibilisé a 'OVA. Dans la figure 6, sur la lame réalisée

pour le LBA d'un lapin contréle, on peut identifier des cellules épithéliales

bronchiques ciliées (avec des cils au péle apical, mesurant 5-7 ym de long et 0,25

pm de diamétre) et des macrophages alvéolaires (les plus abondants, grands, avec

une forme irréguliere et la présence de nombreuses invaginations, un noyau

excentré et un cytoplasme abondant contenant parfois des vacuoles et vésicules de

pinocytose).
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Figure 6 : Cytologie du LBA pour un lapin contréle en coloration May-Griinwald-Giemsa (Microscope

Olympus, objectif 40)

100 pm

Figure 7 : Cytologie du LBA pour un lapin sensibilisé a 'OVA en coloration May-Griinwald-Giemsa

(Microscope Olympus, objectif 40)

Dans la figure 7, représentant 'image d’une lame du LBA chez un lapin sensibilisé a
'OVA, en dehors des macrophages et des cellules épithéliales, on retrouve des
nombreux éosinophiles faciles a reconnaitre parmi les autres cellules par leur petite
taille (12-14 p), la coloration rouge du cytoplasme (les inclusions cytoplasmiques
fixant 'éosine) et avec le noyau polylobé (en général, bilobé). Le nombre important
d’éosinophiles dans la cytologie du LBA du lapin sensibilisé a 'OVA prouve bien la

présence de la réaction inflammatoire allergique, induite par les injections d’OVA.
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2. Analyse des variables fonctionnelles respiratoires

La ventilation minute (V E) a augmenté & I'exercice, de maniére significative
pour les deux groupes, par rapport au repos, de 36% pour les lapins sensibilisés a

'OVA et de 35% pour les lapins contrOles (Table 2).

Table 2. Evolution de la ventilation minute et de la résistance des voies aériennes au

repos et a I'exercice pour le groupe OVA et le groupe contréle

Repos Exercice (2&3min) p

Rrs (hPas L")

OVA (n=10) 16.8+1.9 149+ 21 0.0003

Contréles (n=8) 179+14 15.5+1.3 < 0.0001

V E (mL min™)

OVA (n=10) 984 + 232 1338 + 229 < 0.0001

Controles (n=8) 794 £ 122 1075 £ 216 0.0008

OVA : Lapins sensibilisés a 'Ovalbumine

\V E : ventilation minute
Rrs : résistance des voies aériennes par oscillations forcées

En méme temps, la résistance des voies aériennes a diminué de maniére
significative pour les deux groupes a I'exercice, de 11% dans le groupe OVA et de
13% dans le groupe contrble (Table 2, Figure 8).

Il n’y a pas eu de différences significatives entre les deux groupes par rapport
a l'évolution des variables respiratoires au repos et a l'effort avec augmentation
similaire de la ventilation minute VE (36% vs 35% ; p = NS) et diminution de la

résistance des voies aériennes Rrs (11% vs 13%; p = NS).
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Figure 8. Evolution des variables respiratoires chez un lapin sensibilisé a 'OVA, au repos puis a
I'effort. Au décours de I'exercice induit par la stimulation musculaire électrique, la ventilation minute a

augmenté et la résistance des voies respiratoires a diminué, témoignant ainsi d’'une bronchodilation.

3. Réponses ventilatoires a la stimulation trachéale

Suite a la stimulation trachéale mécanique, 3 types de réponses ont été
retrouvées : » Le réflexe de toux (RT)
> Le réflexe expiratoire (RE)
» Absence de réponse (AR)
Le réflexe de toux (RT) est défini par une augmentation significative du volume
courant (VT) et du pic de débit expiré (V Emax) (un exemple est donné en Figure 9).
Le réflexe expiratoire (RE) est caractérisé par une augmentation isolée du pic de
débit expiré (V Emax), non précédée d’une augmentation du volume courant (VT)
(exemple en Figure 10). L’absence de réponse (AR) a une stimulation trachéale
mécanique est caractérisée par I'absence de modification du volume courant (VT) et

du pic de débit expiré (V Emax)-
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Figure 9, A-B. La représentation graphique du réflexe de toux (RT) en repos (A) et a I'exercice (B)

caractérisé par lI'augmentation du VT et du V E. L’électromyogramme des muscles abdominaux
(EMG) enregistre aussi l'activité de stimulation respiratoire. Les fleches indiquent la stimulation

trachéale. La partie positive de la courbe représente I'inspiration et la partie négative I'expiration.
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La répartition des stimulations était similaire dans les deux groupes au repos et a

I'effort, comme représenté dans le tableau 3.

Tableau 3. Répartition des stimulations réalisées au repos et a I'exercice pour le

groupe OVA et le groupe contrble (exprimée en valeurs absolue et relative

(pourcentage))
OVA (n=10) Contréles (n=8)
Nombre total de stimulation 261 (53%) 233 (47%)
Stimulations en repos 141/261 (54%) 130/233 (56%)
Stimulations a I'’exercice 120/261 (46%) 103/233 (44%)

OVA : lapins sensibilisés a 'Ovalbumine

L’incidence des événements respiratoires au repos apres stimulation trachéale a été
comparable (p=NS) pour les deux groupes (Figure 11) avec une incidence
supérieure a 60% pour le réflexe de toux (RT), inférieure a 10% pour le réflexe

respiratoire (RE) et entre 20 et 30% pour I'absence de réponse (AR).

H Controles ®mOVA

RT RE AR

Figure 11. Incidence des événements respiratoires en repos apres stimulation trachéale (%)
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A I'exercice, on note une diminution de l'incidence du réflexe de toux (valeurs entre
45 et 60%), une augmentation de l'incidence du réflexe expiratoire (entre 10 et 17%)
et une augmentation de l'incidence de I'absence de réponse (entre 30 et 36%) sans

différences significatives entre les groupes (p=NS) (Figure 12).

H Contrboles mOVA

RT RE AR

Figure 12. Incidence des événements respiratoires a I'exercice aprés stimulation trachéale (%)

Pendant I'exercice, dans le groupe OVA, le seuil de toux (CT) est resté
inchangé pour 5 lapins, a diminué pour 4 lapins et a augmenté chez un lapin. Donc
pour 'ensemble de lapins il n’y a pas eu des modifications de la sensibilité au réflexe
de toux, a I'effort par rapport au repos (pas de différence significative p = NS).

Pour le groupe contrdle, le seuil de toux pendant I'exercice a augmenté pour 4
lapins et est resté inchangé pour 4 lapins, avec une différence significative entre le
repos et I'exercice (p = 0.0313), évoquant une diminution nette de la sensibilité du
réflexe de toux a l'exercice vs repos. Ces données sont représentées dans le
tableau 4.

Table 4. La représentation du « Cough threshold « (CT) au repos et a I'exercice
chez les lapins sensibilisés et contréles (ms + DS).

OVA (n =10) Controles (n=8) p
CT au repos (ms = DS) 230 + 294 62 + 35 NS (0.1304)
CT a I’exercice (ms + DS) 190 + 184 125 + 46 NS (0.3463)

CT: Cough threshold (seuil de toux)
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IV. DISCUSSION

A notre connaissance, ce travail est le premier a étudier le réflexe de toux
aprés stimulation trachéale mécanique pendant I'exercice, chez des lapins
sensibilisés a 'OVA. Le résultat le plus intéressant obtenu dans notre étude est que
linflammation allergique des voies aériennes a empéché Il'apparition de [l'effet
physiologique de « down regulation » de la toux a I'exercice, comme précédemment
démontré dans une étude antérieure de notre laboratoire (Poussel et al., 2014).

La toux est un symptdme clinique commun et fréquent en pathologie humaine,
pouvant étre en rapport avec des pathologies respiratoires et extra respiratoires.
Malgré les nombreux travaux de recherche réalisés dans le domaine au cours des
vingt derniéres années, la toux reste un probleéme difficile pour les cliniciens, devant
des mécanismes physiopathologiques incomplétement élucidés. La clarification des
mécanismes physiologiques et physiopathologiques de la toux et le développement
de nouvelles thérapies antitussives sont les deux principaux buts de l'utilisation d’un
modele animal dans le domaine de la recherche sur la toux. La plupart des
connaissances actuelles sur les récepteurs, les fibres afférentes, l'intégration des
messages au niveau du tronc cérébral, des voies efférentes et des effecteurs sont
obtenues a partir des modeles animaux. De nombreuses espéces ont été utilisées
pour explorer la genése d’une toux (Duz et al., 2010; Jackson, 1988; Kamaruzaman
et al., 2013; Liu et al., 2001; Schelegle et al., 2001b) mais les modéles animaux qui
paraissent les plus intéressants sont le cochon d’Inde, le lapin et le chat. Leur
utilisation est trés vaste et les expériences peuvent étre conduites en état vigile ou
anesthésié, en réalisant diverses stimulations et en mesurant les signaux qui
dépassent les limites de la recherche clinique (Didier, 2015). Pour déclencher la toux
sur modéle animal, ont été utilisés, divers stimuli : électriques, mécaniques (chez
'animal anesthésié) ou chimiques, comme les modifications de la composition
ionique ou osmotique du liquide de surface de la muqueuse. Dans beaucoup de ces
modeéles, la toux était souvent provoquée par I'exposition a des produits irritants
comme l'acide citrique et la capsaicine (Clay et al., 2016). D’autres études sont
réalisées en stimulant le systtme nerveux central, mais la modulation de la toux au
niveau de celui-ci semble plus complexe chez 'lhomme que chez I'animal. Cela en

partie par la présence d’un contrle volontaire mais aussi par I'existence du
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syndrome d’hypersensibilité a la toux (CHS) (Chung and Pavord, 2008; Morice et al.,
2007). Pour cette raison, les études d’imagerie fonctionnelle sont trés intéressantes
chez 'homme et ont permis déja lidentification de plusieurs régions cérébrales
intervenant dans le contréle et la modulation de la toux (Chung and Pavord, 2008;

Mazzone et al., 2011a; Mazzone et al., 2011b; Mazzone et al., 2005).

e Modeéle animal de lapin anesthésié sensibilisé a ’Ovalbumine

Chez le lapin, les réponses inflammatoires allergiques des voies aériennes,
pouvant rentrer dans le cadre de la maladie asthmatique, sont comparables a celles
rencontrées chez I'étre humain. Les lapins immunisés dans la période néonatale
présentent un comportement similaire a ce que I'on observe dans I'asthme chez
'homme, en ce qui concerne : I'’hyperréactivité bronchique consécutive a I'exposition
aux allergénes aéroportés (Bloom et al., 1988; Herd et al., 1994; Herd et al., 1995),
la présence de la réaction biphasique d’obstruction bronchique (immédiate et tardive)
suite a I'exposition allergénique (Shampain et al., 1982), le profil cytologique
inflammatoire au niveau des voies aériennes avec le recrutement d’éosinophiles et
de lymphocytes (Herd et al., 1994; Marsh et al., 1985), comme la production
d’immunoglobulines E en réponse a I'exposition allergénique (Ig E) (Minshall et al.,
1993; Shampain et al., 1982).

Le premier modéle de lapin sensibilisé par voie injectable intrapéritonéale
décrit par Pinckard (Pinkard, 1977) a été modifié par la suite et de nombreux
allergénes ont été utilisés, ovalbumine inclue (OVA) (Keir and Page, 2008). Le
modéle d’inflammation des voies aériennes induite par 'OVA est caractérisé par des
taux élevés d’lg E spécifiques pour 'OVA, des éosinophiles et des lymphocytes T au
niveau de la muqueuse bronchique et I'apparition d’'une hyperréactivité bronchique
(HRB) comme chez '’homme (Kamaruzaman et al., 2013).

Le modéle animal de lapin est particulierement intéressant pour les études
fonctionnelles respiratoires car avec un protocole d’anesthésie approprié, il est
possible de conserver une respiration spontanée pendant toute I'expérimentation
aigué, ce qui est préférable a la ventilation mécanique, nécessaire pour beaucoup
d’autres modeles animaux de plus petite taille. Par ailleurs, I'utilisation de tubes
endotrachéaux et de ballons endo-cesophagiens sont possibles chez le lapin pour

des mesures spécifiques. Par conséquent, le méme animal peut étre son propre
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contréle, ce qui n'est pas souvent le cas pour les animaux de petite taille comme la
souris, le cochon d’'Inde ou le cobaye, chez lesquels une chirurgie est souvent
nécessaire pour la mesure des parameétres fonctionnels respiratoires (Keir and Page,
2008).

La réponse bronchique des lapins sensibilisés a I'exposition a des stimuli non
spécifiques comme I'histamine, 'adénosine 5’-monophosphate, comme a I'exposition
a des stimuli spécifiques de type allergéne, est comparable a celle des patients
asthmatiques (Coyle et al., 1989; Kamaruzaman et al., 2013; Keir and Page, 2008).

