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Résumé

La découverte récente du système cannabinoïde endogène et de ses possibilités

thérapeutiques dans le traitement des douleurs chroniques constitue une nouvelle avenue de

la recherche médicale nécessitant de plus amples études sur le sujet. C’est pourquoi les

travaux présentés dans cette thèse se sont intéressés à élucider au niveau périphérique

l’interaction entre les endocannabinoïdes et les bloqueurs de leur dégradation dans un

modèle de douleur inflammatoire (test au formol) et neuropathique (lésion du nerf

sciatique). L’anandamide et le 2-arachidonylglycérol (2-AG) font partie du système

endocannabinoïde et constituent les deux cannabinoïdes endogènes les plus étudiés jusqu’à

maintenant. Ces derniers sont dégradés par des enzymes telles que l’amidohydrolase des

acides gras (fAAH) pour l’anandamide et, par la monoacylglycérol lipase (MGL), pour le

2-AG. Les anti-inflammatoires non stéroïdiens tAINS) tels que l’ibuprofène (inhibiteur

non-spécifique de la cyclooxygénase (COX)) ou le rofécoxib (inhibiteur spécifique de la

COX-2) inhibent la FAAH. Toutefois, l’action de la MGL peut être bloquée par,

l’URB6O2, un composé synthétique. C’est ainsi qu’un effet analgésique dépendant de la

dose a été déterminé pour l’anandamide, l’ibuprofène, le rofécoxib, le 2-AG et l’URB6O2

dans le test au formol. Un effet synergique a été observé lors de la combinaison d’un

endocannabinoïde (l’anandamide) avec les AINS (l”ibuprofène ou le rofécoxib) dans le test

au formol. De plus, l’effet synergique de l’anandamide combiné avec un AINS passe par

les récepteurs cannabinoïdes CB1 et CB2 dans le test au formol. Cet effet synergique



iv

génère des quantités supérieures d’amides des acides gras endogènes (anandamide,

oléoyléthanolamide, palmitoyléthanolamide) localement au niveau de la patte. Dans ce

même modèle de douleur inflammatoire, la combinaison du 2-AG avec I’URB6O2 produit

un effet additif. De plus, en situation neuropathique, la combinaison des AINS avec

l’anandamide n’a produit qu’un effet additif et implique seulement le récepteur

cannabinoïde CB1. En conclusion, les endocannabinoïdes ainsi que les bloqueurs de leur

dégradation injectés localement diminuent le comportement douloureux dans ces deux

modèles de douleur. C’est ainsi que l’administration locale des endocannabinoïdes pour

traiter la douleur inflammatoire ou neuropathique semble être une avenue intéressante

dépourvue des effets délétères centraux liés à l’administration systémique des

cannabinoïdes.

Mots-clés Anandamide, 2-arachidonylglycérol, anti-inflammatoires non stéroïdiens,

ibuprofène, rofécoxib, récepteurs caimabinoïdes, amidohydrolase des acides gras,

monoacylglycérol lipase, douleur neuropathique, amides des acides gras endogènes.
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Abstract

The endogenous cannabinoid system has been recently discovered and the therapeutic

possibilities of treating chronic pain in the clinic has been assessed, which constitute a

nove! fle!d of interest that needs to be investigated further. The present work was designed

to study the periphera! interactions between endocannabinoids and their specific b!ockers in

an inflammatory (formalin test) and neuropathie (sciatic nerve !esion) pain mode!s.

Anandamide and 2-araehidonylglyeero! (2-AU) are part of the endoeannabinoid system and

constitute the two most studied endogenous eannabinoids to date. They are degraded by

enzymes !ike fatty-aeid amide hydrolase (fAAH) for anandamide and by monoaeylglyeerol

lipase (MUL) for 2-AU. 11e FAAH can be inhibited by nonsteroida! anti-inflammatory

drugs (NSAIDs) !ike ibuprofen (non-speeifie cyclooxygenase (COX) inhibitor) or

rofeeoxib (specific COX-2 inhibitor). The MGL action ean be b!oeked by URB6O2, a

synthetie eompound. Indeed, a dose-dependent analgesie effeet has been obtained for

anandamide, ibuprofen, rofeeoxib, 2-AU and URB6O2 in the forma!in test. A synergistie

effeet has been shown for the eombination of anandamide with ibuprofen or rofecoxib in

the forma!in test, which is mediated by CB1 and CB2 eannabinoid reeeptor in the formalin

test. This synergistie effect generates higher amounts of endogenous fatty-aeid

ethano!amides (anandamide, oleoy!ethano!amide, pa!mitoylethano!amide) !oca!!y in the

paw. In the same inflammatory pain model, the eombination of 2-AU with URB6O2

produees an additive effeet. However, in neuropathie pain condition, the eombination of
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anandamide with either NSAIDs produce only an additive effect that involve the CB1

cannabinoid receptor. In conclusion, locally injected endocannabinoids and their specific

blockers decreased pain behaviour in both pain models. Indeed, local use of

endocannabinoids to treat inflammatory or neuropathie pain conditions may be interesting

since its avoiding the deleterious central effects of systemic cannabinoids.

Keywords: Anandamide, 2-arachidonylglycerol, nonsteroidal anti-inflammatory drugs,

ibuprofen, ro fecoxib, cannabinoid receptors, fatty-acid amide hydrolase, monoacylglycerol

lipase, neuropathie pain. fatty-acid ethanolamides.
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I. Introduction

1.1 Historique

La plante, Cannabis sativa, dont l’usage remonte à plus de 12 000 ans est également connue

sous l’appellation de chanvre indien ou de marijuana (terme mexicain) (Abel, 1980). Les

Anciens de Chine et de Grèce se servaient de la plante pour faire des cordes et des

vêtements. En Amérique du Nord, ce n’est qu’en 160$ que Louis Hébert, apothicaire de

Champlain, a fait connaître le cannabis aux colons blancs essentiellement comme une fibre

servant à faire des vêtements, des cordages, des voiles et des câbles de bateau.

La pharmacopée chinoise (2800 avant J.-C.) constitue une des premières références à

l’utilisation thérapeutique du cannabis. L’usage médical du cannabis a également été

démontré sur du Papyrus Égyptien au XVIe siècle avant J.-C. Par ailleurs, des évidences

archéologiques provenant d’Isral suggèrent l’emploi thérapeutique du, cannabis lors

d’accouchements difficiles (Zias et coll., 1996). Le cannabis serait considéré comme le

médicament le plus ancien de l’histoire selon certaines données égyptiennes, chinoises

(2700 après J.-C.) et assyriennes (800 avant J.-C.) (Adams & Martin, 1996). Au cours des

siècles, le cannabis a été recommandé dans le traitement de la douleur, de l’asthme, de la

dysenterie, des nausées et des vomissements ainsi que dans les cas de spasmes et de

convulsions (Mechoulam, 1986).

La publication d’un traité en 1839 par W.3. O’Shaugbnessy, un médecin irlandais au

service de l’armée britannique en Inde, a permis de faire connaître, plusieurs millénaires

plus tard, les vertus du cannabis â la médecine occidentale (Snyder, 1971). Il favorise son
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introduction en Angleterre et dans les autres pays d’Europe en démontrant l’efficacité et

l’innocuité du cannabis. Par ailleurs, des évidences suggèrent que la Reine Victoria

soulageait ses dysménorrhées à l’aide du cannabis.

Le début du XXe siècle est marqué par le développement des médicaments de synthèse

faisant ainsi décliner l’engouement pour le cannabis en Amérique et en Europe. Dans les

années 1920 est apparue, aux États-Unis, la peur de l’usage du produit conduisant à son

interdiction en 1937 et à son retrait de la pharmacopée en 1942. Dans les années soixante

la libération des esprits est marquée par la consommation accrue de cannabis devenue une

des drogues illégales les plus consommées dans ces années-là. Dans la dernière décennie,

l’intérêt pour l’usage thérapeutique du cannabis a été reconsidéré, notamment par différents

groupes oeuvrant dans le domaine médical, conduisant ainsi à l’élaboration de différents

rapport sur le sujet (Roques, 1998; Nolin & Kenny, 2003). Le développement plus lent de

la recherche faite sur le cannabis, comparativement à celle de l’opium, qui constitue elle

aussi une substance aux propriétés thérapeutiques intéressantes, n’était pas dû à un manque

d’intérêt de la communauté scientifique, mais bien à la nature lipophile du principal

constituant actif du cannabis. Depuis les dernières années, les données sur la

pharmacologie des cannabinoïdes et sur leur mécanisme d’action se sont bousculées en

raison de l’intérêt grandissant pour cette substance aux propriétés médicales très

intéressantes (Di Marzo & De Petrocellis, 2006; Jonsson et cou., 2006).
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1.2 Pharmacologie des cannabinoïdes

1.2.1 Généralités

La marihuana (marijuana) est le nom usuel du Cannabis. Bien que les feuilles et les

sommités fleuries des plants de Cannabis produisent plus de 60 cannabinoïdes, les

principales composantes actives sont le delta 9-tétrahydrocannabinol (A9-THC), le A8-THC,

le cannabinol (CBN) et le cannabidiol (CBD) (Santé Canada, 2003). Ainsi, la première

découverte pharmacologique dans ce domaine a été l’isolation et la synthèse du A9-THC

qui est le constituant psychotrope le plus important du cannabis (Gaoni & Mechoulam,

1964).

Les essais biologiques fonctionnels, nécessaires à l’évaluation des propriétés

cannabinomimétiques, sont habituellement effectués in vivo en utilisant des animaux de

laboratoire (rats, souris plus fréquemment) ou in vitro à l’aide de tissus isolés possédant des

récepteurs cannabinoïdes (Pertwee, 1997). Les critères recherchés chez l’animal pour fins

d’évaluation lors d’essais in vivo sont: la réduction de l’activité spontanée, l’apparition

d’une hypothermie, la catalepsie et la diminution de la nociception. Deux sous-types de

récepteurs cannabinoïdes, CB1 et CB2, ont été décrits jusqu’à présent, ces derniers

appartenant à la famille des récepteurs couplés aux protéines G possédant sept domaines

transmembranaires (Devane et coll., 1988; Matsuda et coll., 1990; Munro et cou., 1993).

Les récepteurs CB1 sont principalement localisés au niveau du système nerveux central
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mais aussi au niveau des tissus périphériques tandis que les récepteurs C32 sont surtout

retrouvés au niveau du système immunitaire. Les gènes encodant ces protéines ont été

identifiés (Onaivi et col!., 1996), les récepteurs ont été clonés et les souris dont le gène

codant pour le récepteur C31 (Ledent et coll., 1999; Zimmer et coll., 1999) ainsi que celui

codant pour le récepteur CB2 ont été inactivés et décrits (Buckley et coll., 2000). Par

ailleurs, les quarante dernières années, en particulier, ont été le témoin de révolutions et de

découvertes importantes dans le développement des connaissances sur la pharmacologie du

cannabis et de son utilisation thérapeutique (Figure 1). Dans la dernière décennie,

l’élucidation des diverses composantes faisant partie du système endocannabinoïde et une

meilleure compréhension de son rôle a élargi les possibilités thérapeutiques liées à son

utilisation.
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Figure 1 : Les principales découvertes dans l’histoire récente de la recherche faite sur le

cannabis, les cannabinoïdes et les endocannabinoïdes. Le cannabis est utilisé depuis le 3

Millénaire après J.-C. pour ses propriétés médicales et récréatives dans les pays asiatiques.

Le cannabis a été étudié de façon exhaustive en occident depuis le 19e Siècle. La recherche

a porté sur la plante et ses différentes composantes, ses récepteurs et ses ligands endogènes

chez les mammifères. Le développement des premiers médicaments (dronabinol ou

Marinol® et nabilone ou Cesamet®) dérivés des cannabinoïdes et utilisés en clinique pour

traiter les nausées et la perte de poids chez des patients atteints du SIDA (Howlett et coil.,
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2004) ont précédé la découverte du Sativex® (mélange 1 pour 1 de THC: CBD) et du
rimonabant (antagoniste du récepteur CB1). La structure chimique du cannabinol (première
structure cannabinoïde qui a été découverte) (Adams et cou., 1940; Jacob & Todd, 1940), le
delta 9-tétrahydrocannabinol (A9-THC) (le principal constituant psychotrope du cannabis)
(Gaoni & Mechoulam, 1964; 1971), le rimonabant (premier antagoniste/agoniste inverse du
récepteur cannabinoïde CB1 à être développé) (Rinaldi-Carmona et cou., 1994; Carai et
cou., 2005), les deux endocannabinoïdes: anandamide et 2-arachidonylglycérol (2-AG)
(Devane et cou., 1992; Mechoulam et coIl.,1995; Sugiura et cou., 1995) et la structure à
deux dimensions du récepteur TRPVI (Caterina et cou., 1997) sont indiqués. Le récepteur
TRPVÏ fait partie du système endocannabinoïde (Di Marzo et coIL, 199$a; 2001; Ross,
2003). Les développements futurs sont prédits en rouge. Abréviations: fAAH, «fatty acid
amide hydrolase »; TRPV 1, «transient receptor potential vanilloid 1».

1.2.2 Pharmacologie du récepteur cannabinoïde CB1

Le gène codant pour le récepteur humain CB1 a été identifié au niveau de la région q14-q15

du chromosome 6 (Hoehe et cou., 1991; Pertwee, 1997). Les différentes espèces étudiées

jusqu’à maintenant (humains, rats et souris) possèdent une séquence qui semble très

similaire lorsqu’on les compare (Pertwee, 1997). De ce fait, le récepteur C31 humain

partage une homologie de séquence de 97,3 % avec le récepteur C31 murin pour l’ensemble

de la protéine et de 100 % d’homologie pour la région transmembranaire (Gérard et coli.,

1991). Les récepteurs CB1 sont parmi les récepteurs couplés aux protéines G les plus

abondants au niveau du cerveau avec des niveaux de densité similaires à ceux du GABA

(acide y-aminobutyrique) et du glutamate (Howlett et coll., 2004).

