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Résumé

Le paracétamol est depuis sa découverte sujet a controverse. Que ce soit son mécanisme d’action, ses
effets indésirables ou son efficacité, de nombreuses études ont été réalisées et parfois se contredisent. Parfois
critiqué pour son efficacité limitée, il n’a pourtant rien a envier aux autres antalgiques dont I'efficacité est
souvent associée a des effets indésirables. Le paracétamol peut se vanter de soulager les douleurs faibles a
modérer sans effets indésirables aux doses thérapeutiques. Cela en fait un médicament de premier recours
chez la femme enceinte, le nourrisson et I'’enfant. D’apres un rapport de ’ANSM, sur les 30 substances actives
les plus vendues en France en 2013 avec un montant total de 1,15 milliard de boites, le paracétamol domine
tres largement ce classement, puisque ses ventes représentent plus de 500 millions de boites. Ainsi, il est
aujourd’hui devenu I'antalgique et I'antipyrétique le plus consommé au monde.

De nos jours, la pharmacopée des antalgiques est vieillissante, I’évolution de I'arsenal thérapeutique
depuis 50 ans est limitée avec peu de découverte majeure rapportée. Ce constat amene a réévaluer les
stratégies de recherche pour innover de nouvelles molécules toujours plus efficaces. Jusqu’a présent I'objectif
était de se focaliser sur les quelques molécules ayant un fort potentiel thérapeutique afin d’optimiser leurs
efficacités sans comprendre leurs mécanismes. Maintenant, notre intérét serait de comprendre les
mécanismes et les cibles de ces antalgiques afin de développer des analogues plus affins tout en limitant leurs
effets indésirables. Basée cette stratégie, le paracétamol est un parfait candidat. En effet, son mécanisme
d’action n’est pas parfaitement connu mais son efficacité n’est plus a prouver. L'objectif de ces travaux est

d’élucider le mystére qui entoure son mécanisme d’action et de découvrir ses cibles.

Les dernieres études redéfinissent le paracétamol comme un précurseur métabolique a I'origine d’un
dérivé lipidique actif, nommé AM404. Ce dernier serait synthétisé dans certaines régions cérébrales exprimant
I’enzyme FAAH capable de catalyser cette réaction. Le mécanisme alors mis en jeu montre que le paracétamol,
via '’AMA404, activerait les récepteurs TRPV1 centraux et indirectement les récepteurs CB1 pour renforcer un
mécanisme central d’atténuation de la douleur via les voies descendantes sérotoninergiques. Cependant, le
noyau cérébral concerné et le mécanisme cellulaire mis en jeu demeurent inconnus. Des données
comportementales associées a une étude d’imagerie fonctionnelle ont levé le voile sur plusieurs régions
cérébrales potentiellement impliquées dans I‘action du paracétamol, notamment la substance grise
périagueducale. Cette derniére a suscité notre intérét, car ce noyau exprime a la fois la triade
FAAH/TRPV1/CB1, mais aussi est un carrefour des voies descendantes sérotoninergiques. Une activation dans
la substance grise périaqueducale des récepteurs TRPV1 et CB1 est a méme de produire un effet antinociceptif
dépendant de ces contrbles descendants.

Ces travaux de thése ont conduit a conforter que l'action antalgique du paracétamol implique un
mécanisme supra-spinal dépendant de I'’enzyme FAAH en condition pathologique. Plus précisément, nous
avons étudié le role de la triade FAAH/TRPV1/CB1 au niveau de la SGPA. Nous avons découvert que le
paracétamol interagissait avec une voie de signalisation cellulaire mGLUR5-PLC-DAGL responsable de la
production de I'endocannabinoide 2-AG. Ce mécanisme pourrait a la fois expliquer I'étroite collaboration
existant entre les récepteurs TRPV1 et CB1 dans l'effet antalgique du paracétamol et le renforcement des
voies descendantes sérotoninergiques.

Le paracétamol est donc un promédicament dont I'action cérébrale recruterait un ensemble de
systémes complexes pour médier son effet antalgique. Ce mécanisme séduisant ouvre la piste a de nouveaux
antalgiques toujours plus efficaces avec des effets indésirables moindres, a I'image du paracétamol.



Abstract

Paracetamol is since its discovery controversial. Whether with respect to the mechanism of action, its
side effects or effectiveness, many studies have been performed, at times contradictory. Sometimes criticized
for its limited effectiveness, it has nothing to envy in contrast to other analgesics whose effectiveness are
often associated with side effects. Paracetamol has proven itself to relieve low to moderate pain without side
effects at therapeutic doses. This makes it drug of choice for pregnant women, infants and children. According
to a report by the ANSM of the 30 top-selling active substances in France in 2013, with a total of 1.15 billion
boxes, paracetamol largely dominates this ranking as its sales are over 500 million boxes. Thus it has become
the analgesic and antipyretic most consumed in the world.

Today, the pharmacopoeia of analgesics is outdated; evolution of the therapeutic arsenal for 50
years is limited with few major discoveries reported. This observation leads to the need to reassess research
strategies to innovate new and more effective molecules. Until now, the aim was to focus on a few molecules
with high therapeutic potential in order to optimize their effectiveness without understanding their
mechanisms. Now our interest is to understand the mechanisms and targets of these analgesics in order to
develop more comparable molecules while limiting their adverse effects. Based on this strategy, paracetamol
is a perfect candidate. Indeed, its mechanism of action is not fully known, but its effectiveness is proven. The
aim of this work is to elucidate the mystery surrounding its mechanism of action and discover its targets.

The latest studies redefine paracetamol as a metabolic precursor to the origin of an active lipid
derivative, called AM404. The latter is synthesized in certain regions of the brain expressing the FAAH enzyme
capable of catalyzing this reaction. The mechanism thus put into play shows that paracetamol, via AM404,
activates TRPV1 receptors and the central CB1 receptors indirectly to reinforce a central mechanism of pain
relief via serotonergic descending pathways. However, the cerebral area concerned and the cellular
mechanism involved remain unknown. Behavioral data associated with a functional imaging study unveiled
several brain regions potentially involved in the action of paracetamol, including the periaqueductal gray
matter. The latter sparked our interest for two reasons: one because it expresses the core triad
FAAH/TRPV1/CB1; and two it also represents a crossroad of descending serotonergic pathways. Activation in
the periaqueductal gray matter of the TRPV1 and CB1 receptors is adapted to produce an antinociceptive
effect dependent on these descendant control systems.

This work of this thesis has led to re-affirm that the analgesic action induced by paracetamol
involves a supra-spinal mechanism dependent on the FAAH enzyme in pathological conditions. Specifically, we
investigated the role of the triad FAAH/TRPV1/CB1 in the periaqueductal gray matter. We found that
paracetamol interacted with the cell signaling pathway mGIuR5-PLC-DAGL responsible for production of the
endocannabinoid 2-AG. This mechanism can explain both the close collaboration between the TRPV1 and CB1
receptors in the analgesic effect of paracetamol and the reinforcing of serotonergic descending pathways.

Paracetamol is thus a prodrug whose cerebral action involves a set of complex systems to mediate its
analgesic effect. This attractive mechanism opens the track to new painkillers ever more effective with fewer

side effects, reflected paracetamol mechanism.
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Abréviation

20-HETE : 20-hydroxy arachidonic acid

2-AG : 2-arachidonoylglycérol

5,7-DHT : 5,7-dihydroxytryptamine

5HIAA : acide 5-hydroxy indole-acétique

5-HT : 5-hydroxytriptamine (sérotonine)

ABHDA4 : a,B-hydrolase 4

ACF : Adjuvant Complet de Freund

AEFA : anandamide

AINS : anti-inflamatoires non stéroidiens

AM251 : antagoniste des récepteurs CB1

AM4o04 : N-(4-hydroxyphenyl)arachidonoylethanolamide
AMT : anandamide membrane transporter

ATP : adénosine triphosphate

AUC : area under the curve (aire sous la courbe)

BHE : barriere hématoencéphalique

BK : bradykinine

bpm : battements par minute

CB1/2 : récepteurs aux cannabinoides 1 et 2

CI;, : concentration inhibitrice médiane

COX : cyclooxygénase

CPZ : capsazépine, antagoniste des récepteurs TRPV1
CYP : cytochrome

DAG : diacylglycerol

DAGL«x et B : diacylglycérol lipase o et 3

dI-SGPA : substance grise périaqueducale-dorsolatérale,
dm-SGPA : substance grise périaqueducale-dorsomédiane

DRGs : dorsal root ganglions (ganglions de la racine dorsale)

EGF : epidermal growth factor (facteurs de croissance)
FAAH : fatty acid amide hydrolase

FAPs : fibres afférentes primaires

GABA : gamma-aminobutyric acid

GDE:x1 : glycérophospho-diestérase 1

GP-AEA : glycerol-phosphoanandamide

HTP : hydroxytryptophane

HVA : high voltage activated

i.c.v.: voie intracérébroventriculaire

i.p. : voie intrapéritonéale

i.pl. : voie intraplantaire

i.t. : voie intrathécale

i.v. : voie intraveineuse

IL : interleukine

interNI : interneurone inhibiteur

IRM(f : imagerie par résonnance magnétique fonctionnelle
KO : knock-out

LOX : lipoxygenase

LPS : lipopolysaccharides

I-SGPA : latérale-substance grise périaqueducale
lysNAPE : lyso N-acyl phosphatidylethanolamine

lyso-PLC : lyso-phospholipase C

MAGL: monoacylglycerol lipase

MAO : monoamine-oxydase

mGLURg5 : Metabotropic glutamate receptor
NAAA: N-acylethanolamine-hydrolyzing acid amidase
NAPE : N-arachidonoyphosphatidyléhtanolamine

NAPE-PLD : N-acyl phosphatidyléthanolamine phospholipase

NAPQI : N-acetyl-P-benzoquinone imine

NGF : Nerve Growth Factor (facteur de croissance des nerfs)

NP : neurone de projection

p-AEA : phospho-anandamide

pCEs, : logarithme négatif de la concentration efficace
médiane

pCPA : p-chlorophenylalanine

pCPA : p-Chlorophénylalanine

PDGF : platelet-derived growth factor (facteur de croissance

des plaquettes)

PG : prostaglandine

PGE, : prostaglandine E,

PLA, et PLA, : phospholipase A, et A,

PLC : phospholipase C

PMSF: phenylmethanesulfonylfluoride (inhibiteur FAAH)
PTPN22 : protéine tyrosine phosphatase N22

RCPG : récepteur couplé aux protéines G

RVM : rostro ventral medulla

S$B705498 : inhibiteur TRPV1

SGPA : substance grise périaqueducale

SGPA : substance grise périaqueducale

SNC : systéme nerveux central

SNP : systéme nerveux périphérique

SP : substance p

TNF : tumor necrosis factor (facteur de nécrose tumorale)
TRP : transient receptor potential

TRPA : transient receptor potential ankyrin

TRPA1 : T transient receptor potential ankyrin 1
TRPM : transient receptor potential melastatin
TRPML : transient receptor potential mucoLipin
TRPP : transient receptor potential polycystin
TRPV : transient receptor potential vanilloide
TRPV1 : transient receptor potential vanilloide 1

TX : thromboxane

URB597 : inhibiteur de 'enzyme FAAH

URB6o02 : inhibiteur de 'enzyme MAGL

URBg37 : inhibiteur périphérique de 'enzyme FAAH
vl-SGPA : ventrolatérale-substance grise périaqueducale
WAY100635 : inhibiteur des récepteurs 5-HT,a
WIN55,212-2 : agoniste des récepteurs CB1

A9-THC : Ag-tétrahydrocannabinol
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l. Historique

Le paracétamol est né d'une erreur providentielle, ou plus exactement d’une faute
d’approvisionnement. Comme souvent, une découverte thérapeutique d’'importance peut étre le fait
d’un hasard. L’histoire du paracétamol, ou plutdét de son précurseur, nous ramene en 1886 a
I’'Université de Strasbourg. Le Professeur Kussmaul, du département de Médecine Interne, demande
a deux assistants, Arnold Cahn et Paul Hepp, de prescrire du naphtaléne a un patient souffrant de

parasitose intestinale. A leurs grandes

surprises, le traitement n’eut que peu

H
N_  _CHs
i /©/ \n/ d’effet sur la parasitose. Par contre, il
(e}
H,C N
3 H HO

s’avere que le médicament prescrit avait un

Paracétamol . . - o -
uissant effet antipyrétique. Stupéfaits,
Acétanilide P Py q P

H
Q/N\H/CHg, Cahn et Hepp entreprirent de mettre a jour
o) ce mystere. Ils comprirent que le
Hic” YO .
Phénacétine pharmacien en charge de fournir le

Figure 1. Structure chimique de I'acétanilide et ses | médicament en question s’était mépris sur
dérivés : la phénacétine et le paracétamol.

le traitement et aurait délivré de
I'acétanilide au lieu du naphtaléne. Ainsi, ces deux assistants venaient de découvrir 'activité
antipyrétique de I'acétanilide (amine aromatique: CsHoNO, Figure 1). Face a ce constat, ils
s’empresserent alors de publier leur découverte pour concurrencer l'analgésique, mais aussi
I’antipyrétique en vogue a I'époque : I'antipyrine (également appelé phénazone). Ce dernier était le
premier médicament au monde entiérement synthétisé, commercialisé sous le nom d’Antifébrine”.

Ainsi débuta I'intérét pour 'acétanilide et ses dérivés comme agent antipyrétique (Cahn and Hepp,

1886; Bertolini et al., 2006; Queneau, 2006).

En 1878, Harmon Northrop Morse de la

5 ieuse
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(1893) comparant les propriétés antalgiques, Geait bien évidemment a torgie
nombreux troubles rénaux a Lissu

paracétamol et la phénacétine (Morse et al.,

1878, Figure 1). La premiére utilisation clinique

antipyrétiques ainsi que leurs toxicités

respectives. Les conclusions de cette étude /,
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mirent a mal la popularité du paracétamol. Effectivement, des résultats erronés décrirent que le

paracétamol est beaucoup plus néphrotoxique que la phénacétine (Hinsberg et Treupel, 1894).

Il fallut attendre une étude de Brodie et Axelrod (1948) pour remettre en question la
réputation du paracétamol. En effet, ces études démontrent que, chez des patients, la phénacétine
est métabolisée en p-phénitidine (responsable de la toxicité rénale, Figure 2) et en paracétamol. En
effet, le paracétamol est le métabolite majoritaire de I'acétanilide et de la phénacétine. Des lors, le

paracétamol réapparait sur le marché de divers pays avec une utilité tres importante en pédiatrie.

=~ au

£
3
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QUOTIDIEN NEUCHATELOIS ET JURASSIEN PARAISSANT A LA CHAUX-DE-FONDS

Samedi 18 et dimanche 19 décembre 1976

L IMPARTIAL

FEUILLE D'AVIS DES MONTAGNES / FONDEE EN 1806

ﬁﬁmm'li:l:lohon Q92135

l « Un usage prolongé et abusif d'anal-
gésiques contenant de la phénacétine
peut provoquer des lésions graves des
reins ». L'Office intercantonal de con-
trole des médicaments (OICM) a décidé
que les emballages de toutes les pre-
parations contenant de la phénacétine
devaient @ lavenir porter cet avertis-
sement. Il doit également étre indiqué
sur les prospectus et sur les étiquet-
' tes. Les fabricants et les maisons de
, distribution se sont d’tutre part enga-
! gés wvolontairement @ inclure cette
mention dans leur publicité.

Jusqu'ici, les modes d'emploi de ces
médicaments portaient, en régle géne-
rale, l'indication que « ces médicaments
| nme doivent pas étre pris en doses plus
| élevées sans consultation préalable d’un
meédecin », Un deélai a été accordé aux
fabricants jusqu'a la fin duw mois d’oc-
tobre 1977, pour leur permettre d'utili-
| ser les emballages, prospectus et éti-
quettes déja imprimes.

Attention a la phénacétine

Le directeur de l'OICM, M. Peter
Fischer, a déclaré que cette innovation
constituait « un pas important ». Il n’est
pas exclu que dans un avenir proche,
toute publicite pourrait étre interdite
en matiere d'analgésiques contenant de
la phénacétine. Une telle interdiction
devrait toutefois étre basée sur des
données scientifiques parfaitement éta-
blies. A ce sujet, M. Fischer a ren-
voyé aux recherches du professeur bd-
lois Urlich C. Dubach, dont les résul-
tats seront connus l'été prochain.

Le transfert des analgésiques a base

de phénacétine de la liste D' a la liste |

C de la réglementation OICM dépend
des conclusions de ces études. Ces pré-
parations seraient alors vendues en
pharmacie exclusivement et non plus
dans les drogueries. La publicité serait
¢galement interdite. Les milieux éco-
nomiques concernés ont pu se défendre
jusqu'ici contre de telles mesures. (ats)

Figure 2. Coupure de journal provenant de I'lmpartial du 18 et 19 décembre 1976.
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/.  Pharmacocinétique

1. Absorption

L'absorption du paracétamol suit une cinétique du 1° ordre par diffusion passive (Clissold,
1986). La bonne absorption du paracétamol s’explique par son pKa proche de 9,5 avec une forme
non ionisée dans la lumiére du tube digestif, ce qui facilite son assimilation. Il est également possible
d’utiliser la voie rectale avec une vitesse d’absorption presque similaire a celle de la voie orale. Cette
voie d’administration représente des avantages chez les enfants et les personnes dans le coma
pouvant montrer des difficultés lors d’un traitement par voie orale. L’absorption du paracétamol
aprés une prise orale est presque intégrale et réalisée principalement au niveau intestinal. La vitesse
d’absorption est rapide et indépendante de la dose ingérée. L'absorption est influencée par Ila
vidange gastrique (Clissold, 1986). Dans les cas de patient ayant une vidange gastrique lente,

I"absorption par le petit intestin est

retardée (Heading et al., 1973). En

25

effet, I'environnement gastrique

== Paracétamol

20 4, . s

[ | + Paracétamol sulfate étant acide, le paracétamol reste
2 - «~ Paracétamol glucuronide . .,
2 = sous forme ionisée (pKa 9,5). La
S 2 . , : ,
5 w vitesse d’absorption dépend
E ®© 10 , ..
£ € également de la forme galénique.
o &
Yo
s < . En effet, un comprimé effervescent
@]

montre une rapidité d’absorption

0 100 200 300 400 500 600 700 s00 | et d’efficacité plus intéressante par

Temps (min) rapport a des comprimés (Peterson

Figure 3. Cinétique de la concentration plasmatique de | €t Rumack, 1978; Rygnestad et al,,
paracétamol et ses métabolites: paracétamol-sulfate et 2000).

paracétamol glucuronide.

Dosages effectués sur 11 volontaires sains (hommes) aprés une prise
de 1 g de paracétamol par voie orale. Méthode de dosage utilisée :
chromatographie liquide couplée a un détecteur UV a barrette de | |'homme (Figure 3) varie entre 15
diodes.

Le pic plasmatique chez

min et 60 min pour les cas les plus
rapides et entre 2h et 3h pour les plus lents. Les variations du pic plasmatique dépendent de la voie
d’administration et de la forme galénique utilisées (Clissold, 1986; Bannwarth et al., 1992; Rygnestad
et al.,, 2000). Le temps nécessaire pour diminuer de moitié la concentration plasmatique de
paracétamol (temps de demi-vie) varie entre 1h30 et 2h30 chez 'homme en condition normale

(Prescott, 1980; Clissold, 1986).
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2. Distribution

Le paracétamol diffuse rapidement et tres largement dans les compartiments liquidiens de
I'organisme sauf dans les graisses, selon un modele ouvert a deux compartiments. Son volume de
distribution est de 0,8 a 1,4 |/kg, et sa biodisponibilité est de 0,63, 0,89 et 0,87 aprés administration
des doses respectivement de 500 mg, 1000 mg et 2000 mg (Rawlins et al., 1977; Clissold, 1986). Les
concentrations plasmatiques varient selon les sujets et les conditions d'administration. Le
paracétamol est tres faiblement lié aux protéines plasmatiques notamment a I'aloumine (5 a 20%),
mais cette liaison augmente en cas de surdosage (Gazzard et al., 1973). Il faut noter que le
paracétamol passe aisément la barriere hématoencéphalique (Bannwarth et al., 1992). En effet, des
quantités équivalentes sont retrouvées entre le liquide céphalorachidien et le plasma chez la souris.
Le dosage du paracétamol cérébral et plasmatique, 2h aprés administration par voie intraveineuse
(100 mg/kg, i.v.), est effectué avec une concentration de 5,79 pug/ml dans le cerveau et de 7,83 pg/ml
dans le plasma (Fukuda et al., 2005). De méme chez 'homme, des concentrations élevées de
paracétamol sont retrouvées dés 20 minutes apres traitement dans le liquide céphalorachidien avec

un pic a 4h post traitement (Bannwarth et al., 1992).

3. Métabolisme et élimination

A doses thérapeutiques, le paracétamol est presque totalement métabolisé au niveau

hépatique (90%) grace aux systémes enzymatiques microsomiaux (Figure 4). Ces systémes

conjuguent la fonction phénol en

Paracetamol

conjugates 5 Excretion

in urine donnant des formes

95%
L 0o
Gluetronide I glucuronoconjuguées (60-80%) et
Paracetamol sulfates . . , .
Conjugation sulfoconjuguées (20-30%, Figure 3). Ces
/ non-toxic
Glutathione formes inactives, qui représentent plus

NAPQI de 95% des métabolites, sont
CYP450 metabolism (0.0
2 hydrosolubles et excrétées par le rein
Hepatotoxicity

(Rawlins et al., 1977). Une faible partie

Figure 4. Métabolisme du paracétamol chez un individu sain. inchangée est directement excrétée
D'apreés Lubel et al., 2007.

dans les urines (5%).

Une fraction minime (3-5%) sera métabolisée via le cytochrome P450 (principalement par
I'isoforme 3A4) a dose thérapeutique. En cas de plus forte dose, les isoformes CYP-2E1 et CYP-2D6
prennent le relais pour former un intermédiaire électrophile hautement réactif et toxique : le N-
acétyl-p-benzoquinine imine (NAPQI). Le NAPQI est ensuite conjugué au glutathion hépatique
donnant lieu a des conjugués de mercaptate, avant élimination dans l'urine. Ces conjugués sont

6



LE PARACETAMOL : GENERALITES

retrouvés en quantité infime a dose thérapeutique (Prescott, 2000a, 2000b; Hazai et al., 2002). En
cas de surdosage de paracétamol, les voies de sulfo- et glucoronoconjugaison sont saturées et
favorisent alors la voie de formation du NAPQI. Ce composé est retrouvé en exces induisant de
séveres lésions au niveau hépatique, responsable de |’hépatotoxicité du paracétamol (Prescott,
2000a, 2000b; Hazai et al., 2002). Ces effets hépatotoxiques du paracétamol sont détaillés dans le

paragraphe « 1°" Chap.IV. Le paracétamol un médicament populaire non dénué de risques ».

/ll.  Ulilisations cliniques du paracétamol/

1. Dans le traitement de la douleur

Le paracétamol (acetaminophen pour les Etats-Unis et le Canada) est un antalgique
antipyrétique non salicylé, utilisé couramment pour le traitement des douleurs légéres a modérées,
gu’elles soient aigués ou chroniques. Le paracétamol est un antalgique de palier | pouvant étre utilisé
seul ou en association. En effet, cette molécule est préconisée seule pour des douleurs faibles a
modérées, faisant suite par exemple a des actes chirurgicaux mineurs (Tableau 1). En cas de douleurs
plus intenses, la place du paracétamol devient celle d’'un co-adjuvant associé a d’autres molécules
analgésiques. Plusieurs modes d’administration lui sont reconnus (intraveineuse, rectal, oral),
I'utilisation par voie orale (Dafalgan®, Doliprane®, Efferalgan®) étant la plus courante. L’administration
sous forme de suppositoire est plutot dédiée a une utilisation pédiatrique, mais reste intéressante en
présence de vomissements. Le paracétamol peut étre également administré par voie intraveineuse
(Perfalgan®), augmentant ainsi son efficacité et réduisant son délai d’action. En contrepartie, sa durée
d’efficacité est considérablement réduite. L’administration intraveineuse est souvent réservée au
milieu hospitalier pour le traitement des douleurs post-opératoires (extraction dentaire,
amygdalectomie, césarienne...). Récemment, une nouvelle voie d’administration
buccale/transmuqueuse émerge avec des effets plus rapides et une meilleure efficacité, cette voie
est cependant en cours de développement (Pickering et al., 2014). La posologie préconisée estde 1 g
toutes les 4 a 6h, sans dépasser 3 a 4 g par jour chez I'adulte. Son efficacité lui permet de réduire les
doses des autres antalgiques utilisés tels que les opioides ou les anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS), afin de limiter les effets indésirables de ces derniers (Tzortzopoulou et al., 1996; Duggan et

Scott, 2009; Macario et Royal, 2011).
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Tableau 1. Méta-analyse d’essais cliniques sur I'efficacité du paracétamol seul. ES=

moyenne groupe traité—moyenne groupe contrdle

déviation standard du groupe contrdle

ES : 0,2 : variation faible, 0,5 : variation modérée, 0,8 : grande variation. NNT = nombre de patients ayant un soulagement de la
douleur dans le groupe paracétamol (+ association) par rapport au groupe controle (placebo ou paracétamol seul). RB =
bénéfice relatif : ratio entre les patients avec un soulagement de la douleur par rapport au groupe controle. AINS : anti-

inflamatoires non stéroidiens. D’aprés Graham et al., 2013.

Pathologies
Groupes comparés Efficacité Résultats Références
douloureuses
Zhang et al., 2004
Paracétamol + ES=0,21 (méta-analyse)
Arthrose v e ] Moins efficace que les AINS Towheed et al., 2006
’ Effet léger| Moins risqué que les AINS Machado et al., 2015
(méta-analyse)
Arthrit , . . .
rinrite Paracétamol .|./_ Sur 54 patients I'ibuprofen (37% ) est | Wienecke and
rhumatoide vs. ibuprofen préféré au paracétamol (13%) Ggtzsche, 1996
Paracétamol v Soulagement de la douleur = 50%
Post-opératoire | p|acebo + 500mg : NNT =3,5; RB = 1,9 Toms et al., 2008
600-650 mg : NNT=4,6;RB=2,4
975-100 mg : NNT=3,6 ; RB=2,7
Chirurgie Paracétamol vs Soulagement de la douleur = 50%
dentaire Placebo ' + <1000 mg : NNT=6,0; RB=1,9 Weil et al., 2007
1000 mg : NNT =3,0; RB=4,2
Paracétamol vs. Soulagement de la douleur suffisante
Post-partum A + 1000 mg : NNT=3,0; RB=2,4 Chou et al., 2010
P 500-650 mg : NNT=4,0; RB=1,9
Paracétamol vs Diminution ou absence de douleur
Migraine ' + 1000 mg : 52% des patients soulagés Prior et al.. 2010
placebo (contre 32% pour le groupe placebo, v
p =0,001)
(aucune donnée) - Non recommandé Forde et al., 2007
Paracétamol/quotidie i % ¢
Inefflc-ac'e, hazard ratlo_. Williams et al., 2014
Lombalgie n vs. Paracétamol/a la = - Quotidien vs placebo = 0,99 Machado et al.. 2015
- A la demande vs. Placebo = 1,05 (méta-anal se)’
demande vs. placebo - Quotidien vs a la demande = 1,05 ¥
(aucune donnée) + Recommandé pour le traitement de Chou et al., 2007
premiere intention Savigny et al., 2009
Paracétamol + opioide Aucun bénéfice du paracétamol (4 g)
P - ou en intraveineux (1 g) Israel et al., 2010
Douleur vs. placebo + opioide vs. placebo en accompagnement d’'un | Tasmacioglu et al., 2009
traitement avec les opioides
cancereuse
Efficacité en association L
(aucune donnée) +/- avec des opioides Mazloomdoost, 2008
P Graham et al., 2013
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2. Dans le traitement de /a fievre

Les propriétés antipyrétiques du paracétamol en particulier dans le domaine pédiatrique sont
tres appréciées et en font une molécule de premiére intention. Une revue de Temple et al. (2013),
incluant 13 études cliniques, avec 3155 enfants de moins de 12 ans présentant une fiévre
(température de base comprise entre 38,9 et 39,3°C), montre un effet antipyrétique du paracétamol.
Pour une dose comprise entre 10-15 mg/kg, une diminution de la température corporelle maximale
de 1,5°C est observée pendant 4 heures. L’utilisation d’'une dose plus élevée (20-30 mg/kg) induit une
diminution pouvant atteindre - 2,1°C. D’autres études comparatives avec I’AINS de référence dans le
traitement de la fievre, I'ibuproféne, exposent une efficacité équivalente, voire meilleure, de ce

dernier par rapport au paracétamol (Olive, 2006; Pierce et Voss, 2010).