Les traitements antiasthmatiques (béta-2-agonistes, corticoides, inhibiteurs
des récepteurs aux leucotrienes et théophylline) ont une efficacité similaire chez le
modeéle de lapin sensibilisé et chez 'homme (Keir and Page, 2008). Etant donné les
nombreuses similitudes concernant la physiopathologie respiratoire entre le modele
de lapin sensibilisé et I'étre humain, nous I'avons choisi pour nos travaux.

Le réflexe de toux a été plus souvent étudié chez le cochon d’Inde que chez le
lapin (Brozmanova et al., 2006; Liu et al., 2001). L'inflammation a éosinophiles des
voies aériennes induite par I'exposition allergénique est associée pour les deux
modéles animaux a une augmentation de la toux, en réponse a l'inhalation d’acide
citrique et de capsaicine (Brozmanova et al., 2006; Clay et al., 2016; Liu et al., 2001).
Par contre, la réponse au traitement préventif de la toux (bronchodilatateurs par
exemple), pour les deux espéces, n'est pas semblable, évoquant des mécanismes
différents pour la toux (Clay et al., 2016; Spina et al., 1998).

De plus, des études fonctionnelles sur les voies respiratoires ont retrouvé que
le lapin est moins répondeur a la capsaicine que I'étre humain (Fuller et al., 1985;
Karlsson and Fuller, 1999; Karlsson and Persson, 1989; Spina et al., 1998) et que
'absence d’une sensibilité fonctionnelle a la capsaicine n’est pas associée a une
diminution du neuropeptide sensoriel, comme décrit chez le rat et le cochon d’'Inde
(Keir and Page, 2008). Ces observations suggérent que le mécanisme d’action de la
capsaicine chez le lapin n’est pas en rapport avec la déplétion du neuropeptide
sensoriel et cette découverte est intéressante car le lapin a une répartition similaire a

I'hnomme des nerfs sensitifs dans le poumon (Cho et al., 2002; Spina et al., 1998).
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¢ RoOle de I’anesthésie

Il est connu que I'anesthésie générale influence considérablement la réponse
aux agents tussigénes. Par exemple, 'administration d’agents tussigénes comme la
capsaicine ou la bradykinine (stimulant les fibres C) ne parvient pas a provoquer la
toux chez I'animal anesthésié, méme si le réflexe de toux provoqué par le stimulus
mécanique et I'inhalation de I'acide citrique est entiérement préservé (Morice et al.,
2007). Afin d’éviter les problemes d’interprétation des résultats par rapport a
'anesthésie, nous avons réalisé les expérimentations aussi sur un groupe de lapins

contréles plutdt que de faire une comparaison par rapport a la littérature.

o Exercice et bronchoconstriction induite par I’exercice

Il est classique que I'exercice soit un facteur déclenchant des manifestations
respiratoires, facile a quantifier et reproductible. Il représente donc un bon moyen
d’étudier le comportement d’'un systeme biologique face a un stress (Hoffman-Goetz
and Pedersen, 1994). Les mécanismes sont complexes impliquant une modification
de l'activité endocrine, du systéme cardio-respiratoire, du systéme nerveux et du
systéme immunitaire (mécanismes psycho-neuro-immuno-endocrinnes) (Verratti,
2009).

La bronchoconstriction induite par I'exercice est décrite couramment mais les
meécanismes exacts impliqués dans sa pathogenése ne sont pas complétement
élucidés (Kodesh et al., 2011a). Le mécanisme de I'asthme/bronchoconstriction
induite par I'exercice est décrit classiquement par les modifications osmolaires (la
sécheresse des voies aériennes) et vasculaires (théorie thermale) au niveau des
voies aériennes, en plus de la stimulation du systéme nerveux parasympathique par
I'exposition directe au froid (Del Giacco et al., 2015). Les deux hypothéses sont
basées sur le fait qu’au décours de l'activité physique il existe une augmentation
franche de la ventilation avec des pertes d’eau et de la chaleur par voie respiratoire
(dessiccation de la muqueuse bronchique). La perte d’eau augmente I'osmolarité du
liquide extracellulaire dans la muqueuse bronchique, ayant comme conséquence
I'extravasion extracellulaire de Il'eau via les canaux d’eau (aquaporines), le
rétrécissement des cellules bronchiques avec l'augmentation intracellulaire de la
concentration des ions (Anderson and Daviskas, 2000) et la libération de médiateurs

inflammatoires par les mastocytes, les éosinophiles, les neutrophiles et les autres
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cellules avec les eicosanoides nouvellement formés (Hallstrand and Henderson,
2009; Hallstrand et al., 2005).

L’épithélium joue le réle clé de régulateur dans la balance des eicosanoides
dans les voies aériennes avec l'augmentation de la production des eicosanoides
bronchoconstricteurs et I'altération de la production de prostaglandines E2 qui joue

un réle protecteur (Hallstrand, 2012).

o Toux induite par I’exercice

La toux induite par I'exercice est fréequemment décrite chez les asthmatiques
(Boulet and O'Byrne, 2015) et chaque fois que les athletes développent une
inflammation des voies aériennes avec une pratique sportive intensive dans des
conditions hostiles (Kennedy MD, 2015). On peut donc supposer que I'exercice a un
réle potentiel de trigger de la toux. En général, il est nécessaire de pratiquer I'effort
physique a une intensité élevée pendant au moins 5-8 minutes pour développer une
bronchoconstriction. Classiquement, celle-ci survient 2 a 10 minutes aprés I'exercice,
en dehors de la période d’intensité maximale (Del Giacco et al., 2015). Les résultats
de notre étude réalisée sur un modéle animal expérimental validé d’asthme
allergique (Franova et al., 2013) ne retrouvent pas de changement de la sensibilité a
la toux (CT similaire), pendant I'exercice par rapport au repos, chez les lapins
sensibilisés a 'OVA, contrairement aux lapins contréles. Ces derniers présentent un
phénoméne de « down regulation » de la toux a l'effort par rapport au repos. Notre
travail actuel vient ainsi confirmer les résultats d’'une étude réalisée précédemment
dans notre laboratoire, avec un effet de « down regulation » de la toux a I'effort par
rapport au repos, chez les lapins anesthésiés (augmentation du seuil de la toux)
(Poussel et al., 2014).

Dans l'étude de Lavorini, réalisée chez des sujets sains, la pratique de
I'exercice et I’hnyperpnée volontaire a entrainé une augmentation du seuil de la toux
(CT) a 'administration des aérosols d’eau distillée par rapport au repos (Lavorini et
al., 2010). Sur ces données, on peut conclure a la présence d’'un effet de « down

regulation » de la toux dans les conditions d’augmentation de la ventilation.
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o Bronchodilatation « physiologique » a I’exercice

La modulation de la toux par l'exercice est en rapport avec la
contraction/relaxation des muscles des voies aériennes, conséquence des
nombreuses réponses adaptatives générées par lactivité physique. En effet,
I'exercice est associé a une augmentation de l'activité sympathique avec un taux
élevé de catécholamines plasmatiques, en méme temps que la libération des
neuromédiateurs nonépinéphrinergiques -noncholinergiques, entrainant une
bronchodilatation (Fontana et al., 2002b; Marchal et al.,, 2008b). En plus,
'augmentation de la ventilation par I'exercice a un impact direct sur le régime
respiratoire par I'activation des capteurs localisés au niveau des voies aériennes, des
poumons et de la paroi thoracique, entrainant une bronchodilatation.

La bronchodilatation induite par I'exercice est le résultat d’'une association des
mécanismes neurologiques et mécaniques, méme si la participation de chaque partie
n‘est pas complétement éclaircie (Marchal et al., 2008a). Comme |la
bronchoconstriction est capable d’induire la toux par la stimulation mécanique des
voies aériennes (Widdicombe, 2001), on peut supposer que la bronchodilatation peut
aussi moduler la toux.

En effet, pour les deux groupes (OVA et Contréle) nous avons pu constater
une bronchodilatation a I'exercice comme démontrée par la baisse significative de la
résistance des voies aériennes (Rrs) (Table 2). Le comportement a I'exercice des
lapins sensibilisés a 'OVA était similaire a celui des lapins contréles, avec une
augmentation du V E et une diminution de la Rrs (pas de différence significative entre
les deux groupes). Malgré le fait que I’hyperventilation et la bronchodilatation induites
par I'exercice étaient comparables pour les deux groupes, la modulation de la toux
semble différente avec I'absence du phénoméne de « down regulation » pour le
groupe OVA alors qu’il est présent de dans le groupe contrble. Il est peu probable
que cette différence puisse étre expliquée uniquement par la bronchodilation induite
par I'exercice. Une étude chez 'homme, a démontré que I'exercice peut augmenter
le seuil de toux (CT) méme en absence d’'une bronchodilatation importante (Lavorini
et al., 2010) quand antérieurement, une autre a pu montrer que la bronchodilatation
ne modifie pas toujours la sensibilité de la toux (Fujimura et al., 1992).
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e ROle des récepteurs de la toux

Dernierement, la recherche a trouvé un intérét croissant pour le réle du
systéme nerveux dans la pathogenése de l'asthme (Spina, 2002). La toux est
déclenchée par l'activation de récepteurs spécifiques classés en trois catégories en
fonction de leurs caractéristiques électrophysiologiques : rapidly adapting stretch
receptors (RARs), slowly adapting receptors (SARs) dans le muscle des voies
aériennes et les récepteurs - fibres C localisées dans I'épithélium (Brooks, 2011).
Les voies nerveuses afférentes dans les voies aériennes sont myélinisées (Ad et
AB) et non-myélinisées (C), activées par les mécanorécepteurs (Brooks, 2011;
Sant'Ambrogio, 1987a, b, c). La stimulation de ces récepteurs des voies aériennes a
comme conséquence l'apparition d’'une bronchoconstriction, d’'une toux et de la
sécrétion de mucus (Karlsson et al., 1988).

Des études ont démontré que les patients ayant un asthme toussent et
déclenchent une bronchoconstriction en réponse a des stimuli qui entrainent de
faibles effets chez les sujets sains : bradykinine, dioxyde de soufre, eau distillée,
AMP et capsaicine (Keir and Page, 2008). Ces stimuli exercent leur effet par
I'activation des voies nerveuses localisées dans les voies aériennes (Pauwels et al.,
1985). Dans la toux chronique, il est connu que I'air frais a une action directe sur les
canaux ioniques TRP (transient receptor potential) liées aux fibres C occasionnant
l'apparition d’'une toux et l'augmentation de la sensibilité a linhalation de la
capsaicine. Les derniéres découvertes sur le potentiel de certains canaux ioniques
TRP des voies aériennes a étre sensibles et de réagir aux variations de la
température ambiante, ouvrent des nouvelles portes pour la compréhension de la
pathogenése de certaines réactions des voies respiratoires (Millgvist, 2015; Millqvist
etal.,, 2013).

Les récepteurs RARs des poumons sont en général stimulés par la diminution
de la compliance pulmonaire. Chez les lapins, la modification de la compliance
pulmonaire entraine une augmentation de l'activité des récepteurs RARs et des
fibres C, surtout en rapport avec la présence du liquide extravasculaire dans les
voies aériennes (Ma et al., 2003). Wolf a démontré que I'exercice et I'hyperpnée
isocapnique peuvent augmenter le clairance muco-ciliaire chez les sujets normaux,

l'exercice étant méme associé a un effet plus intense (Wolff et al.,, 1977).
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L’augmentation de la clairance mucociliaire est en rapport avec 'augmentation de la
vitesse du flux aérien. Cette augmentation de la vitesse peut stimuler les RARs
tracheo-bronchiques déclenchant le réflexe de toux, la bronchoconstriction, la
sécrétion de mucus et la vasodilatation (Widdicombe, 1995) par stimulation vagale.
Le traitement anticholinergique (ex ipratropium) a démontré son bénéfice dans la
toux liée a 'augmentation de la clairance mucociliaire (Bennett et al., 1993). Plus
récemment, le mécanisme d’inhibition sur les fibres sensitives vagales par les
anticholinegiques a été identifié par I'effet du tiotropium sur les récepteurs TRPV1
(Birrell et al., 2014).

o Inflammation bronchique a éosinophile et toux

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés a la modulation du réflexe
de toux par I'exercice chez un modeéle animal validé d’inflammation allergique des
voies aériennes (Ali et al., 1996; Brozmanova et al., 2006; Petak et al., 2006). Il est
connu que la toux est souvent présente dans les maladies respiratoires chroniques a
eosinophiles (ex. asthme ou bronchite chronique a éosinophiles) (Gu et al., 2008;
Kingham et al., 2002; Niimi et al., 2009) mais la relation directe entre I'éosinophile et
la toux est mal connue et les opinions sont divergentes. Par exemple, Niimi est d’avis
que l'éosinophile a un rdle central dans la pathogenése de la toux dans I'asthme
quand Brightling soutient que la toux dans I'asthme n’est pas liée a I'inflammation
éosinophilique mais plutét en rapport avec des mécanismes alternatives activatrices
(Gu et al., 2008; Kingham et al., 2003) de mastocytes (Niimi et al., 2014).