C
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1.2.2.1 Mécanismes de la transduction des signaux

Les récepteurs CB1 inhibent l’activité de l’adénylate cyclase de manière stéréo-sélective,

dépendante de la dose et par l’intermédiaire de la sous-unité Œ de la protéine de type G,0

(Matsuda et coll., 1990; Di Marzo & De Petrocellis, 2006). Certains auteurs ont rapporté

que le couplage des récepteurs CB aux protéines Go sensibles à la toxine pertussique

permettait le blocage des canaux calciques de type L, N et P/Q ainsi que des canaux

potassiques de type D (Mackie & hile, 1992; Mackie et coil., 1995), l’activation des

canaux potassiques de la rectification entrante (KIR) (Felder et coll., 1995) ainsi que des

courants potassiques sortant de type A (Deadwyler et cou., 1995), l’activation de la

phospholipase C (via les sous-unités f3y de la protéine G) et de la PI-3 kinase (Howlett et

coll., 2004; Di Marzo & De Petrocellis, 2006), puis finalement l’activation des MAPK

(« mitogen-activated protein kinases ») (Figure 2) (Bouaboula et cou., 1995; Bouaboula et

coll., 1996; Di Marzo et cou., 2004). Les agonistes des récepteurs cannabinoïdes

stimuleraient les MAPK par le biais de la sous-unité Œ des protéines G et non par

l’intermédiaire d’un mécanisme dépendant de l’AMP cyclique (Bouaboula et cou., 1996;

Di Marzo & De Petrocellis, 2006).



$

Les récepteurs CB1 peuvent aussi inhiber les canaux ioniques de type 5-HT3 (Barann et

cou., 2002), moduler la production de monoxyde d’azote (NO) et mobiliser l’acide

arachidonique lorsqu’ils sont activés (Pertwee, 1997; Howlett & Mukhopadhyay, 2000).

La modulation de certains canaux sodiques a également été démontrée récemment

(Nicholson et cou., 2003). Les récepteurs C31 mobilisent les réserves intracellulaires de

cMF

HfrIrnfl
cirtri recp:r ]ccIfD

D’après Di Marzo et coIl., 2004.

Figure 2 : Voici une simplification des principales voies de signalisation des récepteurs

cannabinoïdes CB1 et CB2 suivant l’activation par leurs agonistes. Abréviations: AI?,

adénosine triphosphate; AMPc, adénosine monophosphate cyclique; PKA, protéine kinase

A; MAPK, « mitogen-actived protein kinases ».
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calcium dans les neurones (Felder et cou., 1995) et dans les cellules musculaires lisses

(Begg et cou., 2001) ainsi qu’au niveau des astrocytes corticaux chez le rat (Sanchez et

col!., 2001).

1.2.2.2 Localisation des récepteurs CB1

Comme déjà indiqué, les récepteurs C31 sont situés au niveau du système nerveux central

et au niveau des tissus périphériques (Tableau I). Dans les tissus périphériques, ils sont

situés au niveau des neurones, des leucocytes, des cellules endothéliales, de quelques

glandes endocrines (glande pituitaire et surrénales), du coeur, des appareils reproducteur,

urinaire et digestif ainsi qu’au niveau des terminaisons nerveuses présynaptiques (Pertwee,

1997; Pertwee & Ross, 2002). Au niveau du cerveau, la distribution des récepteurs C31 est

hétérogène expliquant les propriétés pharmacologiques de certains agonistes des récepteurs

CB1. Le cortex cérébral (plus particulièrement la région frontale), les ganglions de la base,

le cervelet, l’hypothalamus, le cortex cingulaire antérieur ainsi que l’hippocampe

contiennent des concentrations élevées de récepteurs CB1 qui confèrent une distribution en

relation avec l’habileté des cannabinoïdes à altérer l’activité locomotrice et à produire une

catalepsie plus particulièrement chez les rongeurs ainsi qu’une altération de l’apprentissage

et de la mémoire (Pertwee, 1997; 1998; Iversen, 2003).

Les récepteurs CB1 sont également situés sur les voies de la douleur au niveau cérébral, de

la moelle épinière ainsi qu’en périphérie sur les terminaisons nerveuses des neurones

afférents primaires synthétisés à partir des ganglions de la racine dorsale (Hohmann &
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Herkenham, 1999a; Pertwee, 2001; Witting et col!., 2004). Ces différentes localisations

expliquent l’analgésie produite par les cannabinoïdes (Pertwee, 2001; Hohmann, 2002). La

fonction des récepteurs CB1 présynaptiques au niveau de certaines régions du cerveau ou

sur des neurones en périphérie est d’inhiber la libération des neurotransmetteurs par

l’inhibition des canaux calciques entrant et par l’activation des courants potassiques sortant

(Pertwee & Ross, 2002). La localisation présynaptique des récepteurs CB1 suggère que les

cannabinoïdes ont un rôle à jouer dans la modulation de la libération des

neurotransmetteurs au niveau des terminaisons axonales (Iversen, 2003). Nonobstant leur

localisation présynaptique plus fréquente, les récepteurs CB1 sont également situés au

niveau post-synaptique (Di Marzo, 2006).

1.2.3 Pharmacologie du récepteur cannabinoïde CB2

Le deuxième sous-type de récepteurs cannabinoïdes, CB2, appartient lui aussi à la grande

famille des récepteurs couplés aux protéines G. Le récepteur C32 présente une similarité

de 6$ % avec le récepteur GB1 au niveau de la région transmembranaire et de 44 % pour

l’ensemble de la protéine (Munro et cou., 1993).
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Tableau I: Localisation des récepteurs cannabinoYdes CB1 et CB2.

Récepteur Distribution centrale Distribution périphérïque

CB >ganglions de la base glande surrénale
>cervelet >moelle osseuse
cortex cérébral >endothélium
>noyau entopédonculaire >coeur
>globus pallidus >reins
>hippocampe poumons
>substance grise pétiaqueducale >lymphocytes
>putamen >neurones périphériques
>moelle rostrale ventrolatérale >phagocytes
>corne dorsale de la moelle épinière >prostate
>subtance noire pars réticulata -muscIes lisses

>testicules - sperme
>amygdales
utérus

C B 1eucocytes
2 1ymphocytes B

monocytes
celIules tueuses “Natural killer’
>leucocytes polymorphonucléaires
lymphocytes T4
>lymphocytes T8

Modifié d’après Bums & Ineck, 2006.

1.2.3.1 Mécanismes de la transduction des signaux

Le récepteur CB2 inhibe lui aussi l’activité de l’adénylate cyclase par l’intermédiaire de la

sous-unité Œ de la protéine G,0 sensible à la toxine pertussique (Slipetz et coll., 1995; Di

Marzo & De Petrocellis, 2006). À la différence des récepteurs CB1, les récepteurs C32 ne
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modulent pas l’activité des ions calciques ni celle des canaux potassiques de la rectification

entrante (Felder et cou., 1995). Il a été démontré que l’activation du récepteur

cannabinoïde CB2, plus particulièrement la sous-unité Œ de la protéine G, entraîne une

stimulation de la MAPK en fonction de la dose (Bouaboula et cou., 1996; Di Marzo & De

Petrocellis, 2006) indépendamment de l’inhibition de l’adénylate cyclase (Pertwee, 1997).

Par ailleurs, les récepteurs CB2 entraînent également la biosynthèse de céramide qui est un

second messager impliqué de façon importante dans l’apoptose (Kolesnick & Kronke,

199$; McAllister & Glass, 2002; Howlett et coll., 2004) (Figure 2).

1.2.3.2 Localisation des récepteurs CB2

Les récepteurs CB2 sont exprimés en grande quantité chez l’homme dans la rate, les

amygdales ainsi que, dans une moindre mesure, au niveau de la moelle osseuse, du thymus

et du pancréas (Galiêgue et coli., 1995) (Tableau I). Ils sont aussi principalement

exprimés par les lymphocytes B et T, les cellules « tueuses » (« natural killer »), les

macrophages, les cellules microgliales et les mastocytes, en quantité plus modérée dans les

monocytes et pour une part infime dans les leucocytes polynucléaires (facci et cou., 1995;

Pertwee, 1997; Pertwee & Ross, 2002; Howlett et coll., 2004; Maresz et coil., 2005).

Un résumé comparatif des mécanismes de transduction des récepteurs CB1 et CB2 ainsi que

les principaux agonistes et antagonistes des récepteurs cannabinoïdes sont présentés dans le

Tableau II. Les récepteurs cannabinoïdes CB1 et CB2 reconnaissent trois classes de

ligands agonistes: (1) les cannabinoïdes (les analogues synthétiques bicycliques et
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tricycliques ressemblant au A9-THC comme le C? 55,940 et le HU21O), les analogues des

aminoalkylindoles comme le WIN 55,2 12-2 et les composés eicosanoïdes comme

l’arachidonyl éthanolamine (anandamide) et le 2-arachidonylglycérol (Pertwee, 1997;

Howlett, 1992).

Tableau II: La pharmacologie des récepteurs cannabinoïdes C31 et CB2.

Récepteur GB1 Récepteur CB2
Localisation Principalement au niveau du système Cellules immunitaires périphériques,

nerveux central (SNC) et en les cellules microgliales activées
périphérie dans la moelle épinière et SNCFonction dans le système
- la libération de neurotransmetteurs rôle dans la neuroinflammatonnerveux central (SNC)

Mécanismes de transduction AMPc, t K et ‘1’ Ca2 ainsi que AMPc ainsi que l’activation desdes signaux l’activation des MAPK MAPK
Agonistes naturels

9-THC -THC
Agonistes naturels

Cannabinol Cannabidol (±)non psychoactifs

Agonistes synthétiques z9-THC/Cannabidiol (Sativexe) 9-THC/Cannabidiol (Sativex)
Dronabinol (Marinol) Dronabinol (Marinol)
Nabilone(Cesamet) Nabilone(Cesamet0)
Lévonantradot Lévonantradol
HU21O HU21O
WIN 55212-2 WIN 55,27 2-2
CP 55,940 CP 55,940 /1 HU308 I) AM1241

Antagonistes
SR141716A (Rimonabant) SR144528
LY-320135 AM630
AM251

AM281

Adapté de Jonsson et cou., 2006.
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1.2.4 Invalidation des gènes des récepteurs cannabinoïdes

Pour savoir si tous les effets du A9-THC et des autres cwmabinoïdes sur le système nerveux

central sont transmis par le récepteur CB1 (Iversen, 1999), deux approches expérimentales

ont été utilisées: l’utilisation d’antagonistes cannabinoïdes sélectifs du récepteur CB1 et

aussi le développement de lignées de souris génétiquement modifiées chez lesquelles

l’expression du récepteur CB1 a été éliminée. Cette dernière approche a été mise en

évidence dans deux études (Ledent et coll., 1999; Zimmer et coli., 1999). Une de ces deux

équipes a trouvé que les souris mutantes ne répondaient pas aux composés caimabinoïdes,

démontrant donc le rôle exclusif du récepteur C31 au niveau de l’analgésie, du

conditionnement positif, de l’hypothermie, du ralentissement locomoteur et de

l’hypotension (Ledent et coll., 1999). Par ailleurs, les effets aigus des opioïdes sont restés

inchangés alors que les propriétés de renforcement de la morphine et l’importance du

syndrome de manque étaient considérablement réduites. L’autre équipe a démontré que les

souris pour lesquelles le gène du récepteur CB1 était absent semblaient fécondes et en

bonne santé (Zimmer et cou., 1999). Cependant, leur taux de mortalité était augmenté de

façon significative et, de plus, les résultats obtenus montraient une activité motrice réduite

(également démontré par Steiner et coll., 1999), une catalepsie accrue ainsi qu’une

hypoalgésie lors des tests de la plaque chauffante et du test au formol. finalement, les

auteurs ont retrouvé une analgésie induite par le A9-THC au cours du test de retrait de la

queue (< tail-ftick test ») chez la souris KO ainsi que d’autres réponses physiologiques et
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comportementales suivant l’injection de A9-THC, ce qui est en faveur de la thèse selon

laquelle la majorité, mais non tous les effets du A9-THC au niveau du système nerveux

central, sont transmis par le récepteur C31 (Zimmer et cou., 1999).

Le récepteur cannabinoïde C32 est le médiateur de l’action immunomodulatrice des

cannabinoïdes. Pour vérifier cette hypothèse, la première souche de souris présentant une

mutation ciblée du gène pour le récepteur CB2 a été créée (Buckley et coll., 2000). Les

souris mutantes apparaissaient saines, fécondes et attentives à leur portée. Des tests sur les

effets immunomodulateurs des cannabinoïdes ont été réalisés chez des souris ne possédant

pas le récepteur CB2 à l’aide de techniques de co-stimulation de la cellule T. Le 9-THC

inhibait l’activation des cellules T par l’intermédiaire des macrophages chez les souris

normales, mais non chez les souris dont le gène pour le récepteur CB2 était invalidé,

démontrant ainsi le rôle immunomodulateur du récepteur CB2. Par contre, les effets

centraux des cannabinoïdes étaient préservés chez ces souris-là (Buckley et coll., 2000).

L’invalidation des gènes des récepteurs cannabinoïdes chez des lignées de souris

différentes révèlent l’entière complexité de ce système modulateur. En effet, les résultats

contradictoires concernant l’analgésie et la locomotion entre les deux lignées de souris dont

le gène codant pour le récepteur CB1 a été invalidé soulignent cette complexité. Il est donc

important de bien comprendre et d’élucider ces différences dans ces deux lignées de souris

afin de savoir si ces incongruités sont causées par les antécédents génétiques ou par les

procédures expérimentales (Lutz, 2002).
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1.2.5 Autres récepteurs cannabinoïdes

Comme indiqué dans le paragraphe précédent, l’invalidation du gène du récepteur CB chez

des souris ou l’administration d’antagonistes pour ces récepteurs montre une activité

pharmacologique résiduelle qui laisse croire que d’autres récepteurs cannabinoïdes sont à

découvrir (Di Marzo et colI., 2000); ceci est également retrouvé dans l’étude de Zimmer qui

a démontré un seuil de douleur plus élevé chez les souris dont le gène codant pour le

récepteur CB1 a été invalidé (Zimmer et coll., 1999). Des données, obtenues à partir

d’expériences faites chez le rat ou la souris au niveau d’artères mésentériques

précontractées, ont démontré une vasodilatation mésentérique impliquant un cannabinoïde

endogène (l’anandamide) ainsi qu’un cannabidiol-anormal (abn-cbd) qui serait dépendante

d’un récepteur autre que les récepteurs CB1, C32 ou des récepteurs de la capsaïcine c’est-à-

dire TRPVI (« transient receptor potential vanilloid 1») ou anciennement VR1 Q< vanilloid

type I receptors ») (Jarai et colL, 1999; Wagner et colI., 1999; Kunos et colI., 2000). Par

conséquent, l’utilisation de souris dont les gènes pour les récepteurs CB1 et CB2 ont été

invalidés, l’utilisation d’antagonistes TRPV1 ainsi que leur désensibilisation par la

capsaïcine n’ont pas atténué l’effet vasorelaxant de l’anandamide et du abn-cbd (Jarai et

coIl., 1999; Wagner et coH., 1999; Kunos et coIl., 2000; Ho & Hiley, 2003). Ce nouveau

récepteur serait dépendant de l’endothélium, puisque le SR141716A (un antagoniste des

récepteurs CB1) atténue l’effet vasorelaxant de l’anandamide seulement en présence de

l’endothélium (Jarai et coli., 1999). De plus, l’effet vasodilatateur dépendant de

l’endothélium causé par l’abn-cbd est sensible à la toxine pertussique (Jarai et coll., 1999;
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Offertaler et cou., 2003) et engendre une augmentation de la production de GMPcyclique

(Begg et coll., 2003). Ces données suggèrent donc que ce nouveau récepteur cannabinoïde

serait couplé à une protéine et activerait la guanylate cyclase pour augmenter le

GMPcyclique intracellulaire lorsqu’il est activé par l’abn-cbd (Begg et coli., 2005).