Jusqu’a présent, I'effet antipyrétique du paracétamol était justifié par son action inhibitrice
sur les cyclooxygénases (COX, Ayoub et al., 2004). Mais contrairement aux AINS, le paracétamol peut
réduire la température corporelle basale chez I'animal (Van Tittelooom and Govaerts-Lepicard, 1989;
Dippel et al., 2003), effet rarement rencontré chez I’'humain (Van Tittelboom and Govaerts-Lepicard,
1989; Denes et al., 2002; van Breda et al., 2002). Le paracétamol a donc chez I'animal un potentiel
effet hypothermisant indépendamment de son effet antipyrétique. Mais cet effet n’est pas justifié

chez I’lhomme.

Une utilisation plus insolite de la propriété hypothermisante du paracétamol est parfois
employée dans le milieu du sport. Il semblerait que de faibles doses de paracétamol puissent
améliorer les performances sportives (Burtscher et al.,, 2013). Une étude clinique montre que
I"augmentation de la température corporelle résultant d’'une course a pied de 20 min est moins
importante chez les sujets ayant regu une faible dose de paracétamol (500 mg vs traitement placebo,
p = 0,004). Une augmentation de la fréquence cardiaque (battements par minute : bpm) dans le
groupe paracétamol par rapport a un traitement placebo est également observée (paracétamol :
175,7 bpm vs placebo : 171,7 bpm ; p = 0,02). Un prolongement du temps de course de 2,3 min est
noté chez le groupe paracétamol, mais aucune significativité n’est retrouvée causée par un effectif
réduit et une trop faible dose de paracétamol (Burtscher et al., 2013). Une autre étude utilisant des
doses plus élevées de paracétamol (1500 mg) observe que sur un parcours de 16,1 km des cyclistes
recevant du paracétamol effectuent le circuit plus rapidement que le groupe placebo (Mauger et al.,
2010). Cependant, le possible potentiel du paracétamol a améliorer les performances sportives peut
aussi s’expliquer par une meilleure tolérance a la douleur des sujets sous traitement. Le paracétamol
n’est ni conseillé ni préconisé pour I'amélioration des performances sportives. Toutefois, il n’est pas

listé dans les produits potentiellement dopants par I'agence francgaise de lutte contre le dopage.
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IV. Le paracéetamol un méedicament populaire non denué de
risques

Le paracétamol est I'un des médicaments les plus couramment utilisés. Il est particulierement
apprécié pour des utilisations pédiatriques. En raison de son bon ratio bénéfice/risque, il représente
un des seuls recours dans le traitement de la douleur chez la femme enceinte. Le paracétamol est
utilisé par de nombreux patients sans appréhension et avec I'assurance d’une efficacité sans effet
indésirable. Néanmoins, ce médicament n’est pas dénué d’effets indésirables. Les cas les plus
fréquents d’intoxication au paracétamol sont liés a I'ingestion d’'une dose excessive conduisant a une
« overdose » parfois |étale, causée par une hépatite fulminante (Josephy et al.,, 2005, Cf. 1°¢
Chap.lll.3. Métabolisme et élimination). La dose toxique en prise aigué chez I'enfant est de 100
mg/kg et chez I'adulte cette dose est de 125 mg/kg, correspondant a une prise d’environ 10 a 14 g
(Dart et al., 2006; Calvino, 2009). En France, la fréquence des intoxications au paracétamol de ces 20
derniéres années était comprise entre 2% et 7% (Adnet et al., 2005). Aux Etats-Unis, les intoxications
au paracétamol représentent en moyenne 56 000 admissions en urgence, 26 000 hospitalisations et
450 morts par an (Amar and Schiff, 2007). Il faut savoir que les intoxications au paracétamol peuvent
étre de nature accidentelle ou délibérée. Un surdosage involontaire peut résulter d’une
automédication avec de multiples médicaments contenant du paracétamol. Les doses cumulées sont
responsables de ces empoisonnements. Le paracétamol est également la premiére cause de
défaillance hépatique lors de greffes de foie. Dans certains cas, il peut étre toxique a doses normales
en cas d’alcoolisme ou d’hépatite chronique, couplé a certains traitements, mais aussi chez I'enfant
ou la personne agée (Amar and Schiff, 2007). La prise délibérée d’une dose létale de paracétamol est
a I'origine de nombreux suicides, puisque sur la liste des substances employées lors de suicide le
paracétamol est en téte de liste. A titre d’exemple, 35% des cas recensés de suicide a I'hopital de
Penang en Malaisie sont d a une prise massive de paracétamol (Fathelrahman et al., 2008). En effet,
le paracétamol fait partie de la liste des 200 substances chimiques et toxicologiques retrouvées dans
les cas d’intoxications létales (Musshoff et al., 2004). Pour limiter les risques de surdosage, la
guantité de paracétamol commercialisée a été limitée a 8 g par boite (8 comprimés de 1000 mg ou

16 comprimés de 500 mg, Gunnell et al., 1997; Bateman, 2009, 2014; Hawton et al., 2013).
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Lors d’un surdosage en paracétamol, celui-ci conduit a une saturation des deux voies
principales de métabolisation (glucurono- et sulfoconjugaison). Il s’ensuit une hyperproduction de
NAPQI. Si dans des conditions normales, la NAPQI est entierement liée au glutathion et n’est alors
pas toxique, son exces de production conduit a une saturation du glutathion et la NAPQI libre
présente une toxicité hépatique (Cf. 1" chap.lll.3. Métabolisme et élimination). L’antidote alors
utilisé est la N-acétylcystéine (ex. Mucomyst®, Exomuc®...). Le mécanisme de la N-acétylcystéine
impliqgue un accroissement de la régénération du glutathion, qui permet alors de restaurer les
réserves afin de pallier a la déplétion induite par I'intoxication. La voie physiologique de détoxication
de I'exces de NAPQI est alors restaurée limitant I'intoxication (Rumack, 1983; Bunchorntavakul and

Reddy, 2013).

Ces derniéres années, le paracétamol a fait I'objet de quelques études concernant de
nouveaux effets indésirables plus rarement rencontrés (Tableau 2). Ces effets recensés sont surtout
provoqués par des prises régulieres de paracétamol, en particulier chez les femmes enceintes. Mais
en aucun cas, il n’est rapporté que la prise occasionnelle de paracétamol a la dose préconisée est un
risque. Une récente revue trés médiatisé de Roberts et al. (2015) a cependant soulevé de
nombreuses questions quant aux effets indésirables du paracétamol dont la mortalité, les effets
cardiovasculaires, gastro-intestinaux et rénaux. Cette étude britannique montre qu’au bout de
guelques semaines de prise continue, il peut y avoir une toxicité surtout si on prend des doses

élevées.
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Tableau 2. Récapitulatif des effets indésirables les plus récemment observés.

Contexte

Effectifs

Effets observés

Références

Prise réguliere de
paracétamol durant la
grossesse et effet sur
I’enfant

64322 nouveaux-
nés (entre la
naissance et I'age
de 7 ans)

Augmentation des risques de :

- Déficit de I'attention accompagné
d’hyperactivité (hazard ratio = 1,29)

- Trouble hyperkinétique (hazard
ratio =1,37)

Liew et al., 2014

Incidences d’une exposition
répétée au paracétamol

(< 2/jours) sur les
défaillances hépatiques

895 enfants (3,5 a
15,2 ans)

Augmentation des défaillances hépatiques
chez les enfants ayant un historique
d’exposition répétée au paracétamol

Leonis et al., 2013

Effet hypotensif du
paracétamol (1 g) lors d’une
administration en i.v. (en
service de réanimation)

127 patients inclus

Incidence d’une hypotension chez les
patients : 1,33%

20 hypotensions survenues sur 127 patients

Mrozek et al., 2009

Relation entre expositions
au paracétamol pendant la

L'utilisation de paracétamol chez la femme
enceinte dans la seconde période de

3184 femmes . . "
grossesse et la survenue enceintes grossesse (14-22 mois) augmente le risque  Snijder et al., 2012
pour 'enfant de de survenue d’une cryptorchidie
cryptorchidie. congénitale avec un odd ratio de 2,12
- Relation positive entre la prise de
paracétamol et la survenue de crise
d’asthme
664 individus

Relation entre I'utilisation
répétée de paracétamol et
I'apparition d’asthme

asthmatiques et
910 non-
asthmatiques

Les odds ratio sont de :

- 1,06 pour une utilisation occasionnelle
- 1,22 pour utilisation mensuelle

- 1,79 pour une utilisation hebdomadaire

- 2,38 pour une utilisation quotidienne

Shaheen et al., 2000

Henderson et Shaheen,
2013

Relation entre le
paracétamol et le risque
d’autisme (théorie encore
hypothétique)

Non applicable

Il semble y avoir une relation entre
I'utilisation de paracétamol pendant le
dernier semestre de la grossesse ou chez le
nouveau-né et la survenue d’autisme

Schultz et al., 2008
Becker et Schultz, 2010

risque relatif sur la
mortalité, les effets
cadiovasculaires, gastro-
intestinaux et rénaux

Méta-analyse des
effets indésirables
d( a une utilisation
du paracétamol a
dose
thérapeutique

Mortalité : le risque relatif passe de
0,95 a 1,63 lorsque les doses du
médicament étaient progressivement
augmentées

Cardiovasculaire : le risque relatif
évolue de 1,19 a 1,68

Gastro-intestinale : augmentation des
risques relatifs de 1,11 a 1,49

Rénale : augmentation des accidents
rénaux et diminution du taux de
filtration glomérulaire

Roberts et al., 2015
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MECANISME ANTALGIQUE DU PARACETAMOL : NOUVEAU CONCEPT D’UN
PROMEDICAMENT A ACTION CENTRALE

l. Historique meécanistique du paracétamol

Le paracétamol a longtemps été reconnu comme un produit proche des AINS, antalgiques a
action périphérique agissant par inhibition des COX. A I'heure actuelle, cette hypothése est trés
controversée. Malgré tout, la définition du paracétamol en tant qu’« analgésique périphérique » est
encore enseignée au travers d’ouvrages de pharmacologie de référence pourtant récents (Landry et
Gies, 2014). La réalité est que le paracétamol est un modeste inhibiteur des COX dans des
préparations in vitro. Les études in vivo tendent a montrer un effet inhibiteur plus marqué vis-a-vis

des COX centrales (Flower et Vane, 1972; Ayoub et al., 2006).

Néanmoins, des études ont fait un rapprochement entre |'effet antalgique du paracétamol et
un systéme physiologique central impliqué dans la modulation de la douleur : la sérotonine ou la 5-
HT (pour 5-hydroxytryptamine, Tjglsen et al., 1991; Pini et al., 1996). Dés lors, les premieres études
sur I’"hypothése mécanistique d’une action antalgique du paracétamol supposent un effet central via
une modulation de la 5-HT (Pelissier et al., 1996; Bonnefont et al., 2003b). Cependant, ce dernier n’a
que peu d’affinité pour les récepteurs sérotoninergiques (Raffa et Codd, 1996), ce qui suggere

I’éventualité d’un mécanisme d’action indirect via un bioprécurseur.

Parmi les nombreuses voies métaboliques ou de dégradation du paracétamol (Figure 5),
Hogestatt et al. (2005) décrivent la formation d’un nouveau composé du paracétamol nommé
AMA404 pour N-(4-hydroxyphenyl)arachidonoylethanolamide. Ce dernier serait principalement formé
au niveau supra-spinal grace a I'enzyme Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH, Cf. 1" Chap.Il. Voies
métaboliques du paracétamol : le paracétamol, un promédicament). L'AM404 est un composé
structurellement proche des endocannabinoides et des endovanilloides dont il partage quelques-
unes de leurs propriétés pharmacologiques. Parmi ces propriétés, on peut noter qu’il est a la fois un
activateur des récepteurs « Transient Receptor Potential Vanilloid-1 » (TRPV1) (Zygmunt et al.,
2000; Hogestatt et al., 2005) et un inhibiteur de la recapture des endocannabinoides (Beltramo et
al., 1997). Plus récemment, il a été démontré que le canal Cav3.2 était modulé indirectement par

I’AMA404 via son action sur le récepteur TRPV1 (Kerckhove et al., 2014).

Grace a ces caractéristiques, 'AMA404 issu du paracétamol renforcerait les voies
sérotoninergiques descendantes inhibant la transmission du message douloureux au niveau de la
moelle épiniére (Mallet et al., 2008, 2010; Kerckhove et al., 2014). Les r6les de ces cibles
pharmacologiques et leurs éventuelles implications dans le mécanisme d’action antalgique du
paracétamol seront expliqués plus en détail dans le paragraphe « 2¢™ Chap.lll. Mécanisme central :

systémes de neurotransmission impliqués dans I’effet du paracétamol ».
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Figure 5. Les voies métaboliques du paracétamol. Les différentes voies métaboliques du paracétamol, dont
la derniére découverte par Hogestatt et al. (2005) avec la formation d’AM404 (encadré bleu). D’aprés Zhao
et Pickering, 2011.
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/l. Voies métaboliques du paracétamol : le paracétamol, un

promédicament

1. Description d’une nouvelle voie métabolique

L'action du paracétamol impligue un renforcement des contréles descendants
sérotoninergiques. Cependant, ce dernier n’a pas d’effet direct sur les récepteurs sérotoninergique,
se qui amene la question de la participation d’un autre acteur. Une partie de la réponse est apportée
par I'article de Hogestatt et al. (2005), montrant une nouvelle voie métabolique du paracétamol. Le
paracétamol est déacétylé au niveau hépatique en une amine primaire: le p-aminophénol. Ce
dernier composé diffuse aisément au travers de la barriere hématoencéphalique. Au niveau cérébral,
I’enzyme FAAH va catalyser I'association de I'acide arachidonique au niveau de I'amine primaire du p-

aminophénol pour former ’AM404 (Figure 6A).
Des données de I'équipe d’Hogestatt et al. (2005) ont montré que :

* Vingt minutes aprés administration de doses croissantes de paracétamol
chez le rat (30, 100 et 300 mg/kg, voie i.p.), il y a une formation de p-
aminophénol majoritairement au niveau hépatique, et une formation
d’AM404 principalement au niveau cérébral (Hogestitt et al., 2005,
(Figure 6B).

* Inversement, l'utilisation d’un inhibiteur de 'enzyme FAAH (PMSF) ou une
délétion génétique pour 'enzyme FAAH ( souris FAAH-/-), bloque la
formation d’AM404 cérébrale chez ces animaux

* Sur une culture de cellules hépatique de rat, l'incubation avec du
paracétamol (100 uM) permet la formation de p-aminophénol, mais pas
d’AM404.

e  Dans une culture de cellules issues de cerveau de rat, 'incubation avec du
p-aminophénol (10 pM) montre la formation d’AM404, tandis que
l'incubation avec le paracétamol (100 uM) ne permet pas de retrouver de
PAMA404.

* L’incubation de p-aminophénol avec d’un inhibiteur de ’enzyme FAAH
(PMSF) dans cette méme culture de cellules cérébrales de rat ou lutilisation
d’une culture de cellules cérébrales issues des souris FAAH-- montre

Pabsence de syntheése d’AM404.

17




MECANISME ANTALGIQUE DU PARACETAMOL : NOUVEAU CONCEPT D’UN
PROMEDICAMENT A ACTION CENTRALE

I 4
A Paracétamol B
, , OH 201 401
Déacétylases ° O ™ .
HC)LN 2 2
: H S 2 307
S 8
. . - E
p-aminophénol £+ 2 20-
o c
= £
OH Q o
o 3 < 101
H,N <
AA
0- 0-
° v w 3 o © w 3 O
T g ¢ 2 g ¢ 2
FAAH o oH S 5 S 5
AMyoq &5 E E
4O4 __ 3 3
[e] [e]
= =

!

ANALGESIE

Figure 6. Métabolisation du paracétamol en AM404. (A) Le paracétamol est métabolisé au niveau de sa
fonction amine pour former le p-aminophénol, puis conjugué a I'acide arachidonique grace a I'enzyme FAAH
pour former le N-arachidonoyl phénolamine (AM404) (B) Dosage du p-aminophénol (p-AP) et de 'AM404
dans le foie, le sang, le cerveau et la moelle épiniére de rat aprés adminstration d’une dose de 300 mg/kg de
paracétamol par la voie i.p. D’apres Hogestatt et al., 2005.

Ainsi, ces résultats nous apportent deux informations primordiales : (1) il y a formation de p-
aminophénol dans le foie a partir de paracétamol, (2) L'AM404 est exclusivement formé au niveau
supra-spinal, dépendamment de I'enzyme FAAH. Ainsi, le paracétamol est un promédicament dont le

métabolite actif ’AM404 est spécifiquement formé au niveau supra-spinal.

La formation d’AM404 exclusivement au niveau supra-spinal est cependant contredite par les
données de Ruggieri et al. (2008). En effet, cette équipe retrouve de I’/AM404 au niveau plasmatique
suite a 'administration systémique d’une dose de paracétamol (400 mg/kg, i.p.). Toutefois, la dose
utilisée de paracétamol est particulierement élevée, ce qui peut expliquer la formation périphérique
d’AM404 qui serait non spécifique. Cette possibilité n’est d’ailleurs pas exclue par Hogestatt et al.
(2005). Ces travaux montrent tout d’abord que I'incubation d’une dose de paracétamol suffisante
pour induire la production d’AM404 sur des cellules cérébrales en culture ne permet pas, a cette
méme dose, de produire de ’AM404 dans une culture de cellule hépatique. Cependant, |'utilisation
d’une dose 10 fois plus élevée de paracétamol permet la formation d’AM404 non spécifique au
niveau des cellules hépatiques en culture. Cette question du réle supra-spinal de 'AM404 sera

discutée dans le 1*" article.
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2. Mecanisme d’action antalgique dépendant de cette voie métabolique

L’hypothese avancée par I'équipe d’Hogestatt et al. (2005) est séduisante car elle justifie a la
fois un effet indirect du paracétamol via un bioprécurseur et confirme son action centrale. Mais en
aucun cas, il n’a été montré que |'effet antinociceptif du paracétamol dépendait de ce métabolisme.
Suite a ces travaux, notre laboratoire a contribué a mettre en évidence que cette nouvelle voie
métabolique est bien impliquée dans I'effet antalgique du paracétamol. En 2008, I'article de Mallet
et al. a montré que l'effet antinociceptif du paracétamol était dépendant de I'enzyme FAAH,
suggérant un effet dépendant de la formation d’AM404. En effet, |'utilisation de deux inhibiteurs
différents de I’enzyme FAAH (PMSF inhibiteur non spécifique et URB597 inhibiteur spécifique) altere
I’effet antinociceptif du paracétamol sur les 2 phases du test au formol et sur le test de pression de la
patte. En 2010, I'implication de cette voie a été confirmée. L'effet antalgique du paracétamol sur le
test au formol est inhibé chez les souris ayant une délétion génétique de 'enzyme FAAH (FAAH7,
Mallet et al., 2010). L’administration du métabolite intermédiaire du paracétamol, le p-aminophénol,
présente un effet antinociceptif équivalent a celui du paracétamol sur trois différents tests (von Frey,
tail immersion et formol). Et, & 'image du paracétamol, une délétion génétique (souris FAAH”) ou
une inhibition pharmacologique de I'enzyme FAAH (PMSF, 10 mg/kg, i.p.) prévient ['effet
antinociceptif du p-aminophénol (Barriere et al.,, 2013). L’ensemble de ces données redéfinit le
paracétamol comme un promédicament dont la clé de son effet antalgique serait ’AM404. Ce
nouveau concept lui confere un profil original dont la complexité explique peut-étre le mystére qui
entoure son mécanisme d’action. Il reste encore a comprendre quelles sont les cibles de I’/AM404
reliées a I'effet antalgique du paracétamol, mais aussi a connaitre les propriétés de ce médiateur

lipidique, dont de possibles effets antalgiques.
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3. L’AM404 : Effets pharmacologiques et propriétés antinociceptives

L’AMA404 serait donc le composé actif issu du métabolisme du paracétamol. Cette molécule,
en dehors de son lien avec le paracétamol, a fait I'objet de divers articles. Ce lipoaminoacide est un
composé synthétique proche des lipides endogénes tel que I'anandamide (AEA). Ses effets
pharmacologiques décrits dans le Tableau 3 (anxiolytique, locomoteur, hypothermie, analgésie) se
rapprochent de ceux des endocannabinoides. Ces actions sont médiées par différentes cibles
(Figure 7), car il est connu comme étant un inhibiteur du transport de I'AEA (« anandamide
membrane transporter » : AMT), qui permet la capture de I'"AEA pour sa dégradation. Il peut

également activer les récepteurs TRPV1 (Beltramo et al., 1997; Zygmunt et al., 2000).

Cav3.2 @ — - N

EC50 = 13,7 HM --------------
Kerckhove et al., 2014

TRPV1
COX
Transporteur ECso = 0,026 - 0,035 uM o
membranaire de FAAH PECs=7,8 el
anandamide IC=0,5-5,2uM K; = 0,66 uM e ,\;1
ICsp=1-10,2 uM Vandevoorde et al., 2009 De Petrocellis et al., 2000 ; 2001 G
50 ) Fowler et al., 2004 Zygmunt et al., 2000
Beltramo et al., 1997 2 Zygmunt et al., 2000 Melck et al., 1999
Bisogno et al., 2001 HEEERERIEEL, 20D Hogestitt et al,, 2005
Barriére et al., 2013 ’

Figure 7. Cibles pharmacologiques de ’AM404. Les variations des parameétres de pharmacodynamie sont
dépendants des contextes expérimentaux. D’aprés Beltramo et al., 1997; Melck et al., 1999; Zygmunt et al.,
2000; Bisogno et al., 2001; Petrocellis et al., 2001; Fowler et al., 2004; Hogestatt et al., 2005; Vandevoorde
and Fowler, 2005; Barriére et al., 2013; Kerckhove et al., 2014.
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Tableau 3. Résumé des effets in vivo de ’AMA404. Effets pharmacologiques observés apres administration d’AM404. Voie
intrapéritonéale (i.p.), voie intraveineuse (i.v.), voie intracérébroventriculaire (i.c.v.), injection intranucléaire dans la substance
grise périaqueducale (intra-SGPA). Anandamide: AEA, rimonabant: agoniste inverse des récepteurs CB1, AM251 et
SR141716A : antagonistes des récepteurs CB1, capsazépine : antagoniste des récepteurs TRPV1. D’aprés Gonzalez et al., 1999;
Beltramo and Piomelli, 2000; Giuffrida et al., 2001; Fegley et al., 2004; Fowler et al., 2005; Rawls et al., 2006; Mitchell et al.,
2007; Moreira et al., 2007; Lisboa et al., 2008; Resstel et al., 2008; Mallet et al., 2010; Ayoub et al., 2011; Manna and Umathe,

2014.
AMA404 :
. Doses,voies
Parametres , .. . .
. d’administrations Effets observés
observés . .
et especes animales
utilisées
Pas d’effet sur le test de la plaque chaude 20, 30 et 60 minutes aprés administration.
10 mg/kg, i.v., souris Potentialise et prolonge I'augmentation des seuils de latence produits par I'’AEA (20 mg/kg, i.v.).
Effet anti-allodynique bloqué par I’AM251 dans le modéle de neuropathie.
10 mg/kg, i.p., rat , R . .
) i Aucun effet de ’AM404 sur le modéle de douleur inflammatoire.
Nociception , o . i
10 pg, i.c.v., rat Pas d’effet antinociceptif observé seul sur le test de la plaque chaude.
) ) Effet antinociceptif observé sur les deux phases du test au formol et dépendant des récepteurs
10 pg, i.c.v., souris TRPV1
) . Diminution de la douleur sur le test au formol comparable a 'AEA (3 nmol, i.t.). Pas d’additivité
3 nmol, i.t., souris observée avec I’AEA.
Tension . Effet modeste sur la tension artérielle.
- 10 mg/ke, IV, potentialise la diminution de la tension artérielle de 'AEA (5 mg/kg, i.v.) chez les animaux
artérielle | cobayes vagotomisés.
Augmentation des taux d’AEA dans le plasma.
Augmentation de l'inactivité et de I'immobilité.
10 mg/kg, i.p., rats Diminution de la locomotion.
Effets bloqués par le rimonabant (0,5 mg/kg, i.p., agoniste inverse des récepteurs CB1).
Troubles moteurs également inhibés par le SR141716A (0.5 mg/kg, i.p)
Locomotion Diminution des comportements de déambulation chez un modele de lésion a l'acide

10 mg/kg, i.p., rats

1-5 mg/kg, i.p., rats

10 mg/kg, i.p., souris

3-nitropropionic ; effet bloqué par un antagoniste des récepteurs TRPV1 (capsazépine, 10 mg/kg,
i.p.) mais non CB1 (rimonabant, 3 mg/kg, i.p.).

Réduction du déficit sensorimoteur obtenu aprés lésion nigrostriatal par la 6-hydroxydopamine.

Diminution des comportements stéréotypiques de sauts aprés un traitement répété de
morphine.

Anxiété et

dépression

50 nmol, intra-SGPA,
rat

10 et 20 mk/kg, i.p.,
souris

Diminution des comportements anxieux des animaux.
Effet potentialisé par I'’AEA et bloqué par un antagoniste des récepteurs CB1.

En association avec le paracétamol, ’AM404 potentialise la diminution des comportements de
dépression aux tests de nage forcée, suspension par la queue et « marble-burying ».

Température

corporelle

1- 20 mg/kg, i.p, rats

10 mg/kg, i.p., souris
FAAH**

10 mg/kg, i.p., souris
FAAH"

Effet hypothermisant dose dépendant.

Effet dépendant des récepteurs TRPV1 et non des récepteurs CB1.

Aucun effet sur la température corporelle.

Cependant, associée a I’AEA (5 mg/kg, i.p.), un effet hypothermisant est noté

Léger effet hypothermisant, potentialisé par I’AEA (2 mg/kg, i.p.). Hypothermie bloquée par le
rimonabant (0,3 mg/kg, i.p.) mais pas par la capsazépine (30 mg/kg, i.p.).
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a. L’AM404 : le premier inhibiteur du transporteur de I’anandamide

L'AMA404 est un analogue structurel de I'AEA et agit comme un inhibiteur compétitif du
transporteur de 'AEA sur des neurones (Clso= 1 uM) et astrocytes (Clso = 5 uM) en culture (Beltramo
et al., 1997; Fowler and Jacobsson, 2002). Cependant, le transporteur membranaire de I’AEA en
guestion n’est actuellement pas trés bien caractérisé (Fowler, 2012; Ulugol, 2014). L’AM404 peut
également inhiber I'activité de I'enzyme FAAH (Jarrahian et al., 2000), avec jusqu’a 55% d’inhibition
observée pour la dose de 50 uM dans une préparation de cerveau total de rat. La FAAH est une
enzyme notamment impliquée dans I’hydrolyse de I’AEA et dans une moindre mesure dans la
dégradation du 2-arachidonylglycérol (2-AG, Lichtman et al., 2002). L'AM404 induit ainsi une
augmentation des niveaux extracellulaires tant de I’AEA (Beltramo et al., 1997; Bortolato et al., 2006)
gue du 2-AG (Beltramo and Piomelli, 2000; Wiskerke et al., 2012). Une inhibition de I'accumulation
de MYIAEA et de BH2-AG sur des cellules de gliome de rat est observée avec respectivement une Clso

de 7,5 et 10,2 uM (Bisogno et al., 2001).

b. L’AM404 : un ligand des récepteurs TRPV1

Il a été montré que Iapplication d’AM404 sur des segments isolés d’artéres hépatiques de
rat induit une vasodilatation inhibée par un antagoniste des récepteurs TRPV1, la capsazépine
(CPZ). Son effet sur les récepteurs TRPV1 est tout aussi efficace (AM404 : pCEso = 7,80 £ 0,01) que les
agonistes de référence (capsaicine : pCEsp = 8,36 + 0,05) (Hogestatt et al., 2005). L’AM404 induit
également un courant TRPV1 sur des ovocytes de Xenopus exprimant ce récepteur, comparable a
d’autres agonistes (capsaicine et AEA), qui est bloqué par I'antagoniste CPZ (Zygmunt et al., 2000).
L'activité de ’AM404 sur ces récepteurs TRPV1 est discutable, car cet effet pourrait étre indirect via
I'inhibition du transporteur de I’AEA entrainant alors une augmentation des niveaux endogenes
d’AEA et I'activation du récepteur vanilloide TRPV1. Mais, les doses d’AM404 nécessaires a une
vasodilatation sont largement inférieures aux doses requises pour inhiber le transporteur de I’AEA

(Zygmunt et al., 2000).

c. L’AMA404 : une action inhibitrice sur les COX1/COX2

L’AMA404 peut altérer la synthése des prostaglandines. Son activité inhibitrice des COX (Clso.
coxt = 6,32 UM et Clso.cox2 = 5,5 uM) lui permet de limiter la formation des prostaglandines E2 (PGE>)
(Hogestatt et al., 2005). L’utilisation d’une culture de macrophages RAW264.7 montre qu’en
présence de 0,1 et 1 uM d’AMA404 la production de PGE; est diminuée (Hogestatt et al., 2005).
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d. L’AM404 : un modeste activateur des récepteurs CB1

L'utilisation d’un antagoniste sélectif des récepteurs CB1 ne modifie pas les effets
vasodilatateurs de ’'AM404 (Zygmunt et al., 2000). L’affinité de I’AM404 pour le récepteur CB1 est
modérée avec un K; de 1760 nM largement supérieur a celui de I'AEA (K = 78 nM, Zygmunt et al.,
2000). Par contre, il y a un effet indirect de 'AM404 sur le systéme endocannabinoidergique via

I’augmentation des taux endogénes des endocannabinoides (Giuffrida et al., 2000).

e. L’AMA404 : une faible activité inhibitrice du canal Cav3.2

Les travaux menés dans l'article de Kerckhove et al. (2014) ont évalué par « patch clamp »
que I'’AMA404 avait un faible potentiel effet inhibiteur des canaux Cav3.2 avec un ECso=13.7 uM
contrairement a 'antagoniste de référence TTA-A2 (ECso = 9.0 nM). Cependant, ’AM404 aurait un
effet plus prononcé en présence du récepteur TRPV1, laissant supposer une collaboration entre le

récepteur TRPV1 et le canal Cav3.2 dans I'effet inhibiteur de I’AM404.

f. Propriétés antinociceptives de 'AM404

Les propriétés antinociceptives de I’AM404 sont trés controversées. L'équipe de Piomelli
n’observe aucun effet de ’AM404 qu’il soit administré par voie i.v. (10 mg.kg, Beltramo et al., 1997)
ou au niveau cérébral (10 pg en i.c.v., Beltramo et al., 2000). Mais, il peut potentialiser et prolonger
I'effet de ’AEA en servant de substrat de substitution du transporteur de I’AEA (Beltramo et al.,
1997, 2000). L'AM404 n’est pas complétement dénué d’effet sur la douleur. En contrepartie,
plusieurs études montrent un effet antinociceptif de ’AM404 voire un effet antihyperalgique sur
des modeles de douleur (Costa et al., 2006; Hasanein, 2009; Mallet et al., 2010). Les travaux de
Hasanein et al. (2009) et Mitchell et al. (2007) ont montré que pour des doses comprises entre 10 et
50 mg/kg, ’AM404 pouvait diminuer I'hyperalgie dans un modéle de neuropathie diabétique et de
ligature du nerf sciatique. Ces effets antinociceptifs impliquent les récepteurs CB1 et TRPV1, car leur

inhibition réduit les effets antihyperalgiques de ’AM404 (Costa et al., 2006).