Les arguments en faveur d’un réle important que I'éosinophile peut jouer dans
la pathogenése de la toux sont nombreux. L’éosinophilie est une source importante
de médiateurs comme PGE2, PGF2a, thromboxane A2 et neuropeptides comme la
substance P (SP) qui peuvent déclencher le réflexe de toux et/ou une
bronchoconstriction (Weinstock et al., 1988). L’expression de la SP est augmentée
autour des terminaisons nerveuses intra-épithéliales chez les patients ayant une toux
équivalente d’asthme, comparativement aux sujets contrdles ou ayant un asthme
classique, sans que la toux soit le symptéme prédominant (Lee et al., 2003). Le taux
de substance P est élevé au niveau sérique chez les patients tousseurs chroniques
et souvent associé a une hyperréactivité bronchique chez les patients ayant un
asthme (Otsuka et al., 2011).
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Les patients ayant une toux équivalente d’asthme ont les mémes
modifications histologiques au niveau de la paroi bronchique comme les autres
asthmatiques en rapport avec le remodelage bronchique (épaississement de la
membrane basale, hyperplasie glandulaire, hypertrophie du muscle lisse) qui
peuvent entrainer une hypersensibilité du réflexe de toux (Matsumoto et al., 2007;
Niimi et al., 2000; Niimi et al., 2005). Quand on parle de la toux et du remodelage
bronchique, on sait qu’il y a un cercle vicieux car le remodelage peut intervenir dans
'apparition de la toux et, a l'inverse, les traumatismes répétés au niveau des parois
bronchiques lors de I'effort de toux peuvent induire un remodelage bronchique (Niimi,
2011b).

Les enzymes libérées lors de la degranulation des éosinophiles sont toxiques,
elles peuvent altérer la barriere épithéliale en exposant ainsi directement les
récepteurs des fibres nerveuses aux stimuli externes. Les conséquences sont ,chez
les patients asthmatiques, I'hyperréactivité bronchique (Beasley et al., 1989) et une
hypersensibilité du réflexe de toux chez les tousseurs chroniques non asthmatiques
(Niimi et al., 2005).

Les interactions entre les éosinophiles et les autres cellules peuvent avoir
aussi un effet sur la toux. Par exemple, dans la toux équivalent d’asthme
linflammation de voies aériennes est mixte, comportant aussi de nombreux
neutrophiles, en dehors des éosinophiles (Niimi et al., 2005). Cette inflammation
mixte est en général associée a une résistance a la corticothérapie inhalée dans la
toux équivalente d’asthme (Matsuoka et al., 2010).

Les mastocytes infiltrent massivement le muscle lisse bronchique dans
'asthme mais pas dans la bronchite chronique a éosinophiles (Brightling et al.,
2002a), pouvant étre corrélé a I'hyperréactivité et I'obstruction bronchique dans
'asthme. Par contre, les mastocytes sont nombreux dans le lavage bronchiolo-
alvéolaire et la submuqueuse des patients ayant une toux chronique non
asthmatique (McGarvey et al., 2009; Niimi et al., 2005). Des médiateurs comme
I'histamine et PGD2, produits en grande quantité par les mastocytes, sont en général
a des taux élevés chez les patients ayant une toux chronique (bronchite
éosinophilique, toux équivalente d’asthme, toux non asthmatique)(Birring et al.,
2004). Ces résultats suggérent que l'activation des mastocytes localisés au niveau
epithélial et submuqueux est une voie commune impliquée dans la genése de la

toux (Gibson, 2004). Les mastocytes peuvent produire le NGF (nerve growth factor)
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(Skaper et al., 2001) expliquant ainsi I'augmentation de la concentration de CGRP
(calcitonin gene-related peptide) au niveau des terminaisons nerveuses chez les
patients ayant une toux chronique (O'Connell et al., 1995). La SP stimule aussi la
libération d’histamine par les mastocytes (Repke et al., 1987). Les interactions entre
les mastocytes et les nerfs peuvent expliquer leur role dans la pathogenése de la
toux (Gibson, 2004).

Les éosinophiles interagissent aussi avec les mastocytes et les nerfs. Chez
les patients ayant un asthme fatal, les éosinophiles sont retrouvés en grande
quantité sur les biopsies bronchiques autour des terminaisons nerveuses, comme
chez le cochon d’Inde sensibilisé a divers allergénes (Costello et al., 1997).
L’adhésion des éosinophiles aux terminaisons nerveuses est suivie par la
dégranulation et la libération des enzymes contenues dans les granules (Kingham et
al., 2003) comme la protéine basique majeure (MBP) qui stimule les fibres C vagales
(Lee et al., 2001). Les éosinophiles activés et la MBP facilitent la libération de la SP
des neurones impliqués directement dans l'apparition de la toux (Garland et al.,
1997). En plus, la SP joue un réle chémoattractant pour les éosinophiles pouvant
expliquer ainsi I'effet d’entretien de la toux (Numao and Agrawal, 1992). MBP active
aussi les mastocytes au niveau pulmonaire, entrainant la libération des médiateurs
protussigénes comme I'histamine et la PGD2 (Piliponsky et al., 2003) et favorise la
libération de la SP dans les cultures nerveuses de ganglion dorsal de rats (Garland
et al., 1997). Ces deux actions sont dose-dependantes. Ces interactions complexes
entre les éosinophiles, neutrophiles, mastocytes et les terminaisons nerveuses
peuvent étre impliquées dans la pathogénese de la toux associée a I'asthme. La
bonne efficacité de la corticothérapie inhalée sur l'inflammation a éosinophiles et la
toux dans I'asthme est un argument supplémentaire en faveur d’un réle important de
I'éosinophile dans la pathogenése de la toux (Niimi et al., 2014).

Au contraire, Brightling suggére que [linflammation a éosinophiles est
suffisante mais non nécessaire pour expliquer la toux chez I'asthmatique. Selon lui,
I'inflammation a éosinophiles est un épiphénomeéne et non la cause de la toux, le role
principal revenant ainsi aux mastocytes (Brightling et al., 2002a; Brightling et al.,
2003; Brightling et al., 2000b; Gibson et al., 1998; Niimi et al., 2014). La
concentration importante des mastocytes dans le LBA et les biopsies bronchiques
réalisées chez les patients ayant un asthme ou une bronchite a éosinophiles et le fait

que la toux est un symptédme fréquent chez les patients ayant une mastocytose sont
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des arguments en faveur d’un réle essentiel de ces cellules dans la pathogenése de
la toux (Hermine et al., 2008; McGarvey et al., 2009; Niimi et al., 2005). La
corticothérapie peut diminuer la toux via les mastocytes car il y a des études qui
montrent que la corticothérapie diminue l'infiltration et I'activation au niveau de la
muqueuse bronchique (Djukanovic et al., 1997; Djukanovic et al., 1992). L'efficacité
de limatinib dans le syndrome hyperéosinophilique pourrait étre en rapport avec
I'effet de diminution de la survie des mastocytes par la modulation au niveau des
cellules stem (Barker et al., 2010; Chung et al., 2006). De plus, dans les études
publiées sur le mepolizumab (anticorps anti-IL 5), traitement de I'asthme sévere
eosinophilique, celui-ci réduit de maniére significative le nombre et la sévérité des
exacerbations, en méme temps que le taux d’éosinophiles sans avoir d'impact par
contre sur les symptomes et la fonction respiratoire (Flood-Page et al., 2003; Haldar
et al., 2009; Leckie et al., 2000). D’ailleurs, les seuls patients qui ont amélioré leur
toux étaient ceux prétraités par les corticoides systémiques pendant 2 semaines,
avant de débuter le mepolizumab (Haldar et al., 2009).

Au vu de ces données il est difficle de conclure sur le role joué par
'inflammation éosinophilique dans la toux, d’autant plus que dans notre étude nous
avons induit une inflammation bronchique a éosinophiles importante chez les lapins
sensibilisés, prouvée par le taux élevé a 26,3% d’éosinophiles dans le LBA, sans
pour autant d’avoir une augmentation du taux de mastocytes. Nos résultats de la
cytologie du LBA étaient similaires a ceux obtenus dans une autre étude qui
comparait des lapins contrdles et sensibilisés a 'OVA (Zschauer et al., 1999). La
formule cytologique normale du LBA chez le lapin est comparable a celle retrouvée
chez ’'homme avec environ 85% de macrophages, 10-15% de lymphocytes, <3% de
neutrophiles, <1% d’éosinophiles, <5% de cellules bronchiques (Metzger et al., 1986;
Zschauer et al., 1999). Dans la plupart des études, le seuil établi qui reflete
'inflammation bronchique a éosinophiles est un taux >3% (Niimi, 2011b; Niimi et al.,
2009; Rytila et al., 2002). Dans une étude publiée par Niimi (Niimi et al., 2005) il
trouvait chez les sujets contréles 1% d’éosinophiles et 2% des mastocytes ; chez les
asthmatiques 31,6% d’éosinophiles et 6.6% des mastocytes ; chez les tousseurs
chroniques non asthmatiques 10% d’éosinophiles et 8,4% des mastocytes donc des
valeurs significativement plus élevées pour les deux lignes cellulaires chez les
patients ayant une toux chronique, asthmatiques ou non (p=0.007 pour les

éosinophiles et p=0.01 pour les mastocytes par ANOVA) (Niimi et al., 2005).
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Malheureusement, dans notre étude nous n’avons pas mis en évidence
I'association : apparition de toux suite a I'exposition allergénique (aérosol OVA) et
inflammation a éosinophiles induite par la sensibilisation a 'OVA, contrairement a
des études antérieures sur d’autres modéles animaux (Brozmanova et al., 2006;
Hara et al., 2005; Liu et al., 2001). Chez le cochon d’'Inde sensibilisé, la sensibilité de
la toux (prouvée par le test a la capsaicine) a été significativement augmentée dans
les premiéres 24h aprés exposition allergénique sans bronchoconstriction. Cette
hypersensibilité de la toux disparait dans la premiére semaine aprés I'exposition
allergénique (Liu et al., 2001). Ces données ont été confirmées par une étude plus
récente (Hara et al., 2005), mais dans celle-ci il y avait en plus, une hyperréactivité
bronchique. De maniére similaire, le test de provocation nasale a I'OVA chez le
cochon d’Inde sensibilisé entraine une augmentation précoce de la toux (dans les 3
premiéres heures aprés I'exposition) (Brozmanova et al., 2006). Une étude réalisée
chez ’lhomme par Minoguchi (Minoguchi et al., 2003) n’a pas confirmé les résultats
obtenus dans les études sur le modéle animal de cochon d’'Inde car il n'y a pas eu
d’hypersensibilité de la toux au test a la capsaicine dans les 24h aprés le test de
provocation allergénique. Etant donné ces données divergentes (probablement en
rapport avec les différences inter-espéces) il est difficile de conclure par rapport a la
relation entre la sensibilisation du réflexe de toux et I'inflammation a éosinophiles des
voies aériennes chez les patients ayant une rhinite allergique ou un asthme.

Les hypothéses émises pour l'instant que les éosinophiles, en contact avec
les fibres nerveuses et les récepteurs des voies aériennes sont capables de
déclencher une neuro-inflammation entrainant 'augmentation de I'occurrence de la
toux sont intéressantes (Gu et al., 2008; Kingham et al., 2003; Kingham et al., 2002)
et méritent des études complémentaires. Méme si les mécanismes spécifiques par
lesquels I'inflammation module le réflexe de toux n’est pas établi clairement, il est
démontré que les médiateurs inflammatoires influencent indirectement les réponses
neuronales des voies aériennes a la capsaicine par I'activation des récepteurs de
type transient receptor potential cation channel subfamily V member 1 (TRPV1) des
fibres C (Chung et al., 2013; Sikand and Premkumar, 2007).
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e Influence de [I'exercice sur la toux dans le contexte

d’inflammation bronchique a éosinophiles
Si la modulation de la toux par l'inflammation est complexe et incomplétement
éclaircie, les interactions entre [I'exercice-toux—inflammation  bronchique
eosinophilique sont encore plus difficiles a étudier et a interpréter car les données
disponibles actuellement dans le domaine toux-exercice sont limitées et parfois
contradictoires.