L’existence d’un autre récepteur cannabinoïde situé au niveau de l’hippocampe est

envisagée par l’inhibition de courants post-synaptiques excitateurs des cellules pyramidales

par le WIN 55,212-2 chez des souris dont le gène pour le récepteur CB1 a été invalidé

(Hajos et colI., 2001). Par ailleurs, le récepteur CB1 est indétectable par

immunohistochimie ainsi que par microscopie électronique et optique au niveau des

terminaisons glutamatergiques de l’hippocampe de souris (Hajos et coil., 2001; Rouach &

Nicoll, 2003). D’autres études sont nécessaires afin d’identifier la structure moléculaire de

ces récepteurs permettant ainsi de répertorier leur distribution tissulaire. Par ailleurs, des

ligands endogènes non-cannabinoïdes pourraient aussi, de façon additionnelle, interagir

avec ces récepteurs (Begg et coll., 2005).
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1.2.6 Les endocannabinoïdes

Par définition, les endocannabinoïdes sont définis comme des substances endogènes

capables de lier et d’activer de façon fonctionnelle soit l’un, soit les deux sous-types de

récepteurs cannabinoïdes, donc possédant des propriétés cannabinomimétiques (Di Marzo,

1998; Di Marzo et cou., 2002b). Plusieurs eicosanoïdes conformes aux critères de

classification ont été identifiés: l’anandamide, 2 congénères de l’anandamide: le N

docosatétraénoyl-éthanolamine et le N-di-homo-y-linolénoyl-éthanolamine, le 2-

arachidonylglycérol ainsi que son analogue le 2-arachidonylglycéryl éther mieux connu

sous le nom de noladin éther, l’oléoyléthanolamide, le N-arachidonyldopamine, I’oléamide

et la virodhamine (Figure 3). Le palmitoyléthanolamide (PEA) représente quant à lui, un

autre acide gras composé d’une longue chaîne aux propriétés cannabinomimétiques qui,

cependant, ne se lie pas avec grande affinité aux récepteurs cannabinoïdes connus.
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Figure 3 : Principaux cannabinoïdes endogènes ou endocannabinoïdes. Ces substances

font partie de la classe des acides gras de type amide. L’anandamide et le 2-

arachidonylglycérol (2-AG) sont les mieux connus et caractérisés. Trois nouveaux acteurs

ont été proposés récemment: le noladin éther, la N-arachidonyldopamine et la

virodhamine. Il y a également l’oléamide, le palmitoyléthanolamide (PEA) et

l’oléoyléthanolamide (OEA) qui se retrouvent dans ce schéma.
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1.2.6.1 Anandamide

L’anandamide a été isolé à partir du cerveau porcin (Devane et cou., 1992) et constitue le

premier ligand endogène aux propriétés cannabinomimétiques à avoir été découvert. Ces

propriétés sont démontrées par une série de tests: champ ouvert, cercle d’immobilité,

plaque chauffante et production d’hypothermie. L’anandamide possède également la

capacité d’inhiber la contraction du canal déférent de souris stimulé électriquement (un

effet typique mais non sélectif du A9-THC) et, enfin, il peut se lier sélectivement et activer

fonctionnellement les récepteurs cannabinoïdes (Zygmunt et cou., 1999; Smart et cou.,

2000; Di Marzo et cou., 2001). L’anandamide possède une faible affinité pour les

récepteurs CB1 (k1 = $9 nM) (Di Marzo et coll., 2001; Palmer et coll., 2002). Par ailleurs,

des arguments sont en faveur de la liaison de l’anandamide aux récepteurs CB2 (K1 371

nM) même si le composé n’évoque pas de manière significative les effets qui sont

dépendants de ce récepteur (Zygmunt et coIl., 1999; Smart et coll., 2000; Di Marzo et coil.,

2001).

1.2.6.1.1 Synthèse de t’anandamide

L’anandamide est formé à partir de phospholipides membranaires (phosphatidylcholine et

phosphatidyléthanolamine). Sous l’action de l’enzyme N-acyltransférase (associée à la

membrane, requérant une concentration de Ca2 supérieure à 500 M pour être active et

constituant le facteur limitant de la production d’anandamide), l’acide arachidonique en

position sn- 1 sur la phosphatidylcholine est transféré sur la phosphatidyléthanolamine pour

C
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donner le précurseur N-arachidonyl phosphatidyléthanolamine. Ce composé est ensuite

hydrolysé par une phosphodiestérase de type phospholipase D dont la caractérisation

moléculaire et son expression ont été découvertes par Okamoto et collaborateurs en 2004.

Cette enzyme fait partie de la famille des métallohydrolases de zinc et agit spécifiquement

sur la N-acylphosphatidyléthanolamine (NAPE) afin de former l’anandamide et l’acide

phosphatidique (figure 4). Dans des conditions physiologiques, la formation

d’anandamide ainsi que la resynthèse du précurseur peuvent être initiées au même moment

quand les neurones sont dépolarisés et que les niveaux de calcium sont élevés (Di Marzo et

col!., 1994; Hirst et col!., 199$; Piomelli et col!., 1998). L’anandamide est donc synthétisé

à la demande plutôt que stocké dans des vésicules synaptiques (Hirst et cou., 199$;

Piomelli et col!., 1998; Di Marzo et coli., 2001). L’anandamide est aussi synthétisé par un

autre mécanisme nécessitant toutefois des concentrations élevées d’acide arachidonique et

d’éthanolamine qui constituent les produits de dégradation de l’anandamide. La

condensation d’acide arachidonique et d’éthanolamine avec la participation d’une enzyme

(anandamide amidohydrolase) conduit à la formation d’anandamide (Di Marzo et coil.,

1994; Di Marzo, 1998; Di Marzo & Deutsch, 1998; Ueda & Yamamoto, 2000). Ce

mécanisme est cependant physiologiquement moins rencontré (Di Marzo, 1998). La figure

4 illustre la synthèse de l’anandamide ainsi que sa recapture et sa dégradation.
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1.2.6.L2 Dégradation de l’aitandainide par la FAAH

Les neurones et les astrocytes, suite à un phénomène de recapture, hydrolysent rapidement

l’anandamide pour aboutir à la formation d’acide arachidonique et d’éthanoÏamine (Di

Marzo et cou., 1994). Le métabolisme rapide de l’anandamide joue un rôle important dans

la durée d’activité pharmacologique de ce composé naturel liant les récepteurs

cannabinoïdes et fait en sorte que l’anandamide exogène est éliminé en moins d’une demi-

heure au niveau cérébral et plasmatique murin (Willoughby et coll., 1997). L’hydrolyse de

l’anandamide est catalysée par une amidohydrolase liée à la membrane (nommée

anandamide amidohydrolase ou encore amide hydrolase des acides gras ou fAAH pour

« fatty-acid amide hydrolase >) qui a été clonée par Cravatt et collaborateurs en 1996 et qui

possède une activité optimale pour un pH entre 8,5 et 10 (Di Marzo, 199$; Sugiura et coll.,

2002). Cette enzyme associée à la membrane est localisée au niveau de sites

intracellulaires de différents tissus dont le cerveau, le foie, les reins, l’intestin ainsi qu’au

niveau des cellules immunitaires, mais c’est au niveau du cerveau que son expression a été

la mieux caractérisée (Di Marzo & Deutsch, 199$). Au niveau du foie et du cerveau, elle

est située de façon prédominante au niveau des microsomes et des mitochondries (Deutsch

et colI., 2002). Par ailleurs, les souris dont le gène codant pour la fAAH a été invalidé ne

peuvent pas dégrader l’anandamide et lorsqu’elles reçoivent de l’anandamide elles

démontrent des comportements typiquement associés aux cannabinoïdes tels que:

l’hypomotilité, la catalepsie, l’analgésie et l’hypothermie (Cravatt et coIl., 2001). De plus,

elles possèdent des niveaux endogènes 15 fois plus importants d’anandamide cérébral et
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elles réagissent moins fortement à la douleur ce qui implique les récepteurs CB1 (Cravatt et

cou., 2001). Ces résultats suggèrent donc que la FAAH est un élément essentiel dans la

modulation endogène de l’anandamide en ce qui concerne ses niveaux endogènes qui

réduisent la perception des sensations douloureuses (Cravatt et colI., 2001; Cravatt &

Lichtman, 2003). Cette enzyme peut aussi agir de façon inverse en synthétisant de

l’anandamide, cependant, cette fonction particulière de l’enzyme se produit rarement dans

des conditions physiologiques (Di Marzo et coli., 1994; Di Marzo, 199$; Di Marzo &

Deutsch, 199$; Ueda & Yamamoto, 2000; Deutsch et coll., 2002). L’action de la FAAH

est inhibée par les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) (fowier et coU., 1997;

1999), par le propofol (un agent anesthésique intraveineux) (Patel et coll., 2003), par les

inhibiteurs des sérines-protéases tel que le fluoride phénylméthylsulfonyl (PMSf) qui se

lient de façon covalente à la sérine 241 de la fAAH (Deutsch et cou., 2002), par les

inhibiteurs de la phospholipase A2 cytosolique comme le fluorophosphonate

méthylarachidonoyl (MAFP) (Sugiura et coll., 2002), par le fluorophosphate diisopropyl

(Ueda & Yamamoto, 2000), par l’URB597 qui est très sélectif ne se liant pas au

transporteur de l’anandamide ni aux récepteurs cannabinoïdes (Kathuria et coll., 2003;

Jayamanne et colI., 2006; Paylor et coli., 2006) ainsi que par le fluoride palmitylsulphonyl

(AM374) qui s’avère plus spécifique comparativement aux inhibiteurs des sérines-protéases

(Deutsch et cou., 1997). De plus, il semblerait que l’inhibition de la fAAH par l’URB597,

un composé carbamate qui forme une liaison covalente avec un résidu sérine de l’enzyme,

serait sélectivement dépendante du pH, ce qui vient d’être démontré au niveau cellulaire
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(Paylor et cou. 2006). L’analyse séquentielle de la FAAH a démontré une protéine

conservant 579 acides aminés dans toutes les espèces dont une région hydrophobe

transmembranaire, une région catalytique (sérine 241, sérine 217 et lysine 142) participant

à l’hydrolyse (Deutsch et cou., 2002; Cravatt & Lichtman, 2003), en plus d’une séquence

possédant un domaine SH3, ce qui suggère que d’autres protéines peuvent interagir avec la

fAAH, et ainsi, contrôler son activité et/ou sa localisation sous-cellulaire (Cravatt et coïl.,

1996). Il est possible que des cellules autres que les neurones tels que les leucocytes

participent au catabolisme des endocannabinoïdes, notamment lors du processus

inflammatoire (Bisogno et cou., 1997; De Petrocellis et cou., 2000b).
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Figure 4: Formation et inactivation de l’anandamide et du 2-arachidonylglycérol (2-AG).

Les deux endocannabinoïdes sont formés à partir de phospholipides membranaires suite à

l’action d’enzymes spécifiques, une N-acyltransférase (NAT) puis une phospholipase D

(PLD) pour l’anandamide, et une phospholipase C (PLC) puis une diacylglycérol lipase

(DAGL) pour le 2-AG. Ces enzymes sont situées au niveau des membranes

intracellulaires. Un transporteur membranaire (EMT pour «endocannabinoid membrane

transporter ») faciliterait le passage des endocannabinoïdes, synthétisés au niveau du

neurone post-synaptique, vers la fente synaptique ou le neurone présynaptique. La
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dégradation de l’anandamide s’effectue par une amidohydrolase des acides gras ou FAAH

(« fatty-acid amide hydrolase ») qui est présente en grande concentration au niveau post

synaptique tandis que le 2-AG est inactivé par une monoacylglycérol lipase (MGL)

retrouvée principalement au niveau du neurone présynaptique. Ainsi, le 2-AG constituerait

le principal endocannabinoïde agissant comme messager rétrograde sur les récepteurs

cannabinoïdes présynaptiques.

1.2.6.1.3 Transporteur de t’anandamide

Il a été proposé que la libération de l’anandamide (et d’autres endocannabinoïdes) dans la

fente synaptique ainsi que sa recapture soient facilitées par un transporteur localisé sur les

neurones pré- et post-synaptiques. Ce mécanisme de recapture est pris en charge par un

transporteur saturable, sélectif, thermo-dépendant, indépendant des ions sodiques et

pouvant être stimulé par le NO (Beltramo et coll., 1997; Hillard et cou., 1997; Di Marzo et

coli., 2001; 2004; Di Marzo, 2006) dont le site de liaison au niveau de ce transporteur aurait

été identifié (Moore et coll., 2005). Ce phénomène de recapture de l’anandamide,

correspondant à un processus de diffusion facilitée, peut être bloqué par différents

inhibiteurs dont l’AM404, l’arvanil, l’olvanil, le UCM7O7 ainsi que le SKM-4-45-1

(Palmer et cou., 2002). Toutefois, il est important de mentionner que l’AM404, l’arvanil et

l’olvanil inhibent la FAAH et donc l’hydrolyse de l’anandamide (Jarrahian et coli., 2000;

Glaser et cou., 2003; Hillard & Jarrahian, 2003), ce qui suggère que le métabolisme par la

FAAH constitue la force régulatrice du transport de l’anandamide. De nouvelles évidences

suggèrent que l’anandamide pourrait être transporté par simple diffusion, car
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l’accumulation d’anandamide serait insaturable; certains inhibiteurs du transporteur

inhiberaient aussi la FAAH et la spécificité de l’anandamide pour le transporteur ne serait

pas certaine, selon les expériences faites sur des cellules de neuroblastome et d’astrocytome

(Glaser et col!., 2003). Une autre étude a émis l’hypothèse que l’anandamide pourrait

diffuser librement à travers les membranes dans toutes les cellules, mais certaines cellules

exprimeraient aussi un transporteur qui faciliterait ce mouvement (Hillard & Jarrahian,

2003). Ainsi, à l’heure actuelle, l’existence d’un transporteur spécifique des

endocannabinoïdes reste controversée et de nouvelles découvertes seront nécessaires pour

répondre à cette interrogation (Hillard & Jarrahian, 2003; McFarland & Barker, 2004 pour

une synthèse).