En résumé, '’AMA404 interagit avec les cibles présentées dans la Figure 7 pour induire ses
divers effets pharmacologiques. Ces effets impliquent notamment un potentiel antinociceptif en
recrutant indirectement le systéeme endocannabinoidergique ou en agissant sur les récepteurs

TRPV1.
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/ll.  Meécanisme central : systémes de neurotransmission

impliqués dans |’effet du paracétamol

1. Paracétamol et récepteur vanilloide 1

a. Les récepteurs vanilloides : généralités

Le systeme endovanilloide comprend une famille de récepteurs appelée « Transient Receptor
Potential » (TRP) constituée de canaux perméables aux ions. Chez les mammiferes, 28 genes sont
comptabilisés codant pour des sous-unités des récepteurs TRP. La Superfamille des TRP a été classée

en 7 sous-groupes, dont 6 sont retrouvés chez les mammiféres (Figure 8).

Figure 8. Arbre phylogénique des TRP : « transient receptor potential ». Classification des récepteurs TRP
et leurs expressions dans les différentes espéces: TRPC (Canonique), TRPM (Mélastatine), TRPP
(Polycystine), TRPML (Mucolipine), TRPA (Ankyrine), TRPN (nompC) et TRPV (Vanilloide). D’aprés Pedersen
et al., 2005.

La particularité des récepteurs TRP est qu’ils possedent une structure commune. lls sont
composés de 838 acides aminés formant 6 domaines transmembranaires rassemblés en homo- ou
hétérotétrameres, dont un domaine hydrophobe entre les domaines 5 et 6 pour la formation du
canal. Les extrémités N- et C- terminales sont intracellulaires (Figure 9). Ces canaux sont
généralement perméables aux cations mono- ou divalents et plus particulierement au Ca?*, modulant
ainsi I'entrée d’ions Ca?* intracellulaire (Pedersen et al., 2005). En modulant les taux cytosoliques de
Ca?, les récepteurs TRP jouent un réle fondamental dans les processeurs de signalisation cellulaire

avec une prédominance dans les fonctions du systeme nerveux et dans la physiologie sensorielle. En
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effet, I'entrée de Ca?*induit divers effets tels que la contraction musculaire, la prolifération cellulaire,
la sécrétion de neurotransmetteurs, I’activation de diverses voies intracellulaires et la transmission

des influx nerveux, tels que les messages nociceptifs (Berridge et al., 2000).

Group 1 TRPs
TRPC TRPV TRPM TRPA TRPN
TRPC1 TRPVI TRPM7 TRPAT TAPN1

Extraceliular

Figure 9. Représentation des 7 sous-
groupes de récepteur TRP : « transient
receptor potential ». Plusieurs domaines
e different entre ces récepteurs
coman permettant ainsi de les distinguer (A)
domaine  ankyrine, domaine en
superhélice et domaine protéine kinase
Grew 2ThEs TRPP TRPML (concerne  uniquement TRPM6 et

e ‘ TRPMS8). N- et C- représentent
' respectivement les extrémités amino- et
carboxy- terminales de la protéine.
D’aprés Montell et al., 2005.

Parmi ces sous-groupes de récepteurs, les TRPV (« Transient Receptor Potential Vanilloid »)
se distinguent des autres car ce sont les plus étudiés et les premiers découverts, en particulier le
récepteur vanilloide de type 1 (TRPV1). Ce sous-groupe fait partie des canaux dits thermosensibles.
Il participe entre autres aux fonctions physiologiques sensorielles dans la détection des températures
chaudes non nociceptives a nociceptives (Montell et al., 2005; Pedersen et al., 2005, Figure 10). Cette
sous-classe est subdivisée en 6 types de récepteurs dont les fonctions et les localisations sont

présentées dans la Tableau 4.

W TrRPM2
Tl TRPM5
N TRPM4
TRPV4 . ra ra - .
TRPV3 Figure 10. Schéma récapitulatif de la
TRPMS TN TRPV1 sensibilité aux températures et
TRPAI- U TRPV2  autres substances naturelles des
20 30 40 50 60°C

thermosenseurs. D’apres le site web
du laboratoire Brauchilab.

jm’Fu“mH“‘“”Ffm”F fiamiandinias

TRPAI TRPM8 TRPM5 TRPM4 TRPV3 TRPM2 TRPV4 TRPV1 TRPV2

2 2 http://www.brauchilab.org/research.html,
= 5 consulté le 10/11/2014).
Garlic Mint Soy Sauce Oregano Chilli Peppers
Mustard Oil Eucaliptol Sugar Camphor Garlic
Wasabi Thyme Camphor
Cannabinoids Clove

Savory
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L'ensemble de ces récepteurs permet de rendre compte du panel de températures
auxquelles nous pouvons étre confrontés, qu’elles soient nociceptives ou non. En effet, sur une
gamme de température radiante qui augmente a proximité de la peau, une sensation de douleur
apparait a partir de 43°C (Dhaka et al., 2006). Cette douleur est initiée par des thermosenseurs situés
sur les fibres nociceptives Ad et C, sensibles aux températures nociceptives (Caterina et al., 1997;
Tominaga et al.,, 1998). D’ailleurs, le premier récepteur découvert de la sous-classe des TRPV
responsable de la détection des températures chaudes nociceptives est le récepteur TRPV1. Il fut
cloné par David Julius et son équipe en 1997. Il a été montré que ce récepteur est non seulement a
I'origine de la détection de la chaleur nociceptive, mais peut aussi étre activé par un ensemble de
facteurs comme les protons (a pH acide) ou certains agents retrouvés dans la « soupe »
inflammatoire (Tominaga et Caterina, 2004; Holzer, 2011). Sa découverte repose principalement sur
I'utilisation de son ligand naturel exogéne le plus connu: la capsaicine. Ce composé vanilloide,
principe actif des poivres de la famille capsicum, est entre autres retrouvé dans les piments ce qui
leur confere le golt piquant utilisé pour relever certains plats (Heyman et Rang, 1985). In vivo, la
capsaicine produit une sensation de chaleur et de douleur qui n’est pas retrouvée chez les souris
dont le géne pour le récepteur TRPV1 est délété (souris TRPV17, Caterina et al., 2000; Davis et al.,
2000). L'effet nociceptif de la capsaicine est di a I'activation des récepteurs TRPV1 exprimés sur des
nocicepteurs périphériques. L’activation du récepteur perméable aux ions Ca®* entraine un

accroissement en Ca**cytosolique et déclenche un potentiel d’action nociceptif (Dray et al., 1990).
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Tableau 4. Fonctions physiologiques, modes d’activation et localisations des récepteurs TRPV1 a TRPV6.
D’aprés Montell, 2005; Pedersen et al., 2005; Dhaka et al., 2006.
Fonctions . N
Nom R . Mode d’activation Localisation
physiologiques
Senseur des températures Chaleur (>43°C), vanilloides . L .
. . o L X Ganglions rachidiens, trijumeau,
chaudes nociceptives (>43°C) (capsaicine), anandamide, moelle épiniére. cerveau
TRPV1 Sensible au pH protons, PIP, , résinifératoxine, N P T
) . - systeme nerveaux périphérique,
Sensible aux composés de la allicine, camphre et exocytose .
i . peau, langue, et vessie
famille des capsicums
Ganglions rachidiens, moelle
TRPV2 Senseur des températures Chaleur (>52°C), exocytose et les épiniére, cerveau, petit et gros
chaudes nociceptives (>52°C) déformations membranaires intestin, myocytes et cellules
vasculaires
Senseur des températures 2 &z Ganglions rachidiens, trijumeau,
X X Températures modérées (30- P
TRPV3 chaudes non nociceptives (30- 39°C) et camphre moelle épiniére, cerveau,
39°C) P kératinocytes et langue
Senseur osmotique Gonflement cellulaire di & la Reins, poumons, rate, testicules,
TRPV4 Senseur des températures pression osmotique, ester de endothélium, foie, cceur,
chaudes modérées non phorbol, températures modérées  ganglions rachidiens , cerveau et
nociceptives (>27°C) (27°C) kératinocytes
. . 2+
Réabsorption du Ca2*au niveau _Falble concgntratwn en C? . Reins, duodénum, jéjunum,
TRPVS5 N intracellulaire, hyperpolarisation p
des reins placenta et pancréas
et exocytoses
Petit intestin, pancréas, placenta
TRPV6 Réabsorption du Ca?* Idem TRPVS et prostate (seulement lors de
|ésion précancéreuses)

La distribution de ce récepteur est assez large (Tableau 4) et il est retrouvé aussi bien sur les
extrémités des neurones sensitifs périphériques de petit diametre qu’au niveau central. L’activation
de ce récepteur est dépendante de protagonistes extérieurs comme la température, le pH ou des
ligands décrits dans la Tableau 4. En condition physiologique, il est inactif. Par contre, son seuil
d’activation peut étre modulé en condition pathologique (Figure 11). Lors d’une inflammation,
plusieurs agents de la « soupe inflammatoire » sont a méme de sensibiliser ce récepteur abaissant
ainsi son seuil d’activation, et le rendant plus facilement activable voire activé (Szallasi et al., 2007). Il
y a également une augmentation de I'expression du récepteur TRPV1 au niveau des ganglions de la
racine dorsale (« dorsal root ganglion » ou DRG) lors d’une inflammation chronique (Yu et al., 2008).
Par exemple, sur un modele d’inflammation induite par une administration intraplantaire (i.pl.)
d’adjuvant complet de Freund (ACF), une augmentation de I’expression du récepteur TRPV1 est
induite par certains composés de la « soupe inflammatoire » et I'acidose tissulaire qui en résulte
(Palazzo et al.,, 2012b). La régulation de ce récepteur peut avoir lieu également au niveau
transcriptionnel et post-transcriptionnel (Szallasi et al., 2007). L’expression des récepteurs TRPV1

périphériques est augmentée dans différentes pathologies telles que le syndrome du c6lon irritable
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(Yiangou et al., 2001) ou dans un modeéle de neuropathie comme la ligature du nerf sciatique (Rashid
et al., 2003). Une augmentation de I'expression des récepteurs TRPV1 est observée également dans
les DRG chez le rat neuropathique diabétique (Hong et Wiley, 2005; Pabbidi et al., 2008).
Inversement, au niveau supra-spinal, une diminution de I'expression des récepteurs TRPV1 peut étre

observée dans ce méme modeéle de neuropathie (Mohammadi-Farani et al., 2010).

Bradykinins Proteases Prokineticins Heat

.
', Prostaglandins 1 Serotonin /’ \ /
Y ) . ' .
A} L] ’

Arachidonic
acid
metabolites

\ Ca¥/
Calmodulin

Protein kinase activation

Figure 11. Schéma structurel du récepteur TRPV1 et modulation de son activité en condition
inflammatoire. Le récepteur TRPV1 est sensibilisé par certains agents de la soupe inflammatoire comme les
prostaglandines (PG), les bradykinines (BK) et les facteurs de croissance neuronaux (NGF). Ces agents
activent un second messager : les protéines kinases C ou A, qui phosphorylent les extrémités N- et C-
terminales du récepteur, induisant un changement tridimensionnel et facilitant son ouverture. D’autres sites
de régulation de I’activité du récepteur font intervenir la Calmoduline. D’aprés Szallasi et al., 2007.

b. Robles physiologiques des récepteurs TRPV1

Le récepteur TRPV1 est sans doute I'un des récepteurs les plus étudiés. Sa vaste distribution
dans les tissus lui confere de nombreuses propriétés physiologiques. Ce récepteur joue un réle
crucial dans la perception des températures et dans la nociception (Caterina et al., 2000). Le Tableau
5 résume les roles de ce récepteur en fonction de son expression au sein des différents systémes de

I’organisme.
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Tableau 5. Role des récepteurs TRPV1 dans différents systemes biologiques.

Systeme Localisation Rale Références
Nerf sensoriel de la
mugueuse gastrointestinale Ward et al., 2003
Plexus myentérique (antre, Maintien de I'intégrité contre les Peng et Li, 2010
fundus, jéjunum, iléon et le agressions externes
. . long du colon . Holzer et al., 2004
Digestif & ) Senseur d’acidité )
Mugqueuse des couches . e . Ericson et al., 2009
. . Modulation de la sécrétion de gastrine
musculaires et des vaisseaux Akiba et al., 1999
sanguins Vasodilatation et sécrétion de mucus
Holzer et al., 2007
Cellules gastriques
épithéliales
Cardioprotecteur (infarctus du Peng et Li, 2010
myocarde) Robbins et al., 2013
Cardio- Myocarde Régulation de la pression artérielle Sexton et al.. 2007
vasculaire i i ot Y
NV aisseaicoronaires (vasodilatation ou vasoconstriction)
Scotland et al., 2004
Perception douloureuse en
prévention d’une ischémie cardiaque Zygmunt et al., 1999
Fibres sensorielles entourant Birder et al., 2001
la vessie Ost et al., 2002
Urothélium Senseur d’acidité (détection de la '
N présence d’agent irritant) Yiangou et al., 2002
Urinaire

Detrusor (couche de muscles
lisses située au niveau de la
paroi de la vessie)

Fibroblastes

Mécanosenseur (détection de distension
de la vessie)

Tominaga et al., 1998
Birder et al., 2001
Daly et al., 2007

Respiratoire

Mugqueuse nasale
Epithélium de la trachée
Parenchyme pulmonaire
Alvéoles

Muscles lisses
Vaisseaux pulmonaires

Fibres afférentes C et A

Senseur thermique

Senseur d’acidité
Bronchoconstricteur

Modulation de la sécrétion de mucus

Réflexe de la toux

Watanabe et al., 2006
Banner et al., 2011

Takemura et al., 2008

Thermosensati
on

Thermorégulat
ion

Couches de I’épiderme et du
derme (Kératinocytes)

Fibres sensorielles
périphériques

Endothélium des vaisseaux
sanguins

papilles gustatives de la
langue

Aire pré-optique antérieure

Thermosensation et régulation
de I’"homéostasie thermique

Réle dans les processus inflammatoires
Vasodilatation

Perception gustative
(sensation de go(t piquant,
bralant et amer aversif)

Caterina et al., 2003
Southall et al., 2003
Gawva et al., 2007
Holzer et al., 2011
Karlsson et al., 2005
Romanovsky et al., 2009
Dhaka et al., 2006
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Les récepteurs TRPV1 contribuent largement a la physiologie de la douleur. lls participent
notamment a la thermosensation des températures nociceptives, mais interviennent aussi dans la
sensibilisation douloureuse lors d’un état inflammatoire. Les récepteurs TRPV1 sont retrouvés aussi
bien en périphérie au niveau des extrémités des fibres sensorielles de petits calibres de type C et A,
gu’au niveau médullaire et cérébral (Szallasi et al., 2007). Leurs réles dans la nociception dépendent

de leurs localisations.

Au niveau périphérique, ce récepteur est sensible a des stimuli nociceptifs (chaleur, proton,
capsaicine et autres dérivés de I'acide arachidonique...). Son activation induit un potentiel d’action au
niveau des fibres afférentes primaires nociceptives qui conduisent le message jusqu’aux centres
supérieurs pour y étre interprété comme un stimulus pronociceptif. Le récepteur TRPV1 est aussi
impliqué dans d’autres processus nociceptifs, car il est également considéré comme un intégrateur
de la douleur inflammatoire. L’administration intradermique d’une solution de capsaicine de 10 umol
chez le rat ou de 100 ug chez 'lhomme est suffisante pour activer les nocicepteurs polymodaux et
induire un comportement douloureux (Hohmann et al., 2004; Scanlon et al., 2006). Le récepteur
TRPV1 joue un role dans la sensibilité a la douleur (hyperalgie) générée par une inflammation. Son
expression est positivement régulée en conditions inflammatoires, et son activité est sensibilisée par
certains médiateurs de l'inflammation, comme une légeére acidification, la bradykinine, I’ATP
(adénosine triphosphate) ou bien le facteur NGF (« Nerve Grow Factor », Dhaka et al., 2006; Story et
al., 2006). Comme la plupart des canaux TRP, le récepteur TRPV1 se désensibilise lors de contacts
répétés avec l'agent stimulant. Ainsi, I'administration périphérique de capsaicine, agoniste des
récepteurs TRPV1, induit une douleur intense immédiate suivie d’un effet antalgique, qui s’explique
par ce phénomeéne de désensibilisation des fibres nociceptives primaires. Cela a abouti a la mise au
point d’'une forme de capsaicine topique a une concentration de 8% avec la spécialité
pharmaceutique Qutenza’ qui posséde une autorisation de mise sur le marché dans le traitement des
douleurs neuropathiques périphériques autres que diabétiques (Szallasi et Blumberg, 1999; Knotkova

et al., 2008).

Au niveau médullaire, le récepteur est exprimé tout d’abord au niveau des DRG ol son
expression se voit augmentée lors d’un processus inflammatoire (Story et al., 2006). Il est également
retrouvé au niveau des couches superficielles (couches | et Il) de la corne dorsale de la moelle
épiniere (Story et al., 2006). Le sujet de mes travaux de these se focalise sur les aspects supra-
spinaux du mécanisme d’action antalgique du paracétamol, nous développerons donc le réle supra-

spinal de ces récepteurs TRPV1.

La distribution des récepteurs TRPV1 au niveau supra-spinal a été mise en évidence par
diverses techniques. L'utilisation de techniques comme le suivi de radioligands TRPV1, le marquage

30



MECANISME ANTALGIQUE DU PARACETAMOL : NOUVEAU CONCEPT D’UN
PROMEDICAMENT A ACTION CENTRALE

immunohistochimique, I’hybridation in situ et la RT-PCR ont permis de montrer la présence plus ou
moins discrete de ces récepteurs dans certaines régions cérébrales et dans le trijumeau (Mezey et al.,
2000; Roberts et al., 2004; Téth et al., 2005; Cristino et al., 2006). Cependant, la présence d’'un
récepteur fonctionnel et sa localisation précise demeurent assez floues avec des données
contradictoires en fonction des articles de la littérature (Menigoz et Boudes, 2011). La génération
d’une souche de souris C57BI6J Trpvl-LacZ par I'équipe de Cavanaugh et al. (2011) a clarifié la
localisation des récepteurs TRPV1 dans les différents noyaux cérébraux. La construction génétique
des souris C57BI6J Trpvl-LacZ montre l'intégration d’'un géne LacZ codant pour une enzyme la B-
galactosidase en aval du géne codant pour le récepteur TRPV1. Cette stratégie a permis de montrer
que le récepteur TRPV1 est retrouvé, de maniere discréte, au niveau de I'encéphale. Son expression
est plus abondante au niveau du noyau intrafasciculaire, du cortex entorhinal, dans le raphé
rostrolinéaire, dans la substance grise périaqueducale (SGPA) ainsi que dans le noyau dorsomédian
de I’hypothalamus. En outre, le récepteur TRPV1 est exprimé dans les neurones non pyramidaux de

I’'hippocampe (Figure 12).
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Figure 12. Régions cérébrales exprimant le récepteur TRPV1. Utilisation de souris C57BI6J Trpvl-LacZ
exprimant un gene rapporteur Lac-Z sous le promoteur TRPV1, pour évaluer |'expression du récepteur TRPV1
au niveau cérébral chez la souris (A-H). Parmi les régions impliquées dans la douleur, on peut observer une
expression du récepteur TRPV1 au niveau de la substance grise périaqueducale (E et H, PAG ou SGPA). La
SGPA est entre autres impliquée dans la modulation de la douleur par les contréles descendants. D’apres
Cavanaugh et al., 2011.

Jusqu’a présent, I'activation des récepteurs TRPV1 périphériques était synonyme de douleur

avec une implication plutdt pronociceptive. Cependant, des études in vivo montrent que
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I’administration supra-spinale d’un agoniste TRPV1 a un effet antinociceptif. Déja en 1982, Bodnar et
al. montrerent que I'administration directe de capsaicine par voie i.c.v. pouvait augmenter les seuils
de douleur chez les rats (Bodnar et al., 1982). Plus récemment, il a été prouvé que |'activation des
récepteurs TRPV1 présents dans une région clé des contréles descendants (la SGPA) pouvait produire
un effet antinociceptif (Starowicz et al.,, 2007; Liao et al., 2011). Sachant que le métabolite du
paracétamol (AM404) formé principalement au niveau cérébral peut interagir avec ces récepteurs
TRPV1, et que des données récentes ont déja fait état du potentiel effet antinociceptif de ’AM404
administré par la voie i.c.v. (Kerckhove et al., 2014), il était intéressant de s’interroger sur le réle du

récepteur TRPV1 cérébral dans le mécanisme d’action antalgique du paracétamol.

c. Implication des récepteurs TRPV1 dans le mécanisme d’action

antalgique du paracétamol

L'idée de l'implication potentielle des récepteurs TRPV1 dans le mécanisme d’action
antalgique du paracétamol est issue de I'article d’"Hogestéatt et al. (2005). Les travaux menés sur la
découverte d’'un nouveau métabolite du paracétamol, 'AM404, a permis d’avancer I’hypothése que
ce dernier pourrait étre le métabolite responsable de I'effet antinociceptif du paracétamol. Les
travaux de Zygmunt et al., (2000) avaient montré au préalable que ’AM404 était non seulement un
inhibiteur du transporteur membranaire de I'anandamide (AMT pour « Anandamide Membrane
Transporter »), mais aussi un agoniste des récepteurs TRPV1. Ainsi, il était intéressant de savoir si
I’AM404 pouvait partager les caractéristiques des activateurs TRPV1 (effet pronociceptif en
périphérie et antinociceptif en cérérbal). En effet, I'administration périphérique d’AM404 par
injection i.pl. (10-60 nmol, i.pl.) chez la souris s’avere douloureuse (Figure 13C, gauche). Ce
phénomeéne est TRPV1 dépendant car ce comportement n’est pas retrouvé chez les souris TRPV1”
(Figure 13C, droite). Inversement, une administration de 10 nmol d’AM404 au niveau cérébral (i.c.v.)
réduit les symptomes douloureux induit par une injection i.pl. de formol, aussi bien sur la premiére
phase de douleur dite aiglie, ou phase |, que sur la deuxieme phase de douleur dite inflammatoire,
ou phase Il (Mallet et al., 2010; Kerckhove et al., 2014). Ces mémes effets antinociceptifs ne sont ni
retrouvés chez les souris TRPV17" (Figure 13B, gauche) ni observés aprés utilisation d’un antagoniste
des récepteurs TRPV1 (Figure 13B, droite). L'effet antinociceptif de '’AM404 administré au niveau
cérébral est d’autant plus intéressant que I'étude d’Hogestatt et al. (2005) a montré la formation
d’AM404 majoritairement au niveau cérébral suite a I'administration de paracétamol systémique
(300 mg/kg, i.p., Cf. 2°™ chap.ll. Voies métaboliques du paracétamol: le paracétamol, un

promédicament).
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Ces résultats apportent une théorie séduisante d’un médicament administré par voie
systémique avec un effet ciblé au niveau cérébral. Mais aucune donnée ne justifiait que I'effet
antinociceptif du paracétamol implique les récepteurs TRPV1 supra-spinaux. Les résultats obtenus
par notre laboratoire (Mallet et al., 2010) apportent des preuves quant a I'implication des récepteurs

TRPV1 supra-spinaux dans I'effet antinociceptif du paracétamol.

En effet, 'administration de paracétamol par voie systémique (200 mg/kg, p.o.) n’a aucun
effet antinociceptif lors d’une délétion génétique (souris TRPV1”, Figure 14A, gauche) ou une
inhibition pharmacologique des récepteurs TRPV1 (CPZ, 10 mg/kg, voie i.p., Figure 14A, droite). De
plus, 'effet antinociceptif d’'une administration systémique de paracétamol (200 mg/kg, p.o.) est
bloqué par l'injection cérébrale d’un antagoniste des récepteurs TRPV1 sur le test au formol (CPZ,

100 nmol, voie i.c.v., Figure 14B).
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Figure 14. Effet antinociceptif du paracétamol
dépend des récepteurs TRPV1 supra-spinaux.
Evaluation de leffet antinociceptif du
0- 0- paracétamol (200 mg/kg, p.o.) sur le modele de
ICR:;" o ICR:;" e douleur induite par injection de formol
intraplantaire (25 pL, 2,5%). (A) Le paracétamol
réduit le nombre de léchages de patte di au
formol, cet effet n’est pas retrouvé chez les
souris TRPV17". (B) L'effet antinociceptif du
paracétamol est bloqué par un antagoniste des
récepteurs TRPV1, la capsazépine (CPZ, 100
nmol, i.c.v.). D’apres Mallet et al., 2010.
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Les propriétés pharmacologiques de I’AM404 ne se limitent pas a un effet activateur des
récepteurs TRPV1. Il est en partie connu pour étre un inhibiteur de la recapture de I'AEA, un
endocannabinoide pouvant étre impliqué dans la modulation de la douleur via le systeme
endocannabinoidergique. Il a par ailleurs été montré qu’'un blocage pharmacologique a I'aide
d’antagonistes ou une délétion génétique des récepteurs CB1 pouvait bloquer I'effet antalgique du
paracétamol (Mallet et al., 2008). Le systéeme endocannabinoidergique, et plus particulierement le

récepteur CB1, sera développé ci-dessous.
2. Paracétamol et récepteur cannabinoide 1

a. Les récepteurs cannabinoides : généralités

La notion de récepteurs aux cannabinoides nous amene a l'utilisation du cannabis. Le
cannabis est I'une des plus anciennes plantes (chanvre ou Cannabis sativa) utilisées pour ses vertus
thérapeutiques et récréatives. Ses origines remontent a plus de 2000 avant J.-C., dont le berceau de
culture s’étend des steppes d’Asie centrale jusqu’en Chine. A I'époque, L'empereur Shen Nung Ben
découvrit les vertus de cette plante. Le cannabis est alors repris dans la pharmacopée de « Shen nung
pen ts’ao ching » sous le nom traduit de « grande herbe » dans le traitement des rhumatismes, mais
aussi dans le traitement du paludisme, des infections gynécologiques et dans la constipation. Associé
au vin, il montre des vertus anesthésiques et analgésiques (Lambert, 2002). Durant I'Egypte
ancienne, des traces du principe actif du cannabis, le A-9-tétrahydrocannabinol (A9-THC), furent

retrouvées sur des corps momifiés. Certains papyrus mentionnaient déja I'utilisation du cannabis
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comme pansement antidépresseur et antidouleur. Plusieurs autres anecdotes historiques font
d’ailleurs état de cette plante et de ses vertus thérapeutiques. En 1839, O’Shaughnessy, un médecin
et chirurgien britannique découvre ses propriétés analgésiques, antiémétiques, anticonvulsivantes et
myorelaxantes (Russo, 2013). Ses observations, publiées en 1842, conduisent rapidement a
I’expansion de I'usage médical de la substance. En 1854, le cannabis est inclus dans les dispensaires
aux Etats-Unis. Jusque dans les années 1930-1940, il sera vendu librement dans les pharmacies et
sera présent dans de nombreuses pharmacopées, aprés quoi il en sera progressivement retiré en
raison de ses effets psychoactifs. En réalité, le cannabis contient plus de 460 produits connus, dont
plus de 60 cannabinoides. L'ingrédient psychoactif majeur de la marijuana et du haschich est le A9-
THC. De nos jours, I'usage du cannabis est principalement récréatif. Toutefois, aux Etats-Unis et au
Canada, deux préparations pharmaceutiques utilisant le A9-THC, le Marinol® et le Césamet” sont
prescrites pour le contréle des nausées et des vomissements engendrés par la chimiothérapie et
pour la stimulation de I'appétit chez les patients atteints du SIDA. En juin 2005, un spray oral, le
Sativex®, dont les principes actifs sont le A9-THC et le cannabidiol, a regu une autorisation de mise sur
le marché (AMM) au Canada dans le traitement des douleurs neuropathiques résistantes chez
I’adulte atteint de sclérose en plaques. En France, une AMM pour le Sativex” a d’ailleurs été acceptée
en janvier 2014 pour le traitement des douleurs neuropathiques, mais limitée a certains patients

atteints de sclérose en plaques.