Dans la littérature, une étude récente réalisée sur des rats sensibilisés a 'OVA
vs contréles (Kodesh et al., 2011b), il a été observé qu’aucun animal contrdle avec
Oou sans exercice n’a présenté une bronchoconstriction induite par I'exercice, alors
que 80% des rats sensibilisés a 'OVA avaient une respiration bruyante au décours
de I'aérosol d’'OVA et 30% des rats sensibilisés a 'OVA présentaient une respiration
bruyante pendant I'exercice sans exposition a I'aérosol d’OVA. Dans cette étude, les
prélevements tissulaires avaient des concentrations significativement plus élevées
de TNF-qa, IL-1a, growth-related oncogéne/kératinocyte/chémoattractant et IFN-y (p <
0.001) dans le groupe sensibilisé a 'OVA et exposé aux aérosols d’OVA par rapport
aux autres groupes. Ces anomalies n‘ont pas été retrouvées chez les rats
sensibilisés a 'OVA ayant fait I'exercice, pouvant suggérer un mécanisme différent a
I'origine de la bronchoconstriction (Kodesh et al., 2011b).

Dans notre étude, au décours des expérimentations aigués, nous n’avons pas
enregistré d’anomalies auscultatoires, ni pendant I'aérosol d’OVA, ni pendant
I'exercice pour les deux groupes de lapins, mais nous n’avons pas pu réaliser des
prélevements tissulaires pour le dosage de certains biomarqueurs et faire des
analyses comparatives. |l est difficile d’extrapoler les résultats obtenus sur I'animal a
I'étre humain, surtout quand le domaine de recherche est la bronchoconstriction
induite par I'exercice car malgré certaines similarités il existe aussi beaucoup de
différences inter-espéces (Freed, 1995). Malgré tout, les recherches doivent
continuer dans ce domaine afin d’avancer dans la compréhension du comportement
respiratoire a I'exercice, pour les différents phénotypes inflammatoires.

Effectivement, il existe un intérét croissant pour I'étude des interactions entre
la toux et les activités humaines (Widdicombe et al., 2009). Des activités communes

comme manger, boire, parler, chanter ou faire des exercices peuvent étre des

87



triggers de la toux faisant I'objet d’'un nouveau concept de la toux, comme maladie
neurologique (Chung et al., 2013). Concernant I'exercice, les données actuelles sont
en faveur d’'une modulation de la toux par I'activité physique indiquant des réponses
adaptatives variables (Widdicombe et al., 2009), par régulation nerveuse centrale et

périphérique (Bonham et al., 2004).

e Modulation centrale de la toux

A I'heure actuelle il y a beaucoup d’arguments en faveur d’'une modulation de
la toux chez le lapin sensibilisé a 'OVA par le systéme nerveux périphérique mais il
faut s’interroger aussi sur le rdle du systéme nerveux central. La vision actuelle est
qgu’il existe au niveau du noyau du tractus solitaire (NTS) du tronc cérébral, des
neurones relais recevant I'information tussigeéne périphérique par le nerf vague. Ces
neurones sont capables d’envoyer linformation aux neurones portails (gating-
neurons) de la toux qui intégrent les informations des neurones relais et codent
l'intensité et le nombre de quintes de toux nécessaires. Le centre générateur de la
toux élabore ainsi le schéma de toux qui est transmis par des neurones spécifiques
(neurones bulbospinaux majorant l'inspiration et I'expiration) aux voies effectrices
motrices respiratoires, intervenant dans la toux (muscles des voies aériennes
supérieures, respiratoires accessoires et diaphragme) (Didier, 2015).

La toux et la respiration sont générées par des neurones localisés dans des
régions voisines, voire les mémes au niveau cérébral (Bolser et al., 2006; McGovern
et al., 2012). En réponse a la stimulation trachéale, les centres nerveux respiratoires
doivent répondre de maniére adaptée, a la fois par rapport au statut repos/effort,
comme a la stimulation mécanique trachéale (Bolser et al., 2006; Poussel et al.,
2014).

Dans notre étude, le phénoméne de “down regulation” de la toux par I'exercice
chez les lapins contrbles a été confirmé, comme précédemment démontré par notre
équipe (Poussel et al., 2014). Cette constatation peut étre en rapport avec le fait que
les centres coordinateurs respiratoires privilégient I'adaptation de la respiration a
I'exercice par I'hyperventilation chez les lapins contrdles, en inhibant le réflexe de
toux, comme mécanisme de défense a la stimulation mécanique trachéale. Chez les
lapins sensibilisés a 'OVA, on s’attendait a avoir une augmentation de la toux a

I'exercice mais on assiste simplement a la disparition de ce phénoméne de “down-
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regulation” décrit chez les lapins contréles. Ce phénoméne pourrait étre expliqué par
le fait que l'inflammation des voies aériennes entraine des modifications locales qui
empéchent l'apparition des réponses physiologiques et que pour les centres
respiratoires, la priorit¢ est I'adaptation de la respiration a I'exercice par
I'hyperventilation, et non la défense face a une agression locale (Larsson et al.,
1998).
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V. CONCLUSION

Notre étude confirme [lapparition du phénoméne de “down-regulation” a
'exercice pour les lapins controles, comme déja démontré dans des études
précédentes réalisées dans notre laboratoire. L'originalité de notre étude consiste en
'analyse comparative entre un groupe contréle et un groupe sensibilisé a 'OVA
(modéle d’inflammatoire bronchique d’origine allergique) avec les mémes conditions
de stimulation (locale par la stimulation mécanique trachéale et générale par
I'exercice) au repos et a l'exercice. Nous avons alors mis en évidence des
différences entre le comportement des lapins sensibilisés a 'OVA et les lapins
contrbles avec la perte du phénoméne de « down-regulation » a I'exercice pour les
lapins sensibilisés. Méme si nous n’avons pas assisté a une aggravation de la toux
par I'exercice chez les lapins sensibilisés a 'OVA, cette étude a démontré que les
lapins ayant une inflammation de type allergique des voies aériennes ont un
comportement respiratoire différent des lapins contréles, en réponse aux mémes
stimuli. Ces résultats vont dans le sens d’une susceptibilité a la toux, augmentée
chez les patients asthmatiques durant I'exercice. D’autres études sont nécessaires
pour une meilleure compréhension des mecanismes expliquant la perte du
phénomeéne de « down-regulation » a [I'exercice chez les lapins ayant une

inflammation des voies aériennes.
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D. CONCLUSIONS ET PERPECTIVES

La toux chronique est souvent rapportée par les patients ayant un asthme,
allergique ou non, au repos comme a l'effort. Les mécanismes physiopathologiques
de la toux chez I'asthmatique ne sont pas complétement élucidés et les hypothéses
évoquées sont multiples et complexes. A I'heure actuelle, on ne peut pas affirmer si
I'éosinophile joue un réle principal ou secondaire dans la pathogénse de la toux chez
le patient asthmatique.

En ce qui concerne la pathogenése de la toux a l'effort, elle n'est pas
exactement éclaircie malgré un intérét croissant pour ce domaine au décours des
derniéres années et un nombre grandissant de publications récentes.

A notre connaissance, ce travail est le premier a étudier la modulation du
réflexe de toux par I'exercice, chez des lapins sensibilisés a I'ovalbumine par rapport
a un échantillon contréle. Notre travail a confirmé que les lapins sensibilisés ont un
comportement différent a I'exercice face a la stimulation tussive, par rapport a celui
des lapins contréles, avec une perte de I'effet de « down-regulation » physiologique
induit par I'exercice.

Le modéle de lapin développé dans cette étude est particulierement adapté
aux travaux de recherche en physiologie respiratoire car il permet une ventilation
spontanée durant toute la période de I'expérimentation aigué. Les mesures des
variables respiratoires sont ainsi facilitées et fiables. Elles permettent de distinguer
sans difficulté le réflexe de toux, du réflexe expiratoire, et testent les boucles
réflexes, suite a la stimulation trachéale administrée au moment choisi du cycle
respiratoire. Ce modéle expérimental ouvre des perspectives intéressantes en
permettant des études visant a une meilleure compréhension des voies impliquées
dans ces réflexes de défense respiratoire, ainsi que des mécanismes de régulation.

Dans l'avenir proche, nous souhaitons réaliser une étude similaire mais en
faisant le test thérapeutique par corticothérapie systémique, pour savoir si elle est de
nature a entrainer une restauration du phénoméne de « down-régulation » a
I'exercice chez les lapins sensibilisés a 'OVA, comme décrit chez les lapins

contréles. Le traitement anti-inflammatoire des voies aériennes permettrait alors la

91



« normalisation » des réponses physiologiques de défense a la stimulation
mécanique trachéale.

La meilleure compréhension des voies impliquées dans la toux, a I'exercice
comme au repos, sur un modele d’inflammation bronchique devrait permettre une
meilleure approche clinique et thérapeutique de cette pathologie. De nouveaux
traitements spécifiques seraient souhaitables afin d’améliorer la prise en charge de
cette pathologie tussive, parfois invalidante pour les patients et qui peut étre a
I'origine d’'une altération de leur qualité de vie puisqu’il n’existe pour le moment que

des traitements symptomatiques, avec une efficacité variable.
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The “cough network’ exhibits plasticity at the sensor and integmtion levels leading to modulation of the
strength or pattern of the cough reflex Little is known about the interactions between cough and human
activities, espedally during exercise. The present study was designed to determine whether exercize,
mimicked by electrically induced musde contractions, can modify the inddence and jor strength of cough
following mechanical stimulatdon of the trachea in anesthetzed rabhits.

Keywards:

Cough

Expi raiti o re flext
Mlachand ] stimul stion
Muscle contradion

Thirteen anesthetized. tracheotomized rabbits were studied by a total of 311 tracheal stimulations: 196
at rest and 115 during exercise.

During musde contractions, the incdence of the cough reflex (CR) decreased and the expiration reflex
(ER) increased (p < 00001). The sensitivity of the CR and ER both decreased during exercise compared to
the sensitvity of the CR at rest {p < 0.02), while the smrength of the expulsive response remained

Ralibit unchanged.
These results indicate that adjustments oouming during muscle contractions likely downmegulate
tracheal defensive refleces in anesthetized rabbits,
@ 2013 Ekevier Ltd. All rights reserved.
1. Introd uction [3]. The ‘cough network' can be tuned by various afferent inputs

Cough is one of the most common medical aflicions of
mankind and has been extensively studied. Unfortunately, current
antitussive medicines are not suffidently effective and are also
frequenty associated with potentially harmful side effects [1,2]. A
better understanding of the underlying mechanisms involved in
modulation of the cough reflex could therefore hopefully lead to
better antitussive treatments in the future,

Cough can be triggered by mechanical or chemical irritaton of
the receptor feld of the vagus nerve in order to expel inhaled
foreign matter fom the lungs or to clear the airways of end ogenous
mucus. The primary role of this defensive reflex is to protect the
airways from potentially harmiul agents and afferents located in
the airway mucosa are most relevant to this physiologial function

* Corresponding suthor EA 3450 DevAH — Development, Adaptation amd
Dissdvantage, Cardio-respiratory regulations and motor control, Université de
Lorraime, 9 Avenue de by Fordt de Haye, F-54505 Vandosuvre-les-Nancy, France
Tel: 433 (0)3 83 1578 21 fax: 433 (0)3 83 15 42 69.

E-mail addresses: mopousel@chu-nancy e (M Poussel ), bodve nuek@chu- nancy i
(B Cherue] |

1094-5539/8 — see front matter & 2003 Bievier Ld All rights rederved.
hvtp: [ felotdol_orgl 100 16| pupt 20 13070605

and exhibits significant plasdcity in terms of both sensors [4] and
integration [5). This plasticity commonly consists of an inceased or
decreased strength of the mugh reflex or modificadon of its
pattern. Tuning' of cough can the refore be d ue to either interaction
of afferent inputs or sensitization {upregulation) or d esensitization
[downregulation) of brainstem neural pathways [6,7]. Although the
factors imvolved in modulaton of the cough reflex have been
extensively studied in the climcal setting and in the laboratory,
litde is known about the modulaton of cough with human activ-
ities (Le. behavioral modulation). Although the divrnal and
nocturnal variations of cough, especially during sleep, are well
documented, litde information is available concerning modulation
of cough during talking, laughing, singing, eating drinking or
exercising [8]. Based on empirical (sometimes anecdotal ) evide nce
that some athletes experience inhibition of the cough reflex during
exercise (contrasting with post-exercise hyperreactivity), physical
aclivity appears o represent an interesting behavioral mndition
that may be able to modulate cough [8]. As exercise is associated
with profound cardiorespiratory adjustments, ranging [rom
changes in the breathing pattern leading to hy perpnea to activation
of chest wall, lung, airway rece ptors and airway water and heat loss
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[9]. the consequences of exercise on cough need to be elucidated. In
particular, neural and medanical mechanisms  involved in
exercise-induced bronchodilation may also influence cugh [ 10]

As only limited information is currently available oncerning
the impact of exercise on the sensidvity and strength of cough, the
present study was designed to determine whether mechanical
stimulation of the rachea can effectively trigger mugh during
exercise elicited by electrically induced muscle contractions in
anesthetized rabbits. We hypothesized that cough may be down-
regulated during exercise and, more precisely, that the cough re-
flex may be switched to an expiration reflex response under
exercise conditions.