1.2.6.1.4 L ‘anandamide comme endovaniltoïde

Par ailleurs, l’anandamide considéré principalement comme un endocannabinoïde, est aussi

un endovanilloïde, car il peut agir au niveau des récepteurs vanilloïdes de type TRPV I qui

sont des récepteurs sensibles à la capsaïcine, aux protons, à la chaleur (Figure 5) (Caterina

et coll., 1997; Di Marzo et cou., 2001; Piomelli, 2001). La capsaïcine et l’anandamide

partagent le même site de liaison (Di Marzo et col!., 2002a) mais ce n’est qu’à des

concentrations élevées d’anandamide que ce dernier est capable d’activer le récepteur

vanilloïde. L’activation de ces récepteurs engendre l’entrée de Ca2 et la dépolarisation de

la cellule qui libère le CGRP (« calcitonin gene-related peptide >) et la substance P qui

causent une vasodilatation locale et une extravasation plasmatique (Di Marzo et coll.,

2001). Ainsi l’anandamide à fortes concentrations peut avoir des effets inverses de ceux
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obtenus lors de l’activation des récepteurs CB1. De plus, il a été démontré qu’il existerait

une relation fonctionnelle entre les récepteurs TRPV1 et CB1 au niveau des ganglions de la

racine dorsale, de la moelle épinière et du système nerveux central lorsque ces derniers sont

exprimés dans la même cellule (Cristino et coli., 2006).

Jiric
oxide
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D’après Di Marzo et coli., 2004.

Figure 5: fonction hypothétique de l’anandamide comme étant un endocannabinoïde ou

un endovanilloïde. Les cercles bleus correspondent à l’anandamide et le cercle rouge

correspond à la bradykinine ou un autre agoniste. Abréviations: VR1 ou TRPVI,

«transient receptor potential vanilloid 1 »; FAAH, «fatty-acid amide hydrolase »; C31,

récepteur cannabinoïde I; PKC, protéine kinase C; PLD, phospholipase D; ATP, adénosine

triphosphate.



29

1.2.6.2 2-Arachidonylglycérol

Le 2-arachidonylglycérol (2-AG) constitue le deuxième ligand endogène aux propriétés

cannabinomimétiques qui a été découvert et isolé, en premier lieu, au niveau de l’intestin de

chien (Mechoulam et coll., 1995) et plus tard au niveau du cerveau de rat (Sugiura et coil.,

1995). L’administration systémique du 2-AG produit une hypomotilité, de l’hypothermie,

une antinociception et une catalepsie, ce qui constitue la même tétrade de tests que celle

produite par l’administration d’anandamide ou de THC (Mechoulam et cou., 1995; Stella et

coli., 1997). Comme l’anandamide, le 2-AG a une relativement faible affinité pour le

récepteur CB1 (K1 = 472 nM) ainsi que pour le récepteur CB2 (K1 = 1400 nM) (Lee et coll.,

1995; Mechoulam et coll., 1995; Sugiura et coIl., 1996). Toutefois, des expériences faites

au niveau cellulaire démontrent que le 2-AG est le ligand de choix pour le récepteur C31 et

C32 comparativement à l’anandamide agissant comme agoniste partiel (Sugiura et coil.,

1999; 2000). Le 2-AG a été retrouvé dans le cerveau à des concentrations 170 fois

supérieures à celle de l’anandamide (Stella et coll., 1997). Le 2-AG peut moduler le

système immunitaire en agissant entre autres sur les splénocytes, les lymphocytes, les

macrophages, les cellules microgliales (Lee et colL, 1995; Maccarrone et coli., 2002a;

Howlett et coli., 2004; Di Marzo, 2006). Il a été démontré que les macrophages peuvent

stimuler la synthèse du 2-AG suite à leur activation par le lipopolysaccharide (LPS) et

possèdent aussi les mécanismes pour sa dégradation suivi de sa récupération en

phosphoglycérides membranaires (Di Marzo et coll., 1999).
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1.2.6.2.1 Synthèse du 2-arachidonytgtycérot

La synthèse du 2-AG se fait par deux mécanismes. Le premier, et principal, mécanisme est

dépendant du calcium et se trouve sous le contrôle d’une phospholipase C qui permet

d’obtenir le 1,2-diacylglycérol qui sous l’action de l’enzyme diacylglycérol lipase (snl

DAG lipase) donnera le 2-AG (Di Marzo, 1998; Sugiura et cou., 2002; Bisogno et cou.,

2003). L’activité de la DAG lipase est nécessaire pour la croissance axonale chez

l’embryon durant son développement et au niveau des dendrites du cervelet chez l’adulte.

Cette dernière se déplace donc du niveau présynaptique au niveau post-synaptique selon les

besoins développementaux engendrés par la croissance cérébrale (Bisogno et col!., 2003;

Di Marzo, 2006). La DAG lipase peut être inhibée par le RHC80267 et la

tétrahydrolipstatine (Bisogno et coil., 2003). Ces deux inhibiteurs peuvent s’avérer utiles

pour une meilleure compréhension de la fonction cellulaire de cette enzyme. Le deuxième

mécanisme consiste sous l’action d’une phospholipase Al en la synthèse du 2-arachidonyl-

lysophospholipide qui sera ensuite hydrolysé en 2-AG par l’activité d’une iyso

phospholipase C (Di Marzo, 1998; Piomelli et col!., 1998; Piomelli, 2003).

1.2.6.2.2 Dégradation du 2-arachidonytgtycérot par la MGL

Le 2-AG aussi bien que l’anandamide sont métabolisés rapidement en raison de la présence

d’enzymes de dégradation très efficaces (Jarai et coli., 2000). Il a été démontré

antérieurement que l’enzyme fAAH hydrolyse l’anandamide, mais cette dernière peut

également dégrader le 2-AG (Di Marzo et col!., 199$b; Goparaju et col!., 199$).



3

Cependant, le 2-AG est dégradé principalement par la monoacylglycérol lipase (MGL) qui

est une protéine localisée aussi bien au niveau du cytosol que de la membrane (Ghafouri et

cou., 2004). Elle est présente au niveau présynatique, possède une activité optimale à un

pH situé entre 7 et 8 et a conservé une homologie de séquence entre les différentes espèces

(rats, souris et humains) (Goparaju et cou., 1999; Ghafouri et cou., 2004; Di Marzo, 2006).

Différentes analyses ont révélé que la MGL est exprimée de façon hétérogène au niveau du

cerveau avec les niveaux les plus élevés dans les régions exprimant aussi les récepteurs CB1

tels que l’hippocampe, le cortex, le thalamus antérieur et le cervelet (Dinh et coll., 2002).

De plus, la présence de MGL a également été démontrée au niveau des macrophages (Di

Marzo et cou., 1999). Cette enzyme est inhibée faiblement par l’arachidonoyl sérinol, le O-

2203 et le O-2204 (Ghafouri et cou., 2004) mais de façon sélective par Ï’URB6O2

(Hohmann et cou., 2005) et l’URB574 (Makara et cou., 2005). De plus, le

palmitoyltrifluorométhylkétone (PTMK) inhibe l’activité de la MGL avec toutefois moins

de puissance que celle de la FAAH (Ghafouri et cou., 2004). L’analyse séquentielle de la

MGL, une sérine hydrolase, démontre une protéine possédant 303 acides aminés (Dinh et

cou., 2002). Par ailleurs, le 2-AG diffuse rapidement dans les cellules sans toutefois qu’il

n’y ait d’évidences actuelles attestant que le 2-AG puisse diffuser à l’aide d’un transporteur

(Di Marzo, 199$; Di Marzo et cou., 1998b).

Il est important de noter que l’anandamide ainsi que le 2-AG peuvent aussi être métabolisés

par la cyclooxygénase et la lipooxygénase donnant, dans le cas de l’anandamide

respectivement, la prostaglandine E2-éthanolamine et l’acide hydroxy-eicosatétraénoïque

C
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éthanolamine (Burstein et coiL, 2000). Par ailleurs, les dérivés de l’anandamide provenant

de l’action de la lipooxygénase sont des inhibiteurs compétitifs de la fAAH (Maccarrone et

cou., 199$).

Les effets différents du 2-AG et de l’anandamide peuvent résulter de rôles divers leurs étant

attribués durant la modulation rétrograde de la neurotransmission excitatrice ou inhibitrice,

puisque, par exemple, le 2-AG n’active pas efficacement les récepteurs TRPV1 (Di Marzo

et coil., 2002a). En effet, le 2-AG agit pleinement en tant qu’agoniste des récepteurs CB1

produisant une inhibition fonctionnelle de la potentialisation à long terme au niveau de

l’hippocampe (Stella et colL, 1997; Hirst et coiL, 1998), par opposition à l’anandamide qui

cause une augmentation dépendante de la dose en raison de son action sur les récepteurs

TRPV1 (Al-Hayani et cou., 2001; Di Marzo et coli., 2002a,b). Par ailleurs, il a aussi été

démontré que le 2-AG diminue la perméabilité au niveau de la barrière hémato

encéphalique, diminue l’expression des cytokines pro-inflammatoires (TNf-u, IL-l f3 et IL-

6) et augmente les niveaux endogènes d’antioxydants (Panikashvili et coll., 2005).

1.2.6.2.3 Transporteur du 2-arachidonytgtycérot

Le 2-AG diffuse rapidement dans les cellules sans toutefois qu’il n’y ait de consensus quant

aux évidences actuelles attestant que le 2-AG diffuse à l’aide d’un transporteur (Di Marzo,

1998; Di Marzo et cou., 199$b). Cependant, quelques études ont étudié le transport du 2-

AG, un agoniste naturel des récepteurs cannabinoïdes. Elles se sont basées sur les

cinétiques de saturation et les rapports récents proposent que le 2-AG entre dans la cellule
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par un transporteur qui lui est spécifique ou tout simplement par diffusion simple (Hermann

et coll., 2006). Selon ces nouvelles données, la recapture du 2-AG ressemblerait

étrangement à celle de l’anandamide faisant en sorte que le mécanisme de diffusion à

travers la membrane serait limité par les taux de 2-AG (Hermann et colI., 2006). Ces

résultats suggèrent donc que les endocannabinoïdes sont une classe distincte d’agonistes

étant donné qu’ils sont hydrophobes et neutres et qu’ils démontrent des propriétés

biophysiques semblables à certains anesthésiques qui diffusent librement à travers la

membrane.

1.2.6.3 Oléoyléthanolamide

L’oléoyléthanolamide (OEA), constitué à partir d’éthanolamine et d’acide oléique, est un

analogue structurel de l’anandamide, un cannabinoïde endogène décrit précédemment, qui

n’active pas les récepteurs cannabinoïdes (Gaetani et coll., 2003). Sa biosynthèse dans les

intestins de rat est augmentée par la prise de nourriture et diminuée par le jeûne, ce qui lui

confère une participation dans la régulation de la satiété (Gaetani et coll., 2003). Ce lipide

endogène module la prise de nourriture, la masse corporelle et le métabolisme des lipides

par sa grande affinité pour le facteur de transcription PPAR-a (« peroxisome proliferator

actived receptor-Œ ») (Guzman et coli., 2004; Lo Verme et cou., 2005b). L’OEA est

présent dans tous les tissus exprimant le PPAR-Œ comme, par exemple, dans les intestins et

le cerveau. Toutefois, la régulation de sa biosynthèse dans certains tissus reste encore

inconnue (Lo Verme et coil., 2005b). Des études ont aussi démontré que l’OEA pourrait
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interagir avec le récepteur TRPVI afin de réguler la satiété (Ahem, 2003; Wang et coU.,

2005) ce qui a été démenti par une expérience faite chez des souris dont le gène codant

pour le récepteur TRPV1 a été inactivé (Lo Verme et coli., 2005b). L’invalidation du gène

TRPV1 chez ces souris n’a pas affecté l’induction par l’OEA de la baisse de prise de

nourriture (Lo Verme et cou., 2005b). La contribution du récepteur TRPV1 à la régulation

de la satiété reste controversée à l’heure actuelle.

L’OEA est formé à la demande à partir des précurseurs phospholipidiques trouvés dans la

membrane cellulaire. La première étape est produite à l’aide de la N-acyltransférase qui

catalyse le transfert de l’acide oléique de la phosphatidylcholine sur le groupement amine

de la phosphatidyléthanolamine, ce qui forme le n-oléoyl-phosphatidyléthanolamine qui

sera clivé, ensuite, par une phospholipase D spécifique afin de libérer l’OEA (Lo Verme et

col!., 2005b). L’OEA est éliminé par l’hydrolyse enzymatique conduisant à la formation

d’acide oléique et d’éthanolamine. Il y a deux enzymes qui ont été identifiées comme

catalysant cette réaction: la FAAH retrouvée abondamment au niveau du cerveau et du foie

(enzyme qui catalyse l’hydrolyse des éthanolamides des acides gras (< fatty-acid

ethanolamides »)) et la N-palmitoyl-phosphatidyléthanolamine qui est présente en grande

quantité dans les poumons, la rate et les intestins (enzyme qui catalyse préférentiellement le

palmitoyléthanolamide) (Figure 6) (Lo Verme et cou., 2005b).
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Figure 6: Synthèse et dégradation des amides des acides gras endogènes tel que démontré

pour l’OEA. Abréviations: NAT, N-acyltransférase; PE, phosphatidyléthanolamine: PC,

phosphatidytcholine; NOPE, N-oléoyl-phosphatidyléthanolamine; PLD, phospholipase D;

OA, acide oléique; PAA, N-palmitoyl-phosphatidyléthanolamine.