L’existence d’un récepteur membranaire CB1, cible du A9-THC, est mis en avant par I'équipe
de Devane et al. (1988) puis cloné en 1990 (Matsuda et al., 1990), rapidement suivi par la découverte
de son homologue CB2 (Munro et al., 1993). La caractérisation de leurs ligands endogénes a montré
que ces récepteurs CB1 et CB2 ne lient pas seulement a des molécules exogénes, telles que le A9-
THC, mais il existe tout un systéme endogéne complexe ciblant ces récepteurs. Ces découvertes ont
suscité l'intérét pour comprendre le role physiologique de ce systeme endocannabinoidergique

(Devane et al., 1992).

Au vu de l'implication des récepteurs CB1 dans le mécanisme d’action antalgique du

paracétamol, nous détaillerons simplement les données concernant le récepteur CB1.

b. Le récepteur CB1

Le récepteur CB1 est composé de 472 acides aminés chez I'’homme (Gérard et al., 1991). |l est
constitué de sept domaines transmembranaires couplés a une protéine Gjo connue pour inhiber
I'activité de I'adénylate cyclase. L’activation de ce récepteur va moduler I'activité de plusieurs types
de canaux ioniques afin de favoriser I'entrée de potassium dans la cellule conduisant a une

hyperpolarisation membranaire. Ainsi, I’activation du récepteur CB1 conduit a une diminution de
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I'excitabilité cellulaire. Les récepteurs CB1 sont localisés majoritairement au niveau pré-synaptique
de fibres GABAergiques et exprimés a un plus faible niveau dans les terminaisons glutaminergiques
(Freund et al., 2003; Mackie, 2005; Kawahara et al., 2011; Wilson-Poe et al., 2014). Il aurait un role
de modulation des systemes excitateurs (ex: fibres glutamatergiques) ou inhibiteurs (ex: fibres
GABAergique) via un rétrocontrdle négatif (Marzo et al., 2004; Kano et al., 2009). Il est souvent décrit
que le récepteur CB1 intervient dans la diminution de la libération de GABA par les interneurones
GABAergiques, contribuant alors indirectement a une activation cellulaire de fibres excitatrices telle

gue les neurones glutamatergiques (Pistis et al., 2002).
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Le récepteur CB1 est majoritairement retrouvé au niveau cérébral et médullaire. Il est un des
récepteurs les plus abondamment exprimés au niveau du systéme nerveux central. Au niveau
cérébral, il est localisé notamment au niveau des terminaisons pré-synaptiques des cortex
(somatosensoriels, préfrontaux, cingulaires et moteurs) et de certains noyaux de la base comme le
thalamus, I'hippocampe, I'amygdale, la SGPA et le cervelet (Mackie, 2005). Au niveau médullaire, le
récepteur CB1 est retrouvé au niveau de la substance gélatineuse (Laminee Il), au niveau de la corne
ventrale, mais aussi sur les terminaisons des afférences primaires et dans les DRG (Herkenham et al.,
1991; Chin et al., 2008; Kano et al., 2009). Ces récepteurs CB1 sont exprimés aussi bien sur les fibres
nociceptives que sur les fibres non nociceptives (Agarwal et al., 2007). Longtemps considéré comme
exclusivement représenté au niveau du systeme nerveux central, le récepteur CB1 est malgré tout
retrouvé au niveau de plusieurs tissus périphériques principalement associés au systéme nerveux
périphérique (Pertwee, 1997, 1999). L'importance de la distribution de ces récepteurs et les
nombreux effets relatés par [l'utilisation d’agonistes exogénes (effet de type psychotrope,
analgésique et addictif...) montre clairement I'importance de ce systéme endocannabinoidergique. Il
est nécessaire pour comprendre le role de ce systéme de citer les principaux endocannabinoides

ainsi que leurs effets physiologiques.
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c. Les endocannabinoides/endovanilloides

La découverte des récepteurs cannabinoides a rapidement conduit a définir les ligands
endogenes ainsi que leurs roéles. Le premier endocannabinoide présenté est le N-
arachidonoyléthanolamide, plus connu sous son nom d’AEA (Devane et al., 1992). Le deuxiéme
endocannabinoide mis en évidence a été le 2-arachidonoylglycérol (2-AG) (Mechoulam et al., 1995;
Sugiura et al.,, 1995). Ces deux principaux endocannabinoides ont une structure chimique assez
proche des vanilloides. Ceci a permis de montrer que certains d’entre eux, tel que I'AEA et le 2-AG,
pouvaient également se comporter comme des endovanilloides et activer les récepteurs TRPV1 (Ross
et al., 2003; Zygmunt et al., 2013). De maniére générale, les endocannabinoides/endovanilloides sont
des dérivés lipidiques bioactifs intervenant dans la modulation de différentes fonctions biologiques

(Kendall et Alexander, 2009).

1. L’anandamide

Comme explicité précédemment, I’AEA est le premier endocannabinoide isolé a partir du

cerveau de cochon par I'équipe de Devane et al. (1992). Ce composé appartient a la famille des

acides gras polyinsaturés. C’'est un eicosanoide
composé d’une longue chaine arachidonique

associée a de I'éthanolamine (Figure 16). C'est

un agoniste partiel des récepteurs cannabinoides
K;CB1 =72 nM avec une activité préférentielle sur les
K. CB2 = 279 nM récepteurs CB1. L’AEA induit divers effets

comme la stimulation de l'appétit, un effet

Figure 16. Structure chimique de I’anandamide

: . i analgésique/anti-inflammatoire ou encore des
(AEA). D’apres De Petrocellis et Di Marzo, 2010.

effets anticonvulsivants et antiprolifératifs

(Luchicchi et Pistis, 2012). L'AEA est également un agoniste des récepteurs TRPV1 pouvant en partie
expliquer l'origine de ses propriétés antalgiques et antiprolifératives (Parolaro et al., 2002; Ross,

2003).

Les zones de production d’AEA au niveau cérébral sont corrélées avec |’expression des
récepteurs CB1. Ainsi, il est possible de retrouver de I'AEA en concentration élevée au niveau de
I'hippocampe, du thalamus, du striatum, du cervelet et du cortex (Marzo et al., 1994). Une synthése
périphérique importante d’AEA est également décrite au niveau de l'intestin, des testicules, de
I"'utérus et du coeur (Schmid et al., 1997). Les voies de métabolisme de I’AEA sont schématisées dans

la Figure 18 (Luchicchi et Pistis, 2012). L'AEA est un dérivé des phospholipides membranaires dont la
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synthése est initiée par la N-acyltransférase qui permet de convertir les phospholipides

membranaires en N-arachidonoyphosphatidyléhtanolamine (NAPE).

* La N-acyl phosphatidyléthanolamine phospholipase (NAPE-PLD) va
directement synthétiser TAEA a partir du NAPE ;

* La NAPE est métabolisé par les PLC (phospholipase C) en phospho-
anandamide (p-AEA) et diacylglycerol (DAG). Le p-AEA sera ensuite
déphosphorylé en protéine tyrosine phosphatase N22 (PTPN22) pour
donner PAEA ;

* La NAPE est métabolisée par la phospholipase A» (PLA) en lyso N-acyl
phosphatidylethanolamine (lysNAPE), puis I'a,3-hydrolase 4 (ABHD4) va
permettre de former la glycerol-phosphoanandamide (GP-AEA). La
glycérophospho-diestérase 1 (GDE1) va ensuite libérer PAEA a partir de la
GP-AEA ;

Concernant la dégradation de I'AEA, il exite un transporteur membranaire qui recapte I'AEA,
I’AMT, qui est ensuite majoritairement dégradé par I'enzyme FAAH (Lichtman et al., 2002; Luchicchi

et Pistis, 2012).

Contrairement aux neurotransmetteurs habituels qui sont stockés dans des vésicules
membranaires, cet I’AEA n’est pas stocké, de par sa nature lipidique, dans les vésicules, mais il diffuse
librement au travers des membranes cellulaires. L'AEA est en fait directement synthétisé en cas de
besoin par les neurones et astrocytes aprés stimulation de récepteurs induisant I'hydrolyse de ses

précurseurs : les lipides membranaires (Giuffrida et al., 2001).
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2. Le 2-arachydonoylglycérol

Le 2-AG est un ester issu de la condensation de I'acide arachidonique et du glycérol

(Figure 17). Il est un agoniste entier des récepteurs CB1, mais aussi des récepteurs CB2, avec des taux

Ki CB1 =58 nM

Ki CB2 = 145 nM

Figure 17. Structure chimique du 2-AG. De
Petrocellis et Di Marzo, 2010.

cérébraux plus importants que I’AEA, ce qui en
fait I'endocannabinoide principal (Luchicchi et
Pistis, 2012). Plus récemment, il a été montré que
ce dernier, comme I'AEA, avait la capacité de se
lier également au récepteur TRPV1 (Zygmunt et
al.,, 2013). Comme les endocannabinoides d’'une
maniére générale, le 2-AG intervient dans
plusieurs fonctions biologiques telles que
I'apprentissage, la mémoire et le stress. Le 2-AG a

montré également un rdéle dans la modulation de

la douleur (Ameri, 1999; Parolaro et al., 2002; Ohno-Shosaku et Kano, 2014).

Comme I'AEA, la nature lipidique du 2-AG le rend difficilement stockable. Il est donc

synthétisé sur demande via la stimulation de voies intracellulaires (Kano et al., 2009). Sa synthése est

possible dans les neurones selon deux voies (Figure 18) :

* La PLC hydrolyse les phospholipides membranaires pour produire du DAG.

Ce dernier est ensuite converti par 'enzyme diacylglycérol lipase (DAGL) en

2-AG;

* La deuxiéme alternative implique la génération de lysophospholipides par la

PLA1, pouvant étre hydrolysés en 2-AG par une lyso-PLC.

Sa dégradation fait intervenir majoritairement la MAGL qui permet de dégrader le 2-AG en

acide gras et en glycérol. Dans une moindre mesure, la FAAH peut aussi dégrader le 2-AG (Lichtman

et al., 2002; Kano et al., 2009; Luchicchi et Pistis, 2012).
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Figure 18. Principales voies de synthése des endocannabinoides anandamide (AEA) et 2-AG. L'AEA et le 2-
AG sont tous deux issus de l'acide arachidonique provenant des phospholipides (AA-containing
phospholipids). N-arachidonoyphosphatidyléhtanolamine (NAPE), a,B-hydrolase 4, 6 et 12 (ABHD4, 6 et 12),
glycérophospho-diestérase 1 (GDE1), protéine tyrosine phosphatase N22 (PTPN22), lysophospholipase-D
(lysoPLD), phospholipase C (PLC), phospholipase A; et A, (PLA; et ,), glycerol-phosphoanandamide (GP-AEA),
lipoxygenase (LOX), phosphoanandamide (pAEA), N-acyl phosphatidylethanolamine phospholipase (NAPE-
PLD), lyso N-acyl phosphatidylethanolamine (LysoNAPE), monoacylglycerol lipase (MAG-L), ABHD4, 6 et

12 (alpha, beta hydrolase 4, 6 et 12), N-acylethanolamine-hydrolyzing acid amidase (NAAA), cyclooxygenase
2 (COX2), diacylglycerol lipase a et B (DAGL a et B), fatty acid amide hydrolase (FAAH). D’apres Luchicchi et
Pistis, 2012.

d. Réles physiologiques des récepteurs CB1

Les réles physiologiques des récepteurs CB1 sont multiples, que ce soit la mémoire, I'anxiété,
I'appétit, la douleur... (Tableau 6). Mais son agoniste naturel de référence, le A9-THC, a été
majoritairement employé pour ses propriétés analgésiques. En effet, |'utilisation du cannabis pour
soulager les douleurs est, comme nous I'avons vu précédemment, depuis longtemps connue dans la
médecine traditionnelle. Mais de nos jours, les effets psychotiques du cannabis le classent dans les
drogues prohibées. Une utilisation thérapeutique a des fins médicales est proscrite dans certains des

pays.

Malgré tout, de nombreuses études précliniques ont montré les capacités des cannabinoides
a soulager les douleurs aigués comme chroniques, qu’elles soient d’origine inflammatoire ou
neuropathique. Leurs efficacités sont comparables aux opioides (Walker et al., 2001; Walker et
Huang, 2002). Des études cliniques concernant le potentiel analgésique des cannabinoides émergent,
mais restent rares. Une expérimentation a montré que la consommation de marijuana et de

dronabinol (analogue synthétique du A9-THC) diminue la sensibilité (de 3,56%) et augmente la
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tolérance a la douleur (de 1,98%) par rapport au placebo. L'efficacité entre la marijuana et le
dronabinol est similaire, mais le dronabinol a un effet qui perdure plus dans le temps (Cooper et al.,
2013). D’autres travaux étudient la piste des dérivés du cannabis (naturel ou synthétique) dans le
traitement de la douleur et observent des effets bénéfiques, mais parfois accompagnés des effets
indésirables connus des cannabinoides (Ellis et al., 2009; Johnson et al., 2010; Wilsey et al., 2013). En
revanche, une autre étude a été menée sur le potentiel analgésique d’un agoniste périphérique des
récepteurs CB1/CB2 (AZD1940) sur une douleur induite par injection intradermale de capsaicine. La
conclusion a été décevante, car aucun effet antinociceptif n’est observé en comparaison au groupe
placebo. Mais des effets indésirables (sédatifs et gastrointestinaux) ont été notés (Kalliomaki et al.,
2013). Le systeme cannabinoide est malgré tout une cible pharmacologique d’intérét dans plusieurs
domaines dont le traitement de la douleur. Le Sativex” en témoigne car ce médicament a regu
récemment son autorisation de mise sur le marché en France, mais son utilisation se limite au
traitement des spasticités et contractures liées a la sclérose en plaques de patients adultes, résistants
aux autres traitements. Les firmes pharmaceutiques ne se focalisent plus sur la synthese d’analogue
du A9-THC, car il y a trop d’effets indésirables. Au vu des effets des cannabinoides endogénes, leurs
intéréts résident maintenant dans la synthése d’analogues des endocannabinoides. L'utilisation
d’inhibiteurs du métabolisme des endocannabinoides montre également un grand intérét dans le

traitement de la douleur (Sataga et al., 2014).

En résumé, les récepteurs CB1 sont une cible potentielle dans le traitement de la douleur,

mais non dénuée d’effets indésirables et surtout d’aprioris.

Au niveau périphérique, I'expression de récepteur CB1 est retrouvée sur les terminaisons
périphériques (Hohmann et Herkenham, 1999). Dans un modeéle de douleur inflammatoire induite
par injection i.pl. de carragénine, une injection localisée d’AEA induit une réduction de I’hyperalgie
(Richardson et al., 1998b). L’article de Calignano et al. (1998) montre qu’une lésion périphérique
entraine la formation locale d’endocannabinoides qui peut participer intrinséquement a moduler la
douleur. Mais I'implication majeure du systeme endocannabinoidergique dans la modulation de la

douleur se situe au niveau central.

Au niveau spinal, les récepteurs CB1 sont exprimés au niveau des couches superficielles et
profondes de la moelle épiniére (Hegyi et al., 2009). Leurs activations apres injections intrathécales
(i.t.) d’agonistes CB1 se révelent étre antinociceptives (Lichtman et Martin, 1991; Hohmann et al.,
1998; Chapman, 1999; Morisset et Urban, 2001). L'explication du mécanisme alors mis en jeu par les
récepteurs CB1 concerne leur position pré-synaptique sur les fibres glutamatergiques. L’activation du

récepteur CB1 réduit les courants excitateurs post-synaptiques et diminue donc la transmission du
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message nociceptif provenant des fibres afférentes primaires (FAPs, Hohmann et al., 1998; Morisset

et Urban, 2001).

Au niveau supra-spinal, une administration de cannabinoides peut supprimer la douleur
induite par un stimulus thermique sur le test du « tail-flick » (Martin et al., 1993). Plusieurs régions
cérébrales peuvent étre impliquées dans ce phénomene d’analgésie au cannabinoide, dont la SGPA
et la moelle rostroventrale (« Rostroventrale medulla » ou RVM), deux régions primordiales a
I'initiation de la modulation de la douleur via les controles descendants (Millan, 2002).
L’administration au niveau de la SGPA d’agonistes cannabinoides induit un effet analgésique via cette
axe SGPA-RVM en renforcent les contrdles descendants (de Novellis et al., 2005; Palazzo et al.,
2012a). Une autre stratégie pharmacologique qui consiste a augmenter les taux endogenes
d’endocannabinoides, grace a I'utilisation d’inhibiteurs des enzymes de dégradation ou de recapture
des endocannabinoides, induit également un effet antinociceptif (Maione et al., 2006; Lau et al.,
2014). Cette derniére stratégie est assez séduisante, car elle permet d’éviter certains des effets
pharmacologiques de la tétrade cannabinomimétique (Walker et Huang, 2002; Hohmann et Suplita,
2006). Le lien entre I'effet antalgique central des cannabinoides et les controles descendants est
repris dans la revue de Dogrul et al. (2012b). Dans cette étude, il a été montré qu’une lésion des
voies descendantes sérotoninergiques par injection i.t. d’'une dose toxique de 5,7-DHT (5,7-
dihydroxytryptamine) ou par une lésion chirurgicale bilatérale du faisceau dorsolatéral funiculus avait
pour effet de bloquer I'effet antinociceptif d’agonistes CB1. Un effet similaire est retrouvé dans
I'article de Seyrek et al. (2010) et de Mallet et al. (2008). Une injection i.t. d’antagonistes de
différents sous-types de récepteurs 5-HT,x et 5HT; montre que leurs blocages altérent la réponse
antinociceptive aux agonistes CB1, ce qui confirme [I'implication des contréles descendants
sérotoninergiques (Seyrek et al., 2010). L’'ensemble de ces données démontre le potentiel antalgique
des cannabinoides, et souligne également que leurs mécanismes centraux sous-entendent une

implication des contrdles descendants sérotoninergiques.
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Tableau 6. Roles des récepteurs CB1 dans différents systemes biologiques.

Systéme

Mémoire
et apprentissage

Localisation

Hippocampe

Amygdale
basolatérale

Role

Extinctionn de la mémoire spatiale

Mémoire aversive

Références

Robinson et al., 2008
Azad et al., 2004

Marsicano et al., 2002

Régulation de I'anxiété par les
endocannabioides

Gaetani et al., 2003
Bortolato et al., 2006

R Amygdale o . . Kathuria et al., 2003
secslEndale !Dro.pr.letes anxmlthugs des Hohmann et al., 2005
inhibiteurs du métabolisme
(AM404, URB597, ...) Busquets-Garcia et al. 2011
Han et al., 2013
Aire ventrale
tegmentale Renforcement de I'addiction Simonnet et al., 2013
Noyaux A .
Addiction accumbens Utiisation potentielle des Cahill et Ussher, 2007
antagonistes dans la réduction des
Amygdale dépendances (ex : nicotine) Cohen et al., 2002
Systéeme limbique
Hypothalamus
Systéeme limbique
Régulation de I'appétit et de la prise
Noyaux li tai
accumbens e '”l“eA” a"le | Kirkham et al., 2002
Appétit S Intérét thérapeutique dans Pagotto et al., 2006

et surrénales
Adipocytes

Tractus
gastrointestinal

la stimulation de 'appétit

Effet anti nauséeux et
antiémétique du AS-THC

Jo et al., 2005

e. Implication du récepteur CB71 dans le mécanisme d’action antalgique

adu paracétamol

En 2006, un premier article mettait en évidence qu’un antagoniste CB1 prévenait |'effet

antinociceptif du paracétamol (Ottani et al., 2006). Mais cette premiére étude présentait des limites

notamment en utilisant des doses de paracétamol trop élevées qui se révelent étre toxiques

(Kikkawa et al., 2006). En effet, |'utilisation de paracétamol a des doses aussi élevées entraine une

hypothermie et des effets locomoteurs pouvant induire un biais sur le test a modalité thermique ou

sur le délai de la réponse motrice a un stimulus douloureux (Mallet et al., 2008).
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L'interaction entre le mécanisme antalgique du paracétamol et I'implication du récepteur CB1
a été apportée par I'article de Mallet et al. (2008). Le constat était que I'administration systémique
d’AM251, un antagoniste des récepteurs CB1, pouvait bloquer I'effet antalgique du paracétamol sur
différents tests de douleur (test au formol, test de pression de patte..., Figure 19A, B et C). De plus,
I’administration de paracétamol a des souris n’exprimant pas le récepteur CB1 (souris CB17, Figure
19D) n’induit aucun effet antinociceptif chez ces souris. D’autres intéractions ont été démontrées
entre le paracétamol et le systéme cannabinoide. L'utilisation de paracétamol dans certaines études
précliniqgues montre des effets similaires a 'utilisation d’agoniste CB1. En effet, il est retrouvé que le
paracétamol améliore les interactions sociales et ceci dépendamment des récepteurs CB1 (Umathe

et al., 2009; Gould et al., 2012).

Il faut noter qu’une implication centrale de ces récepteurs CB1 est largement suspectée sans
avoir été prouvée. Plusieurs arguments tendent a montrer que ’AM404 issu du paracétamol, étant
principalement formés au niveau cérébral, ce dernier potentialiserait 'augmentation des taux
d’endocannabinoides cérébraux. Une étude a par ailleurs montré une augmentation des taux d’AEA
dans le cortex préfrontal chez la souris 30 min aprés administration de paracétamol (100 mg/kg, i.p.)
(Gould et al., 2012). Inversement, aucune variation des taux en AEA et 2-AG n’est observé dans le
cerveau total apres administration du métabolite intermédiaire du paracétamol, le p-aminophénol
(100 mg/kg, i.p.) (Barriere et al.,, 2013). Cependant, cette méthode de quantification, par
spectrométrie de masse dans le cerveau total, ne permet pas d’observer de possibles variations
localisées en endocannabinoides, qui seraient dans ce cas alors dilué dans le signal global obtenu

pour le cerveau total.
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Figure 19. Implication du récepteur CB1 dans
I'effet antinocicpif du paracétamol. Inhibition
pharmacologique du récepteur CB1 par une
injection systémique d’AM251 (3 mg/kg, i.p.)
chez le rat inhibe les effet antinociceptif du
paracétamol (Aceta, 300 mg/kg, p.o.) sur les
tests (A) au formol, (B) pression de la patte et (C)
immersion de la queue a 46°C. (D) Une délétion
génétique du récepteur CB1 (souris CB17)
bloque I'effet antinociceptif du paracétamol
(200 mg/kg, p.o.) sur le test au formol. D’apres

Mallet et al., 2008.
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3. Paracétamol et canal calcique Cav3.2

a. Canal Cav3.2: généralités

Les canaux calciques comptent deux familles: celle des canaux calciques a haut seuil
d’activation (« High Voltage Activated », HVA) et celle a bas seuil d’activation (« Low Voltage
Activated », LVA). Le canal Cav3.2 appartient au groupe des canaux LVA, et plus précisément de type
T pour « Tiny and Transient conductance» en raison de leur faible conductance et de leur inactivation
rapide. Cette derniere famille de canaux de type T est composée de 3 membres : Cav3.1, Cav3.2 et
Cav3.3. Ces canaux sont largement distribués dans I'organisme, au niveau du coeur, du pancréas, du

muscle lisse, des reins et du systeme nerveux. Leur large distribution laisse sous-entendre un réle
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important dans des processus biologiques, suggérant de nombreux effets indésirables des molécules

qui les ciblent.

L'intérét pour les canaux de type T, et plus spécifiguement le canal Cav3.2, concerne sa
distribution au niveau du systeme nerveux dont les structures impliquées dans la douleur comme les
neurones sensoriels et les DRG (Talley et al., 1999). Ces canaux sont également exprimés dans la
corne dorsale et ventrale de la moelle épiniére (Talley et al., 1999; Francois et al., 2015). Des
enregistrements de courants de type T sont rapportés dans les petits et les moyens neurones des
ganglions spinaux, justifiant une implication dans la transmission d’influx nerveux nociceptifs

(Bourinet et al., 2005).

b. Réle du canal Cav3.2 dans la douleur

L’équipe de Bourinet et al. (2005) a contribué a mettre en évidence le réle du canal Cav3.2
dans la douleur. Ces travaux ont montré que I'administration médullaire d’oligonucléotides antisens
spécifiques de Cav3.2 réduisait considérablement la densité du courant électrique des neurones de
petits et moyens calibres au niveau des ganglions spinaux, et augmente le seuil douloureux dans un
modele de douleur neuropathique. En contrepartie, 'administration des oligonucléotides antisens
spécifiques de Cavl.3 et Cav3.3, ne modifie pas la réponse nociceptive. Ces résultats traduisent que
I"activation de ces canaux Cav3.2 ont un effet pronociceptif. L’existence de souris Cav3.27" montre
chez ces souris un phénotype hypoalgique confirmant le réle de ces canaux dans les processus
pronociceptifs lors de son activation (Kerckhove et al., 2014). Par la suite, plusieurs études se sont
intéressées au potentiel thérapeutique d’éventuels bloqueurs de ces canaux dans le traitement de la
douleur, mais les outils pharmacologiques ayant une spécificité accrue pour les canaux Cav3.2
n’existent pas. D’autres stratégies consistant a employer des agents pharmacologiques moins
spécifiques, mais ciblant malgré tous les canaux de type T, ont permis d’étudier ce canal. Les travaux
de Dogrul et al. (2003) utilisent des antiépileptiques (éthosuximide et zonisamide) ou des
antihypertenseurs (mibefradil) connus pour inhiber ce type de canaux et test leur capacité antalgique
dans un modele de douleur neuropathique induite chez I’animal par ligature du nerf spinale (« spinal
nerve ligature »). Cette étude montre que I'éthosuximide et le mibefridil induisent une diminution
dose-dépendante de l'allodynie et de I'hyperalgésie thermiques. D’autres tests de douleur ont
également été étudiés, notamment dans le test au formol ou par injection i.pl. de capsaicine, dans les
deux cas I’éthosuximide montre un effet antinociceptif (Barton et al., 2005). Dans le cas de
neuropathie chimio-induite chez I'animal par injection de vincristine ou de paclitaxel, I'éthosuximide
soulage I'allodynie mécanique et thermique a un stimulus froid (Flatters et Bennett, 2004). D’autres

études ont mis en évidence un effet significatif du bloqueur des canaux calciques voltage dépendant
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dans des modeéles de douleur neuropathique. L’absence de spécificité de ces molécules pour un sous-
type de ces canaux de type T rend difficile I’étude du mécanisme du canal Cav3.2 dans les processus
nociceptifs. Malgré tout, une série de molécules plus spécifiques découvertes et développées par le
laboratoire Merck ont vu le jour : la famille des TTAs (« T Type Antagonist »). Cette famille compte
plusieurs membres notamment le TTA-A2 marquant un puissant effet inhibiteur des canaux de type
T. Son utilisation a montré son efficacité dans plusieurs modeles comme I’hypersensibilité viscérale
ou dans un contexte de douleur inflammatoire (Francois et al., 2013; Kerckhove et al., 2014).
Cependant, peu d’études cliniques ont testé leur efficacité dans la douleur. Quelques rares
publications rapportent un effet antalgique en clinique tel que I'étude de cas de Takahashi et al.
(2004), montrant 2 patients atteints de sévéres douleurs post-AVC qui semblent étre soulagé par
I'inhibiteurs des canaux de type T, le zonisamide. Mais aucune explication mécanistique n'est
donnée. Cependant, des projets cliniques sont actuellement en cours concernant I'utilisation de ces

inhibiteurs de canaux calciques.

c. Interaction entre le paracétamol et le canal Cav3.2

Partant du constat que I’AM404 issu du paracétamol est un lipoaminoacide (Hogestatt et al.,
2005), et que les canaux de type T peuvent étre modulés par des lipoaminoacides endogénes tel que
I’AEA, un premier lien entre le paracétamol et ces canaux Cav3.2 a été proposé. Les travaux de
Barbara et al. (2009) démontrent que I'utilisation de lipoaminoacides endogénes tels que le N-
arachidonoyl glycine et I'acide N-arachidonoyl 3-OH-y-aminobutyrique pouvait a la fois produire un
effet antalgique sur une modalité thermique, et inhiber les courants des canaux de type T. Les études
in vivo ont d’ailleurs clairement montré que cette analgésie thermale n’était pas retrouvée chez les
souris Cav3.2” ou aprés utilisation d’un antagoniste des canaux Cav3, le TTA-A2. Ces résultats
laissent supposer que ’AM404 pourrait agir de la méme maniere. De récents travaux, concernant
I'implication des canaux Cav3.2 dans le mécanisme d’action du paracétamol, ont permis de répondre
a cette question (Kerckhove et al.,, 2014). Les résultats de cette étude démontrent qu'une
administration de paracétamol chez la souris produit un effet antinociceptif dépendamment des
récepteurs Cav3.2 puisque cet effet n’est pas retrouvé chez les souris Cav3.2” (Figure 20). Plus
précisément, I’administration intracérébrale d’AM404 induit un effet antinociceptif dépendant de
ces canaux Cav3.2. Cependant, |'effet de ’AM404 serait indirect puisque, dans cette méme étude,
des données électrophysiologiques suggérent que ’AM404 a une activité inhibitrice du canal Cav3.2"
/- indirect par le biais du récepteur TRPV1. Cette étroite relation entre le canal Cav3.2” et le
récepteur TRPV1 a été confortée par I'effet antinociceptif produit par une administration en i.c.v. de

I’antagoniste TTA-A2 mais non retrouvé chez les souris TRPV17 (Kerckhove et al., 2014). Dong, le
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mécanisme antinociceptif du paracétamol ferait intervenir un mécanisme d’inhibition du canal

Cav3.2 cérébrale par le biais des récepteurs TRPV1 supra-spinaux.
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Figure 20. Implication des canaux Cav3.2 dans I'effet antinociceptif du paracétamol.L'effet antalgique du
paracétamol (AcAP, 200 mg/kg p.o.) a été évalué par: (a) immersion de la queue, (b, €) von Frey, (c) formol
chez des souris KO Cav3.2 (Cav3.27") et WT (Cav3.2*/*). L'immersion de la patte, de la queue et le test de von
Frey ont été effectués 45 minutes aprés I'administration de paracétamol ou de morphine (Mor, 2 mg/kg, s.c.)
et 20 minutes avant l'injection de formol. Le groupe morphine a été utilisé comme groupe témoin positif, afin
de valider que I’hypoalgie des souris Cav3.27" ne masque pas un possible effet antinociceptif du paracétamol.
D’aprés Kerckhove et al., 2014.