2. Material and methods

Thirteen anesthe ized, tracheotomized New Zealand adult rab-
bits (3.13 = 0.3 kg) were studied.

2.1, Anesthesio and surgical preparation

Anesthesia was  induced with a mixture of urethane
(500 mg kg ') alpha-chloralose (50 mg kg=') and sodium
borate (50 mg kg ') injected through an ear vein, Supplemen-
tary anesthetic doses were administered intravenously as
needed. The cervical part of the trachea was explored via a
midline incision, paying attention to avoid damage to the vagal
nerves, The rabbits were then tracheotomized and intubated
with a steel tracheal cannula inserted caud ally, while the rostral
part of the trachea was ligated. This preparation allowed spon-
taneous breathing An arterial catheter (Arrow 5 Fr) was inser-
ted into the femoral artery allowing arterial pH and PCD:
measurements (ABL 500, Radiometer, Copenhagen, Denmark) by
arterial sampling. Rectal temperature was continuously moni-
tored with an electrical the rmistor (Physiotemp Instruments, ¥SI
402 Clifton, NJ, USA) and maintained at 38 “C using a heated
operating pad on which rabbits were placed in the supine po-
sition. Animal housing and experiments were performed ac-
cording to Council Directive 86-609 EEC issued by the Council of
the European Communities and under license from “Ministiére
de I'Agriculture et de la Péche” and the *Ministére de I'En-
seignement Supérieur et de la Recherche” (AS418-03409) and
supervision by the “Services Vétérinaires Départementaux de
Meurthe et Moselle®,

22 Breathing pattern and respiratory resistance

Airflow was measured at the tracheal cannula using a heated
Fleisch # 0 pneumotachograph (Metabo, Hepalinges, Switz
erland) and airway pressure was measured at a side port of the
cannula. The flow signal was digitized at 200 Hz, fed to a com-
puter and integrated to volume. Tidal volume (V1) and low were
displayed breath by breath throughout acquisition and were
stored on disk for subsequent analysis. Respiratory resistance
(Rrs) was measured by an adaptation of the forced oscillation
technique, as described previously [11,12] The airway opening
was attached to a 3-way connector. A loudspeaker (ZR4009A,
Bouyer, Montauban, France) connected to one end of the 3-way
connector oscillated the transrespiratory pressure at a fregquency
of 20 Hz. The animal breathed spontanecusly through a high-
inertance tubing connected to the second connector, while a
constant flow source Mushed the breathing circuit with fresh air
through the third @mnnector to prevent C0; accumulation. Krs
was computed from the real part of the complex airway
pressure-flow rato at 20 Hz,

23 Tracheal stimulation

The apparatus developed o elicit discrete stimulaton of the
trachea has been described in detail and validated in previous re-
ports [13-15). Briefly, a semi-rigid rotating silastic catheter
(0.7 mm OD) introduced through the tracheotomy toward the
caudal end of the trachea is driven by a small electrical motor (low
voltage DC motor 719RE280, MFA/Comodrills, UK) that spins the
catheter and rubs the catheter tip on the airway mucosa for a short
period of time. The duration of probing can be as briel as 50 ms,
corresponding to almost a single probe rotaton The electrical
signal from the motor was fed to a computer wogether with the
rés piratory signals to allow precise identification of the dme-course
of the stimulus.

24 Rhythmic electrically induced musde contractions (EMC)

A validated technique was used to induce contradion of hin-
dlimb musdes, previously performed in anesthetized sheep [16]
and modified to be as close as possible to the approach used by
Cross et al. [17]. Musde mntractions were generated using a imed
stimulation frequency applied for 2 s every 4 s Current intensity
was set to between 100 and 30 mA with a rise and fall time of 0.5 5.
The hindlimbs were shaved and fitted with stimulating surface
elearodes {Dura-Stick Premium, REF 42205, D]O, USA) wped over
the skin covering the gastrocnemius lateralis and mnnected to an
elearical stimulator (Meuro Trac Rehab, Verity Medical LTD, UKL
Stimulation was maintained for 34 min, during which the stim-
ulus intensity was progressively increased from 10 to 30 mA, if
needed, in order to at least double resting minute ventilation,

25 Arterial blood sampling

Arterial blood samples were drawn from 4 rabbits for pH and
PCO; measurements at different time-points of the sequence: at
rest and during electrically induced muscle contracions (at 1 min,
2 min and 4 min after the beginning of muscle contracions,

res pectively L.
26 Prowool

Ome data acquisition sequence included recording of resting
condidons followed by electriclly induced muscle contractions
(EMC)L Alter a Arst sequence without tracheal stimulation allowing
Rrs measurement, each rabbit was submitted to 2 to 3 sequences
(separated by intervals of at least 10 min without stimulaton)
including tracheal stimulation, Mechanical simulation of the tra-
chea was performed at rest, while the animal had been breathing
quietly for at least 1 min Stimulations for various duratons (50 ms,
150 ms, 300 ms, 600 ms and 1000 ms) were applied in random
order. Stimulation times ranging from 50 ms to 300 ms were suf-
fciently briel to allow triggering of stimulation exclusively during
inspiration, whereas stimulation lasting 600 ms and 1000 ms
started during inspiraton, but ended during expiration (Le. longer
stimulation dme than the rabbit's inspiratory dme). During EMC
and after almost 1 min following onset of musde contractions, 3 o
4 stimulations were applied at intervals of 1 min Stimulations were
also applied in random order and always during active muscle
coftradion

2.7 Dara anabysis
A reference breath was characterized (at rest and during exer-

cise) by averaging the following parameters on 3 reproducible
breathing cycles prior to tracheal stimulation: Vi, peak expiratory
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exercise (horzontsl arrow ] minute ve ntilstion is incressed and respiratory resistance
(Rrs)is demexsed, indicating concomi i bronchodilation.

Mow {V:pm}, inspiratory and expiratory times (T and Te). A stan-
dard deviation (SD ) lor a given parameter was therelore computed
to define its vartability during spontaneous breathing Accordingly,
a signifi@nt response to tracheal stimulation was considered when
the parameter was situated outside the 99th percentile, Le. larger
than the corresponding mean + 3 SO Tracheal stimulation during
breathing was assessed by the change in Vr and \'-'zpm relative to
the reference breath, as previously described [14,18]. Cough reflex
[CR)was defined by a significant increase in both Vrand '&-’:F.-.x amd
expiradon reflex (ER) was defined by an isolated increase in 'i-“;]...k
not preceded by an increase in Vo A “no response” (NR) pattern was
defined by no change in tidal Mow and volume, Cough threshold
[CTso) and expiration reflex threshold (ERTsq) were defined as the

P54 '

00

Flow (mLis)

-200 4

=300
40

a0 4

20 |

Wiolume (mL}

tima (g)

shortest stimulus duration that induced > 50% of cough responses
and expiration reflex responses [18].

Resplratory variables (Vs minute ventilation Ve and Rrs) were
averaged over the relevant study period: Le. at rest and during
EXErCise,

Statistical analysis was performed using the [MP 9.00 package
(20010 SAS Institute Inc). Quantitative and qualitative comparisons
were performed. The incidence and type of response were analyzed
by 12 test and Fisher's exact test when the expected sample sizes
wiere small. Analysis of varlance (ANOVA) was used for the quan-
titative assessment of breathing pattern (Ve Vepeat, T and Te) and
respiratory resistance (Rrs)l Comparisons between CR and ER
threshold values were performed using nonparametric Wilcoxon
signed-rank test. The Umit of significance was p < 0.05. Data are
expressed as mean = SD,

3. Results

Atotal of 47 sequences (including rest and EMC) were analyzed
im 13 rabbits and 311 tracheal stimulatons were perfformed (196 at
rest and 115 during exercise).

31, Breathing pattern and respiratory resistanoe

For all rabbits, minute ventilation was greater and Rrs was
smaller (p < 0.0001) during exercise compared to baseline. Overall,
minute ventilation was significantly greater during EMC compared
v baseline (p = 00001; Fig. 1) with an increase of
613 + 182 mL min~? (+96%). EMC was also assodated with a
decrease (p < 0002; Fig. 1) in Rrs of 53 = 282 hPa s L' (—24%)
indicating concomitant bronchodilaton.,

32 Types and inddence of expulsive events

Three types of response to beiel stimulation were described: CR
(Fig 2), ER (Fig. 3) and NR. The stimulation failure rate was similar
berween rest and exercise for all stimulus duratons (NS; Table 1),
The incidence of CR was lower during exercise [or the 300 ms,
GO0 ms and 1000 ms stmulus durations {p < 0,03 )% The incidence of

o

Fiow (mLis)
=

58 58 8

gy

Wolume (mLj

1] 2 4 G a
time [s)

Fig. 2. [A-RB) Cough reflex [CR) o rest (A ) and during e xercise (B) char scterized by an incresse in baoth tidal volume (V1) and peak expiratory flow | Veg..) The downwerd amow
indicates tradhes] stimulsfion. Posiive and negative Jirllow rates indicate inspiration and expir ation, respectively. Ve__, pereentage change of CRIrom referend breath vdues was

nol different during exencioe compansd i ned
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values ward not diflenenl during exercite compared [o st

ER was higher during exercise for the 150 ms and 600 ms stimulus
durations (p = 0.04), Overall, a small number of CR (117196 vs, 38/
115; p = OO0 ) and greater number of ER (35/196 vs. 47/115;
p = 00001 ) were observed during EMC (Table 1) During EMC, CTsg
was increased in 8 rabbits, remained unchanged in 4 rabbits and
decreased in 1 rabbit (Table 2), indicating decreased sensitvity of
the cough reflex com parved to base line (p = 002} During EMC, CTsg
wias higher than ERTsg in 7 rabbits and lower in & rabbits (NS} and
ERTso increased in 10 rabbits and remained unchanged in 3 rabbits
compared o baseline CTsg (p = 0.005) indicating decreased
sensitivity of the preferred defensive response (Le. ER) during EMC
compared to the baseline preferred response (Le. CR)

33, Quantitatve analysis of expulsive events

During EMC, CR was characterized by an increase in absolute
Vepeat: values but not in Ve, percentage change from reference
breath values {NS). Similarly, the Ve, percentage change of ER
also did not differ from resting values {MS).

34, Arterial samplng: pH, PCOs

PCO; and pH wvalues were similar (N5} between rest
{3539 mmHg and 7392, respectively ) and exercise (35 mmHg and
7.394, respectively )

Table 1

Respir atory responge Do tracheal stimol atiom a0 resl and dwrng exerdse.
Respiratory respodss o Rest Exerdse [
tracheeal stimulstion

i 196 115

R 117 (608 38 (33%) o (L
H 35 18%) A7 (41%) = (e
NE 44 (22%) 30 (26%) WS

it number of tracheal s6mulations.
CR: Gough rellex

ER: Expei raition reflex

NE: Mo responds.

N5 Koa Signi cant.

4. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first report studying the
sensitivity and strength of the cough reflex in spontaneously
breathing animals, in response o mechanical simulation of the
trachea during elecrically nduced muscle contradions. The cn-
tral findings of this study are that, during this approach mimicking
dynamic exercise, the incidence of the cough reflex was decreased
and the cough threshold was increased, whereas the strength of
cough remained unchanged.