1.2.6.4 Palmitoyléthanolamide

Le palmitoyléthanolamide (PEA) a été identifié au niveau de différents tissus (cerveau,

foie, muscles) chez le rat et le cochon d’Inde ainsi qu’il a été démontré avoir des propriétés

anti-inflammatoires et anti-anaphylactiques (Bachur et col!., 1965). Le PEA pourrait être

un agoniste endogène des récepteurs cannabinoïdes C32 (facci et cou., 1995). Cependant,
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cette dernière étude n’a pas été reproduite dans d’autres laboratoires. Par ailleurs, d’autres

études affirment que le PEA ne se lient pas aux récepteurs CB1 ou CB2 (Devane et cou.,

1992; Griffin et cou., 2000). De plus, le PEA ne déplace que 10 % de la liaison du {3H] CP

55,940 aux récepteurs cannabinoïdes CB2 humains clonés, et cela à des concentrations

allant jusqu’à 10 nM (Showalter et cou., 1996). C’est pourquoi il a été suggéré que le PEA

pourrait activer les récepteurs CB2 indirectement en initiant une chaîne d’événements

(Malan et coli., 2002). Par exemple, il a été proposé que le PEA pourrait augmenter les

effets des autres endocannabinoïdes en prévenant leur métabolisme et ainsi en devenant une

substance agissant positivement sur son entourage (Lambert & Di Marzo, 1999; Jonsson et

coll., 2001; De Petrocellis et coli., 2002). Il est possible aussi que le PEA agisse sur un

récepteur cannabinoïde non découvert jusqu’à maintenant (Calignano et coll.. 199$; 2001;

Conti et coli., 2002). La reconnaissance du PEA en tant que ligand endogène des

récepteurs CB2 reste donc controversée. Par opposition, il a été démontré que le PEA

produit son effet anti-inflammatoire en agissant sur le récepteur nucléaire PPAR-Œ, cette

action n’est pas inhibée par le SR144528 (antagoniste spécifique du récepteur CB2) (Lo

Verme et colL, 2005a). De plus, l’application topique du PEA n’a pas augmenté les

niveaux d’anandamide dans la peau, ce qui contredit l’hypothèse précédente suggérant que

le PEA bloquerait l’hydrolyse de l’anandamide. Il s’agirait plutôt du blocage de la synthèse

de l’anandamide (Lo Verme et coil., 2005a).



Le PEA est synthétisé à la demande, comme pour l’anandamide, et, à partir des

phospholipides membranaires et de l’activité catalytique d’une N-acyltransférase dépendant

du calcium, il y a formation du N-palmitoyl-phosphatidyléthanolamine qui sous l’action de

l’hydrolyse catalytique d’une phospholipase D produit le PEA (Cadas et coIL, 1997;

Calignano et coli., 2001). Par ailleurs, une enzyme différente de la FAAH a été définie de

façon moléculaire et démontrée comme étant une N-palmitoyléthanolamine acide amidase

(NPAA) ou une N-acyléthanolamine acide amide hydrolase (NAAA), selon les auteurs,

possédant une activité optimale à un pH de 5 et hydrolysant le PEA (en acide palmitique et

en éthanolamine) beaucoup plus rapidement (13 fois) que l’anandamide (Ueda et coli.,

2001; Deutsch et coli., 2002; Tsuboi et coll., 2005). Cette enzyme est distribuée de façon

abondante dans les poumons, la rate, les intestins, le thymus et le caecum, ce qui témoigne

d’une distribution importante au niveau du système immunitaire confirmant les effets anti-

inflammatoires et immunosuppresseurs du PEA (Ueda et ccli., 2001). De plus, la N

palmitoyléthanolamine acide amidase est presque insensible à l’effet du fluorophosphonate

méthylarachidonoyl (MAFP) bloquant efficacement toutefois l’activité de la fAAH (Ueda

et coU., 2001).

1.2.6.5 Autres endocannabinoïdes

Les deux congénères de l’anandamide, le N-docosatétraénoyl-éthanolamine et le N-di

homo-y-linolénoyl-éthanolamine ont été isolés du cerveau de porc (Hanus et coll., 1993; Di

Marzo, 199$), ont démontré une activité cannabinomimétique (Hanus et cou., 1993;
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Pertwee et coiL, 1994; Barg et cou., 1995) ainsi qu’une liaison fonctionnelle au niveau du

récepteur cannabinoïde CB1 (Hanus et cou., 1993; Di Marzo, 1998).

Le 2-arachidonylglycéryl éther (noladin éther) est un analogue éther du 2-AG qui se lie et

qui active les récepteurs CB1 (Hanus et cou., 2001). Le mécanisme définissant sa synthèse

n’a pas encore été caractérisé et sa présence dans le tissu cérébral normal a été questionnée

(Oka et cou., 2003; Parkkari et cou., 2006).

Le N-arachidonyldopamine est un agoniste endogène des récepteurs vanilloïdes (TRPVI)

ainsi qu’un agoniste des récepteurs CB1 (Huang et coll., 2002; Iversen & Chapman, 2002).

L’oléamide est un agoniste endogène sélectif des récepteurs cannabinoïdes C31 murins et

humains qui a la propriété d’induire le sommeil (Fowier, 2004; Leggett et coll., 2004).

Par ailleurs, la virodhamine, qui constitue l’ester de l’acide arachidonique et de

l’éthanolamine, pourrait agir comme un antagoniste endogène du récepteur C31 (Porter et

coil., 2002). Sa présence au niveau des tissus cérébraux a été documentée (Porter et coiL,

2002), mais ceci est intrigant puisque cette molécule instable est rapidement convertie en

anandamide dans un environnement aqueux. Le mécanisme de sa synthèse est inconnu et

sa désactivation pourrait correspondre à un phénomène de recapture et d’hydrolyse

ressemblant à ceux de l’anandamide (Porter et cou., 2002).
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1.2.7 Endocannabinoïdes comme messagers synaptiques agissant de façon

rétrograde

Une des découvertes les plus importantes concernant les endocannabinoïdes au niveau du

système nerveux central proviendrait du travail de Wilson & Nicoil en 2001 liant les

récepteurs cannabinoïdes à un phénomène de dépolarisation qui induit la suppression de

l’inhibition ou DSI (« depolarization-induced suppression of inhibition ») et caractérisé

précédemment par Alger et ses collaborateurs (Pitler & Alger, 1994; Alger et cou., 1996;

Alger, 2002). Des études électrophysiologiques récentes appuient fortement l’hypothèse

selon laquelle l’augmentation des niveaux de calcium intracellulaire causerait une forte

dépolarisation des cellules post-synaptiques (pyramidales de l’hippocampe, Purkinje du

cervelet ou autres), ce qui engendrerait la synthèse rapide et non-vésiculaire des

endocannabinoïdes (Kreitzer & Regehr, 2001; Ohno-Shosaku et coIl., 2001; Wilson &

Nicoll, 2001). Ces derniers agiraient au niveau des récepteurs C31 présynaptiques afin

d’inhiber la libération des neurotransmetteurs. Les endocannabinoïdes sont donc capables,

du fait de leur mode de production «à la demande » et de leurs propriétés chimiques

particulières, d’intervenir «à contre-courant» de la transmission synaptique pour moduler

de manière transitoire ou durable la libération de neurotransmetteurs inhibiteurs ou

excitateurs (Figure 7) (Venance et coll., 2004). Ainsi, les endocannabinoïdes

participeraient au phénomène de suppression de l’inhibition induite par une dépolarisation

ou DSI tel qu’observé au niveau des neurones de l’hippocampe qui entraînait une
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diminution des événements post-synaptiques spontanés inhibiteurs GABAergiques (01mo-

Shosaku et cou., 2001; Wilson & NicolI, 2001). Parallèlement, le rôle des

endocannabinoïdes a été découvert dans le phénomène de suppression de l’excitation

induite par une dépolarisation ou DSE (« depolarization-induced suppression of

excitation ») au niveau des fibres ascendantes du cervelet où la signalisation rétrograde des

endocannabinoïdes module des synapses excitatrices glutamatergiques (Kreitzer & Regehr,

2001; Venance et coll., 2004). Il faut noter que si l’activation des récepteurs CB1 entraîne

une inhibition de l’activité de certains neurones, cela ne signifie pas pour autant que les

cannabinoïdes soient inhibiteurs des fonctions cérébrales en raison des effets de circuit qui

peuvent faire, par exemple, que l’inhibition d’une inhibition peut produire une excitation

neuronale (Venance et coll., 2004). Les endocannabinoïdes peuvent aussi moduler la

plasticité synaptique à long terme, comme cela a été démontré au niveau du noyau

accumbens, qui est une structure centrale de la voie corticomésolimbique (Robbe et coil.,

2001) (Figure 7). Ainsi, le système endocannabinoïde contrôle la libération de nombreux

neurotransmetteurs comme le glutamate, le GARA, la glycine, la noradrénaline, la

sérotonine, la dopamine, l’acétylcholine et de nombreux neuropeptides (Baker et cou.,

2003).
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Figure 7: Les endocannabinoïdes sont des messagers lipidiques synthétisés à la demande

au niveau post-synaptique suite à une dépolarisation de la membrane neuronale secondaire

à l’entrée de calcium. Ils sont ainsi relâchés dans la fente synaptique et vont agir sur des

récepteurs cannabinoïdes CB1 localisés sur le neurone présynaptique. Ils peuvent alors

inhiber la libération de neurotransmetteurs inhibiteurs ou excitateurs en fonction de la

localisation neuronale considérée. Ainsi, les endocannabinoïdes peuvent agir sur la

plasticité synaptique à court et à long terme (exemple présenté ici à partir d’enregistrements
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effectués au niveau de fibres nerveuses prélimbiques) par action rétrograde sur l’élément
présynaptique. (en haut)

Enregistrement d’un courant synaptique excitateur au niveau du noyau accumbens chez la
souris. L’administration d’un endocannabinoïde inhibe les courants synaptiques excitateurs
et induit une dépression à long terme. (en bas)

II. Cannabinoïdes et douleur

2.1 Généralités

Le 19e siècle a été marqué par l’usage médical du cannabis afin de soulager différentes

douleurs; un regain d’intérêt pour l’utilisation de cette substance comme outil thérapeutique

dans le traitement de la douleur est survenu vers la fin du 20e siècle et de façon plus

prononcée en ce début de 21e siècle (Joy et coil., 1999; Nolin & Kenny, 2003). Les

cannabinoïdes endogènes ainsi que les récepteurs cannabinoïdes sont présents à différents

niveaux des voies de la douleur, de la périphérie jusqu’au système nerveux central (Martin

et col!., 1995; Hohmann & Herkenham, 2000; Hohmann, 2002). La découverte du système

cannabinoïde endogène, la disponibilité d’antagonistes pour les récepteurs cannabinoïdes

ainsi que la génération de souris dont le gène pour le récepteur CB1 et/ou le récepteur C32 a

été invalidé ont facilité les recherches dans ce domaine (Iversen & Chapman, 2002).

L’administration systémique des agonistes cannabinoïdes a produit des effets

antinociceptifs et antihyperalgésiques dans des études comportementales (Lichtman &

Martin, 199fb; farquhar-Smith & Rice, 2001; Fox et coll., 2001) et éÏectrophysiologiques

C
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(Hohmann et cou., 1995; 1999). Les sites d’action des cannabinoYdes ont été étudiés de

façon exhaustive et l’effet antinociceptif des cannabinoïdes a été identifié au niveau

périphérique, spinal et central suite à l’administration de différentes classes d’agonistes

pour les récepteurs cannabinoïdes (Pertwee, 2001).

2.2 Cannabinoïdes au niveau central et douleur

La mise en évidence directe de l’intervention d’un site analgésique central vient de

l’observation selon laquelle l’administration par voie intracérébroventriculaire d’agonistes

des récepteurs cannabinoïdes tels que le WIN 55,2 12-2, le CP 55,940 ou le A9-THC au

niveau de régions spécifiques du cerveau impliquées dans le contrôle de la douleur telles

que le noyau basolatéral de l’amygdale (Connell et colI., 2005), la substance grise

périaqueducale (Martin et colL, 1995; 1999a; Lichtman et coll., 1996; Welch et colI., 1998)

et la moelle rostroventromédiale (RVM) (Meng et coll., 1998) entraîne une antinociception,

alors que les injections faites en dehors des zones de régulation de la douleur n’ont aucun

effet. De plus, l’inactivation de la moelle rostroventromédiale supprime l’analgésie (mais

non les effets moteurs) produite par l’injection systémique de WIN 55,212-2. En

particulier, des recherches ont confirmé que les cannabinoïdes agissaient directement sur

des cellules spécialisées du RVM pour moduler la douleur en augmentant l’activité

spontanée de cellules dénommées «off-cells» qui inhibent ainsi le message nociceptif

(Meng & Johansen, 2004). C’est pourquoi l’injection d’URB597 et de WLN 55,212-2 au

niveau de la substance grise périaqueducale provoque la stimulation des cellules «OFF »
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du RVM causant une analgésie expliquée par une action sur les récepteurs CB1 (Maione et

cou., 2006). L’importance de la modulation des processus douloureux par les

cannabinoïdes au niveau supraspinal a été rehaussée par la démonstration qu’une

stimulation douloureuse périphérique entraîne une augmentation de la libération

d’anandamide et de 2-AG au niveau de la substance grise périaqueducale (Walker et cou.,

1999; Hohmaim et cou., 2005; Suplita et colI., 2005) qui constitue l’un des sites

supraspinaux les plus importants de la modulation de l’information nociceptive. C’est ainsi

que la synthèse et l’utilisation par Hohmann et ses collaborateurs (2005) de l’URB6O2, un

inhibiteur de la MGL, a permis d’augmenter les concentrations de 2-AG et d’anandamide

au niveau de la substance grise périaqueducale par l’utilisation d’un modèle de stress

induisant l’analgésie. Cette étude est donc la première à démontrer que la MGL constitue

une nouvelle cible thérapeutique qui n’avait jamais été étudiée auparavant (Hohmann et

cou., 2005). Par ailleurs, les niveaux cérébraux de 2-AG et d’anandamide sont augmentés

dans des modèles animaux de lésions cérébrales chez la souris et le rat (Hansen et coll.,

2001; Panikashvili et coli., 2001). Les niveaux d’anandamide et l’expression du récepteur

CB1 sont également augmentés suite à l’occlusion de l’artère cérébrale moyenne chez le rat

(lin et coll., 2000; Berger et coll., 2004; fowler et coil., 2005). De plus, le 2-AG protège la

barrière hémato-encéphalique et inhibe l’expression des cytokines pro-inflammatoires

(TNF-a, IL-1Œ et IL-6) après une atteinte cérébrale (Panikashvili et coll., 2005). Tous ces

résultats montrent que les cannabinoïdes inhibent le déclenchement de la douleur par action

sur les nocicepteurs à l’intérieur de circuits de modulation et de transmission de la douleur

C
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bien distincts. En effet, les caractéristiques de l’antinociception impliquant les

cannabinoïdes sont semblables à celles rencontrées par les opioïdes puisque tous les deux

agissent au niveau spinal et supraspinal (Lichtman & Mai-tin, 1991b; Lichtman et cou.,

1996). Malgré ces ressemblances, les effets antinociceptifs des caimabinoïdes sont bien

distincts de ceux produits par la morphine.