4. Paracétamol et voies descendantes sérotoninergiques

a. La sérotonine : Généralités

La découverte de la sérotonine (5-HT) remonte a plus de 130 ans avec |'étude de Stevens et
Lee (1884) indiquant la présence d’un agent endogéene vasoconstricteur retrouvé au niveau du sang
qui n’avait pas été encore décrit. En 1900, une autre étude montre que l'injection de sérum obtenu
apres coagulation du sang induit une augmentation du tonus vasculaire (Brodie et al., 1900). Il a fallu
attendre 1933 avec la découverte d’'une substance abondement présente au niveau des cellules
chromaffines de l'intestin nommée a I'époque entéramine (Vialli et Erspamer, 1933). Mais, le lien
entre I'entéramine et cette substance endogéne aux propriétés vasoconstrictrices n’est pas encore
fait. En 1947, cette substance est alors appelée « sérotonine » provenant d’un jeu de mot « serum-
tonic », en rapport avec ses propriétés vasotoniques (Rapport et al., 1947). Cette méme équipe
définie sa structure chimique. La 5-HT est alors identifiée comme étant la 5-hydroxytryptamine (5-
HT, Rapport et al., 1948), permettant ainsi de montrer que la 5-HT et I'entéramine ne sont qu’une

seule et méme molécule (Erspamer, 1952).

La synthese de la 5-HT est pour la premiere fois décrite en 1951 par Hamlin et Fischer (1951),
ouvrant de nombreuses perspectives de recherche pour cette nouvelle molécule endogene aux

propriétés biologiques complexes. La sérotonine est biosynthétisée a partir d’un acide aminé
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essentiel, le tryptophane, qui est hydroxylé par la tryptophane-5-hydroxylase pour former le 5-
hydroxytryptophane (HTP), puis décarboxylé par la 5-HTP-dopadécarboxylase pour donner la 5-HT
(Figure 21). Sa métabolisation impliqgue un mécanisme de recapture via un transporteur
membranaire puis sa dégradation s’effectue par la monoamine-oxydase (MAQO) de type A. Cette
désamination oxydative produit de I'acide 5-hydroxyindole acétique (5-HIAA) qui s’élimine dans les

urines (Figure 21).
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Figure 21. Schéma explicatif du métabolisme de la sérotonine. La sérotonine est biosynthétisée a partir du
tryptophane, puis stockée dans des vésicules jusqu’a sa libération par exocytose. La sérotonine se lie aux
récepteurs sérotoninergiques post-synaptiques (1) ou pré-synaptiques (2). La régulation des taux de
sérotonine dans la fente synaptique est faite par sa recapture via un transporteur membranaire (3). La
dégradation de la sérotonine fait intervenir la monoamine-oxydase pour obtenir l'acide 5-hydroxy indole-
acétique (5HIAA). D’aprés Aan het Rot et al., 2009.
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b. Les récepteurs

La découverte des récepteurs a la 5-HT remonte a 1957 lorsque Gaddum et Picarelli mirent
en avant |'existence de deux récepteurs sensibles a la 5-HT. En effet, les premiéres études in vitro sur
organes isolés ont permis de dissocier ces récepteurs a la 5-HT en type M et type D (Gaddum et
Picarelli, 1957). L’évolution des techniques de clonage et de séquencgage a permis de caractériser 14
types et sous-types de récepteurs pour la sérotonine. Suivant leurs caractéristiques fonctionnelles,
structurales et pharmacologiques, ils ont été classés du récepteur 5-HT1 a 5-HT7 (Hoyer et al., 2002).
La majorité de ces récepteurs appartiennent a la superfamille des récepteurs métabotropiques
(couplés a une protéine G, RCPG), a I'exception du récepteur 5-HT; qui est constitué d’un canal

cationique.

Le nombre important de sous-types de récepteurs et leurs différentes implications dans des
processus biologiques refletent la complexité du systéme sérotoninergique. Le sujet de cette thése se
focalisera sur I'implication de la sérotonine dans la douleur, plus particulieremen sur son réle dans la
modulation de la douleur via I'axe bulbo-spinal, appelé également voies descendantes
sérotoninergiques. Les informations relatives aux différents récepteurs 5-HT et leurs roles

physiologiques dont la nociception sont détaillés dans le Tableau 7.

50



MECANISME ANTALGIQUE DU PARACETAMOL : NOUVEAU CONCEPT D’UN

PROMEDICAMENT A ACTION CENTRALE

Tableau 7. Localisations et roles dans la nociception des différents sous-types de récepteurs 5-HT. Fibres afférentes
primaires (FAPs), neurones de projections (NP), interneurones inhibiteurs (interNl), systeme nerveux central et périphérique
(SNC et SNP), substance grise périaqueducale (SGPA). D’apres Hoyer et al., 2002; Bai et al., 2004; Muller et Jacobs, 2009;

Pytliak et al., 2011.

Localisation

Fonctions dans la

Nom Type Effet . . Autres effets pharmacologiques
Supra-spinale spinale nociception
SNC: agressivité, anxiété, appétit, émétique,
impulsivité, mémoire, humeur, nociception,
) . interNI GABAergique : resplratn(’m, sor_nmell, sociabilité,
Hippocampe, ganglions de la base, . . thermorégulation, comportement sexuel
5-HT1A I, V-VI, X pronociceptif X .
noyaux du Raphé S . Cardiovasculaires : pression sanguine, rythme
NP : antinociceptif . . - .
cardiaque et autres fonction cardiovasculaire,
vasoconstriction, érection
Autres : dilatation des pupilles
SNC: agressivité, anxiété, apprentissage,
. interNI: pronociceptif ? addiction, locomotion, mémoire, humeur,
Ganglions de la base, noyaux du )
5-HT1B Effet inhibiteur P . I, IV FAP et NP : comportement sexuel
Récepteur T Raphé, tissus vasculaires, SGPA P 5 S - .
par la diminution antinociceptif Vasculaire : vasoconstriction pulmonaire,
ct:;&lﬁ]zr: intracellulaire érection
P [ d’AMPC .
Trijumeau, putamen, noyaux
5.HT1D accumbe’ns, cortex olfactif, noyaux LIV, X e ? SNC: Io.comotlon,anx@té' i
du Raphé, locus coeruleus, Vasculaire : vasoconstriction cérébrale
substance noire , SGPA
5-HT1E Cortex ent.o TRl TR Aucur}e Antinociceptif SNC : mémoire
caudale, hippocampe et amygdale donnée
Raphé dorsale, hippocampe,
cortex, striatum, thalamus L 5 Vasculaire : vasoconstriction
5-HT1F hypothalamus Y Ao SNC: locomotion ? anxiété ?
trijumeau
SNC: anxiété, appétit, addiction, cognition,
Corne imagination, apprentissage, mémoire, humeur,
ventrale . . . perception, comportement sexuel, sommeil,
5-HT2A Cortex, ganglions de la base Corne dorsale !:AP etNP: pronpcnce_ptlf thermorégulation
interNI : antinociceptif . .
(plus Muscle lisse : contraction
” X modérément) Vasculaire : vasoconstriction, vasodilatation
E;T::tci'::::;: Plaquettes : agrégation
Szﬁe:);eul:; d’une PLC et SNC: anxiété, appétit, sommeil
P . augmentation de Hypothalamus, amygdale, . . Gastrointestinal : motilité
5-HT2B rotéine G 8 VP ve Corne dorsale | Pronociceptif
p /11 la formation d’IP3 cervelet, astrocytes P Vasculaire : vasoconstriction
et de DAG Cardiovasculaire : fonction cardiovasculaire
I SNC : anxiété, appétit, addiction, locomotion,
Majoritairement dans le plexus .
choroidiens, cortex, noyau FAP et NP : pronociceptif humeur, comportement sexuel, sommeil,
5-HT2C e » noy 1, V-VI, X . - pronocicep thermorégulation
accumbens, hippocampe, interNI : antinociceptif ? . . el
N Gastrointestinal : motilité
amygdale, substance noire, SGPA N e .
Vasculaire : vasoconstriction, érection
By Effet excitateur SNC et SNP : anxiété, addiction, nausées
necepteu . L Complexe vagal, centre du . . vomissement, apprentissage, mémoire,
ionotropique par dépolarisation . . FAP : pronociceptif oy
5-HT3 vomissement, hippocampe, 1-1I-11, V-VI . S . excitation neuronale
perméable au de lamembrane interNI : antinociceptif ? . .
cation Na*/k* lhiEie amygdale Gastrointestinal : motilité, nausée,
vomissement
Effet excitateur
Récepteur par la Systeme mésolimbique et SNC: anxiété, appétit, apprentissage et
5-HT4 couplé une dépolarisateur de nigrostrié, ganglion de la base, -1 FAP et NP : pronociceptif = mémoire, humeur, respiration
protéine G la membrane hippocampe Gastrointestinal : motilité
cellulaire
Effet inhibiteur
Rty ar la diminution Cortex cérébral, hippocampe
5-HT5A, B couplé une p . » NIpp Pe, -1, 111-VI, X 5-HTs, antinociceptif ? SNC : locomotion, sommeil
rotéine G intracellulaire habenula, noyauxdu Raphé,
P "0 d’AMPC
Effet excitateur
Récepteur par la Tubercule olfactif, cortex frontal SNC: anxiété, cognition apprentissage et
5-HT6 couplé une dépolarisateur de et entorhinal, noyaux accumbens, Corne dorsale Pronociceptif mérr;oire » €08 pp 8
protéine G la membrane striatum, hippocampe, cervelet
cellulaire
Eitell @iz Thalamus, gyrus denté, substance . . _—
Récepteur par la P o SNC: anxiété, mémoire, humeur, respiration,
. . . noir, aire ventrale tegmentale, Couches superficielles . . .
5-HT7 couplé une dépolarisateur de P 11l A - sommeil, thermorégulation
. dorsale Raphé, hippocampe, Pré- et post-synaptiques P
protéine G la membrane = : Vasculaire : vasocontriction
e hypothalamus, cortex cingulaire
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c. Rodle de Ia sérotonine dans la modulation de /a douleur

Il est aujourd’hui clairement admis que le systéme sérotoninergique présente un role dans de
nombreuses fonctions physiologiques. Cette monoamine est notamment impliquée dans le cycle
éveil/sommeil, 'humeur, la dépression, la thermorégulation, le tonus vasculaire et la motilité

intestinale, mais surtout dans la douleur et I'inflammation (Muller et Jacobs, 2009).

Le role de la sérotonine dépend du lieu de sa synthese et du type de récepteurs mis en jeu. Il
faut savoir que les effets de la 5-HT sur les neurones peuvent étre excitateurs ou inhibiteurs suivant

la nature des récepteurs et leurs localisations (prés- ou post-synaptique, Muller et Jacobs, 2009).

Le réle de la 5-HT au niveau périphérique est synonyme d’effet pronociceptif (Figure 22).
L’administration exogéne de 5-HT agit comme un agent pro-inflammatoire provoquant une
inflammation et une hyperalgie, que ce soit chez I’homme ou chez le rat (Loyd et al., 2013). La source
principale de sérotonine périphérique provient des plaquettes et des mastocytes. La 5-HT impliquée
dans la nociception est alors libérée en réponse a une inflammation (Sommer et al., 2004). Le lien
entre I'inflammation et les taux de sérotonine a été étudié. Une augmentation des taux de 5-HT est
observée localement lors d’une lésion périphérique, qui est corrélée a I'apparition d’une allodynie et
d’une hyperalgie (Sommer, 2004; Nakajima et al., 2009). Le mécanisme périphérique de cet effet
proalgique de la 5-HT est due a (1) une augmentation de I'influx nerveux des fibres nociceptives et (2)

une augmentation de la libération d’agents pro-inflammatoires (Figure 22).

Receptor

5HT.
/ Channel ™. . &

===t

Figure 22. Role des récepteurs 5-HT dans la nociception au niveau périphérique. Une |ésion périphérique
des tissus engendre un processus inflammatoire. La libération de 5-HT est alors stimulée et I'activation des
récepteurs 5-HTia, 5-HT2a, 5-HT3 5-HT, et 5-HT; sont en faveur un effet pronociceptif, tandis que les
récepteurs 5-HTs sont en faveur d’un effet antinociceptif. D’aprés Muller et Jacobs, 2009.
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Au niveau médullaire, la 5-HT a une fonction trés importante dans la transmission et la
modulation de la douleur. Ces récepteurs sont recrutés par les controles descendants
sérotoninergiques. Ainsi, ils participent a la facilitation ou a I'inhibition de la transmission du message
nociceptif (Tableau 7). L’effet pro- ou antinociceptif d’'une injection i.t. de 5-HT découle du récepteur
alors recruté qui dépendant alors a la fois de la dose de 5-HT et de la nature du stimulus douloureux
(Bardin et al., 1997, 2000a, 2000b; Bonnefont et al., 2005). A titre d’exemple, les récepteurs 5-HT;
peuvent étre associées a un effet pro- ou antinociceptif au niveau spinal (Yang et al.,, 2014).
L'administration i.t. d’agonistes des différents sous types de récepteurs 5-HT;, et plus
particulierement du récepteur 5-HT;a (8-OH-DPAT, 30-300 nmol), montre un effet antinociceptif sur
une douleur aigué (Jeong et alln., 2012). Une diminution de I'amplitude des courants électriques
excitateurs est également observée avec I'administration de I'agoniste 5-HT;a (Jeong et alin., 2012).
Inversement, une autre étude montre que pour le méme agoniste a des doses plus élevées (8-OH-
DPAT, 0,305, 1,525, 3,05, et 15,25 mM) un effet facilitateur des courants excitateurs des fibres C et
AS est observé (Zhang et al.,, 2001). L’activation des récepteurs 5-HT, sont synonymes d’effet
pronociceptif (Yang et al., 2014). L'injection d’antagonistes des récepteurs 5-HTagc provoque une
inhibition des courants excitateurs issue des fibres C (Rahman et al., 2011). Des travaux tres
intéressants de Kayser et al. (2007) sur différentes souches de souris ayant une délétion génétique
pour un sous-type de récepteur a la sérotonine montrent I'implication dans la douleur des différents
récepteurs. Une délétion pour le récepteur 5-HTia se traduit par une plus grande sensibilité des
souris au test thermique de la plaque chaude et les souris 5-HTis”~ montrent une plus grande
sensibilité au test au formol. Quant a la lignée de souris 5-HT2a”" et 5-HT3”", elles présentent un
phénotype inverse avec une diminution des réponses nociceptives au test au formol. Cependant, la
délétion génétique ne se restreint pas a I'étage spinal et concerne une délétion globale. Les effets ne
résument donc pas I'implication spinale de ces récepteurs dans la douleur. Un récapitulatif des effets

au niveau spinal des différents sous-types de récepteurs est décrit dans la Tableau 7.

Le role clé de la 5-HT dans la douleur au niveau supra-spinal a suscité de nombreuses
recherches. Avec la noradrénaline, la 5-HT est reconnue comme le principal neurotransmetteur dans
les processus de modulation de la douleur (Basbaum and Fields, 1984; Millan, 2002). Contrairement a
son action périphérique, une activation centrale des récepteurs 5-HT conduit un effet antinociceptif
ou pronociceptive, en fonction des récepteurs recrutés (Tableau 7). Concernant la modulation de la
douleur par la 5-HT, de nombreuses structures partant des centres supérieurs jusqu’a la moelle
épiniére sont mises en jeu. Ces structures sont rassemblées en un systéme appelé voies

descendantes sérotoninergiques.
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d. Voies descendantes sérotoninergiques dans la douleur

La perception d’une sensation douloureuse nécessite un ensemble de systémes qui permet
d’intégrer le message nociceptif partant de la périphérie et des fibres afférentes primaires, jusqu’aux
centres supérieurs via les neurones de projection. Afin de répondre a I’excés de nociception, le corps
est capable de réagir en modulant cette douleur. Il existe un systtme de modulation de la douleur
provenant des centres supérieurs via un axe bulbo-spinal. Cette voie permet de refréner le message
nociceptif au niveau médullaire et fait intervenir majoritairement la sérotonine (Millan, 2002). Cet
axe implique différentes structures partant des zones corticales du cerveau jusqu’a la moelle épiniere
en passant par le tronc cérébral (Figure 23). Leurs implications dans la modulation de la douleur ont
été justifiées par les effets antinociceptifs ou pronociceptifs induits lorsque ces régions sont soumises
a des stimulations électriques, des lésions ou I'injection localisée de substances pharmacologiques
excitatrices ou inhibitrices. Depuis maintenant presque 20 ans, plusieurs études concernant le
mécanisme mis en jeu dans l'effet antinociceptif du paracétamol ont montré que celui-ci faisait
intervenir la sérotonine (Tjglsen et al.,, 1991; Pini et al., 1996), faisant le lien avec ces contrdles
descendants sérotoninergiques. Avant de discuter du lien entre le paracétamol, la sérotonine et les
contrdles descendants modulateurs de la douleur, il est nécessaire de décrire précisément ces voies
descendantes sérotoninergiques. Ainsi, les structures impliquées partant du cortex jusqu’a la moelle

épiniére seront décrites ci-dessous.
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Figure 23. Schéma général des voies descendantes sérotoninergiques. L'axe PAG-RVM exerce un
contrdle bidirectionnel sur la transmission du message nociceptif au niveau de la corne dorsale de la
moelle épiniere. La SGPA recoit a son tour des afférences des centres supérieurs (le systeme limbique)
pouvant moduler son activité. Anterior cingulate cortex (ACC), amygdala (AMY), dorsomedial nucleus
of the hypothalamus (DMH), medial prefrontal cortex (MPC) periaqueductal gray matter (PAG).
D’aprés Heinricher et al., 2009.

1. Cortex cérébral et hypothalamus
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Les centres supérieurs impliquent un ensemble de structures qui sont a la fois impliquées
dans la perception, la localisation et I'aspect émotionnel de la douleur. Ces structures peuvent en
retour moduler I'axe bulbo-spinal des controles descendants sérotoninergiques afin de faciliter ou
inhiber la douleur. Parmi ces structures nous retrouvons : le cortex somatosensoriel S1 et S2, la
partie antérieure de l'insula et le gyrus cingulaire, mais aussi le thalamus, I'hypothalamus et
I’amygdale. La revue de Millan et al. (2002) résume I'ensemble des études montrant que |'activation
de plusieurs de ces régions est directement ou indirectement corrélée a une activation des voies
descendantes sérotoninergiques avec un effet antinociceptif. Le point commun entre toutes ces
régions est le lien avec la SGPA, qui est la structure la plus impliquée, avec la RVM, dans les controles

descendants sérotoninergiques (Stamford, 1995).

2. Lasubstance grise périaqueducale

La substance grise périaqueducale (SGPA) possede un role clé dans la modulation de la
douleur via les voies descendantes sérotoninergiques. Elle se comporte comme un relais entre les
messages ascendants nociceptifs et les controles descendants. La découverte de son implication dans
les contréles endogénes de la douleur provient de I'analgésie profonde induite par sa stimulation
électrique (Reynolds, 1969). D’autres études électrophysiologiques et pharmacologiques ont permis

de mieux comprendre l'initiation de ces contréles descendants.

Le role fonctionnel de la SGPA dans les contréles descendants n’est pas parfaitement défini,
plusieurs hypotheses persistent concernant sa structure hiérarchique. Malgré tout, une notion
récurrente ressort : I'activité de ce noyau est a la fois sous un contréle excitateur glutamatergique et
un tonus inhibiteur GABAergique. En effet, I'activation de la SGPA est dépendante de cet équilibre
glutamatergique/GABAergique (Figure 24). En fonction du contexte, la balance pourra pencher soit
en faveur d’une activation des voies descendantes pour inhiber le message nociceptif au niveau
médullaire, soit pour une inhibition de ces voies et donc une facilitation de la douleur (Millan, 2002;

Vanegas and Schaible, 2004).

Des travaux ont été menés pour étudier I'implication du GABA et du glutamate dans la
modulation de la douleur. Il a été démontré que I'administration dans la SGPA d’agonistes ou
antagonistes des récepteurs mGLU pouvait induire un effet antinociceptif, dépendant du récepteur
MGLUR recruté : I'activation des récepteurs mGLUR1, 5 2, 3 et 8 produit un effet antinociceptif alors
gue l'activation du récepteur mGLUR7 entraine un effet pronociceptif (Palazzo et al., 2014). L’activité
de la SGPA est également dépendante d'un fort tonus inhibiteur GABAergique (Lau et Vaughan,
2014). Ces mémes fibres expriment des récepteurs cannabinoides et opioides, capables lors de leur

activation d’inhiber ce tonus GABAergique, et permettant alors de démasquer I'activation des voies
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descendantes (Lau et Vaughan, 2014). Ce méme mécanisme explique I'effet analgésique des
agonistes opioidergiques et cannabinoidergiques, qu’ils soient issus de sources endogenes ou
exogenes (Lau et al.,, 2014). Il existe de nombreux mécanismes cellulaires capables de moduler
I'activité de la SGPA, ce qui explique toute la complexité pour définir un schéma universel de la

structure et du fonctionnement de la SGPA.

Depuis longtemps, il a été démontré que I'activation de SGPA était corrélée a une libération
médullaire de 5-HT (Yaksh et Tyce, 1979; Hammond et al., 1985). L’administration i.t. d’antagonistes
des récepteurs 5-HT inhibe les effets antinociceptifs induits par I'activation de la SGPA (Yaksh, 1979;
Yaksh et Tyce, 1979). La SGPA n’a cependant peu ou pas de projection directe vers la moelle épiniére,
il y a donc intervention d’un autre noyau qui fait office de relais. Le lien fonctionnel entre la SGPA et

la moelle épiniére est la RVM (Behbehani et Fields, 1979; Gebhart, 1982).

A B

FROM CORTICAL, AMYGDALA AND
HYPOTHALMIC AREAS

TO DORSAL HORN

Figure 24. Mécanisme des voies descendantes sérotoninergiques (A) et organisations des projections de
I'axe SGPA-RVM-moelle épiniére (B). Substance grise périaqueducale (SGPA, PAG), Rostroventral medulla
(RVM). D’apres Rea et al., 2007.
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3. La rostroventrale medulla

Des études tendant a montrer que la RVM est un noyau relais entre la SGPA et la moelle

épiniére dans les controles descendants sérotoninergiques ont démontré que :

* Une injection d’opioide dans la PAG produit a la fois une antalgie et une
activation des neurones de la RVM (Cheng et al., 1980).

*  Une lésion ou un blocage pharmacologique de la RVM abolit I'antalgie produite
par une stimulation de la SGPA (Akil et Mayer, 1972; Behbehani et Fields, 1979;
Gebhart et al.,, 1983; Aimone et Gebhart, 1986).

* La stimulation électrique de la RVM induit une libération de 5-HT médullaire

accompagnée d’un effet antinociceptif (Rivot et al., 1982).

Ainsi, la RVM est un noyau impliqué dans la continuité de la SGPA dans |'action analgésique
des voies sérotoninergiques descendantes (Figure 24). Mais que savons-nous de la RVM ? Ce noyau
est localisé dans la région du tronc cérébral. Il est dissocié en plusieurs sous parties : le noyau raphé
magnus, le noyau reticularis paragigantocellularis, gigantocellularis pars et le noyau reticularis
paragigantocellularis lateralis (Paxinos, 2014). Comme précédemment expliqué, il recoit des
afférences provenant entre autre de la SGPA. La RVM projette également 3 classes de neurones
particulierement importants dans ces contréles descendants, au niveau des cornes dorsales de la

moelle épiniére (couches |, Il et V, Heinricher et al., 2009) :

* Les cellules OFF ont une activité tonique inhibitrice, diminuée a la suite d’une
stimulation douloureuse. Les cellules OFF sont impliquées dans 'inhibition de

Pactivité neuronale spinale.

* Les cellules ON, qui sont excitées en réponse a une stimulation douloureuse,
augmentent la nociception et contribuent a I’hypersensibilité retrouvée dans

plusieurs états douloureux.

* Les cellules NEUTRES ne semblent pas interagir dans les processus

physiologiques de la douleur.

Le systéme et la nature des cellules ON/OFF est un sujet a controverse et pourrait étre plus
complexe (Gao et Mason, 2000, 2001). Longtemps considérées comme sérotoninergiques (Millan,
2002), il semblerait que seules les cellules NEUTRE le soient (Gao et Mason, 2000; Winkler et al.,
2006; Heinricher et al., 2009). Une étude a montré que 60% des cellules ON et OFF expriment
I’enzyme glutamate decarboxylase associé aux fibres GABAergiques. Cependant, le réle du GABA

n’est pas encore connu (Winkler et al., 2006; Heinricher et al., 2009).
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De maniére concomitante, ces 3 unités cellulaires (principalement les cellules ON/OFF) vont
moduler le passage du message nociceptif provenant des FAPs, soit en faveur d’une facilitation de la
douleur, soit en faveur d’une inhibition de la douleur. La réponse spécifique et bidirectionnelle
permet lors d’un processus douloureux l'activation de la boucle spino-bulbo-spinale, qui viendrait
respectivement inhiber les cellules ON et activer les cellules OFF pour in fine réduire la transmission
nociceptive spinale. Il est important de noter que dans certaines conditions pathologiques, cette
boucle spino-bulbe spinale présente des mécanismes de plasticité comme dans les cas de lésions
nerveuses. Cette boucle va alors pencher en faveur d’'une hyperexitabilité des neurones médullaires
qui semble contribuer aux phénomenes de sensibilisation centrale se traduisant par une allodynie et
une hypersensibilité chronique (Zeitz et al., 2002; Rahman et al., 2006). En contrepartie, dans les
douleurs chroniques inflammatoires, la balance inhibitrice de message nociceptif semble prévaloir
(zhao et al., 2007; Wei et al., 2010). L'activité de cet axe SGPA-RVM-moelle épiniére differe donc en
fonction des conditions physiopathologiques (Cf. 3™ chap.ll.2. Adaptation et plasticité de la SGPA

en condition physiopathologique).