Although cough has been extensively studied, little is known
about s interaction with human acivities, espedally during ex-
ercise. Interestingly, although many athletes {asthmatic or non-
asthmatic) experience cough and bronchoconstriction  after
exercise [19], some evidence suggests that these symptoms are
inhibited during exercise [7]. The cough reflex therefore does not
appear to be static, but exhibits plasticity in terms of both sensors
[4] and integration [5]. This plastidty usually consists of sensiti-
zation of the mugh reflex, but downregulation may also occur
[6713]. Exercise, corresponding to electrially induced muscle

Table 2
Conpg'h threshold and ex piration reflex threshold ot rest and during exercise.
CTag (m15) ERTae ()
Rabbirs Rest Exercise BExerdse
1 50 50 150
2 150 L] 300
3 50 150 600
4 50 S0 300
5 50 50 300
1] 150 L] 150
7 50 00 150
8 S0 L] S0
L] 50 150 L]
] 150 150 a0
11 50 L L] 50
12 300 L] and
13 300 150 a0

(T ¢ Cough thredhokd.
ER Tap : Expiration refbex threshokd.
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contractions, induced an increase in ventlation associated with
bronchodilation [10,11]. Numerous adaptive responses are gener-
ated during physical activity. Among these responses, increased
sympathetic activity and the resulting increased plasma ctedol-
amine concentrations as well as the release of inhibitory
nonepine phrine rgic-noncholinergic neurolrans mitters contr ibute
to exercise-induced bronchodilation [20]. Moreover, activation of
airway, lung and chest wall sensors during exercise (resulting from
increased wentilation) is also thought to be a primary mechanism,
Owerall, this exerdse-induced bronchodikton obviously results
from a combination of neural and medhanical mechanisms,
although the respective contribution of these mechanisms has not
been fully elucidated [10]. There is a poor correlation between the
ability of stimuli to initiate coughing and bronchos pasm (Le. airway
smooth muscle contraction is ineffective to trigger cough [2122]L
However, although induced bronchospasm fails to trigger coughy, it
may enhance cough induced by mechanical stimulaton of the
alrways, suggesting a modulatory role of bronchoconstriction
[23.24] Bronchodilation could then be expected v downregulate
cough. The results of the present study would suppoet this hy-
pothesis, as illustrated by the decrease in Rrs (216 vs. 163 hPas L-1;
p < 0,02) associated with an increase in cough threshold (p = 0,02)
during exercise. & particular feature of the model used in this study
is that the sequence of muscle contractions is longer (as long as
4 min) compared to that used in other animal models and it also
allowed a more marked increase in minute ventilation [10,11)
Bronchodilaton is obviously not the only mechanism involved, as
suggested by some human studies. Fujimura et al. [25] found that
procaterol-induced bronchodiladon (Le. without exercise) had no
direct effect on cough threshold. Lavorini et al. [26] demonstrated
that cough threshold was inoeased during exercise and voluntary
isocapnic hyperpnea (VIH) with no signs of brondhodilaton (no
significant change in forced expiratory volume in 1 s after exercise
and VIH) suggesting that other mechanisms in addition to airway
dilation are also involved.

Increased breathing during exercise is assodated with a number
of physical changes in the airways. Lung inflation (due o deep
breaths assodated with exercise) resulis in increased discharge of
slowly adapting stretch receptoes (SARs) in myelinated afferent fi-
bers [6] SARs obviously play a key role in modulating the cough
reflex when the depth of breathing is increased (Le, exercise ) but
with diverse findings. Nishino et al. [27,28] showed that, in anes-
thetized humans, lung inflations with cmnatinuous positive airway
pressure (CPAP) increased the strength of the cough reflex, while
other studies conducted in anesthetized animals have reported
opposite effects, suggesting downregulation [29]. However, most of
these experiments assessed the strength of the cough reflex and
not its sensitivity. The present study determined both the strength
(Vepea) and the sensitivity (CTsg) of the mugh reflex to tracheal
mechanical stimulation. Our results are in accordance with those
reported by Lavorini et al. [26,30], showing an increased threshold
of the cough reflex, although different tussigenic stimuli were used
(inhalation of nebulized disdlled water vs. mechanical irritation )
Mo differences in the strength of the cough reflex were observed
between rest and exerdse (N5), as shown by Romaniuk et al. [30].
SARs are probably imvolved in modulaton of the cough reflex
during exerdse and our results are consistent with SAR-driven in-
hibition of cough, but the precise role of these recep ors remains to
be elucidated. Exerdse also increased ardiac output, resulting in
increased pulmonary blood fow [31], which stimulates the usually
silent pulmonary C-fiber sensors [23,32] leading to reflex inhibition
of respiratory (inspiratory and expiratory) muscles [33]. There is a
persistent controversy concerning the role of C-fibers in cough, C-
fibers arising from the jugular ganglia likely promote cough,
whereas nodose C-fibers might inhibit cough [34,35) Exercise

could therefore result in inhibition of the cough reflex Cough re-
ceptors are also sensitive to pH and arterial blood €Oy tension.
During EMC, the increased minute ventilation may lead to an in-
crease in pH and a decrease in PCO; that may alter the sensitivity of
the cough refllex However, our results indicate similar (NS) values
for PCOy and pH between rest and EMC, suggesting that these two
stimuli did not account for our observations. These results are in
accordance with previous studies demonstrating that when
mode rate current inte nsities are applied directly tothe muscles, the
ventilatory response o electrically induced rhythmic musde con-
tractions only occurs in the presence of muscle contractions, and is
independent of the electrical nature of the stimulation [17]. In
addition, the ventilatory response to EMC, like that to muscular
exercise, is proportional to the increase in pulmonary gas exchange
rate [ 16,36], leading toan isocapnic response or a very small decline
in arterial blood COz tension. Adivation of limb afferents can also
influence the cough reflex, as electrical stimulation directly acti-
vated limb sensory receptors that may inflluence the ‘cough
network’ regulation of the cough reflex. However, a low intensity
current was used o limit direct stimulation of afferent fibers and o
prevent nociceptive stimuli [1617]. The ventlatory response o
mechanical airway stimulation is srongly dependent [14] on the
phase of breathing, in favor of the CR when the stimulus is deliv-
ered during inspiration and ER when the stimulus is delivered
during expiraton. These findings suggest the importance of the
balance of discharge of SARs and rapidly adapting receptors ( RARs)
during the breathing cycle on the nature of the expulsive event. In
our study, stimulations were therefore applied either throughout
inspiration (50 ms, 150 ms, 300 ms) or starting during inspiration
(600 ms, 1000 ms) in order o promote the CR and to more clearly
highlight any interacions within the brainstem respiratory
network

Integrative processes within the brainstem respiratory network
obviously play a major role in the integraton of inhibitory and
excitatory influences on defensive alrway reflexes. Breathing and
coughing are generated by neurons located in adjacent regions of
the brainstem [37-39]. Thus, in response o mechanical stimula-
tion of the trachea {always occurring during the same phase of
breathing), the brainstem respiratorny network must migger a motor
response appropriate o the prevailing needs of the two conditions
(rest and exercise) [37]. It can then be speculated that, during the
increased metabolic demands induced by exercise, the respiratory
pattern generator favors an increase of respiratory actvity and in-
hibits airway defensive reflexes. As a result, a given stimulus
duration able to elidt a CR during resting breathing may no longer
be able w elicit the same defensive rellex during exercise, as res-
piratory neurons are required to increase breathing for exercise.
Our results support this hypothesis by showing an inorease of CTsg
(p=002) during EMC, and are also in accordance with the results
of other human studies. Lavorini et al. [26] showed desensitization
of the cugh reflex during exercise and woluntary isocapnic hy-
perpnea, suggesting downreguladon of cough at the expense of
hyperpnea An appropriate animal preparation also allows more
detailed characterization of downregulation of CR, by dearly dis-
tinguishing between CR and ER, as these two reflexes are powe riul
ancestral refllexes designed to protect the airways from potentially
harmful inhaled agents, but CR and ER have different functions,
sensory pathways, central nervous circuits and physiological and
pharmacological modulations [3] The smaller number of CR
(p = 0.0001) and greater number of ER (p < 00001) during EMC
may also suggest that interactions in the brainstem respiratory
network promote ER rather than CR. Therefore, rather than
inducing complete downregubidon of alrway defensive refllexes,
the nature of the reflexes during EMC may switch from CR o ER.
However, the sensidvity of the preferred defensive response, Le. CR
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at rest and ER in response to EMC, is decreased (p = 0.005), sug-
gesting marked downregulidon of both expulsive defensive re-
Mexes during dynamic exerdse,

In cnclusion, this study shows that the adjustments ocourring
during EMC downregulate tracheal defensive reflexes in anes-
thetzed rabbits, as shown by a decreased incidence of CR and a
higher cough threshold, Although the sensitvity of the CR and ER
wiere both decreased during EMC compa red to the sensitivity of the
CR at rest, the strength of the expulsive response remained un-
changed. Howewer, further studies are needed to more clearly
elucidate the precise contributons of these respective adjustments
on modulation of the CR during real dynamic exercise,
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Abstract

Introduction

Cough is a major symptom of asthma frequently experienced during exercise but little is
known about interactions between cough and exercise. The goal of our study was to clarify
the potential modulation of the cough reflex (CR) by exercise in a spontaneously breathing
anaesthetized animal model of airway eosinophilic inflammation.

Materials & methods
Ten ovalbumin (OVA) sensitized adult rabbits and 8 controls were studied. The ventilatory
response to direct tracheal stimulation, performed both at rest and during exercise was
determined to quantify the incidence and the sensitivity of the CR.

Broncho-alveolar lavages (BAL) and cell counts were performed to assess the level of
the airway inflammation following OVA-induced sensitization. Exercise was mimicked by
Electrically induced hindlimb Muscular Contractions (EMC).

Results

Among 494 tracheal stimulations, 261 were performed at rest and 233 at exercise. OVA
challenges in sensitized rabbits caused a significant increase in the percentage of eosino-
phils (p=0.008) in BAL. EMC increased minute ventilation by 36% and 35% in OVA and
control rabbits respectively, compared to rest values. The sensitivity of the CR decreased
during exercise compared to baseline in control rabbits (p = 0.0313) while it remained
unchanged in OVA rabbits.

Conclusion

The desensitization of the CR during exercise in control rabbits was abolished in OVA rab-
bits. The precise role of airway inflammation in this lack of CR desensitization needs to be
further investigated but it might contribute to the exercise-induced cough in asthmatics.
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Introduction

Cough is a major airway defensive reflex [1, 2]. It is one of the most common medical afflic-
tions for which patients seek medical attention and which remains an unmet need given the
lack of effective and safe treatments [3, 4]. Little is known about the modulation of cough asso-
ciated with human activities, particularly during exercise [5]. The major cardiorespiratory
adjustments occurring during exercise [6] undoubtedly may influence the cough reflex (CR).
Some evidence suggest that cough is decreased during exercise in healthy subjects [7] as well as
in animals models [8]. In contrast, exercise-induced cough is frequently reported by asthmatic
patients [9] or even by athletes exhibiting airway inflammation [10], suggesting the potential
of airway inflammation to enhance the CR during exercise. As only limited (and sometimes
contradictory) information is available concerning the impact of exercise on cough, our study
was conceived to develop an animal model as close as possible to the “asthmatic™ airway
inflammation and to assess the specific role of exercise on the occurrence of stimulated CR.
Electrically induced muscle contractions (EMC) have been extensively used in the study of the
control of breathing at exercise (animals and human studies). Consequently, it has long been
demonstrated that EMC provides a hyperpnea that follows the same characteristics as the
physiological increase in ventilation induced by volitional exercise, particularly matched to
metabolism. Therefore, the EMC model appears as a valid model of exercise. Our main goal
was then to determine whether airway inflammation could modulate the cough-induced by
mechanical stimulation of the trachea during experimental exercise in ovalbumin (OVA)-sen-
sitized rabbits compared to controls. We hypothesized that cough may be either increased or
at least not decreased during exercise in OVA rabbits while cough is decreased during exercise
in control rabbits.

Materials and methods

All animal procedures (housing and experiments) were approved by the Lorraine University
Committee for the Use and Care of Laboratory animals and performed according to Council
Directive 86-609 EEC, issued by the Council of the European Communities, under license
from “Ministére de '’Agriculture et de la Péche” and the “Ministére de 'Enseignement Supér-
ieur et de la Recherche”™ (A5418-03409), and supervision by the “Services Vétérinaires Dépar-
tementaux de Meurthe et Moselle”. Eighteen anesthetized, tracheotomized and spontaneously
breathing New Zealand adult rabbits (weight: 3.07+ 0.30 kg; age: 3 months) were studied
(SARL HYCOLE—Route de Villers Plouich, 59159 MARCOING, France, http://www.hycole.
com/). Among them, 10 were sensitized to ovalbumin (OVA) and 8 were sham sensitized
(controls).

Ovalbumin sensitization protocol and control group

The month before the acute experiment with tracheal stimulations and exercise, an OVA sen-
sitization protocol was performed. As previously described, OV A sensitized rabbits [11, 12]
received intra-peritoneal (i.p.) injections of 0.1 mg OVA and 10 mg Al(OH); dissolved in 1 ml
saline (0.9%) on day 1 and day 14. From day 26 to 28, sensitized rabbits were exposed daily to
an aerosol of OVA during 20 minutes (2.5 mg/ml; 50 mg OV A dissolved in 20 ml saline).
Aerosols were administrated in a closed Plexiglas box (Fig 1) using an ultrasonic-nebulizer
(SYST'AM, L5290). A sham protocol was used on control rabbits. They were treated similarly
but saline was systematically used instead of OVA solutions, either intra-peritoneally or in
nebulizations. All acute experiments were performed on day 28.
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Fig 1. Rabbit exposed to an aerosol administrated in a closed Plexiglas box using an ultrasonic-
nebulizer (SYST'AM, LS290). The box was conceived to allow the head of the rabbit to be maintained in front of
the aerosol particles and drops cloud generated by the nebulizer. Aerosol sessions were performed 15-20 min
daily from day 26 to day 28 either with ovalbumin (OVA rabbits) or with saline (control rabbits).

doi:10.1371/journal.pone.0171862.9001

Ovalbumin sensitization evaluation

Intradermal skin tests. Seven days before acute experiments (day 21), sensitization to
OVA was tested in both groups by intradermal skin tests. A 200 ug/mL OV A solution and
saline (for control) were used. One hundred microliters of solutions (OVA and saline) were
injected subcutaenously, symetrically in the shaved dermis on the back of each animals. The
extent of the reaction was measured 1h later using a calliper. Two measurements were taken at
right angles to one another, in order to calculate the wheal area (mm?) [13].