Enfin, le fait que l’administration intrathécale ou intracérébroventriculaire d’un antagoniste

des récepteurs opioïdes-K bloque les effets antinociceptifs du THC doimé lui aussi par voie

intrathécale suggère que les récepteurs opioïdes K au niveau de la moelle épinière

contribuent à l’antinociception induite par les cannabinoïdes (Smith et coll., 1994).

De plus, l’antinociception induite par les cannabinoïdes est due en partie à l’activation d’un

mécanisme spinal noradrénergique descendant (Lichtman & Martin 1991 a; Khodayar et

cou., 2006). En effet, l’administration intrathécale de la yohimbine, un antagoniste Œ2-

adrénergique, bloque les effets antinociceptifs du THC lorsqu’injecté de façon

intraveineuse (Lichtman & Martin 1991a). L’échec de la yohimbine pour bloquer soit les

effets cataleptiques soit l’hypothermie, tous deux induits par le TIIC, prouve que

l’implication du système noradrénergique est relativement spécifique à l’antinociception.

À l’inverse, il est peu probable dans ce contexte, que les récepteurs Œ-adrénergique et la

sérotonine jouent un rôle significatif (Lichtman & Mai-tin 1991a). Ces résultats valident

l’hypothèse, selon laquelle, la composante supraspinale impliquée dans l’antinociception

induite par les cannabinoïdes fait intervenir un système spinal noradrénergique descendant.
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2.3 Cannabinoïdes au niveau spinal et douleur

L’antinociception induite par l’administration spinale des cannabinoïdes exogènes a été

étudiée de façon exhaustive. Des données supportent l’hypothèse selon laquelle l’analgésie

induite par l’administration intrathécale de cannabinoïdes passe, en partie, par l’activation

des récepteurs localisés au niveau de la moelle épinière (Martin & Lichtman, 1998;

Richardson et coll., 1 99$b). Des études autoradiographiques ont identifiées des récepteurs

cannabinoïdes au niveau de la corne dorsale de la moelle épinière dans des régions recevant

des informations nociceptives (Herkenham et coll., 1991). L’administration de

cannabinoïdes prévient l’expression de c-fos (facteur de transcription utilisé comme

marqueur de l’activité neuronale suite à un processus douloureux (Buritova & Besson,

1999)) dans la corne dorsale de la moelle épinière (Tsou et cou., 1996) et inhibe la

décharge des neurones à large gamme réceptive «wide dynamic range neurons» (Hohmann

et coli., 1995) en réponse à un stimulus douloureux. L’antinociception produite par

l’administration intraveineuse ou intrathécale du CP 55,940, un cannabinoïde synthétique,

persiste après la section de la moelle épinière (Lichtman & Martin, 1991b), ce qui indique

une implication spinale importante et non une action exclusive des voies inhibitrices

descendantes. Ces études démontrent collectivement l’implication spinale de l’analgésie

produite par les cannabinoïdes. En effet, des études comportementales (Lichtman &

Martin, 199fb; Smith & Martin, 1992), électrophysiologiques (Hohmann et colL, 199$;

Hohmann et cou., 1999; Strangman & Walker, 1999) et neurochimiques (Tsou et cou.,

C
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1996; Richardson et cou., 1998b) ont montré que les cannabinoïdes agissaient au niveau

médullaire pour réguler la douleur. Par ailleurs, l’administration intrathécale de

cannabinoïdes chez la souris entraîne de façon fiable une action antinociceptive (Lichtman

et coll., 1992). Il a également été démontré que les endocannabinoïdes (anandamide et 2-

AG) s’accumulent au niveau spinal chez des souris ayant subi une mutation

neurodégénérative (Witting et coli., 2004). Des travaux de biodisponibilité montrent que

les cannabinoïdes administrés par voie spinale ont tendance à rester au niveau du site

d’action et ne sont pas rapidement redistribués vers le cerveau (Martin & Lichtman, 1992).

Il est également possible que les endocannabinoïdes modulent l’effet de la sensibilisation

centrale induite par le glutamate par l’intermédiaire des récepteurs NMDA (Richardson et

coll., l998a). Ainsi, il a été montré que l’administration intrathécale d’un antagoniste des

récepteurs C31, le SRI417I6A, provoque une hyperalgésie thermique qui est bloquée par

l’administration d’antagonistes des récepteurs NMDA (Richardson et coll., 1 99$a).

L’administration de WIN 55,212-2 a inversé le mécanisme de l’allodynie et prévient

l’apparition d’une immunoréactivité de type fos dans les neurones médullaires faisant suite

à l’injection sous-cutanée de l’adjuvant de Freund (Martin et coll., 1999b). De plus,

l’injection spinale de CP 55,940 est capable d’induire un effet antinociceptif dans les deux

phases du test au formol (Khodayar et coil., 2006). De la même façon, l’administration

intrathécale de WIN 55,212-2 a atténué l’hyperalgésie mécanique associée au modèle de

douleur neuropathique par ligature partielle du nerf sciatique (fox et coll., 2001) ou par

ligature au niveau de la racine L5 (Bridges et coli.. 2001). Finalement, une étude récente a
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démontré que l’analgésie spinale induite par le stress causé par des chocs continus (durée 3

minutes) au niveau de la patte des rats est régulée par les endocannabinoïdes (l’anandamide

et le 2-AG) (Suplita et colL, 2006).

2.4 Cannabinoïdes au niveau périphérique et douleur

Des études ont démontré, d’un point de vue anatomique, la présence de récepteurs

cannabinoïdes fonctionnels au niveau des ganglions de la racine dorsale (Millns et coli.,

2001; Ross et cou., 2001; Walczak et coIl., 2005). Ainsi, l’utilisation de la technique

d’hybridation in situ suggère que les cellules des ganglions de la racine dorsale peuvent

synthétiser des récepteurs cannabinoïdes (Hohmann & Herkenham, 1999a) dont les

évidences fonctionnelles démontrent que les récepteurs CB1 sont transportés de façon

axonale à partir de cet endroit jusqu’à la périphérie des terminaisons des neurones afférents

primaires (Hohmann & Herkenham, 1999b). Le rôle des récepteurs cannabinoïdes

impliqués dans l’analgésie périphérique a été étudié dans différents modèles animaux.

Dans des modèles inflammatoires (injection de carragénine ou de formol) l’injection locale

d’anandamide à des doses exemptes d’action systémique atténue l’hyperalgésie thermique

et le comportement douloureux chez les rats (Calignano et coll., 1998; Richardson et coli.,

199$c). Par ailleurs, l’anandamide et le PEA sont retrouvés en quantité suffisante dans la

peau pour causer une activation locale des récepteurs cannabinoïdes (Calignano et coll.,

199$). C’est ainsi que l’effet analgésique du PEA administré avant l’injection

intraplantaire de formol (Calignano et cou., 199$; 2001) ou de carragénine (Conti et coli.,
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2002) est inhibé par le SR144528 (antagoniste des récepteurs CB2). De plus, l’injection

locale de WIN 55,212-2 dans le modèle d’injection locale de carragénine (Nackley et col!.,

2003 b), de capsaïcine (Li et cou., 1999) et dans un modèle de douleur neuropathique (fox

et coil., 2001) produit un effet antihyperalgésique. Cet effet antihyperalgésique du WIN

55,212-2 est inhibé par les antagonistes des récepteurs C31 (SR141716A) et CB2

(SR144528) (Nackley et cou., 2003b). Ces dernières données suggèrent donc l’implication

des récepteurs cannabinoïdes (CB1 et CB2) dans la modulation de la douleur inflammatoire

et neuropathique. L’administration d’agonistes spécifiques (RU-308, AM1241) pour les

récepteurs CB2 dans différents modèles de douleurs inflammatoires (carragénine ou

capsaïcine) (Ranus et col!., 1999; Nackley et coll., 2003a; Hohmann et col!., 2004) ou

thermique (laser chauffant) (Malan et cou., 2001) démontre que les récepteurs

périphériques CB2 peuvent moduler les processus nociceptifs. Ceci avait été constaté par

l’administration du PEA lors d’études antérieures (Calignano et coil., 199$; 2001; Jaggar et

cou., 199$). C’est pourquoi l’action analgésique périphérique des cannabinoïdes dans

différents modèles animaux de douleur a été démontrée (Hohmann, 2002; Malan et coil.,

2002 pour une revue de la littérature). Cette approche est très intéressante en soi,

puisqu’elle permet le développement d’analgésiques de type cannabinoïde agissant

localement et étant dépourvus des effets psychotropes centraux (Malan et coI!., 2003).
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2.5 Analgésie induite par les cannabinoïdes dans différents

modèles animaux

Les cannabinoïdes se sont révélés efficaces dans pratiquement l’ensemble des modèles

animaux utilisés jusqu’à présent. Plusieurs études comportementales ont démontré que les

cannabinoïdes sont antinociceptifs dans des modèles animaux de douleur aigu comme

dans le test de la plaque chauffante, du test de retrait de la queue et de la pression appliquée

sur une patte (Lichtman & Martin, 1991b; Martin et coil., 1996; Welch et cou., 199$), dans

le test au formol (Tsou et cou., 1996; Calignano et col!., 1998; 2001) ainsi que dans le test à

la carragénine (Richardson et coli., 1998c; Conti et coli., 2002; Nackley et cou., 2003a,b).

Les cannabinoïdes produisent aussi de l’analgésie dans des modèles de douleurs

inflammatoire et viscérale. Le modèle d’inflammation de la vessie (par la turpentine ou le

NOF «Nerve Growth factor ») révèle que l’anandamide ainsi que le PEA bloquent

l’hyperalgésie associée à l’inflammation de la vessie chez le rat (Jaggar et coll., 1992;

farquhar-Smith et cou. 2002). La régulation à la hausse du récepteur CB1 ainsi que le

tonus de base des endocannabinoïdes inhibent la motilité intestinale dans les problèmes

d’hypermotilité (Izzo et cou., 2001). Une hyperalgésie musculaire est provoquée par

l’injection de carragénine dans le muscle triceps et cette hyperalgésie est renversée par le

WJN 55,212-2 (Kehi et coll., 2003). Par ailleurs, le z\9-THC produit une antinociception

dans un modèle de douleur arthritique caractérisé par l’injection de l’adjuvant de Freund

(Smith et cou., 199$). Les modèles de douleur neuropathique sont aussi soulagés par les
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cannabinoïdes (Herzberg et col!., 1997; Bridges et col!., 2001; Fox et cou., 2001;

Hohmann, 2002; Ibrahim et cou., 2003; Walczak et cou., 2005; 2006) ainsi que les modèles

de douleur cancéreuse (Kehl et colL, 2003). Les cannabinoïdes sont donc efficaces dans les

modèles de douleur aigu, inflammatoire, viscérale, arthritique, neuropathique et

cancéreuse, et ce, quelle que soit la voie d’administration utilisée.

2.5.1 Analgésie induite par les cannabinoïdes dans un modèle de douleur

inflammatoire: le test au formol

Le test au formol est un modèle bien établi de douleur persistante à court terme caractérisée

par deux phases. Une première phase est décrite comme l’activation aigu des fibres A et

C, puis la seconde phase est caractérisée par la réaction inflammatoire au niveau des tissus

périphériques (Ijôlsen et coll., 1992). Le comportement douloureux de l’animal suite à

l’injection de formol est observé toutes les cinq minutes pour une période de soixante

minutes. Pour chaque période de cinq minutes, le temps total que l’animal passe dans

chacune des trois catégories suivantes est comptabilisé: (1) l’animal met peu ou pas de

poids sur la patte injectée; (2) la patte injectée reste élevée sans la poser; (3) l’animal

secoue, mordille ou lèche la patte ayant reçu l’injection (Tableau III). Le comportement

douloureux est ensuite quantifié en utilisant une cote de douleur standardisée (« Composite

pain score-weighted scores technique » (CPS-WST0,1,2)) et calculée pour la première phase

(0-15 minutes) et la seconde phase (15-50 minutes) (Watson et coll., 1997). Différentes

études, utilisant le test au formol, ont démontré l’effet antinociceptif de l’anandamide et du
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PEA (Calignano et cou., 1992; 2001; Jaggar et cou., 199$) ainsi que du WIN 55,212-2

(Tsou et coiL, 1996) dans ce modèle de douleur inflammatoire. Ces résultats confirment le

potentiel analgésique des ligands endogènes aux niveaux des récepteurs cannabinoïdes CB1

et CB2 situés en périphérie. Toutefois, il est intéressant de noter que l’injection

périphérique d’anandamide et de PEA est retrouvée seulement dans les études de Calignano

et collaborateurs en 199$ et en 2001. Ce dernier a démontré que l’injection locale

d’anandamide est cent fois plus puissante pour prévenir le comportement douloureux lié au

formol comparativement à son injection intraveineuse (Calignano et coll., 199$). Cette

observation est très intéressante puisqu’elle permet de séparer les effets psychotropes

centraux de l’action analgésique des cannabinoïdes agissant en périphérie lors de conditions

inflammatoires. Par ailleurs, il serait intéressant d’étudier l’effet produit par l’injection

locale d’anandamide et de 2-AG au niveau de la surface dorsale de la patte et de déterminer

si cet effet possède des propriétés antinociceptives dans le test au formol. L’effet

analgésique de l’administration locale d’anandamide et de 2-AG dans un modèle de douleur

inflammatoire comporte sûrement un potentiel thérapeutique innovateur et laisse envisager

des possibilités intéressantes quant à la modulation du système endocannabinoïde par des

inhibiteurs de la fAAH ou de la MOL.
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Tableau III Les comportements observés chez l’animal après l’injection de formol. On

caractérise les comportements observés à l’aide d’une cote de douleur standardisée.