4. Couches supérieures de la corne dorsale

La diversité des récepteurs, leurs localisations et leurs fonctions rendent complexe la
compréhension précise du mécanisme par lequel la transmission du message nociceptif est inhibée
ou facilitée. Les projections des cellules ON/OFF modulent directement I'influx nociceptif par la
libération de 5-HT, qui vont différentiellement se fixer sur les récepteurs pré- et post-synaptiques des
FAPs et des neurones de second ordre. Ainsi, en fonction de la nature des récepteurs 5-HT
(Tableau 7), I'influx nociceptif provenant des FAPs sera soit inhibé, soit facilité (Millan, 2002).
D’autres neurones peuvent aussi intervenir dans la modulation médullaire de la transmission du
message nociceptif. Il existe des interneurones GABAergiques et enképhalinergiques qui, sous le
contréle de ces cellules ON/OFF de la RVM, peuvent également réguler I'activité des FAPs et des
neurones de projections (Millan, 2002). Concernant la dualité des effets des différents sous-types de
récepteurs a la 5-HT au niveau médullaire, il a été rapporté que les récepteurs 5-HT1a, 5-HT1g/0 €t 5-
HT; sont responsables des effets antinociceptifs, tandis que I’activation des récepteurs 5-HTa et 5-
HTs sont plutét responsables des effets pronociceptifs (Benarroch, 2008; Braz et Basbaum, 2008;
Seyrek et al.,, 2010). L'implication des différents récepteurs dépend de la nature des stimuli

douloureux et du contexte physiopathologique.
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e. Paracétamol et renforcement des voies descendantes

sérotoninergiques

Le premier constat sur l'implication des contréles descendants sérotoninergiques dans le
mécanisme d’action antalgique du paracétamol est issu des travaux de Pini et al. (1996). Les résultats
issus de cet article montrent une corrélation entre I'administration de paracétamol et une
augmentation des taux de sérotonine au niveau du cortex et du tronc cérébral. Une déplétion des
stocks de sérotonine par I'administration de pCPA (p-Chlorophénylalanine, 100 mg/kg/jour pendant
4 jours) inhibe a la fois cette augmentation de sérotonine et I'effet antinociceptif du paracétamol
(Pini et al., 1996; Miranda et al., 2003). Une autre preuve a permis d’enrichir I'hypothése du
renforcement des contrdles descendants sérotoninergiques. Une lésion de ces voies descendantes
sérotoninergiques, par injection i.t. de 5,7-DHT, altere les effets antinociceptif du paracétamol chez
I’'animal sain ou dans un modéle de douleur postopératoire (incision plantaire, Tjglsen et al., 1991,
Dogrul et al., 2012a). La possibilité d’'une implication des contréles descendants adrénergiques est
exclue, car la lésion de ces voies par l'injection de 6-OHDA (6-hydroxydopamine hydrobromide)

n’altére par le potentiel antalgique du paracétamol (Tjglsen et al., 1991).

Plusieurs études ont évalué l'implication spinale des récépteurs a la 5-HT dans |'effet
antalgique du paracétamol. La conclusion a été qu’il n’y a pas un ou plusieurs sous-types de
récepteurs particulierement impliqués, mais que tout dépend de la nature du stimulus nociceptif. La
Tableau 8 ci-dessous résume I'implication des différents sous-types de récepteurs 5-HT dans |'effet
antinociceptif du paracétamol. Il est a noter que certains récepteurs a la 5-HT au niveau médullaire

ont un role dans le mécanisme antinociceptif du paracétamol.

Ces données précliniques ont confirmé [I'hypothese d'un renforcement des voies
descendantes modulatrices de la douleur par le paracétamol. Par la suite, des études cliniques ont
été mises en place pour valider cette hypothese. La premiére étude de Pickering et al. (2006) a étudié
I'impact chez 30 volontaires sains de I'administration de paracétamol (1 g, p.o.) avec ou sans
antagonistes des récepteurs 5-HT; (topisétron et granisétron). L'effet antalgique du paracétamol est
bloqué lors de sa co-administration avec chacun des deux inhibiteurs. Il est intéressant de noter que
cette étude était motivée par |'association fréquente du paracétamol et de ces inhibiteurs 5-HT;
(pour leurs effets antiémétiques) lors de protocole de chimiothérapie. D’aprés ces résultats, cette
association pourrait étre délétére pour I'effet antalgique du paracétamol. En 2008, une deuxiéme
étude clinique a souhaité confirmer l'implication plus spécifiguement des voies descendantes
sérotoninergiques dans I'action antalgique du paracétamol (Pickering et al., 2008). L’utilisation d’une
stimulation douloureuse rapide au froid (« cold pressor test ») permet le recrutement des contrdles
descendants, puisque les seuils de douleur augmentent apres la deuxieme stimulation. Ainsi, le
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paracétamol permet d’amplifier I'augmentation des seuils de douleurs a la deuxieme stimulation,
traduisant un renforcement des controles descendants. Cependant, 'association du topisétron avec
le paracétamol provoque une perte de ce renforcement, démontrant un recrutement des contréles

descendants sérotoninergiques par le paracétamol (Pickering et al., 2008).

Tableau 8. Résumé des répercutions de I'inhibition de différents sous-types de récepteurs 5-HT dans I’effet
antalgique du paracétamol. L’administration des différents antagonistes est localisée au niveau médullaire
(injection intrathécale). (+) indique une inhibition de I'effet antinociceptif du paracétamol par I'antagoniste,
et (-) signifie qu’il n’y a pas eu d’inhibition. D’apres Pelissier et al., 1995, 1996; Alloui et al., 1996, 2002;
Bardin et al.,, 1997, 2000; Courade et al., 2001b; Bonnefont et al., 2003a, 2005, 2007; Libert et al., 2004;
Dogrul et al., 2012b; Liu et al., 2013.

Nature du stimulus

Différents récepteurs

34T e Chimique Mécanique Thermique
5-HT4 + -
5-HT 4 +
5-HTZA - + -
5-HT,c +
5-HT, +
5-HT, + +

Il faut également prendre en compte que le topisétron se révele non spécifique des
récepteurs 5-HTs. Il ne faut donc pas exclure I'implication d’autres récepteurs sérotoninergiques ou
non sérotoninergiques qui seraient tropisetron-dépendant (Pickering et al., 2006; Bandschapp et al.,
2011). Une étude contredit notamment l'inhibition de I'action du paracétamol par le topisétron
(Tiippana et al., 2013). Les résultats indiquent que l'utilisation de paracétamol en i.v. (2 g) n’induit
pas d’effet analgésique sur un stimulus électrique ou sur un test thermique au chaud, et ne renforce
pas les controles descendants par le « cold pressor test ». Mais, contrairement a I'étude de Pickering

et al. (2008) la voie d’administration du paracétamol et les tests utilisés ne sont pas les mémes.

La modulation des voies descendantes sérotoninergiques par le paracétamol a été malgré
tout de nombreuses fois montrée par diverses méthodes cliniques et précliniques, confortant par la
méme occasion que le mécanisme d’action antalgique du paracétamol sous-entend un effet central

qui pourrait étre initié au niveau supra-spinal (Mallet et al., 2008, 2010; Pickering et al., 2008).
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IV. Les autres hypothéses du méecanisme d’action antalgique

du paracétamol

Aprés plusieurs décennies de recherche, le mécanisme d’action antalgique du paracétamol
est devenu trés controversé (Toussaint et al., 2010). Les doutes émis laissent place a plusieurs

hypothéses mécanistiques, qui seront explicitées et discutées dans ce chapitre.

1. Le paracétamol : un AINS ? La controverse sur I'implication du

systeme des cyclooxygénases

a. Systeme des COX

Les cyclooxygénases (COX), encore appelées prostaglandine H2 synthétases, sont des
enzymes qui interviennent dans les états inflammatoires. Leurs découvertes par Sir John Vane lui
valurent un prix Nobel de Médecine en 1982. La fonction principale des COX est la métabolisation de
I’acide arachidonique en PGE; ayant un réle fondamental dans le maintien de I’homéostasie (Figure
25A). Ce n’est que 20 ans plus tard, en 1990, que sont découvertes les deux isoformes, COX1 et COX2
(Vane et al., 1994). La COX1 est exprimée de fagon constitutive et responsable du taux basal en PGE,.
Quant a la COX2, elle est exprimée de fagon inductible et impliquée en particulier dans les réactions

inflammatoire (Figure 25B).

A Acide Arachidonique B
COX1 1 | N COX2
Constitutive Inductible
TXA2 PGE2 PGE2 Phospholipase A2 }_;
Acide
l l l l Arachidonique
N ; on d égulation de Médiateur I Lipooxygénase } - & { Cyclooxygénase |
r-r q ire : q ¢ I;‘ i principale de
gastro- rénale Finflammation, HPETE Endopéroxydes
duodénale de la fievre et
de al douleur 1
( ]\ J
I ! Leucotriéne I PGD2 || PGI2 || PGE2 || PGF2 |
HOMEOSTASIE INFLAMMATION

Figure 25. Les cyclooxygénases (COX). (A) Roles physiologiques des COX. (B) Synthése des acteurs de l'inflammation a
partir des précurseur lipidiques.
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1. COX1

La COX1 représente la forme constitutive qui est exprimée de fagon ubiquitaire, c'est-a-dire
gu’elle est présente en permanente dans différents tissus tels que les reins, plaquettes, tube digestif
(Smith et al., 1996). Au niveau central, la COX1 est majoritairement exprimée au niveau des cellules
du tronc cérébral et de la moelle épiniére (Breder et al., 1995). La régulation de la COX1 se fait au
niveau de la transcription de son géne sur le chromosome 9. Le géne est composé d’'un promoteur
sensible a des facteurs de régulation tels que NF-kB, c-Fos, c-jun, krox et ERK (Kang et al., 2007).
L'isoforme COX1 est impliquée dans la production de prostaglandines (par exemple TXA,, PGE;, PGl,).
Son role intervient dans le maintien de I’'homéostasie cellulaire en particulier dans la protection de la
mugqueuse intestinale (son inhibition reviendrait a provoquer des dommages gastriques tels que des
hémorragies et ulcérations). La COX1 intervient également dans le maintien du flux plasmatique au
niveau des reins et le taux de filtration glomérulaire par le systéme de vasoconstriction (Jones, 1972),
et fournit les précurseurs essentiels a la synthese des thromboxanes dans le maintien de I'agrégation
plaquettaire (Dubois et al., 1998). En présence d’inhibiteurs de COX, notamment les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS), les plaquettes ne peuvent plus synthétiser de thromboxanes
et sont alors incapables de s’agréger correctement. La toxicité rénale des AINS est également

expliquée par I'inhibition de ces COX pouvant entrainer une ischémie rénale (Zambraski, 1995).

2. COX2

La COX2 est une enzyme inductible par un état inflammatoire dont le taux est augmenté au
niveau périphérique (reins, endothélium vasculaire et appareils reproducteurs), mais aussi au niveau
central : neurones et cellules gliales de I'hippocampe, I'hypothalamus, le cortex, 'amygdale et la
moelle épiniere (Yamagata et al., 1993; Andreasson et al., 2001). La présence de COX2 est
indétectable dans la plupart des tissus normaux, excepté dans le systeme nerveux central, les reins,
le systéme cardiovasculaire et les vésicules séminales. Le géne précoce de la COX2 est localisé sur le
chromosome 1 (Kosaka et al.,, 1994). Cette enzyme est physiologiquement importante pour le
contréle de I'immunité innée et pour la reproduction chez les femmes, car elle intervient dans le
phénomeéne d’ovulation (Mbonye et Song, 2009). En contexte inflammatoire, son expression est
activée par des facteurs pro-inflammatoires et prolifératifs tels que les facteurs de croissance EGF
(« epidermal growth factor »), le facteur de croissance des plaquettes PDGF (« platelet-derived
growth factor »), les cytokines pro- inflammatoires comme I'lL-1B, I'IL-2 et le TNFa, les promoteurs
de tumeurs, les acides biliaires, les céramides et les radiations UV (Tsatsanis et al., 2006). L'induction
de I'expression de la COX2 a pour but de stimuler et maintenir I'état inflammatoire par la production

des PGE;. L'isoenzyme COX2 étant exprimée majoritairement en situation inflammatoire, elle est
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devenue une cible privilégiée dans le traitement de I'inflammation. Le concept d’inhibiteur sélectif de
la COX2 est alors né et a conduit rapidement a une nouvelle sous-classe d’AINS : les coxibs (célécoxib,

rofécoxib, nimésulide...).

b. Paracétamol et inhibition des COX

Depuis les travaux de Vane (1971) sur les propriétés des AINS comme inhibant I'activité
enzymatique des COX, il a été proposé que le paracétamol partage ces mémes propriétés (Flower et
Vane, 1972; Vane et Botting, 1998). Ainsi, plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer le

mécanisme moléculaire d’inhibition des COX par le paracétamol :

* Une inhibition de la libération d’acide arachidonique des membranes
cellulaires.

*  Une compétition entre le paracétamol et I'acide arachidonique sur le
site actif de la COX.

*  Un effet inhibiteur d’un produit de dégradation du paracétamol le
NAPQI  (N-acétyl-p-benzoquinone imine, Cf. 1t Chap.IL.3.

Métabolisme et élimination)

Aucune de ces hypothéses n’a pu étre confirmée par le passé. Les mécanismes d’actions du
paracétamol impliquant le systéme cyclooxygénase sont alors basés sur deux autres théories : la
premiere théorie est en faveur d’une action directe du paracétamol en inhibant I'activité des COX
centrales (Flower et Vane, 1972). Le mécanisme serait un effet réducteur du paracétamol en
piégeant les péroxydes, ce qui a pour effet de diminuer la forme oxydée des COX les rendant alors
inactives (Hanel et Lands, 1982). Une deuxiéme théorie plus récente met en avant I'effet inhibiteur

des COX d’un nouveau métabolite issu du paracétamol : 'AM404 (Hogestéatt et al., 2005).

Concernant la premiere théofikensemble des études in vitro dont celle menée par Fower
et Vane (1972) tendent a montrer un effet inhibiteur du paracétamol sur I'activité des COX. Ces
résultats sont également retrouvés dans d’autres études ex vivo (Ferrari et al., 1990; Malmberg et
Yaksh, 1994) et in vivo (Muth-Selbach et al., 1999; Engstrém Ruud et al., 2013). Ils confortent I'idée
qgue le paracétamol est un inhibiteur de l'activité de la COX et plus particulierement au niveau
central. Des résultats obtenus au niveau de cellules endothéliales humaines montrent que le
paracétamol inhibe I'activité de I'isoforme COX2 avec un ECso de 66 UM, proche des concentrations
retrouvé en clinique (Boutaud et al., 2002). Il semblerait que le paracétamol ait une sélectivité 4 fois
supérieure pour l'inhibition de la COX2 (Hinz et Brune, 2012). Une inhibition de la formation de PGE;
chez 'homme apres une dose thérapeutique de 1 g de paracétamol est également retrouvée au

niveau de lI'inflammation induite par une extraction chirurgicale d’une molaire (Lee et al., 2007).
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A contrario, des études mesurant I'impact du paracétamol sur des extraits de COX purifiées,
ou sur homogénats cellulaires, montrent un effet plutét stimulateur de la production des PGE; pour
de faibles doses de paracétamol. En effet, I'inhibition des COX par le paracétamol nécessiterait de
plus fortes doses (>1 mM), largement considérées comme toxiques (Robak et al., 1978; Harvison et
al., 1988; Swierkosz et al., 2002). Graham et al. (2005) explique que le paracétamol est un
« mauvais » inhibiteur de I'activité cyclooxygénase en condition inflammatoire. Cet effet inhibiteur
n‘est en réalité retrouvé que dans les études in vitro avec des cellules intactes et un faible taux
d’acide arachidonique. Cette idée est confirmée par les articles de Clissold et al. (1986) et Warner et
al. (1999), montrant que le paracétamol n’a pas les propriétés anti-inflammatoires équivalentes aux
AINS. Un effet anti-inflammatoire du paracétamol n’a pas été retrouvé dans d’autres études sur les
modeles animaux d’inflammation (al-Swayeh et al., 2000; Alloui et al., 2002) ou chez ’'homme (Ring
et al., 1974). Mais, partant du constat que le paracétamol avait une action inhibitrice différente en
fonction du tissu étudié, une nouvelle hypothese est alors soulevée avec I'implication d’'une nouvelle
isoforme de la COX : la COX3 (Botting, 2000; Botting et Ayoub, 2005). Cette nouvelle isoforme de la
COX ne serait qu’une variante de la COX1 et se retrouverait au niveau du tissu nerveux central chez le
chien, la souris ou encore le rat. Elle serait la cible d’action, outre du paracétamol, des pyrazoles
(Chandrasekharan et al., 2002; Shaftel et al., 2003). Cette enzyme serait le produit d’'un épissage
alternatif de 'ARNm de la COX1 dont I'intron 1 (90 nucléotides chez le chien) est maintenu. En raison
de sa proximité génétique avec la COX1, certains auteurs rejettent le nom de COX3 et préféerent a
cela le nom de COX1b (Davies et al., 2004; Snipes et al., 2005). Cette théorie est maintenant obsoléte
puisqu’il a été démontré que cette isoforme présente une protéine fonctionnelle uniquement chez
certaines espeéces canines (Chandrasekharan et al., 2002; Crawley et al., 2008). Une forme active de
I'enzyme COX3 demeure incertaine (Warner et Mitchell, 2004), puisqu’elle serait non
fonctionnellement. En effet, les travaux de Dinchuk et al. (2003) montrent que parmi sur les 24
clones d’ADNc de COX1 extraits de cortex humain, seul 7 possédent I'intron 1, mais avec une taille de
94 nucléotides. Ce defaut de nucléotide a pour effet d’introduire un décalage dans le cadre de
lecture lors de la transcription. Il se forme alors une protéine tronquée inactive. Le méme
phénomene est retrouvé chez le rat et la souris avec la rétention d’un intro de 98 pb provoquant
également un décalage de lecture et par conséquent la formation d’une protéine différente (Kis et
al.,, 2003; Warner et al., 2004). L'effet du paracétamol sur les COX est sujet a controverse. Il a été

pourtant montré que le paracétamol n’inhibe que modestement ces COX.

Suivant cette premiére théorie, le mécanisme du paracétamol impliquerait un effet
réducteur de celui-ci en piégeant les péroxydes, ce qui aurait pour effet de diminuer la forme

oxydée des COX les rendant alors inactives. Cette hypothése a été mise en avant pour la premiere
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fois par Hanel et Lands (1982). En effet, les COX sont des enzymes composées de deux sites actifs
(Figure 26) : un site capable dans un premier temps de catalyser des réactions de dioxygénation de
I'acide arachidonique en PGG; (site cyclooxygénase), puis dans un deuxieme temps un site
péroxydase catalysant des réactions de réduction de la PGG; instable en PGH, (précurseur entre
autres des PGE;). Cette derniere réaction réductrice des COX permet également a I'enzyme de
revenir a son état de repos. Dans cet ensemble de réactions, I’hypothése est que le paracétamol
réduirait la forme oxydée des COX empéchant ainsi I'activité péroxydase et la formation de
I'intermédiaire PGH, (Ouellet et Percival, 2001; Aronoff et al.,, 2006; Anderson, 2008). Plus
récemment, il a été démontré que parmi les endopéroxydes capables de régénérer les COX oxydées
par 'activité cyclooxygénase, les péroxynitrites étaient particulierement importants (Schildknecht et
al., 2005). Il a été aussi montré que le paracétamol était un puissant piégeur de ces péroxynitrites
bloquant ainsi la réduction de la forme oxydée de la COX et la formation de PGH; (Schildknecht et al.,

2008).

Peroxidase [ Cyclooxygenase
Domain N Domain

Figure 26. Différents modes d’action inhibiteurs du paracétamol sur I’activité des COX. Structure des deux
sites actifs de la cyclooxygenase : site cyclooxygénase et un site péroxydase. protoporphyrin (PP), Fer (Fe),
acetaminophen (APAP), péroxide (R-OOH), alcool (R-OH), acide arachidonique (AA), prostaglandin
endoperoxide G2 (PGG;). D’apres Schildknecht et al., 2008.
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Une deuxieme théoriplus récente, repose sur I'activité inhibitrice de ’AM404, un produit
de la métabolisation du paracétamol sur les COX (Hogestitt et al., 2005, Cf. 2°™¢ Chap.ll.3.c.
L’AM404 : une action inhibitrice sur les COX1 / COX2). En effet, cette hypothése est assez
séduisante, car ce métabolite du paracétamol est principalement formé au niveau central. Or,
I’action inhibitrice des COX par le paracétamol suggére également une action centrale, ce qui
conforterait que I'activité inhibitrice du paracétamol via I’AM404 sur les COX soit majoritairement

central. Cependant, cette théorie n’a actuellement pas été confirmée par d’autres études.
2. Autres hypotheses mécanistiques

a. Paracétamol et systeme opioidergique

Une étude de microdialyse spinale a mis en évidence que I'administration
intracérébroventriculaire de morphine était suivie d’'une augmentation de la libération de 5-HT
médullaire (Jung et al., 1994). De méme, une étude a montré une augmentation centrale de 5-HT
apres administration de paracétamol (Pini et al., 1996). De plus, I'effet antalgique de la morphine et
du paracétamol est altéré lors d’'une déplétion des stocks de 5-HT (Berge et al., 1983; Tjglsen et al.,
1991; Pini et al.,, 1996; Dogrul et al., 2012a) ou le blocage de récepteurs sérotoninergiques
(Kawamata et al., 2002; Bonnefont et al., 2005; Dogrul et al., 2012a). L’ensemble de ces arguments
peut amener a se poser la question d’'un mécanisme central similaire entre la morphine et le
paracétamol, avec un recrutement les voies sérotoninergiques descendantes modulatrices de Ia

douleur.

Des études chez I'animal montrent que I'administration d’un antagoniste des récepteurs p a
la morphine (la naloxone) diminue I'effet antalgique du paracétamol (Pini et al., 1997). Ces auteurs
ont alors proposé que le paracétamol puisse directement se fixer sur les récepteurs opioides de type
K mais cette possibilité a été infirmée (Pelissier et al., 1996; Raffa et Codd, 1996). Cette hypothese
est remise en cause par des articles ne retrouvant pas la perte d’efficacité antalgique du paracétamol
apres administration de naloxone (Pelissier et al., 1996; Madenoglu et al., 2010). Une étude clinique
menée sur 12 volontaires sains a également étudié I'impact d’une co-administration de naloxone (8
mg, i.v.) avec le paracétamol (1 g, i.v.). Les résultats montrent qu’un antagoniste opioidergique ne

modifie pas le potentiel analgésique du paracétamol (Pickering et al., 2013).

Ces données ne permettent pas d’écarter la possibilité que le paracétamol et les opioides
puissent mobiliser un méme systéme par des mécanismes distincts (Raffa et al., 2004). En effet, une
autre étude montre qu’une administration répétée de paracétamol et de morphine peut

indépendamment réduire le nombre de récepteurs y au niveau du cortex préfrontal. Les données
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indiquent également que parallelement a cette diminution des récepteurs y, la morphine perd son
efficacité analgésique tandis que le paracétamol conserve son potentiel antalgique (apres des
administrations réitérées). Ces résultats suggéreraient que le paracétamol ferait intervenir d’autres
récepteurs centraux que les récepteurs W, mais recruterait le méme systeme que la morphine dans le

renforcement des controles sérotoninergiques descendants.

b. Paracétamol et récepteurs a I’Adénosine A1/A2

L'adénosine est une substance endogene du SNC notamment impliquée dans la modulation
de la neurotransmission de fonctions physiologiques telles que la régulation de I'éveil et du sommeil,
mais aussi I’anxiété, la cognition et la mémoire, le systéme cardiovasculaire... (Latini et Pedata, 2001;
Sheth et al., 2014). Il existe 3 sous-types de récepteurs Al, A2 (A,a et Azp) et As. Le sous-type A; est
particulierement impliqué dans la douleur et les processus de modulation de la douleur. Le récepteur
A; est un RCPG couplé a une protéine G; inhibitrice, exprimé au niveau des couches superficielles
médullaires (Sawynok et Liu, 2003). Sa localisation post-synaptique lui confere un réle dans
I'inhibition de I'influ nerveux par I'ouverture de canaux K* suivie d’une hyperpolarisation (Patel et al.,
2001). Une activation des récepteurs A; spinaux revient a une inhibition de la libération de CGRP
(« calcitonin gene-related peptide ») provenant des FAPs porteuses du message nociceptif

(Mauborgne et al., 2002).

Tableau 9. Résumé des effets centraux des récepteurs a I'adénosine A; et A, et de leurs fonctions au niveau
médullaire. Dorsal root ganglion (DRG), calcitonin gene related peptide (CGRP). D’aprés Sawynok et Liu, 2003.

| Récepteur Site Effet

¢ Diminution de la douleur
o Diminution du courant Gadans les neurones des DRG

Chez I'animal (in vivo)

e Diminution de la libération de CGRP
A Fo_mf dorsa!e dela ’_“oe”e «  Hyperpolarisation des neurones médullaires
1 epiniére (pré-synaptique) « Activation des canaux K

Corne latérale de la moelle  Régulation du systeme sympathique
épiniére (post-synaptique) * Inhibition des afférences provenant des centreérgurs

« Implication incertaine dans la douleur

Chez 'animal (in vivo) «  Effet neuroprotecteur suite & un(e) trauma /ischémie

Aaa
Cammepenidiecelamects « Augmentation de son expression aprés ischémielspina

épiniéere
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L'implication potentielle du systeme adénosine dans le mécanisme d’action du paracétamol a
été mise en avant par l'utilisation de la caféine comme adjuvant dans certaines formulations du
paracétamol. En effet, la caféine est un antagoniste non sélectif des récepteurs A;, Aa et Az et a une
faible activité sur les récepteurs As. La caféine peut avoir intrinséquement des propriétés pro- ou
antinociceptives dépendamment des doses utilisées. Son effet propre antinociceptif peut étre
attribué au blocage des récepteurs A;a et Azs (Sawynok, 2011a; Tavares et Sakata, 2012). Son
utilisation comme adjuvant en association avec le paracétamol est débattue puisque certains auteurs
avancent que la caféine naméliore que tres peu I'effet antalgique du paracétamol. D’autres études
expliquent que la caféine, au contraire, amplifie et prolonge I'action du paracétamol avec une
accélération de son absorption (Renner et al., 2007; Sawynok, 2011a; Tavares et Sakata, 2012). La
corrélation entre le systéme adénosine et le paracétamol provient d’une étude chez I'animal
montrant qu’une faible dose de caféine (10 mg/kg) peut altérer I'effet antalgique du paracétamol
(Godfrey et al., 2006). Au contraire, des doses supérieures de caféine comprises entre 50 et 100
mg/kg améliorent I'effet du paracétamol (Siegers, 1973). Les résultats obtenus dans I'étude de
Godfrey et al. (2006) montrent que I'inhibition de I'effet antinociceptif du paracétamol par la caféine
serait dépendante des récepteurs A; spinaux ou supra-spinaux (Godfrey et al., 2006), n'excluant pas
I'implication des récepteurs A, dans le mécanisme d’action antalgique du paracétamol. L'effet
potentialisateur de la caféine a plus forte dose couplée au paracétamol résiderait dans |'effet
antinociceptif de la caféine sur les récepteurs Asa et Az qui s’ajouterait a I'effet antinociceptif du
paracétamol via les récepteurs A; (Godfrey et al., 2006; Sawynok, 2011b; Sawynok and Reid, 2012).
L’équipe de Sawynok et Reid (2012) s’est intéressée aux interactions du paracétamol avec le systéeme
adénosine. Leurs études confirment que le récepteur A; est impliqué au niveau spinal dans ['effet
antinociceptif du paracétamol. Chez les souris A;”", le paracétamol concerve un effet antinociceptif,
en revanche la caféine perd sa capacité a bloquer I'effet antalgique du paracétamol. Ces résultats
particulierement intéressants montrent que le mécanisme antalgique du paracétamol n’interagit pas
directement avec les récepteurs A;. En contrepartie, la caféine nécessite la présence de ces
récepteurs A; pour inhiber I'effet du paracétamol. L'implication des récepteurs A; dans le mécanisme

d’action antalgique du paracétamol serait secondaire.