Bronchoalveolar lavage (BAL). BAL was performed at the end of each acute experi-
ment (from 1.5 to 2.5 hours after the last OVA challenge on day 28), following immediately
the animal euthanasia. A polyethylene-190 catheter was advanced through the endotracheal
cannula into the trachea and gently wedged into a bronchus. Slow injection (followed by
removal aspiration) of 5 ml of HEPES solution (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 MgCI2, 10mM
glucose, and 10 mM HEPES; pH 7.4) was repeated three times (overall injected volume =
15ml). BAL was then collected into a tube placed on ice and previously filtrated on nylon tis-
sue with 60 um mesh to remove mucus. An aliquot of this suspension was then centrifuged
(600 rpm, 10 minutes) and the resulting Cytospin cell preparations were stained with May-
Griinwald-Giemsa.

Microscopy and cell counting protocol. Images were acquired by an Olympus CDD
camera coupled to an Olympus microscope with a x40 objective, so that final pixel size in a

1360 x 1024 image was 0.32 um. At least 100 cells were included in the differential cellular
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count: macrophages, lymphocytes, neutrophils, eosinophils, basophils, and monocytes were
separately counted. Epithelial and unidentifiable cells were excluded.

Anesthesia and surgical preparation before acute experiment

Anesthesia was induced with a mixture of intravenous (through the ear vein) pentobarbital
(0.30 mLkg ") and intramuscular ketamine (0.10 mlkg "), and pursued with continuous pento-
barbital infusion (0.6 mLh™"). Anesthetic depth was quarterly evaluated (every 15 minutes)
with the monitoring of physiological parameters (respiratory rate, heart rate) and the assess-
ment of reflexes (palpebral reflex, corneal reflex, ear pinch withdrawal reflex and jaw tone).
Supplementary anesthetic doses were administrated in case of too light anesthesia (intravenous
pentobarbital bolus of 0.03 mlkg ' and intramuscular ketamine bolus of 0.01 mLkg™"). At the
end of the acute experiment, euthanasia was obtained by an overdose of Dolethal (bolus of 5
ml, Vetoquinol SA, Lure, France).

As previously described [8], the trachea was exposed via a midline incision, paying atten-
tion to preserve the integrity of vagal nerves. Rabbits were then tracheotomized and intubated
with a steel tracheal cannula inserted caudally, allowing spontaneous breathing. Abdominal
muscles electromyograms (EMG) was recorded by bipolar fine wire stainless steel electrodes
(A-M Systems, INC, Carlsborg, WA 98324) introduced in either the transversus abdominis or
external oblique abdominal muscles. Rectal temperature was continuously monitored with an
electrical thermistor (Physiotemp Instruments, YSI 402 Clifton, NJ, USA) and maintained at
38°C using a heated operating pad, on which rabbits were laid in the supine position.

Breathing pattern and respiratory resistance

The tracheal cannula was connected to a pneumotachograph (Fleisch # 0, Metabo, Hepalinges,
Switzerland) to simultaneously record airflow and airway pressure. The flow signal was digi-
tized at 200 Hz. Data was fed into a computer and integrated to volume. Tidal Volume (V1)
and flow were displayed continuously throughout the period of acquisition and were stored on
disk for later analysis. Respiratory resistance (Rrs) was measured by an adjustment of the
forced oscillation technique, as previously detailed [8, 14, 15], in order to evaluate the exercise
induced bronchodilation.

Rhythmic electrical stimulation of muscle contractions (EMC)

EMC was used as a valid model of exercise. We therefore used the validated approach of Cross
et al. [16] adapted and formerly described in a previous study in rabbits [8]. Briefly, hindlimbs
of anesthetized rabbits were shaved and fitted with stimulating surface electrodes (Dura-Stick
Premium, REF 42205, DJO, USA) taped over the skin and connected to an electrical stimulator
(Neuro Trac Rehab, Verity Medical LTD, UK). Stimulation allowing rhythmic hindlimb mus-
cles contraction was maintained for 3 or 4 min bout, during which the current intensity was
progressively increased from 10 to 30 mA, in order to maintain a sufficient increase in metabo-
lism and corresponding hyperpnea (at least a 30% increase of resting minute-ventilation) [8,
16, 17].

Tracheal stimulation and analysis of the cough reflex

The device designed to stimulate the trachea has been described in detail and validated in pre-
vious reports [8, 18-20]. A semi-rigid rotating silastic catheter introduced through the
tracheotomy is driven by a small electrical motor (low voltage DC motor 719RE280, MFA/
Comodrills, UK) that spins the catheter and rubs the catheter tip on the airway mucosa. The
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duration of probing randomly varied from 50 ms, corresponding to almost a single probe rota-
tion, to 1000 ms.

Characterisation of a reference breath (at rest and during exercise) was obtained by averag-
ing Vrand peak expiratory flow (V’Epeak) on 3 consecutive respiratory cycles prior to tracheal
stimulation [8]. Responses to tracheal stimulations were assessed by the change in Vrand
V’'epeak relative to the reference breath, as previously described [19, 21]. A significant response
to tracheal stimulation was considered when the parameter (Vr, V'Epeak) was situated outside
the 99™ percentile (i.e. larger than the mean + 3 SD). Cough reflex (CR) was defined by a sig-
nificant increase in both Vr and V'epeak and expiration reflex (ER) was defined by an isolated
increase in V'epeak, not preceded by an increase in V1. A “no response” (NR) pattern was
defined by no change in tidal flow and volume. Cough threshold (CT) was defined as the
shortest stimulus duration that induced a cough reflex response [21].

Protocol

One data acquisition sequence consisted of a bout of rest followed by electrically induced mus-
cle contractions (EMC) records (i.e. exercise) [8]. After an initial sequence allowing Rrs mea-
surements, each rabbit underwent 2 to 3 sequences (separated by at least 10 min of recovery,
i.e. without any stimulation) including tracheal stimulations. Various durations (50 ms, 150
ms, 300 ms, 600 ms, 1000 ms) of tracheal stimulations were randomly delivered at rest, while
the animal had been breathing quietly for at least 1 min. All stimulations were applied either
completely during inspiration (i.e. 50 ms to 300 ms) or almost starting during inspiration (i.e.
600 ms and 1000 ms). During EMC, 3 to 4 tracheal stimulations (from 50 ms to 1000 ms) were
as well randomly delivered at intervals of 1 min.

Data analysis

Statistical analysis was performed using the JMP 9.0.0 package (2010 SAS Institute Inc). Respi-
ratory variables (VT, minute ventilation V't and Rrs) were averaged over the relevant study
period: ie. at rest and during exercise for comparisons between groups.

The incidence and type of response were analysed by %> test or the Fisher’s exact test. Analy-
sis of variance (ANOVA) was used for the comparison of the breathing pattern (VT, Vpeak)
and respiratory resistance (Rrs). Comparisons of CT values between rest and exercise were
performed using nonparametric Wilcoxon signed-rank test. The limit of significance was
P < 0.05. Data are expressed as mean + SD.

Results

An overall of 494 tracheal stimulations were performed (271 at rest; 223 at exercise) and ana-
lyzed in 18 rabbits (10 OVA and 8 controls).

OVA intradermal skin tests and BAL eosinophil count

OVA intradermal injection challenge was highly positive in OV A rabbits with a mean wheal
area of 630 mm” + 297 mm” and strictly negative in control rabbits (0 mm?, p < 0.0001). In
addition, a significant increase of eosinophils (p = 0.008) occurred in BAL fluid in OV A rabbits
compared to control ones (Table 1).
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Table 1. Wheal surface of the intradermal skin tests, total BAL cell count and BAL eosinophil count of OVA and control rabbits, expressed as

mean (Standard Deviation).

Condition Wheal surface mm2 (SD) Total BAL cell count (SD)/ml BAL eosinophil count (SD) %

OVA (n =10)

630 (297) 1.61(57) x10° 26.3 (16)

Control (n =8)

0 (0) 1.08 (43) x10° 2.5(2.5)

BAL: Bronchoalveolar lavage
OVA: Ovalbumin-sensitized rabbits

doi:10.1371/journal.pone.0171862 1001

Breathing pattern and respiratory resistance at rest and during exercise
(EMC)

Following rhythmic electrical stimulation of muscle contractions (i.e. exercise), the mean min-
ute ventilation increased from rest, by 36% and 35% in OVA and control rabbits, respectively
(Table 2). Concomitantly, the mean reduction in Rrs was 11% (OVA) and 13% (control)
(Table 2; Fig 2). No significant statistical differences were found between groups.

Types of ventilatory responses to tracheal stimulation

Three types of response to tracheal stimulation were encountered: CR (Fig 3), ER and NR.
Overall stimulations, as stimulations performed at rest and during exercise (EMC) in both
(OVA and control) groups are presented in Table 3.

During exercise, in the OV A group, CT remained unchanged in 5 rabbits, decreased in 4
rabbits and increased in 1 rabbit, indicating no modification of the sensitivity of the cough
reflex compared to baseline (no significant difference (NS)). For the control group, CT during
exercise increased in 4 rabbits and remained unchanged in 4 rabbits, even so leading to a sig-
nificant decreased sensitivity of the cough reflex compared to baseline (p = 0.0313, Table 4).

Discussion

To the best of our knowledge, our study is the first that focused on the influence of exercise on
the cough reflex to tracheal mechanical stimulation in OVA-challenged rabbits. The study
demonstrates that allergen-induced airway inflammation prevents the physiological exercise-
induced decrease of the CR sensitivity, previously demonstrated [8].

Cough is a common symptom in a wide range of respiratory and non-respiratory diseases,
but still remains a difficult clinical problem mostly because of the poor understanding of the
underlying pathophysiological processes involved. Numerous animal models have been used

Table 2. Minute ventilation and respiratory resistance at baseline and during exercise for OVA and control rabbits.

Baseline Exercise (2&3min) p
Rrs (hPas L")
OVA(n=10) 16.8+1.9 14.9+2.1 0.0003
Control (n =8) 17.9+1.4 155+1.3 <0.0001
V'e (mL min')
OVA(n=10) 984 +232 1338 + 229 <0.0001
Control (n =8) 794 +122 1075 + 216 0.0008
OVA: Ovalbumin-sensitized rabbits
V'E: minute ventilation
Rrs: respiratory resistance
doi:10.1371/journal.pone.0171862 1002
PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0171862 February 9, 2017 6/13
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Fig 2. Sequence including rest, exercise and recovery. During electrically induced exercise (horizontal
arrow), minute ventilation is increased and respiratory resistance (Rrs) is decreased, indicating concomitant
bronchodilation.

doi:10.1371/journal.pone.0171862.g002

to explore the mechanisms of cough but often using irritant compounds (such as citric acid or
capsaicin) and rarely dealing with physiological triggers such as exercise is [22-27]. The
inflammatory responses shown by the rabbit model, especially in the case of asthma, are com-
parable with those that occur in humans [28-30]. Indeed, neonatally immunized rabbits
exhibit many of the features of human asthma, including airway hyperreponsiveness (AHR) to
inhaled antigen [28-30], acute and late-phase airways obstruction [31] and pulmonary eosino-
phil and lymphocyte recruitment [28, 32], as well as the production of immunoglobulin E (Ig
E) antibodies [31]. Since the first rabbit immunisation protocol [33], various antigens (includ-
ing OVA) have been proposed to allow valuable animal experiment [34]. The OVA model of
airway inflammation is characterised by high levels of OVA-specific IgE and eosinophils, a T-
cell predominant bronchial inflammatory response, and the development of AHR, which are
similar to characteristics of asthma in humans [26]. The rabbit model is also of particular inter-
est because it allows spontaneous breathing (instead of mechanical ventilation for smaller ani-
mal models) during anaesthesia, leading to, repeated physiological measurements [34], as well
as it shows a similar response to the drugs commonly used in asthmatics [34]. All these similar-
ities between the allergic rabbit model and human asthma provide relevance to this model,
therefore allowing the assessment of the modulation of cough during exercise in the present
study.
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Fig 3. Cough reflex (CR) at rest (A) and during exercise (B). CRis characterized by an increase in both tidal volume (V1) and peak expiratory flow
(V'epeak). Abdominal muscles electromyogram (EMG) also showed activity on the stimulation breath. The downward arrow indicates the tracheal
stimulation. Positive and negative airflow rates indicate inspiration and expiration, respectively.

doi:10.1371/journal.pone.0171862.g003

Exercise represents a quantifiable and reproducible stressor that can be easily modified
experimentally [35]. It is also able to trigger various and complex interacting mechanisms
within the psycho-neuro-immune-endocrine pathways [36]. Exercise-induced bronchocon-
striction (EIB) is common but key aspects of its pathogenesis are still lacking [37]. Regarding
to the pathophysiological mechanisms involved, it is generally assumed that exercise-induced
asthma/bronchoconstriction involves both osmolar (“airway drying”) and vascular (“thermal”)
modifications of the airways, in addition to parasympathetic stimulation caused by the
entrance of fresh air into the respiratory tract [38]. Both hypotheses are based on the marked
hyper-ventilation during physical activity, leading to significant water and heat loss through
respiration. Increased water loss is responsible for hyper-osmolality of the extracellular fluid

Table 3. Overall tracheal stimulations performed at rest and during exercise (electrically induced
muscle contractions) for OVA and control rabbits (expressed as absolute value (percentage)).