Cote de
Comportement Observations douleur

L’animal met du poidsComportement
normal

— rct
qui a reçu o

L’animal met peu ou
Comportement de pas de poids sur la
douleur—i

— patte qui a reçu o

l’injection.

L’animal garde la
Comportement de patte qui a reçu

1douleur— 2— l’injection élevée, ne
la l)05 pas.
L’aiiimal secoue,

Comportement de — mordille ou lèche la
cloulecir— 3— patte qtii a reçu 2

l’injection.

Modifié d’après Watson et coIl., 1997.

2.5.2 Analgésie induite par les cannabinoïdes dans un modèle de douleur

neuropathique: lésion du nerf sciatique

Le modèle de douleur neuropathique de Seltzer consiste en la ligature partielle du nerf

sciatique causant une neuropathie unilatérale (Seltzer et cou., 1990). Le nerf sciatique est
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exposé proximal à la tête fémorale et 1/3 à 1/2 de la surface dorsale du nerf est ligaturé

(Figure 8) (Seltzer et coil., 1990). Une allodynie (douleur ressentie à la suite d’une

stimulation non nociceptive) et une hyperalgésie (douleur exacerbée suivant une

stimulation nociceptive) se développent dans les jours suivants la chirurgie. L’allodynie

mécanique est évaluée au niveau de la surface plantaire de la patte avec des monofilaments

de von Frey en utilisant des forces ascendantes pour ces derniers (Tal & Bennett, 1994).

L’hyperalgésie thermique est déterminée en utilisant une source de chaleur radiante

appliquée au niveau de la surface plantaire de la patte dont le temps de retrait de la patte est

mesuré par un détecteur de mouvements (Hargreaves et coll., 1988). Dans des conditions

de douleurs neuropathiques, le W1N 55,212-2 renverse l’allodynie mécanique et

l’hyperalgésie (Herzberg et coll., 1997; Bridges et coli., 2001; Lim et colI., 2003; Walczak

et coll., 2005; 2006). D’autres expériences ont évalué l’effet antinociceptif de

l’anandamide (Helyes et coll., 2003), de l’AM1241 qui est un agoniste des récepteurs CB2

(Ibrahim et coll., 2003) et du C? 55,940 (Scoft et coll., 2004), un agoniste des récepteurs

CB1 et CB2 dans différents modèles de douleurs neuropathiques. Ces agonistes des

récepteurs cannabinoïdes étaient donnés de façon intrathécale (Lim et coli., 2003; Scott et

coll., 2004) ou de façon systémique (intrapéritonéale) (Herzberg et coiL, 1997: Bridges et

cou., 2001; Helyes et coIl., 2003; Ibrahim et coll., 2003). Par ailleurs, dans les études

neuropathiques décrites précédemment, il n’y a que dans l’étude d’Helyes et ses

collaborateurs en 2003 que l’on a administré l’anandamide de façon systémique dans le

modèle de Seltzer. L’emphase sera donc mise, plus particulièrement, sur les études
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utilisant l’administration locale des agonistes des récepteurs cannabinoïdes et, de

préférence, utilisant la ligature partielle du nerf sciatique. C’est ainsi que l’administration

intraplantaire de WIN 55,212-2 renverse l’hyperalgésie mécanique du côté ipsilatéral (fox

et cou., 2001) dans le modèle de Seltzer. De plus, le JWH-133, qui est un agoniste des

récepteurs caimabinoïdes CB2, diminue la réponse mécanique des neurones à large gamme

réceptive lorsqu’il est donné au niveau intraplantaire dans la ligature du nerf spinal (Elmes

et cou., 2004). Par ailleurs, l’administration locale d’anandamide dans un modèle de

douleur neuropathique comme celui de Seltzer pourrait possiblement renverser l’allodynie

mécanique et l’hyperalgésie thermique. Ces différentes études démontrent que le

soulagement de la douleur est produit par l’activation des récepteurs cannabinoïdes CB1 et

CB2 situés en périphérie. Cependant, aucune étude n’a évalué l’effet antinociceptif d’un

endocannabinoïde comme l’anandamide dans un modèle de douleur neuropathique. Une

augmentation des récepteurs cannabinoïdes CB1 et CB2 au niveau de la périphérie (patte)

ainsi que des ganglions de la racine dorsale a été observée dans un modèle de douleur

neuropathique impliquant le nerf saphène (Walczak et coli., 2005). Cette implication des

récepteurs cannabinoïdes au niveau de la douleur neuropathique a également été corroborée

par Sagar et collaborateurs en 2005. De plus, une étude récente a démontré que l’induction

d’une neuropathie (utilisant la ligature du nerf spinal) engendre une augmentation des

récepteurs cannabinoïdes et de leurs ligands endogènes (anandamiUe et 2-AG) du côté

ipsilatéral au niveau des ganglions de la racine dorsale (Mitrirattanakul et cou., 2006). Ces

résultats sont en accord avec l’effet analgésique des cannabinoïdes observé dans les
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différents modèles de douleurs neuropathiques décrits précédemment et permettent

d’envisager le développement de nouvelles possibilités thérapeutiques concernant

l’administration périphérique des endocannabinoïdes afin de soulager les douleurs

neuropathiques. La modulation du système endocannabinoïde par l’inhibition de son

catabolisme en utilisant une approche périphérique optimiserait le soulagement des

douleurs neuropathiques en évitant les effets délétères centraux liés à l’administration

centrale ou systémique.

ç

Moelle épinière
Racine dorsale

Nerf sciatique

Figure 8 : Modèle de Seltzer: dans ce modèle, le nerf sciatique est scindé dans le sens

longitudinal, puis le tiers ou la moitié des fibres nerveuses sont ligaturées.

Ganglion de la
racine dorsale

Nerf
spinal
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III. Anti—inflammatoires non stéroïdiens

3.1 Généralités

La synthèse des prostaglandines par l’action des cyclooxygénases (COX) sur l’acide

arachidonique provenant des phospholipides membranaires est inhibée par les anti-

inflammatoires non stéroïdiens (AINS) (Figure 9). Cette synthèse a longtemps été associée

à l’inflammation périphérique et à la douleur (Vane, 1971). Il existe deux iso-enzymes des

COX: la COX-1 qui est exprimée de façon constitutive et assure l’homéostasie des

fonctions physiologiques, ainsi que la COX-2 qui est induite par différents stimuli de

l’inflammation (Picot et coli., 1994; Ding et coll., 1997). Cependant, l’expression

constitutive de la COX-2 a également été démontrée au niveau du cerveau (Breder et cou.,

1995) et de la moelle épinière (Beiche et coll., 1996). Par ailleurs, l’existence possible

d’une troisième enzyme inhibant les COX a été suggérée, mais il n’y a pas eu de consensus

sur le sujet à l’heure actuelle (Chandrasekharan et cou., 2002).

o
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Figure 9 : Production et action des prostaglandines. L’acide arachidonique, un acide gras

de 20 atomes de carbone et possédant quatre double liaisons, est libéré à partir de l’action

de la phospholipase A2 sur les phospholipides membranaires à la suite de divers stimuli.

L’acide arachidonique est alors converti par des prostaglandines G et H synthases. Les

synthases sont appelées classiquement cyclooxygénases et existent sous deux formes, la

cyclooxygénase-l (COX-l) et la cyclooxygénase-2 (COX-2). Abréviations: IP, récepteur

de la prostacycline; TP, récepteur du thromboxane; DP, récepteur de la prostaglandine D2;

EP, récepteur de la prostaglandine E2; FP, récepteur de la prostaglandine F2.

Prostaglandine GH
synthase 1

(Cox-i)
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Plus récemment, l’action spinale des prostaglandines a été établie à la suite de trois

observations: l’administration spinale des inhibiteurs des COX (voir tableau IV pour une

présentation des inhibiteurs non-spécifiques et spécifiques pour les COX-1 ou les COX-2)

engendre un effet antinociceptif dans un modèle de douleur inflammatoire (Malmberg &

Yaksh, 1992), l’administration de prostaglandines au niveau spinal provoque de

l’hyperalgésie (Uda et coll., 1990) et l’inflammation périphérique augmente la libération

spinale de prostaglandines (Malmberg & Yaksh, 1995).

Tableau IV : Les inhibiteurs sélectifs ou non-sélectifs des cyclooxygénases.

Inhibiteurs non- Inhibiteurs Inhibiteurs
sélectifs des des COX-1 des COX-2cox

>diclofénac >resvératrol >Iu miracoxi b
indo méthacine >kétorolac >nimésuli de
>piroxicam >flurbiprofène >méloxicam
ibuprofène >kétoprofène >rofécoxib
>aspirine* >célécoxib
naproxène >SC-236

>NS-398

>étodolac
*Laspirine cause une inactivation irréversible des COX.

C
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3.2 Effet antinociceptif des AINS dans des modèles

inflammatoires

Les AINS exercent leur action antinociceptive par un mécanisme bien connu d’inhibition

de la synthèse des prostaglandines au niveau du site périphérique d’inflammation (Taiwo &

Levine, 1990). En effet, il a été démontré que l’administration locale d’un inhibiteur non-

sélectif des COX (diclofénac) (Torres-Lopez et cou., 2002), d’un inhibiteur spécifique de la

COX-l (resvératrol) (Torres-Lopez et cou., 2002) ou d’inhibiteurs spécifiques de la COX-2

(lumiracoxib, nimésulide, méloxicam) (Islas-Cadena et cou., 1999; Aguirre-Banuelos &

Granados-Soto, 2000; Lozano-Cuenza et coil., 2005) produit un effet antinociceptif dans le

test au formol. Il a également été observé que l’administration locale d’inhibiteurs non-

spécifiques des COX (indométhacine, piroxicam), de kétorolac (inhibiteur spécifique de la

COX-1) (francischi et col!., 2002; Ma & Eisenach, 2003b) ou d’inhibiteurs spécifiques

pour la COX-2 (rofécoxib, célécoxib, SC236) (francischi et col!., 2002) renverse

l’hyperalgésie causée par la carragénine. Par ailleurs, l’administration orale ou intrathécale

d’indométhacine ou de célécoxib diminue le comportement douloureux lors du test au

formol (Yamamoto & Nozaki-Taguchi, 2002). De plus, le rofécoxib et le NS-398, tous

deux des inhibiteurs spécifiques de la COX-2, ainsi que l’indométhacine et le diclofénac

diminuent le comportement douloureux dans le test au formol (Euchenhofer et cou., 199$;

Sandrini et coll., 2002; Choi et coli., 2003). En effet, la COX-2, exprimée de façon

constitutive au niveau spinal, causerait une augmentation de la synthèse de prostaglandines
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donc initierait l’hyperalgésie suivant l’inflammation périphérique (Ghilardi et cou., 2004).

Toutefois, il est important de noter que l’effet antinociceptif produit par les inhibiteurs

spécifiques pour la COX-2 reste controversé comparativement à celui produit par les

inhibiteurs non-spécifiques des COX (Ding et coli., 1997; Veiga et coiL, 2004).

3.2.1 Effet antinociceptif de la combinaison des endocannabinoïdes avec

les AINS dans des modèles inflammatoires

La modulation du système endocannabinoTde par différents composés provoque un intérêt

grandissant (Piomelli et coll., 2000). En effet, il a été suggéré que l’activité de la FAAH est

inhibée par les AINS tels que l’ibuprofène, le kétorolac et le flurbiprofène (Fowler et coll.,

1997; 1999). Cependant, la littérature concernant l’effet antinociceptif de la combinaison

d’un cannabinoïde avec un AINS est très peu documentée. Il a été démontré que l’injection

intrathécale d’indométhacine (Giiliring et coll., 2002) ou de flurbiprofène (Ates et coli.,

2003) produit un effet antinociceptif dans le test au formol. Cet effet est inhibé par un

antagoniste des récepteurs CB1 et absent chez des souris dont le gène pour le récepteur CB1

a été invalidé. Il a également été montré que l’indométhacine administrée de façon

systémique engendre un effet anti-inflammatoire (test à la carragénine) (Hoit et coll., 2005)

et que l’acétaminophène donné per os produit un effet analgésique (test de la plaque

chauffante) (Ottani et coll., 2006). L’effet anti-inflammatoire est dépendant des récepteurs

C32 (enrayé par SR14452$) (Holt et coIl., 2005) et l’effet analgésique est lié au récepteur

GB1 (renversé par AM2$1 et SR141716A) (Ottani et coll., 2006). En plus, le flurbiprofène
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inhibe la libération de CGRP induite par la capsaïcine au niveau spinal et cette inhibition

est renversée par un antagoniste des récepteurs CB (AM251) (Seidel et cou., 2003). De

plus, l’administration orale de palmitoyléthanolamide (Lo Verme et cou., 2005a) et

d’indométhacine (Conti et cou., 2002) a montré des propriétés anti-oedémateuses et anti-

inflammatoires dans un modèle d’inflammation aigu. Par ailleurs, aucune des études

précédentes n’a étudié l’effet produit suite à la combinaison d’un endocannabinoïde avec

les AINS (spécifiques ou non) dans un modèle de douleur inflammatoire. Ainsi, il serait

pertinent de connaître les effets engendrés par cette combinaison et de définir l’implication

possible des récepteurs cannabinoïdes etlou d’autres récepteurs.