Une étroite relation entre les récepteurs A; et 5-HT; existerait vis-a-vis du mécanisme
d’action antalgique du paracétamol (Sawynok et Reid, 2012; Liu et al., 2013). En effet, 'analgésie au
paracétamol (300 mg/kg, i.p.) est inhibée par une administration médullaire d’un antagoniste 5-HT;
(SB269970, 3 pg) et cette inhibition n’est pas retrouvée chez les souris A;”" (Dogrul et al., 2012a; Liu
et al., 2013). Il y aurait donc un lien fonctionnel entre les récepteurs A;/5-HT; au niveau spinal et le

mécanisme d’action antalgique du paracétamol via le renforcement des voies descendantes.
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c. Paracétamol et systéme cholinergique

Le systeme cholinergique est impliqué dans la modulation de la douleur avec un réle
prépondérant au niveau spinal. La libération médullaire d’acétylcholine faisant suite a un stimulus
douloureux provient généralement d’une activation des voies descendantes adrénergiques (Jones et
Dunlop, 2007). L"acétylcholine limite ainsi le relargage du neurotransmetteur excitateur (glutamate)
au niveau spinal et freine la propagation du message nociceptif (Li et al., 2002). Il est possible de
mimer la libération médullaire d’acétylcholine par I'administration d’agents cholinergiques ou
d’inhibiteurs de I'enzyme de dégradation acétylcholinestérase, pour induire un effet antinociceptif
(Jones et Dunlop, 2007). Il a également été montré que certains agents pharmacologiques tels que la
morphine, la clonidine et la dexmedetomidine peuvent provoquer une libération spinale

d’acétylcholine (De Kock et al., 1997; Chen et Pan, 2001; Kimura et al., 2012).

Une preuve indirecte d’une corrélation entre I'effet antinociceptif du paracétamol et
I'implication du systeme cholinergique est proposée par Miranda et al. (2002). Une évaluation
isobolographique de I'efficacité antinociceptive de la co-administration systémique de paracétamol
et d’'un inhibiteur de I'acétylcholinestérase (néostigmine), montre un effet synergique. Cependant,
lorsque le paracétamol est administré au niveau médullaire (i.t), I'association avec la néostigmine
systémique (i.p.) se limite a un effet additif. L'interprétation faite de ces résultats est une
coopération supra-spinale entre le paracétamol et le systeme cholinergique. Le postulat d’un effet
antinociceptif supra-spinal de la néostigmine via une stimulation des contréles descendants
s’associerait a I'effet cérébral du paracétamol lors de son administration systémique. Cependant, une
injection localisée au niveau médullaire ne permet pas une diffusion jusqu’au centre supérieur, ce qui
expliquerait I'absence d’effet synergique. Cette hypothése est cohérente avec les données d’une
autre étude sur l'inhibition de I'effet antinociceptif du paracétamol lors d’une déplétion des stocks
cérébraux d’acétylcholine par I’hémicholinium-3 (5 pg, i.c.v.) ou linjection systémique d’un
antagoniste muscarinique (atropine, 1 mg/kg i.p., Pinardi et al., 2003). L’équipe d’Abelson et al.
(2004) a étudié I'impact d’une administration systémique de paracétamol (300 mg/kg, s.c.) sur les
taux d’acétylcholine médullaire par microdialyse spinale. Dix minutes apres traitement, il y a une
diminution du relargage d’acétylcholine au niveau spinal qui perdure plus de 1h30. La diffusion
directement au niveau spinal de paracétamol n’a par contre aucun effet sur 'acétylcholine. Cette
étude conclut que le paracétamol n’interagit pas directement sur le systéme cholinergique au niveau
médullaire, en favorisant I'hypothése d’une implication supra-spinale avec d’autres systémes

(systéme sérotoninergique ou adrénergique, Cf. 3*™ Chap.ll.e. Systéme cholinergique).
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d. Implication du métabolite NAPQ/I sur du récepteur TRPA1

Le NAPQI (N-acétyl-p-benzoquinone imine) est un composé électrolytique issu de la
métabolisation du paracétamol par les cytochromes P450 (Cf. 1°* Chap.ll.3. Métabolisme et

élimination).

Le récepteur TRPA1 est un thermosenseur de la douleur au froid exprimé dans le soma des
fibres C et probablement des fibres AS des neurones sensoriels du DRG. Ce récepteur est impliqué
dans les processus inflammatoires, avec une augmentation de son expression et une contribution a

entretenir I’hypersensibilité (Andrade et al., 2012).

Un récent article publié par Andersson et al.,, (2011) propose une nouvelle hypothése
concernant le mécanisme d’action antalgique du paracétamol. Le NAPQI formé in situ et issu du
métabolisme du paracétamol, activerait les récepteurs TRPA1 médullaires pour induire un effet
antinociceptif. Les résultats présentés dans I'article montrent qu’une activation spinale du récepteur
TRPA1 produit un effet antinociceptif. Le paracétamol n’a pas d’activité propre sur ce récepteur, mais
son métabolite NAPQI peut induire une activation robuste du récepteur TRPAL. En effet, 30 et 60
minutes aprés administration systémique de paracétamol (300 mg/kg, s.c.), il est possible de
quantifier la forme stabilisée du NAPQI (L-cysteinyl-S-paracétamol). Il y aurait donc un métabolisme
médullaire du paracétamol pour former ce réactif intermédiaire NAPQI. Si ce dernier est directement
injecté par voie i.t., il produit un effet antinociceptif qui n’est pas retrouvé chez les souris TRPA17". Il
serait possible que du NAPQI soit formé suite a I'administration de paracétamol, conduisant a

I"activation de récepteur TRPA1 médullaire pour induire un effet antinociceptif.

Le mécanisme supposé qui résulte de I'activation spinale des récepteurs TRPA1 repose sur
une augmentation de l'influx calcique, ce qui produirait une dépolarisation puis une inhibition des
canaux calciques et sodiques voltages-dépendants, donc une diminution de I'activation des fibres C
post-synaptiques par la diminution pré-synaptique de la libération de neurotransmetteurs
excitateurs (Figure 27, Andersson et al., 2011). L'ensemble de ces données plaide en faveur d’une
implication des récepteurs TRPA1 spinaux dans I'effet antinociceptif du paracétamol via la formation

médullaire de NAPQ].
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Figure 27. Mécanisme inhibiteur des fibres nociceptives par [l'activation des récepteurs TRPA1l
médullaires. Le récepteur TRPA1l est exprimé au niveau des terminaisons post-synaptiques des fibres
afférentes primaires de la corne dorsale. Basée sur le schéma des récepteurs TRPV1 exprimés sur les mémes
fibres (Wu et al.,, 2005), I'activation du récepteur TRPA1l provoque alors une entrée de calcium
intracellulaire, qui aura pour effet d’augmenter I'activité calcineurine et de stimuler un rétrocontrole négatif
sur les « voltage-gated calcium channels » (VGCC) et les « voltage-gated sodium channels » (NaV) par leurs
déphosphorylations. La conséquence est alors une diminution de I'excitabilité et du relargage des
neurotransmetteurs par les fibres C. D’apres Andersson et al., 2011.

Cependant, cette hypothese reste trés peu étudiée et contestable. Les résultats présentés
dans I'article d’Andersson et al. (2011) ne montrent pas de lien direct entre une prise systémique de
paracétamol et une activation des récepteurs TRPA1 spinaux. En effet, une injection i.t. d’un
inhibiteur spécifique des récepteurs TRPA1 (ex : HC-030031) aurait permis de confirmer le role des
récepteurs TRPA1 dans le mécanisme antalgique du paracétamol. Il faut également noter que,
certains articles relatent un effet pronociceptif di a I'activation des récepteurs TRPA1 médullaires
(Klafke et al., 2012; Wei et al., 2013). Il est d’autant plus surprenant que plusieurs travaux ont
tendance a étudier le potentielle antinociceptif des antagonistes TRPA1 administrés au niveau spinal

(Miyakawa et al., 2014; Zhang et al., 2014).
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V. Reésumé du mécanisme d’action antalgique du
paracétamol proposée : Effet central et régions supra-
spinales impliquées ?

Le résumé de I'état actuel des connaissances du mécanisme d’action antalgique du
paracétamol nous permet de proposer le schéma mécanistique présenté dans la Figure 28.
L’évolution des recherches concernant le mécanisme d’action du paracétamol a permis de redéfinir

cet antalgique :

* Le paracétamol répond a la définition d’un promédicament: précurseur
dont leffet antinociceptif dépend de sa métabolisation conduisant a la
formation de son principe actif au niveau cérébrale : ’AM404 (Hogestitt et al.,

2005; Mallet et al., 2008, 2010; Barriere et al., 2013a).

* Ce métabolite actif AM404 est un lipoaminoacide aux propriétés

antinociceptives au niveau cérébral (Mallet et al., 2010).
* L’action antinociceptive du paracétamol implique une action centrale dépend
de plusieurs cibles : le récepteur TRPV1, le récepteur CB1 et le canal Cav3.2

(Mallet et al., 2008, 2010; Kerckhove et al., 2014).

* La finalit¢é du mécanisme antinociceptif du paracétamol est un renforcement des
voles descendantes sérotoninergiques modulant la douleur (Mallet et al., 2008,

2012; Dogtrul et al., 2012a).

Toutes ces expérimentations nous permettent de discriminer un effet périphérique d’un effet
central sans vraiment localiser la ou les régions cérébrales impliquées. Plusieurs structures
impliqguées dans la modulation de la douleur par les voies descendantes sérotoninergiques
pourraient étre de bons candidats. Parmi ces noyaux cérébraux de I’axe bulbo-spinal, la SGPA est un

noyau clé qui rassemble tous les critéres pour étre une cible privilégier du paracétamol, car :

* Elle exprime 'enzyme FAAH, essentielle pour la formation in situ de

PAM404 issue du p-aminophénol.

* Elle exprime également les récepteurs clés comme le récepteur TRPV1, le

récepteur CB1 et le canal Cav3.2.

* Elle est 2 méme de produire un effet antinociceptif suite a I’activation de

l'un de ces différents acteurs précédemment évoqués (TRPV1 et CB1).
*  Leffet antinociceptif qui résulte de l'activation du récepteur TRPV1 et/ou

CB1 dans la SGPA recrute les contrdles descendants sérotoninergiques

Ainsi, nous nous focaliseront sur le role de la SGPA dans le mécanisme antalgique du paracétamol.
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Figure 28. Vision globale de I'hypothése du mécanisme d’action antalgique du paracétamol. Schéma récapitulatif
des différentes étapes de la voie de métabolisations du paracétamol en AM404, ainsi que les protagonistes mis en
jeu dans son effet antalgique. (A) Le paracétamol est métabolisé au niveau du foie par les déacétylases hépatiques et
forme ainsi le p-aminophénol. Ce dernier peut diffuser au travers de la membrane hématoencéphalique (BHE) pour
étre métabolisé en AM404 dans les régions cérébrales exprimant I'enzyme FAAH. Le p-aminophénol est alors
conjugué a I'acide arachidonique (AA) pour former ’AM404. (B) L'AM404 est un agoniste des récepteurs TRPV1 qui
indirectement interagit également avec les récepteurs CB1 et Cav3.2. Ainsi, il induit un renforcement des voies
descendantes sérotoninergiques, en faveur d’une inhibition de la douleur au niveau médullaire.
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I. Lasubstance grise périaqueducale : un noyau central

dans la modulation de la douleur

1. Anatomie de /a substance grise périaqueducale

La substance grise périaqueducale (SGPA) est une région du mésencéphale dense en cellules,
qui entoure I'aqueduc de Sylvius. Elle se positionne au-dessus du tronc cérébral, juste aprés le
cervelet (Figure 29). Sa localisation est dans la continuité de la substance grise périventriculaire et se
situe au niveau rostral du 3™ ventricule, et au niveau caudal du 4°™ ventricule (aqueduc). La pointe
de la SGPA débute a la commissure postérieure et finit au niveau du locus coeruleus. La SGPA est
retrouvée chez tous les mammiféres. Son organisation structurelle est identique entre le lapin, le
chat, le singe, le rat et ’'homme (Mai and Paxinos, 2011; Paxinos, 2014). Sa position centrale en fait
un carrefour entre les informations sensorielles ascendantes et les processus de modulation
descendants. Chez I'homme, elle mesure environ 14 mm de longueur et 4 a 5 mm de largeur

(Linnman et al., 2011).

Medulla Oblongata

Figure 29. Localisation de la substance grise périaqueducale (SGPA) chez le rat.
La position de la SGPA chez ’lhomme est similaire. D’apres I'atlas de Paxinos et
al., 2004.

La SGPA est divisible radialement en plusieurs colonnes longitudinales orientées
rostrocaudalement (Figure 30). Chacune des colonnes est nommée en fonction de sa position par
rapport a l'aqueduc: dorsomédiane (dm-SGPA), dorsolatérale (dI-SGPA), latérale (I-SGPA) et
ventrolatérale (vI-SGPA). Cette organisation a été proposée par Carrive et Bandler (1991) sur la base
des connexions structurelles et fonctionnelles de la SGPA. Une autre organisation structurelle, plus
rarement employée, est basée sur la distribution neurochimique de I'enzyme NADPH-diaphorase

(Mai and Paxinos, 2011; Paxinos, 2014).
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Nous détaillerons les connexions structurelles et fonctionnelles de la SGPA. Ces colonnes
recoivent différentes afférences projetant sur d’autres structures (efférences). Chacune de ces

parties est reliée a différents noyaux pour former un réseau (Figure 30).
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Figure 30. Circuit des connexions entre la SGPA et les autres régions cérébrales ou médullaires. (A) Schéma
général des connexions fonctionnelles entre la SGPA et les régions centrales.(B) Afférences et efférences
entres les différentes colonnes de la SGPA et les noyaux centraux : dorsomédiane (dm), dorsolatérale (dl),
latérale (I), ventrolatérale (vl), cortex cingulaire antérieur (ACC), cortex préfrontal dorsomédian (dmPFC),
cortex préfrontal ventromédian (vmPFC), cortex préfrontal ventrolatérale (vIPFC) et substance blanche
(WM). D’apres Linnman et al., 2012a.

a. Les afférences

Les afférences proviennent des parties antérieures du cerveau et concernent
majoritairement le systéme limbique ainsi que le cortex préfrontal. Plus précisément, la SGPA recoit
des projections du cortex insulaire/temporal et de I’"hypothalamus. Quelques connexions afférentes
sont observées avec le thalamus. La vI-SGPA recoit des projections de la partie centrale de
I'amygdale. D’autres connexions annexes moins importantes proviennent des ganglions de la base
(noyau accumbens, le globus pallidus (Dujardin and Jirgens, 2005; Linnman et al.,, 2011; Mai and

Paxinos, 2011).
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Les afférences issues du tronc cérébral proviennent du /ocus coeruleus et du noyau latéral
parabrachial. La vI-SGPA recoit également des projections de la partie ventromédiane et
dorsomédiane du tronc cérébral. La partie médullaire ventrolatérale du tronc cérébral projette en
direction de la dm-SGPA, la I-SGPA et la vI-SGPA. La partie mésencéphalique projette également des
connexions provenant de l'olliculus (supérieur et inférieur), du tegmentum, du noyau cunéiforme, de

la substance noire et du raphé dorsal (Linnman et al., 2011; Mai and Paxinos, 2011).

Les afférences provenant de la région médullaire sont originaires de la couche superficielle |
de la corne dorsale, mais également des couches plus profondes V, VIl et X. En général, elles ciblent
les parties latérales et ventrolatérales de la SGPA. Les projections issues du trijumeau ciblent la partie
rostrale de la I-SGPA et vI-SGPA. Quant aux parties caudales de la I-SGPA et vI-SGPA, elles recoivent

des afférences des zones cervicales et lombaires (Mai et Paxinos, 2011; Linnman et al., 2012a).

b. Les efférences

Des tracés antérogrades ont dévoilé l'origine des efférences provenant des parties
antérieures du cerveau. La SGPA projette principalement sur le diencéphale (hypothalamus et
thalamus). Les projections thalamiques, et plus précisément le noyau paraventriculaire, concernent
toutes les sous-colonnes de la SGPA avec une prédominance pour la colonne dorsolatérale. Quant
aux colonnes latérales et ventrolatérales, elles sont connectées avec les noyaux intralaminaires et
médians du thalamus. En effet, ces noyaux contribuent a la voie paléospinothalamique, qui transmet
la douleur lente et diffuse provenant des fibres C jusqu’aux centres limbiques supérieurs. Ainsi, la
SGPA peut accéder aux centres supérieurs par le relais thalamique (Mai et Paxinos, 2011; Linnman et

al., 2012a).

Les projections de la SGPA sur le tronc cérébral concernent majoritairement la partie
mésencéphalique. Les projections sont au niveau du locus coeruleus et du noyau latéral parabrachial

(Linnman et al., 2011; Mai and Paxinos, 2011).

Les projections médullaires de la SGPA ciblent les couches intermédiaires et profondes de la
corne dorsale (V, VIl et VIII). La SGPA n’ayant pas de connexion directe avec les couches superficielles
de la moelle épiniere, elle doit obligatoirement passer par le relais de la RVM (plus particulierement
la partie du raphé magnus). Ces projections sont d’origine latérale a ventrolatérale (Linnman et al.,

2011; Mai and Paxinos, 2011).
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2. Neurochimie de la substance grise périaqueducale

a. Les monoamines

Les catécholamines sont majoritairement exprimées au niveau des neurones de la colonne
dorsale de la SGPA. Des fibres dopaminergiques sont retrouvées dans la zone rostrale de la SGPA
tandis que des neurones adrénergiques et noradrénergiques sont situés dans la partie caudale. Ces
derniéres sont interconnectées avec le locus coeruleus. Des récepteurs a-2-adrénergiques sont
également retrouvés au niveau de la vI-SGPA. Ceci souligne la présence des voies descendantes
adrénergiques impliquées dans la modulation de la douleur. Des récepteurs muscariniques et

nicotiniques sont retrouvés au niveau de la dI-SGPA (Mai et Paxinos, 2011).

La sérotonine est présente au niveau des parties latérales et ventrolatérales de la SGPA, ainsi
que les récepteurs 5-HTiappr et 5-HT.ac Les récepteurs 5-HTisp sont positionnés au niveau

pré-synaptique. Les récepteurs 5-HT1a et 5-HT,acsont a la fois pré- et post-synaptiques.

L'ensemble de ces monoamines peut ainsi participer a la modulation de la transmission

synaptique (Jeong et al., 2013).

b. Les aminoacides

Les deux aminoacides excitateurs glutamate et aspartate, ainsi que les aminoacides
inhibiteurs GABA et glycine, sont retrouvés dans toutes les colonnes de la SGPA. De nombreux
récepteurs mGLU et GABA sont également exprimés (Wilson-Poe et al., 2013, 2014; Palazzo et al.,

2014).

c. Les neuropeptides

Parmi les nombreux neuropeptides retrouvés dans la SGPA, il y a les enképhalines, les
dynorphines et les endorphines. Des fibres enképhalinergiques sont d’ailleurs retrouvées au niveau
des colonnes dorsomédianes, latérales et ventrolatérales de la SGPA. Ces fibres proviennent
principalement de I’"hypothalamus. La SGPA exprime de nombreux récepteurs aux opioides, dont les

récepteurs i et k (Mai AMD Paxinos, 2011; Wilson-Poe et al., 2012; Bodnar, 2013).

D’autres neuropeptides sont retrouvés comme la substance P en grande quantité dans la dl-

SGPA, mais aussi la neurotensine, le CGRP, la somatostatine... (Mai et Paxinos, 2011).

d. Les endocannabinoides

Les endocannabinoides sont déterminants dans la SGPA puisqu’ils interviennent dans de

nombreux processus physiologiques comme le stress ou I'analgésie. Les endocannabinoides les plus
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représentés a ce niveau sont le 2-AG et I’AEA. Le stress induit une augmentation des taux de ces
d’endocannabinoides dans la SGPA (Hohmann et al.,, 2005). Les récepteurs CB1 sont également

exprimés au niveau de la SGPA (Casarotto et al., 2011).

La SGPA est une région avec une grande diversité d’expression d’agents neurochimiques
impliqués dans différentes fonctions physiologiques que nous allons étudier. L'implication dans la

douleur de ces composés neurochimiques présentés précédemment sera également abordée.

3. Réles physiologiques

Pour comprendre le réle d’une région cérébrale, plusieurs stratégies peuvent étre employées.
Une stimulation électrique ou l'injection d’aminoacides excitateurs sont utilisées afin d’évaluer les
répercussions de l'activation de certains noyaux cérébraux. Une lésion mécanique, chimique ou
thermique, est une autre possibilité pour comprendre I'impact de la perte de fonctionnalité de la
zone ciblée. Ainsi, grace a plusieurs de ces techniques (Figure 31A) des roles fonctionnels distincts
ont été découverts pour chacun des sous-noyaux de la SGPA (Figure 31B). Entre autres, la partie
dorsale de la SGPA se révele étre impliquée dans les phénomeénes de stress et des comportements
défensifs, avec toutes les adaptations physiologiques que cela engendre. La stimulation de la partie
plus ventrale de la SGPA, quant a elle, entraine une diminution de I'activité (comportement passif) et

une hyporéactivité et une diminution de la sensibilité a la douleur (Mai et Paxinos, 2011).

Dans les paragraphes suivants, nous étudierons plus en détail les différentes fonctionnalités

de la SGPA.

Methods Behaviors

Pain

[ Volume changes Active coping strategies

evoked from the IPAG and

the dIPAG
[ Lesions —J| Pain inhibition
Neurochemistry
[ Activation Cardiovascular
Passive coping strategies
e ——— ) evoked from the vIPAG a
Siuchun) Bowel function
Connections Yty %
NI

(" Functional ""vb'“’*q,,u
' oonnec"vity [ Micturition %"be%’

Figure 31. Résumé des systéemes biologiques modulés par les différentes colonnes de la SGPA. (A) techniques
utilisés pour étudier I'impact de la SGPA dans différents systémes physiologiques. (B) différenciation des roles
physiologiques des différentes parties de la SGPA. Dorsomédiane (dm), dorsolatérale (dl), latérale (l) et
ventrolatérale (vl). D’apres Linnman et al., 2011.
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a. Fonction cardiaque et vasculaire

La SGPA peut interagir avec le rythme cardiaque et la pression artérielle, comme une réponse
adaptative face a une situation de stress. Une étude clinique menée par I'équipe de Green et al.
(2005) montre qu’une stimulation électrique profonde de la partie ventrale de la SGPA effectuée sur
15 patients conduit a une diminution de la pression systolique chez 7 d’entre eux. La stimulation de
la zone dorsale de la SGPA induit quant a elle une augmentation de la pression systolique chez 6 de
ces patients. L'utilité de ces stimulations profondes pour prévenir les chutes brutales de la pression
artérielle dans les cas d’hypotension orthostatique a été démontrée, suggérant par la méme occasion
que la stimulation de la zone ventrale de SGPA serait une piste dans le traitement des hypertensions
(Green et al., 2006a, 2007). Des effets cardiaques sont également décrits. Une stimulation de la
partie dorsale de la SGPA conduit a une tachycardie, tandis que la stimulation de la vI-SGPA provoque
une bradycardie (Linnman et al., 2011). La SGPA aurait donc un réle cardiaque et vasculaire
important en modulant I'activité du systéme sympathique (Johnson et al., 2004; Green et al., 2006a,

2006b; Dampney et al., 2013).

b. Anxiéeté et comportement defensif

La SGPA participe a une modulation comportementale et émotionnelle. Une expérimentation
étudiant I'impact d’une activation de la SGPA par micro-injection d’acides aminés excitateurs
(glutamate, aspartate, kainate..) a montré chez le chat et le rat un changement radical de
comportement. En effet, les animaux présentant un comportement calme et placide sont devenus
agressifs et sur la défensive (Bandler et Carrive, 1988; Bandler et al.,, 1991; Depaulis et al., 1992).
Cette dualité entre les parties dorsales et ventrales de la SGPA se retrouve dans d’autres états
émotionnels. La stimulation de la partie dorsale et latérale produit des comportements spontanés de
sauts et de course, qui s’opposent a I'immobilité qui suit la stimulation de la colonne ventrale de la
SGPA (Morgan et al., 1998). La SGPA est donc impliquée dans la gestion des émotions instinctives et

peut interagir dans I'appréhension face un stimulus prédit comme dangereux.

c. Douleur

Le réle de la SGPA dans la nociception a été découvert au travers de I'expérimentation de
Reynolds et al. (1969). Son étude a montré qu’une stimulation électrique de la SGPA induisait une
analgésie suffisamment profonde pour effectuer une opération chirurgicale abdominale sans I'apport
d’anesthésique. Cette stimulation viendrait inhiber I'activité des neurones nociceptifs au niveau de la
corne dorsale de la moelle épiniere (Liebeskind et al., 1973). Par la suite, plusieurs investigations ont

étudié I'impact de 'activation de la SGPA. En utilisant une stimulation par micro-injections d’acides
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aminés excitateurs, plusieurs effets ont été retrouvés dont une analgésie (Bandler et Shipley, 1994;
Morgan et al., 1998). Une autre étude a évalué I'impact de Iésion électrolytique de la dI-SGPA et de Ia
vI-SGPA sur la nociception (Lei et al., 2014). Le constat est que la Iésion de la dI-SGPA est capable
d’inhiber une hyperalgie mécanique, alors que la lésion de la vI-SGPA bloque I'hypoalgie thermique
induite par les contréles descendants. Ainsi, la dI-SGPA et la vI-SGPA peuvent respectivement
intervenir dans la facilitation ou I'inhibition de la douleur par les contréles descendants (Lei et al.,

2014), ce qui confirme le réle primordial de la SGPA dans la modulation endogéne de la nociception.

L'équipe de Green et al. s’est appuyée sur les données issues de |'animal pour prouver le
potentiel de la stimulation profonde au niveau de la SGPA chez 'homme. Leurs résultats, trés
encourageants, ont montré que la stimulation de la partie ventrale de la SGPA pouvait conduire a
une analgésie et que cette méthode pouvait représenter une alternative thérapeutique pour le
traitement des douleurs chroniques neuropathiques réfractaires aux traitements pharmacologiques
(Young et Chambi, 1987; Bittar et al., 2005; Green et al., 2006b, 2007). Plusieurs autres études

cliniques ont permis d’obtenir les résultats présentés dans la Tableau 10.

Nombre de Efficacité a court | Efficacité a long
patients terme terme

6 6 (100%) 5 (83%)

22 16 (73%) Tableau 10. Récapitulatif des essais cliniques

17 0(0%) concernant la stimulation électrique profonde de la

11 11 (100%) 9 (82%) SGPA dans le traitement des douleurs chroniques.

65 64 (98%) 50 (77%) Efficacité de la stimulation profonde de la SGPA a

- 7 (100%) cour.t terme et a long terme Fhez de.s patients

. T SR attel.nts. ,d\e douleurs chronlques‘ |r,1curabl.es.
L'efficacité a court terme correspond a I"évaluation

33 29 (88%) 22 (67%) du soulagement de la douleur chez le patient éveillé

42 33 (79%) et stimulé pendant la chirurgie d’implantation des

17 16 (94%) 15 (88%) électrodes. Lefficacité a long terme concerne les

52 45 (87%) 33 (63%) effets de la stimulation les mois suivant

5 ] I’implantétion dt?s électrodes. D’apres Bittar et al.,
2005; Mai et Paxinos, 2011.

4 1(25%)

8 0 (0%)

14 0 (0%)

52 30 (58%) 18 (35%)

3 0 (0%)
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/l. Réle de /a substance grise périaqueducale dans /a

modulation de /a douleur

Nous avons précédemment évoqué les fonctions clés de la SGPA dans le réseau des voies
descendantes sérotoninergiques bulbo-spinales. Dans un 1° temps, nous détaillerons les
mécanismes cellulaires impliqués dans la modulation des contréles descendants puis nous

aborderons les remaniements engendrés par les douleurs pathologiques chroniques.

1. Mécanismes cellulaires mis en jeu dans la modulation des contréles

descendants

L'activité de la SGPA est dépendante d’un équilibre entre facteur excitateur (glutamate) et
facteur inhibiteur (GABA, Figure 32). L'injection in situ d’un acide aminé excitateur ou d’un inhibiteur
du transport au glutamate peut moduler positivement la SGPA et donc activer les voies descendantes
sérotoninergiques (Bandler et Shipley, 1994; Morgan et al., 1998, 2009; Drew et al., 2008, Figure
32B). D’autre part, plusieurs auteurs ont montré qu’une désinhibition GABAergique de la SGPA induit
également un effet antinociceptif via I'activation des contrdles descendants (Drew et al., 2008; Liao
et al.,, 2011; Lau and Vaughan, 2014; Lau et al.,, 2014). Il existe de nombreux récepteurs post-
synaptiques pouvant directement moduler la SGPA, tout comme certains récepteurs pré-synaptiques
présents sur les afférences glutamatergiques et GABAergiques peuvent respectivement activer ou

inhiber la SGPA.