OVA(n=10) Control (n= 8)
Total number of stimulations 261 (53%) 233 (47%)
Stimulations atrest 141/261 (54%) 130/233 (56%)
Stimulations during exercise 120/261 (46%) 103/233 (44%)

OVA: Ovalbumin-sensitized rabbits

doi:10.1371/journal pone.0171862 1003
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Table 4. Cough threshold (CT) at rest and during exercise for OVA and control rabbits. Data expressedin ms (mean £ SD).

OVA (n=10) Control (n = 8) p
Rest-CT (ms) 230 +294 62 +35 NS (0.1304)
Exercise-CT (ms) 190 +184 125 + 46 NS (0.3463)

OVA: Ovalbumin-sensitized rabbits
CT: Cough threshold

doi:10.1371/journal.pone.0171862 1004

lining the bronchial mucosa [39] further leading to the release of inflammatory mediators
from mast cells, eosinophils, neutrophils, and other inflammatory cells, including newly
formed eicosanoids [40, 41]. The epithelium may act as a key regulator of the balance of eicosa-
noids in the airways by both the induction of the release of constrictive eicosanoids and by the
downregulation of the release of the relaxant PGE, [42]. Several airway TRP ion channels have
been shown to sense and react to ambient air temperature opening new windows in the under-
standing of the pathogenesis in a diversity of airway reactions, particularly cough, appearing in
many common respiratory diseases [43].

Only poor information is available regarding to the modulation of cough during human

activities [5] but common low-level stimuli such as eating, drinking, talking, laughing, singing
or exercising have been shown to cause cough, suggesting the emergence of a new concept
(even if little explanation has so far been suggested) where cough is considered as a neuropathic
disorder [44]. In the field of exercise (although available information is limited and often con-
tradictory), present knowledge seems to indicate that the various adaptive responses brought
into action by physical activity may modulate the CR [5], supporting that cough reflex exhibits
plasticity at peripheral and central levels [45]. In healthy subjects, it has been shown that cough
threshold to distilled water aerosol was increased during exercise and voluntary isocapnic
hyperpnea [7]. Our results confirm a physiological decrease in sensitivity (i.e. increased in
cough reflex threshold) of the CR during exercise (compared to sensitivity at rest) in anesthe-
tized rabbits, as previously described [8]. Overall, it appears that cough is depressed (i.e. down-
regulated) when ventilation increases, at least during isocapnic hyperpnea triggered by exercise.

Exercise-induced cough is frequent in asthmatic patients [9] or even in athletes develop-
ing airway inflammation [10], suggesting the potential of exercise to trigger cough. Our
study shows an unchanged CR sensitivity during exercise in the OVA sensitized and chal-
lenged rabbits in contrast with the decrease of CR in the control animals. The impact of exer-
cise in the modulation of cough is often discussed with respect to the state of contraction/
relaxation of airway smooth muscle as a consequence of the numerous adaptive responses
(involving neural and mechanical mechanisms) generated during physical activity and prin-
cipally leading to exercise-induced bronchodilation [14,46,47]. As bronchoconstriction is
able to modulate cough by enhancing the CR [48], one might expect that bronchodilation
would decrease cough induced by mechanical stimulation of the airways [8]. Indeed, both
groups (OVA and Control) showed a similar bronchodilation during exercise as suggested
by the significant decrease of respiratory resistance (Table 2). There was also no difference
either in the increase of V't or the decrease of Rrs between OVA and control rabbits. With
regard to this comparable state of hyperventilation and bronchodilation during exercise, the
modulation of cough appeared however different between OVA (lack of desensitization) and
controls (desensitization). Bronchodilation per se unlikely explains the differences in the
effect of exercise on the CR. Some human studies have pointed out that bronchodilation may
fail to affect CR sensitivity [49], as well as exercise without evidence of bronchodilation may
increase cough threshold [7].
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Our results highlight the contribution of allergen-induced experimental airway inflamma-
tion in the modulation of the CR during exercise. It has been shown that cough is associated
with chronic eosinophilic disorders (such as asthma, cough-variant asthma or even eosino-
philic bronchitis) [30, 31]. However, the relationship between cough receptor sensitivity
and eosinophilic inflammation of the airway in patients with asthma or allergic rhinitis still
remains unclear [50]. It is hypothesized that eosinophils in contact with sensory airway nerves
[51] cause an eosinophil-dependent neuro-inflammation able to enhance cough [52]. Even the
specific mechanisms by which this inflammation modulate the CR have not been established,
it however seems that inflammatory mediators, indirectly released, sensitize airway neuronal
responses to capsaicin involving the activation of the transient receptor potential cation chan-
nel subfamily V member 1 (TRPV1) [44, 53]. In a previous study in Brown-Norway rats [37],
no control rats with or without exercise showed evidence of Exercise-Induced Bronchocon-
striction (EIB) but 80% of the OV A-sensitized rats demonstrated abnormal breath sounds
upon exposure to aerosolized OVA and 30% of OV A-sensitized rats exposed only to exercise
had abnormal breath sounds. Lung tissue levels of TNF-u, IL-10, growth-related oncogene/
keratinocyte/chemoattractant, and IFN-y were significantly higher (P < 0.001) in the OVA-
sensitized group. Most of these cytokines were not altered in the OV A-sensitized rats exposed
only to exercise, suggesting a different mechanism of EIB [37].

If the evidence of an airway inflammation in OV A rabbits suggests a modulation of cough
at a peripheral sensory nerves level, the contribution of a modulation at a central level should
also be questioned. Indeed, the brainstem respiratory network should be considered as a key
integrator regarding to the different afferent inputs upstream from triggering defensive airway
reflexes. Moreover, coughing and breathing are initiated by neurons situated in very close
(even overlapping) areas of the brainstem [54, 55]. Thus, facing a tracheal mechanical stimula-
tion, the central respiratory integrator should trigger the most adapted motor response proper
to the prevailing needs of both conditions (i.e exercise and rest) [8, 55]. The decrease of cough
during exercise in control rabbits then suggests that the respiratory pattern generator favours
an increase of respiratory activity and inhibits airway defensive reflexes, whereas in OVA rab-
bits the airway inflammation prevents the development of the exercise-driven inhibition of the
defensive reflexes. This lack of desensitization of cough during exercise in OVA rabbits would
make teleological sense because airways remodelling associated with airway inflammation may
be considered as a weak point (facing the potential insult to the airways caused by hyperventi-
lation during exercise [56]), allowing the preservation of defensive reflexes.

Conclusions

Our results confirm a decrease of cough during exercise in control rabbits and suggest for the
first time the lack of desensitization in OV A-sensitized and challenged rabbits. This result con-
tributes to explain the higher susceptibility to cough of asthmatics during exercise. Further
studies are needed to explore the underlying inflammatory mechanisms contributing to the
absence of the CR desensitization physiologically-associated to exercise.
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Introduction: The ‘cough centre’ exhibits plasticity at the sensor and the integration
levels leading to modulation

of the reflex, but little is known about interactions between cough and exercise. On a
clinical point of view, cough is a major symptom of asthma frequently experienced
during exercise. Our study was designed to determine whether exercise is able to
modulate the cough reflex (CR) of ovalbumine (OVA) sensitized rabbits.

Materials and methods: Ten OVA rabbits and eight controls were studied. Exercise
was mimicked by electrically induced muscular contractions. Tracheal stimulation
(performed at rest and during exercise) was mechanically delivered via a catheter.
Broncho-alveolar lavage (BAL) and OVA intradermal challenge were performed to
evaluate inflammation.

Results: An overall of 494 tracheal stimulations were analysed (271 at rest; 223 at
exercise). OVA rabbits showed higher total cell count (P = 0.04) and percentage of
eosinophil count (P = 0.008) in BAL fluid compared to controls. Minute ventilation
between rest and exercise increased from 36 and 35% in OVA and control rabbits
respectively (P = NS). Control rabbits showed a decreased sensitivity of the CR during
exercise compared to baseline (P = 0.0313) whereas the sensitivity of the CR was
unchanged (P = NS) between both conditions (i.e. rest and exercise) in OVA rabbits.

Conclusion: Our results support a down-regulation of cough during exercise in control
rabbits that appeared to be abolished (i.e. absence of down-regulation) in OVA rabbits.
The inflammation present in OVA rabbits may be involved (at a central and/or sensor
levels) in this different (i.e. compared to controls) cough modulation during exercise.
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RESUME

Introduction : La toux est un symptéme fréquent dans I'asthme, en particulier a I'effort mais
peu des choses sont connus quant aux mécanismes impliqués. L’objectif de cette étude a
eteé d’établir le role de I'exercice dans la modulation du réflexe de toux (RT) sur un modéle de
lapin anesthésié en ventilation spontanée, présentant une inflammation éosinophilique des
voies aériennes.

Méthode : Nous avons étudié 10 lapins sensibilisés a I'ovalbumine (OVA) et 8 lapins
contrbles. La réponse ventilatoire a la stimulation mécanique trachéale (ST) a été analysée
pour chaque lapin en conditions de repos et a I'exercice pour quantifier l'incidence et la
sensibilité de la toux. Le lavage bronchioloalaveolaire (LBA) et le comptage cellulaire a été
réalisé pour vérifier la présence d'une inflammation a éosinophiles chez les lapins
sensibilisés a 'OVA. Pour reproduire I'exercice, des contractions musculaires au niveau des
pattes arriére ont été induites par stimulation électrique (CME).

Résultats : Au total, 494 ST ont été réalisées, 261 en repos et 233 a I'exercice. Le taux
d’éosinophiles dans le LBA a été retrouvé significativement plus élevé chez les lapins
sensibilisés a 'OVA (vs contréles, p=0.008). La CME a permis une augmentation similaire de
I'ordre de 35% de la ventilation minute chez les lapins sensibilisés a 'OVA et chez les lapins
contréles par rapport au repos. La sensibilité du RT a été retrouvée significativement
diminuée a [l'exercice par rapport au repos pour les lapins controles (p=0.0313)
contrairement aux lapins sensibilisés a 'OVA pour lesquels elle reste inchangée.

Conclusion : Le phénoméne de “down-regulation” du RT a I'exercice décrit chez les lapins
contrbles n'a pas été observé chez les lapins sensibilisés a 'OVA. D’autres études sont
nécessaires afin d’établir le role spécifique de I'inflammation bronchique sur la disparition du
phénoméne de “down-regulation” de la toux a I'exercice chez les patients asthmatiques.

Mots clés : réflexe de toux, stimulation trachéale, exercice, sensibilisation, lapin

ABSTRACT

Introduction: Cough is a major symptom of asthma frequently experienced during exercise
but little is known about interactions between cough and exercise. The goal of our study was
to clarify the potential modulation of the cough reflex (CR) by exercise in a spontaneously
breathing anaesthetized animal model of airway eosinophilic inflammation.

Materials & methods: Ten ovalbumin (OVA) sensitized rabbits and 8 controls were studied.
The ventilatory response to direct (TS) performed both at rest and during exercise was
determined to quantify the incidence and the sensitivity of the CR. Broncho-alveolar lavages
(BAL) and cell counts were performed to assess the level of the airway inflammation
following OVA-induced sensitization. Exercise was mimicked by electrically induced hindlimb
muscular contractions (EMC).

Results: Among 494 TS were performed, 261 at rest and 233 at exercise. The OVA
sensitized rabbits have a higher level of eosinophil (p=0.008) in BAL. EMC increased minute
ventilation by 36% in OVA rabbits vs 35% in control rabbits, compared to rest values. The
sensitivity of the CR decreased during exercise compared to baseline in control rabbits
(p=0.0313) while it remained unchanged in OVA rabbits.

Conclusion: The down-regulation of the CR during exercise in control rabbits was abolished
in OVA rabbits. The precise role of airway inflammation in this lack of CR downregulation
needs to be further investigated but it might contribute to the exercise-induced cough in
asthmatics.

Keywords: Cough reflex; Mechanical stimulation; Exercise; Ovalbumin; Rabbit
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