Au niveau des afférences entrantes dans la SGPA, différents récepteurs pré-synaptiques
(notamment les récepteurs CB1 et TRPV1) sont exprimés sur ces deux types de fibres
(glutamatergiques/GABAergiques). Leurs roles interviennent dans la modulation de cet équilibre en
glutamate et GABA, pour sélectivement favoriser une activation ou une inhibition de la SGPA qui va
respectivement inhiber ou faciliter la douleur. A I’état basal, la SGPA est sous un tonus inhibiteur

GABAergique.

D’autres systemes peuvent intervenir pour moduler I'activité de la SGPA au niveau de
récepteurs post-synaptiques. La Figure 33 résume I'ensemble des systémes pouvant intervenir dans
la modulation de la SGPA. L'activité de la SGPA dans la modulation de la douleur implique une
cascade de signalisations cellulaires pouvant étre initiées par différents systemes (Figure 33). Le
point commun a tous ces systemes est un récepteur RCPGq exprimé au niveau de la synapse post-
synaptique de la SGPA. La fixation du ligand provoque I'activation de la protéine G4 sous forme liée
au GTP. Cela conduit a sa translocation vers la phospholipase C B (PLCB), qui permet de catalyser la

réaction d’hydrolyse du PIP2 en inositol triphosphate (IP3) puis la formation de diacylglycérol (DAG).

84



LA SUBSTANCE GRISE PERIAQUDUCALE : CENTRE DE MODULATION DE LA DOULEUR
ET IMPLICATION DANS L’EFFET ANTINOCICEPTIF DU PARACETAMOL ?

Le DAG est ensuite hydrolysé par la diacyldlycérol lipase a (DAGLa) pour générer I'endocannabinoide
2-AG. Ce dernier qui diffuse au travers des membranes synaptiques pour activer les récepteurs CB1
pré-synaptiques (Kano et al.,, 2009; Reisenberg et al., 2012; Hu et al.,, 2014, Figure 32). La
particularité des récepteurs CB1, au niveau de certaines régions supra-spinales, est qu’ils sont
exprimés majoritairement au niveau pré-synaptique des interneurones inhibiteurs GABAergiques.
Leur activation revient donc a bloquer la libération de GABA et, par conséquent, désinhiber le tonus
inhibiteur sur la SGPA, ce qui active les contrdles descendants (Marsicano et Lutz, 1999, 2006;

Freund et al., 2003).

De nombreux systemes peuvent ainsi moduler la douleur via cette cascade, soit en activant
directement au niveau post-synaptique des RCPG, soit en modulant la libération de glutamate et de

GABA (Figure 32).

@ Glutamate

® GABA
Q 2-A6
Facilitation de la douleur & AM404 inhibition de la douleur

Figure 32. Mécanisme général de désinhibition GABAergique de la SGPA par le rétrocontrdle CB1 par les RCPG,. (A) La SGPA
est sous un tonus inhibiteur GABAergique, (B) il existe différents systémes d’activations de RCPG, pouvant initier la cascade
RCPG4-PLC-DAGL-2-AG responsable de I'inhibition de tonus GABAergique via les récepteurs CB1. Récepteur couplé a une
protéine Gq (RCPGg), phospholipase C (PLC), diacylglycerol (DAG), diacylglycérol lipase (DAGL), 2-arachidonylglycérol (2-AG),
récepteur CB1 et récepteur GABA.

a. Systeme endocannabinoidergique

La SGPA présente une composante endocannabinoidergique tres importante. Elle intervient
dans divers phénomeénes biologiques, dont la modulation de la douleur (Kano et al., 2009; Lau et al.,
2014). Il a été montré qu’une stimulation douloureuse (injection i.pl. d’une solution de formaldéhyde
4%) induit une libération d’endocannabinoides au niveau de la SGPA (Walker et al., 1999). Ces

endocannabinoides ainsi libérés réduisent les symptomes douloureux via une levée d’inhibition et
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donc un renforcement des controles descendants (Luchicchi et Pistis, 2012). Plusieurs auteurs ont
noté que I'administration systémique ou in situ (dans la vI-SGPA) d’un agoniste CB1 induit un effet
antinociceptif (Lichtman et al., 1996; Palazzo et al., 2001). Il est aussi possible d’induire un effet
antinociceptif en augmentant artificiellement le taux d’endocannabinoides au niveau de la SGPA,
grace a des inhibiteurs des enzymes de recapture ou de dégradation des endocannabinoides (comme
I"'URB597, AM602 ou le JZL184 (Maione et al., 2006; Lau et al., 2014). L’effet analgésique provoqué
par la stimulation profonde de la SGPA est par ailleurs bloqué par ce méme antagoniste (Walker et
al., 1999). L'effet inverse peut étre retrouvé puisque I'administration d’un antagoniste des récepteurs
CB1 (SR141716A) dans la SGPA accentue I'hyperalgie sur les tests au formol et de la plaque chaude
(Richardson et al.,, 1998a). Cet effet inhibiteur, qu’il soit initié par des agonistes endogénes ou
exogenes, recruterait I'axe bulbo-spinal (SGPA-RVM-moelle épiniere) via la voie décrite
précédemment (Figure 32). Les récepteurs CB1 étant présent majoritairement sur les terminaisons
pré-synaptiques des interneurones GABAergiques (Marsicano and Lutz, 1999; Freund et al., 2003),
leur activation revient a lever le frein GABAergique pour renforcer les voies descendantes inhibitrices

de la douleur.

b. Systéeme endovanilloide

Les récepteurs TRPV1 dans la vI-SGPA ont un role dans la modulation de la douleur. En effet,
I'injection intranucléaire d’un agoniste des récepteurs TRPV1 (capsaicine, 6 nmol) induit un effet
antinociceptif sur des tests de douleur thermique (test de la plaque chaude, « tail flick test » ou
encore « plantar test ») (Palazzo et al., 2002; McGaraughty et al., 2003; Starowicz et al., 2007;
Mohammadi-Farani et al., 2010; Liao et al., 2011). Inversement, le blocage du récepteur TRPV1 dans
la SGPA (iodorésiniferatoxine, 0,5 nmol) induit a lui seul une hyperalgie thermique (Starowicz et al.,
2007). L'effet antinociceptif di a I’agoniste des récepteurs TRPV1 est bloqué par sa co-administration

avec I'antagoniste résinifératoxine (0,5 nmol) (Starowicz et al., 2007).

Entre 2002 et 2011, plusieurs équipes ont mis en évidence le mécanisme mis en jeu dans
I'effet antinociceptif des agonistes TRPV1 administrés dans la vI-SGPA. L'effet est corrélé a un
renforcement des controles descendants (Palazzo et al., 2002; Liao et al., 2011). Une voie cellulaire a
également été proposée : I'activation du récepteur TRPV1 exprimé au niveau pré-synaptique des
fibres afférentes glutamatergiques de la SGPA conduit a une libération de glutamate. Ce glutamate
va en retour stimuler les récepteurs mGLURS (RCPGg) au niveau post-synaptique de la SGPA pour
initier la cascade précédemment expliquée (Figure 32). La stimulation de la synthése du 2-AG qui
résulte de cette cascade va alors permettre une activation des récepteurs CB1 et donc une inhibition

du tonus GABAergique sur les contrbles descendants. Ainsi, I'effet antinociceptif de I'activation des
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récepteurs TRPV1 dans la SGPA dépend d’une activation des récepteurs CB1 et d’un renforcement

des contrbles descendants (Liao et al., 2011; Gregg et al., 2012).

Il faut malgré tout émettre un bémol sur cet effet. Il a été démontré que I'activation des
récepteurs CB1 n’est pas toujours corrélée avec un effet antinociceptif. Les travaux de Maione et al.
(2006) montrent qu’une faible quantité d’agoniste CB1 (WIN55,212-2) ou d’inhibiteur de dégradation
des endocannabinoides (URB597) administré dans la vI-SGPA s’avére étre pronociceptif dans le test
de Hargreaves. Il faut savoir que les récepteurs CB1 sont majoritairement présents sur les
terminaisons GABAergiques. Il y a également, en moindre quantité, des récepteurs CB1 sur les
terminaisons glutamatergiques, ce qui améne a considérer 2 possibilités pour expliquer ce

phénoméne pro/antinociceptif :

e A faibles doses, un agoniste CB1 (WIN55,212-2) favoriserait I'activation des
récepteurs CB1 présents sur les terminaisons présynaptique glutamatergiques. 11
y aurait une inhibition du relargage de glutamate et une inactivation des controles
descendants. L’URB597 a faible dose favoriserait 'augmentation du 2-AG qui,
prioritairement, activerait les récepteurs CB1 présents sur les fibres
glutamatergiques.

e A forte dose, le WIN55,212-2 favoriserait 'activation des récepteurs CB1 des
fibres GABAergiques, levant ainsi linhibition. L’URB597 a forte dose
augmenterait les taux d’AEA et de 2-AG. Il y aurait donc a la fois une activation

des TRPV1 et une inhibition GABAergique via les récepteurs CB1.

Ces auteurs ont aussi mis en évidence que I’hyperalgie induite par une faible dose d’'URB597
est relayée par une diminution de la fréquence de dépolarisation des cellules OFF et une
augmentation de la réponse des cellules ON. Cet effet est dépendant des récepteurs CB1. Et
inversement, I'analgésie médiée par une forte dose d’'URB597 est corrélée a une augmentation de la
fréquence de dépolarisation des cellules OFF et une diminution de la réponse des cellules ON, qui

cette fois est dépendant des récepteurs TRPV1.
Les récepteurs CB1 et TRPV1 dans la SGPA ont donc un réle important dans le contréle
dynamique des contréles descendant via la RVM.

c. Systéeme mGLUR

La représentation des récepteurs mGLUR au niveau des projections pré-synaptiques de la
SGPA est plus diversifiée. L'effet antinociceptif ou pronociceptif dépend du récepteur

glutamatergique recruté. Ces récepteurs sont classés en 3 familles :
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* Les mGLUR I (mGLUR; et mGLURs) sont des récepteurs RCPG, dont
Pactivation au niveau de la SGPA induit un effet antinociceptif (Maione et al.,
1998a, 2000).

* Les mGLUR II (mGLUR; et mGLURs3) sont des récepteurs RCPGio, dont
activation induit un effet pronociceptif (Maione et al., 1998a, 2000).

* Les mGLUR III (mGLUR4; mGLURs, mGLUR;, mGLURg) sont des
récepteurs RCPGi/, plaidant en faveur d’un effet pronociceptif (Maione et al.,
1998a, 2000). Par exemple, il a été montré que Iactivation spécifiquement des
récepteurs mGLR7 diminuait les seuils de douleur, traduisant une inhibition des
voies descendantes en faveur d’un effet facilitateur de la douleur (Marabese et al.,

2007).

Ces récepteurs sont activés par la libération de glutamate provenant des synapses
pré-synaptiques des neurones glutamatergiques. La stimulation de ce relargage peut étre opérée par
I’activation en amont d’autres systemes (dont le systeme
neurokinine/neurotensine/cholecystokinine expliqué ci-dessous) ou bien par des récepteurs pré-
synaptiques tels que le récepteur TRPV1. Plusieurs ligands endogénes de ces récepteurs TRPV1
comme les endovanilloides et certains endocannabinoides (AEA) peuvent stimuler la libération de
glutamate (Maione et al.,, 2006; Kawahara et al.,, 2011), ce qui pourrait d’ailleurs expliquer
I'implication du systéeme endocannabinoidergique dans la modulation de la douleur. Certains ligands
exogénes comme la capsaicine peuvent également stimuler la libération de glutamate (Liao et al.,

2011).

Au vu des effets antinociceptifs des agonistes mGLUR |, et plus particulierement le sous-type
MGLURs (Drew et al., 2008; Gregg et al., 2012), plusieurs travaux ont été menés pour comprendre
son mécanisme. Le récepteur mGLURs est principalement exprimé au niveau pré-synaptique des
fibres glutamatergiques. De plus, son activation induit a la fois une désinhibition des courants
GABAergiques et un effet antinociceptif. Cet effet est bloqué par un antagoniste mGLURs (MPEP) ou
un antagoniste des récepteurs CB1 (AM251). Le mécanisme mis en jeu est le méme que pour
I'orexine et la choline. Le récepteur mGLURS est un RCPGq, dont I'activation initie la cascade (Cf. 1.
Mécanismes cellulaires mis en jeu dans la modulation des controles descendants et Figure 32)
responsable de la levée de I'inhibition GABAergique sur la SGPA (Figure 33, Drew et al., 2008; Liao et
al., 2011; Gregg et al., 2012; Wilson-Poe et al., 2013; Hu et al., 2014; Palazzo et al., 2014). Ainsi, ce

systéme est a méme de moduler la réponse nociceptive via les contréles descendants.
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d. Systéme orexine

Les orexines (OXA et OXB) est un neuropeptide hypothalamique. Il exerce différentes
fonctions biologiques comme le sommeil, le systeme de la récompense, I'homéostasie énergétiques
et intervient dans le contrdle de la douleur (Chiou et al., 2010). Son mécanisme implique I'activation
de récepteurs RCPG, : OX1 et OX2 (Chiou et al., 2010; Hu et al., 2014, Figure 33). Ces récepteurs sont
exprimés entre autres dans la zone perifornicale et latérale de I'hypothalamus, et y projettent leurs
neurones sur la SGPA (Peyron et al., 1998; Horvath et al., 1999). Il a été montré qu’une injection dans
la vI-SGPA d’un agoniste des OX1 induit un effet antinociceptif (Azhdari Zarmehri et al., 2011). Son
role dans la douleur a été élucidé par l'article de Ho et al. (2011), montrant I'implication des
récepteurs OX1 dans la modulation de la douleur au niveau de la SGPA. Son mécanisme montre que
I’activation du récepteur OX1 par I’OXA réduit les courants inhibiteurs GABAergiques par la technique
d’électrophysiologie sur tranche de SGPA. L'utilisation d’antagonistes des récepteurs OX1 et CB1
bloquent ces courants inhibiteurs GABAergiques, ce qui traduit I'implication d’un systeme orexine
dépendant des récepteurs OX1 et CB1. Il existe des similitudes entre le systéme cannabinoide et le
systeme orexine au niveau de la SGPA. En effet, 'administration d’un agoniste CB1 (WIN55,212-2)
dans la SGPA mime les effets de 'OXA. De méme, un inhibiteur de I'enzyme de dégradation du 2-AG,
la MAGL (URB602) amplifie I'action de I’OXA. Plusieurs données justifient que I’effet antinociceptif de
I'orexine dans la SGPA est dépendant de la cascade cellulaire détaillée précédemment (Cf. 3°™
Chap.ll.1. Mécanismes cellulaires mis en jeu dans la modulation des contrdles descendants)
puisque I'inhibition de chacun de ces acteurs (PLC, DAGL) bloque I'effet antidépresseur de I’OX1 sur
les courants GABAergiques (Ho et al., 2011). Le systéme orexine est semble étre un acteur impliqué

dans la modulation de la douleur au travers d’une activation des voies descendantes (Figure 33).

e. Systeme cholinergique

La SGPA recoit des projections cholinergiques provenant du tegmentum pontique (Woolf et
al., 1990). Il a été montré qu’une injection d’agoniste cholinergique dans la SGPA produit un effet
analgésique (Guimardes et al.,, 2000; Lau and Vaughan, 2008). Une étude électrophysiologique
(« patch clamp » sur tranche) montre que I'application de carbachol (agoniste cholinergique non
spécifique) ou d’un inhibiteur de I'enzyme de dégradation de I'acétylcholine (acétylcholinestérase)
tel que la physostigmine supprime les courants inhibiteurs GABAergiques (Lau et Vaughan, 2008). Le
mécanisme décrit que la stimulation de la libération d’acétylcholine va activer les récepteurs M1/M3
sur les fibres post-synaptiques. Ces récepteurs M1/M3 sont des RCPGq initiant les voies
précédemment indiquées (Cf. 3*™® Chap.ll.1. Mécanismes cellulaires mis en jeu dans la modulation

des contrdles descendants). En effet, I'action du carbachol est réduite par I'application d’un
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antagoniste muscariniqgue M1/M3. DE la méme maniére que pour I'orexine, il est suggéré que les
effets des agonistes cholinergiques au niveau de la SGPA induit la synthese de 2-AG. Le 2-AG
diffusant au niveau extracellulaire active les récepteurs CB1 pré-synaptiques des fibres GABAergiques
et bloque ainsi la libération de GABA. La conséquence sera une désinhibition des controles

descendants et un effet antinociceptif (Hu et al., 2014, Figure 33).

f. Systéme neurokinine/neurotensine/cholécystokinine

En amont de la SGPA, au niveau du soma des neurones glutamatergiques projetant sur la
SGPA, divers récepteurs peuvent moduler la libération de glutamate (Figure 33). La substance P, la
neurokinine et la cholécystokinine peuvent activer respectivement les récepteurs a la neurokinin 1, a
la neurotensine 1/2 et CCK1 pour induire un effet antinociceptif via la stimulation de la libération de
glutamate (Behbehani et Pert, 1984; Rosén et al., 2004; Mitchell et al.,, 2011). Leurs activations
provoquent une réduction des courants inhibiteurs GABAergiques. Cependant, cette action est
annihilée par [linhibition des récepteurs mGLUR5 (MPEP) et CB1 (AM251), rétablissant Ia
transmission GABAergique (Drew et al., 2009; Mitchell et al., 2009, 2011). Ces données justifient

I'implication de la voie de désinhibition de la SGPA par le récepteur RCPGq mGLURS.
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Figure 33. Schéma illustrant le mécanisme impliqué dans I'effet antinociceptif de substances endogénes ou
exogenes au niveau de la SGPA. Certains récepteurs sont la cible de substances endogéenes (anandamide,
acétylcholine) ou exogénes (capsaicine) initiant ainsi une activation des contrbles descendants via une levée
de I'inhibition GABAergique sur la SGPA. Cette voie est dépendante d’une cascade : RCPG—PLC-DAGL-2-AG.
D’apres Hu et al., 2014.
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g. Systéeme opioidergique

Il existe également sur les interneurones GABAergiques des récepteurs opioidergiques
exprimés sur les fibres dendritiques pré-synaptiques et colocalisés avec les récepteurs CB1. Il a été
décrit que I'activation de ces récepteurs induit, tout comme les récepteurs CB1, une réduction du
tonus inhibiteur GABAergique (Lau et Vaughan, 2008; Wilson-Poe et al., 2012). Ce mécanisme
expliquerait I'action centrale attribuée a la morphine (Loyd et al., 2007; Morgan et al., 2014; Wilson-

Poe et al.,, 2014). L’action de la morphine sur la SGPA sera détaillée en discussion.

2. Adaptation et plasticité de la SGPA en condition physiopathologique

La douleur aigué (nociceptive, lésion cutanée, inflammation aigué...) est un processus
physiologique d’alerte pour I'organisme lui permettant de mettre en ceuvre divers mécanismes de
défense lorsqu’il y a une atteinte a l'intégrité de I'organisme. En retour, I'organisme lutte contre les
exces de nociception par des systemes de régulations présents tout le long du cheminement du
message nociceptif jusqu’aux centres supérieurs. En condition physiologique, la douleur est donc
une réponse « normale » dont l'intensité est adaptée par les systemes de modulation de la douleur

pour conserver l'intégrité de ’homéostasie.

La douleur peut étre aussi considérée comme une maladie lorsqu’elle se chronicise. Une
douleur chronique est alors considérée comme une pathologie a part entiére. Les processus
modulateurs s’en retrouvent déséquilibrés et deviennent inefficaces. Ce dysfonctionnement entraine
des modifications apparentées a de la plasticité qui se traduisent souvent par des remaniements
anatomiques, neurochimiques et fonctionnels des voies de la douleur et aboutissant a un état de
sensibilisation douloureuse (Bouhassira, 2008; Nickel et al., 2012). Des études réalisées chez I’animal
ont montré qu’une lésion nerveuse périphérique peut induire d’importantes modifications
fonctionnelles, histologiques et neurochimiques au niveau périphérique, médullaire et supra-spinal.
Ces modifications sont induites par I'hyperexcitabilité des neurones périphériques, mais aussi

centraux induisant un phénomeéne de sensibilisation centrale.

L'entretien de cette hypersensibilité centrale est aussi dépendant des systemes de
modulation de la douleur. Une diminution de cette excitabilité par I'injection d’un anesthésique
locale au niveau de la SGPA ou de la RVM (20 ug de lidocaine) réduit les comportements douloureux
dans un modele de neuropathie. Ceci suggere que le développement et le maintien des
comportements nociceptifs peuvent dépendre de la boucle spino-bulbo-spinale (Pertovaara et al.,
1996; Burgess et al.,, 2002). Des travaux montrent que |'atténuation de la douleur par les
microinjections de lidocaine n’est efficace que 7 jours apres induction de la neuropathie, ce qui

traduit un remaniement a long terme des contrdles descendants favorisant alors le passage de la
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douleur (Burgess et al., 2002). En effet, 7 jours apres une ligature du nerf spinal, il y a une
augmentation des décharges spontanée des cellules ON et une diminution des décharges des cellules
OFF au niveau du RVM (Carlson et al., 2007; Gongalves et al., 2007). Il y aurait une possible perte de
I’activité neuronale des cellules OFF et donc un effet en faveur d’une facilitation de la douleur (Leong
et al.,, 2011). Dans plusieurs modéles de douleur neuropathique (ligature du nerf spinal ou rat
diabétique), une diminution de la 5-HT et de la 5-HIAA est observée au niveau médullaire et dans le
RVM (noyau raphé, Sounvoravong et al.,, 2004; Liu et al.,, 2010). L'ensemble de ces données
démontre qu’en condition de douleur neuropathique les contréles descendants sont altérés et

deviennent inefficaces pour réduire ces douleurs.

Au niveau de la SGPA, les mécanismes de plasticité modifient son activité. Une étude montre
dans un modele de douleur neuropathique (ligature du nerf spinal), une diminution de I’excitabilité
glutamatergique parallélement a une diminution du potentiel activateur des contréles descendants
au niveau de la vI-SGPA (Ho et al., 2013). Une diminution de I'expression des récepteurs CB1 est
également notée. Chez I’animal sain, la micro-injection dans la vI-SGPA d’un agoniste CB1
(WIN55,212-2, 2 a 8 nmol) induit un effet antinociceptif (test du « tail flick ») dépendant des
récepteurs mGLURS et une augmentation de I'activité des cellules OFF (Palazzo et al., 2012). En
contexte de neuropathie, I'effet antinociceptif des agonistes CB1 induit par I'augmentation de
I'activité des cellules OFF nécessite une quantité beaucoup plus importante de WIN55,212-2 (16
nmol, Palazzo et al., 2012). Plus généralement, les douleurs neuropathiques diminuent la sensibilité
des mécanismes d’inhibition de la nociception et favorisent les voies facilitatrices de la douleur

(Figure 34, Jaggi and Singh, 2011).

Malgré tout, les voies descendantes modulatrices de la douleur ne sont pas completement
inhibées. Une étude clinique montre que sur 18 patients atteints de neuropathies diverses
(syndrome du membre fantéme, douleur post-accidents vasculaires cérébraux...), une stimulation
électrique profonde de la SGPA permet une amélioration générale de I'humeur et de la qualité de

vie, directement corrélée avec une réduction de la douleur (Gray et al., 2014).

En résumé, les douleurs neuropathiques engendrent de nombreux changements
particulierement complexes au niveau cellulaire et moléculaire. L'étude des bases
physiopathologiques des douleurs neuropathiques est sans conteste un des domaines les plus actifs

dans les recherches en neurosciences.
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Figure 34. Diagramme représentant la neuroplasticité des voies ascendantes et descendantes de la
douleur lors d’'une neuropathie. Les fleches en gras montrent I'augmentation de I'activité de I'axe
concerné, et les fleches en pointillé représentent les voies dont I'activité est diminuée lors d’une
neuropathie. D’apres Jaggi et Singh, 2011.

/ll. La substance grise périaqueducale : une cible potentielle

dans l'action antalgique du paracétamol ?

1. Etude IRMf : variation du signal BOLD de la substance grise

périaqueducale aprés administration de paracétamol

Les recherches concernant le mécanisme d’action antalgique du paracétamol (Hogestatt et

al., 2005; Mallet et al., 2008, 2010; Kerckhove et al., 2014) ont jusqu’a présent révélé que :

* Deffet antalgique du paracétamol résultait de la formation cérébrale dun
métabolite, PAM404.

* L’action antinociceptive du paracétamol impliquait, au niveau supra-spinal, les
récepteurs TRPV1, CB1 et le canal Cav3.2.

* DLeffet du paracétamol passait par un renforcement des contrdles

descendants sérotoninergiques.

Néanmoins, I'origine cérébrale et le mécanisme mis en jeu ne sont pour l'instant pas encore

élucidés (Cf. OBJECTIF).
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Des travaux antérieurs ont permis d’attirer notre attention sur une région cérébrale clé, la
SGPA, et plus particulierement sur sa partie ventrolatérale (Barriére et al., 2°™ article en cours). En
effet, ces données se sont appuyées sur une technique non invasive d’IRMf pour évaluer I'impact
d’une administration de paracétamol (300 mg/kg, p.o.) sur I'activité du signal BOLD de diverses
régions cérébrales (Figure 44 et Figure 45). Les résultats ainsi obtenus indiquent que plusieurs
régions impliquées dans la douleur voient leur signal BOLD varié aprés administration du
paracétamol. Notre intérét s’est principalement focalisé sur la SGPA, car cette derniére région du
tronc cérébral répond a plusieurs critéres qui en fait un candidat idéal en tant que substrat de

I"action antalgique du paracétamol :

* La SGPA est un carrefour entre I'intégration du message nociceptif par les voies

ascendantes et linitiation des voies descendantes sérotoninergiques dans la
modulation de la douleur (Millan, 2002).

* La SGPA exptime les 3 acteurs clés, TRPV1/CB1/FAAH, a laction du
paracétamol (Figure 47).

* L’activation des récepteurs TRPV1 et CB1 dans la SGPA résulte en un effet
antinociceptif dépendant des contrdles descendants (Liao et al., 2011; Luchicchi

and Pistis, 2012; Lau et al., 2014).

2. Expression des acteurs clés nécessaires a I’action antalgique du
paracétamol : FAAH/CB1/TRPV1

Les données IRMf ont positionné la vI-SGPA comme une cible potentielle du paracétamol
dans son action centrale. Un marquage immunohistologique des récepteurs TRPV1 et CB1, ainsi que
de I'enzyme FAAH, a révélé leurs coexpressions dans la vI-SGPA (Figure 47), confirmant I'intérét pour
ce noyau. D’autres articles relatent également une expression et un réle fonctionnel dans la

nociception de ces acteurs dans la SGPA.

En effet, I'enzyme FAAH est fonctionnellement présente au niveau de la vI-SGPA. Une étude a
montré que dans la SGPA, il existe une activité catalytique de I’AEA dépendante de I'enzyme FAAH
(Glaser et al., 2006). D’autres travaux montrent que l'inhibition de la FAAH au sein de la vI-SGPA
interagit avec le circuit de la douleur et les taux d’endocannabinoides (Maione et al., 2006; Kawahara

et al.,, 2011; Lau et al., 2014). L'’enzyme FAAH est donc exprimée et fonctionnelle dans la SGPA.

Concernant le récepteur TRPV1], il est aussi exprimé dans la SGPA. Une étude précédemment
décrite (Cavanaugh et al., 2011, Cf. 2™ Chap.ll.3.a. Les récepteurs vanilloides : généralités) utilise
une souche de souris C57BI6J Trpvl-LacZ, ce qui a permis de montrer que ce récepteur est retrouvé

de maniére discréete dans la vI-SGPA (Cavanaugh et al., 2011). D’autres études d’immunohistologie
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confirment la présence de ces récepteurs vanilloides dans la vI-SGPA (Cristino et al., 2006; Maione et
al., 2006; Casarotto et al.,, 2011). L'injection d’agoniste TRPV1 dans la vI-SGPA réduit les
comportements douloureux traduisant d’une activité fonctionnelle de ces récepteurs a ce niveau

(McGaraughty et al., 2003; Liao et al., 2011).

Le role du récepteur CB1 dans la vI-SGPA a été beaucoup étudié, en particulier pour ses
fonctions dans la modulation de la douleur (Chiou et al., 2013; Hu et al., 2014; Lau et al., 2014). On le
retrouve d’ailleurs exprimé au niveau de la vI-SGPA (Tsou et al., 1998; Cristino et al., 2006; Maione et

al., 2006; Casarotto et al., 2011).

Quant au canal Cav3.2, aucune donnée ne permet de justifier son expression au niveau de la
SGPA. Néanmoins, des données utilisant une souris « knock-in » Cav3.2-GFP montrent la présence de

ces récept