3.3 Effet antinociceptif des AINS dans des modèles

neuropathiques

Il a été montré que l’injection locale (intraplantaire) de kétorolac du côté ipsilatéral suite à

la ligature partielle du nerf sciatique (Seltzer et coll., 1990) renverse l’allodynie tactile (Ma

& Eisenach, 2002). Les auteurs ont aussi observé que les effets anti-allodyniques produits

par l’injection locale de kétorolac sont associés à une abondance de cellules réagissant à la

COX-2 du côté des nerfs lésés donc causant une régulation à la hausse des COX-2 (Ma &

Eisenach, 2003b). Cet effet anti-allodynique du kétorolac injecté localement est retrouvé

dans différents modèles de douleurs neuropathiques (ligature partielle du nerf sciatique,

constriction du nerf sciatique (Bennett & Xie, 1988), ligature du nerf spinal (Kim & Chung,

1992)) et semble durer plus longtemps lorsqu’administré dans les premières semaines

C
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suivant la lésion (Ma & Eisenach, 2003a). Une autre étude a prouvé que l’injecti&n sous-

cutanée d’indométhacine au niveau de la patte opérée réduit l’hypersensibilité mécanique

de façon prolongée pour une période de dix jours dans un modèle de douleur neuropathique

($yriatowicz et col!., 1999). De plus, l’injection unique de kétorolac au niveau intrathécal

réduit de façon significative l’allodynie mécanique pendant six jours (Ma et cou., 2002)

dans le modèle de SeÏtzer et réduit l’hypersensibilité thennique dans Je modèle de Bennett

(Parris et cou., 1996). Par ailleurs, le NS-398 renverse significativement l’allodynie tactile

lors d’administration intrathécale (Ma et col!., 2002). Ces résultats sont corroborés par

l’administration orale d’étodolac (inhibiteur spécifique de la COX-2) qui diminue

l’hyperalgésie thermique également dans un modèle de douleur neuropathique (Suyama et

cou., 2004). De façon contradictoire, une étude utilisant le rofécoxib a suggéré que ce

dernier ne modifie pas le développement de l’allodynie et de l’hyperalgésie suite à son

injection systémique dans la douleur neuropathique (Broom et col!., 2004). Ces différentes

études démontrent l’importance de la synthèse de prostaglandines au niveau local et spinal

dans le maintien de l’hypersensibilité suivant une insulte nerveuse sans toutefois arriver à

un consensus quant à l’implication de la COX-2 dans le développement de !‘allodynie et de

l’hyperalgésie (Broom et col!., 2004; Suyama et col!., 2004). Il serait donc intéressant

d’étudier les effets de l’administration locale d’inhibiteurs non-spécifiques des COX et

sélectifs des COX-2, dans un modèle de douleur neuropathique, afin de confirmer ou

d’infirmer les études précédentes sur le sujet.

C



64

3.3.1 Effet antinociceptif de la combinaison des endocannabinoïdes avec

les AINS dans des modèles neuropathiques

L’effet analgésique de la combinaison d’un cannabinoïde avec un AINS est très peu décrit

dans la littérature tel qu’il a été mentionné précédemment (Conti et cou., 2002; Gifiiring et

cou., 2002; Ates et cou., 2003) dans des conditions inflammatoires. Aucune étude n’a

évalué les effets engendrés par la combinaison d’un endocannabinoïde avec les AINS dans

un modèle de douleur neuropathique. Les effets de cette combinaison pourraient renverser

l’allodynie et/ou l’hyperalgésie et impliqueraient possiblement les récepteurs

cannabinoïdes. Toutefois, aucun laboratoire n’a encore étudié l’effet antinociceptif

probable de la combinaison d’un endocannabinoïde avec les AINS dans un modèle de

lésion nerveuse.

o
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IV. Problématique et hypothèses de recherche

La modulation du système endocannabinoïde constitue une voie thérapeutique très

intéressante. D’ailleurs, très peu d’études, jusu’à maintenant, ont étudié cette avenue

comportant des possibilités innovatrices pour la recherche médicale quant à l’amélioration

et le traitement des douleurs chroniques. La problématique de cette thèse est d’étudier au

niveau périphérique la modulation du système cannabinoïde endogène par l’inhibition des

enzymes (fAAH et MGL) dégradant les endocannabinoïdes tels que l’anandamide et le 2-

AG en utilisant, respectivement, les anti-inflammatoires non stéroïdiens (ibuprofène et

rofécoxib) et un bloqueur spécifique de la MGL (URB6O2) dans un modèle de douleur

inflammatoire (le test au formol) et neuropathique (lésion du nerf sciatique (modèle de

$eltzer)). L’inhibition de la dégradation des endocannabinoïdes par les AINS ou l’URB6O2

augmenterait les niveaux d’endocannabinoïdes causant une analgésie secondaire à cette

augmentation. Cet effet antinociceptif pourrait s’expliquer par une action au niveau des

récepteurs cannabinoïdes CB1 et/ou C32 ou bien des récepteurs IRPV 1.
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V. Objectifs

La modulation du système endocannabinoïde par l’inhibition des enzymes dégradant les

carmabinoïdes endogènes (anandamide et 2-AG) en utilisant les AÏNS ou un bloqueur

synthétique de la MGL constitue l’objectif principal de cette thèse. Il s’agit donc de:

+ Déterminer si cette modulation augmenterait les niveaux d’endocannabinoïdes et

produirait un effet analgésique dans des modèle de douleurs: inflammatoire (test au

formol) et neuropathique (lésion du nerf sciatique);

+ Étudier les interactions entre les endocannabinoïdes et les ANS afin d’établir une

éventuelle potentialisation en terme d’addition ou de synergie d’effet;

•;• Établir l’existence ou non d’une différence entre les AINS non-spécifiques pour les

COX (ibuprofène) de ceux spécifiques pour la COX-2 (rofécoxib) interagissant avec

les endocannabinoïdes;

+ Confirmer que cette modulation du système endocaimabinoïde est bien périphérique

par l’évaluation de l’analgésie controlatérale et, aussi, par la détermination des

concentrations locales des cannabinoïdes endogènes dans un modèle de douleur

inflammatoire (test au formol);

+ Définir les mécanismes par lesquels l’inhibition de la dégradation du système

endocannabinoïde produit son action c’est-à-dire par l’activation des récepteurs CB1

et/ou CB2 ou des récepteurs TRPV 1.

Les résultats sont retrouvés dans les trois premiers articles traitant de la douleur

inflammatoire et, dans le quatrième article discutant de la douleur neuropathique.
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6.1.0 Abstract

Anandamide, an endocannabinoid, is degraded by the enzyme fatty acid amide hydrolase

which can 5e inhibited by nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). The present

work was designed to study the peripheral interactions between anandamide and ibuprofen

(a non-specific cyclooxygenase inhibitor) in the rat fonnalin test. We first determined the

ED50 for anandamide (0.01$ tg ± 0.009), ibuprofen (0.18 ig ± 0.09) and their combination

(0.006 ig ± 0.002). Drugs were given 15 min before a 2.5% formalin injection into the

dorsal surface of the right hind paw. Resuits were analyzed using isobolographie analysis.

The antinociceptive interaction between anandamide and ibuprofen was synergistie. To

further investigate the mechanisms by which the combination of anandamide with

ibuprofen produeed their antinociceptive effects, we used specific antagonists for the

cannabinoid CB1 (AM251; 80 fig) and C32 (AM630; 25 fig) receptors. We demonstrated

that the antinociceptive effects of ibuprofen were flot antagonized by either AM25 1 or

AM630 and that those of anandamide were antagonized by AM25 1 but not by AM630. The

synergistic antinociceptive effeets of the combination of anandamide with ibuprofen were

completely antagonized by AM251 but only partially inhibited by AM630. In conclusion,

locally (hind paw) injected anandamide, ibuprofen or combination thereof, deereased pain

behavior in the formalin test. The combination of anandamide with ibuprofen produeed

synergistie antinociceptive effeets involving both cannabinoid CB1 and CB2 receptors.

Comprehension ofthe mechanisms involved needs further investigation.
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6.1.1 Introduction

z\9-tetrahydrocannabinol, the principal active ingredient of cannabis, produces its effect by

binding to G protein-coupled receptors, identified as the cannabinoid C31 (Matsuda et al.,

1990) and C32 receptors (Munro et al., 1993). Cannabinoid C31 receptors are localized

primarily in the central nervous system including the spinal cord and dorsal root ganglia

and in the periphery (Rice et al., 2002 for review). Cannabinoid C32 receptors are mainly

expressed in immune tissues (Galiègue et al., 1995). Endogenous catmabinoid ligands (or

endocannabinoids) such as anandamide (arachidonylethanolamide), a cannabinoid CB1

receptor agonist, were also identified (Devane et al., 1992). Anandamide is produced

following intracellular cleavage of N-arachidonylphosphatidylethanolamine by

phospholipase D, which indicates that anandamide is synthesized on demand instead of

being stored in synaptic vesicles (Piomelli et al., 1998). furthermore, anandamide is

hydrolyzed into arachidonic acid and ethanolamine by a membrane-bound enzyme named

fatty acid amide hydrolase (fAAH) (Cravatt et aI., 1996).

Anandamide can act in the periphery to attenuate pain behavior. Indeed, when injected into

the ipsilateral hind paw of the rat, anandamide reduced hyperalgesia induced by

carrageenan (Richardson et al., 1998) or pain induced by formalin injection (Calignano et

al., 1998). Those studies showed that pain relief was produced by the activation of

peripheral CB1 and CB2 receptors. Other authors have demonstrated the peripheral

mechanisms involved against persistent somatic inflammatory pain (Ko & Woods, 1999;

Johanek et al., 2001; Malan et al., 2001; Nackley et al., 2003). For a review of the role of
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C31 and CB2 receptors in mediating peripheral analgesia, see Hohmann (2002) and Malan

(2002), respectively.

The therapeutic utility of using compounds that would modulate the endocannabinoid

system is beginning to attract more interest (Piomelli et al., 2000). for example, fAAH

activity is inhibited by nonsteroidal anti-inflammatory drugs ÇNSAIDs) such as ibuprofen,

ketorolac and flurbiprofen (fowier et al., 1997; 1999). Furthermore, NSAIDs may also act

locally to decrease pain perception (Islas-Cadena et al., 1999; Aguirre-Banuelos &

Granados-Soto, 2000; Torres-Lopez et al., 2002).

Very littie is available in the literature conceming the antinociceptive effects of the

combination of a cannabinoid with an NSAID. A group of researchers lias shown that

intrathecal indomethacin (Gtihring et al., 2002) or flurbiprofen (Ates et al., 2003) was

antinociceptive in the formalin test in the rat. This effect was antagonized by a caimabinoid

CB1 antagonist and was also not present in CB1 knockout mice. furthermore, orally

administered palmitoylethanolamide ta putative endocannabinoid) and indomethacin have

demonstrated anti-edema and anti-inflammatory properties in a rat model of acute

inflammation (Conti et al., 2002).

Therefore, the present study was designed to investigate the local (hind paw)

antinociceptive effects of anandamide, ibuprofen (non-specific cyclooxygenase (COX)

inhibitor) and their association in a test of acute and inflammatory pain. The mechanisms

by which the combination of anandamide with an NSAID was able to produce its
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antinociceptive effect were also investigated by using specific antagonists for the

cannabinoid CB1 and CB2 receptors.

6.1.2 Methods

6.1.2.1 AnimaIs

This research protocol was approved by the Animal Ethics Committee of the Université de

Montréal and ail procedures conformed to the guidelines of the Canadian Council for

Animal Care. Male Wistar rats (Charles River, St-Constant, Québec, Canada), I $0-220 g at

the time of testing were housed in standard plastic cages with sawdust bedding in a climate

controlled room on a 12-h light/dark cycle. Animals were allowed free access to food

pellets and water.

6.1.2.2 Drug administration

Anandamide, an endogenous cannabinoid, is an agonist with a four-fold selectivity for the

CB1 receptor (Ki 89nM) over the CB2 receptor (Ki = 371nM) and was purchased already

in a liquid form in water-dispersible emulsion and further dissolved in normal saline (0.9%

NaC1 in water) (Pertwee et al., 1999; Ross et al., 2001). AM251 and AM630 are 306-fold

(Gatley et al., 1996; 1997) and 70-165-fold (Pertwee et al., 1995; Hosohata et al., 1997;

Ross et al., 1999; Malan et al., 2001) selective for CB1 and C32 receptor antagonists,

respectively. AM25 1 and AM630 were dissolved in normal saline containing 8 and 2.5%

dimethyl sulfoxide (DM80), respectively. Anandamide, AM251 and AM630 were
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purchased from Tocris (Ellisville, MO, USA). Ibuprofen (Sigma, St-Louis, USA) a non

specific COX inhibitor was dissolved in normal saline.

6.1.2.3 formalin test

The formalin test is a well-established model of persistent pain characterized by two

phases. The first phase is described as an acute activation of C and M fibres and the second

phase as an inflammatory reaction in peripheral tissue (Tjllsen et al., 1992). Rats were

acclimatized to the testing environment (clear Plexiglass box 29 x 29 x 25 cm) during 15

min or until cessation of explorative behavior. Anandamide (0.001, 0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 1

or 5 jig in 50 fiL), ibuprofen (0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 2 or 10 tg in 50 tL), AM251 (80 ig in

50 j.iL) and AM630 (25 ig in 50 tL) were injected subcutaneously (s.c.) on the dorsal

surface of the right hind paw 15 min before the injection of 2.5% formalin (50 1iL) next to

the previous injection. Following each injection, the rat was immediately put back in the

observation chamber. Nociceptive behavior was observed with the help of a mirror angled

at 450 below the observation chamber. Observation of the animal’s behavior was made in

consecutive 5-min periods for 60 min following formalin administration. In each 5-min

period, the total time the animal spent in three different behavioral categories was recorded:

(Ï) the injected paw has little or no weight placed on it; (2) the injected paw is raised; (3)

the injected paw is licked, shaken or bitten. Nociceptive behavior was quantified using the

composite pain score-weighted scores technique (CPS-W$To,1,2) calculated for the first (0-

15 mm) and second (15-50 mm) phase of the behavioral response (Watson et al., 1997).

The area under the curve (AUC) which corresponds to CPS-WST0,1,2 x time (mm) was
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calculated for the acute phase (O-15 mm) and the inflammatory phase (15-50 mm) using the

trapezoidal rule.

6.1.2.4 Protocol

The experiments were conducted in a randomized and blinded manrier by the same

experimenter. In a first study, the dose-response curves for anandamide, ibuprofen and the

combination of these two drugs at a fixed 1 to 10 observed ratio given as a total dose and

further diluted 3, 10, 30 and 100 times were determined using the data from the

inflammatory phase. In a second study, the antinociceptive effects of anandamide were

compared under two conditions: absence (0.9% NaC1 in water) and presence ofibuprofen at

their ED50 doses. In a third experiment, the effects of ibuprofen, anandamide and their

combination (at ED50 doses) were studied in absence of cannabinoid antagonists (saline

condition), in presence of AM251 (80 fig; Malan et al., 2001) and in presence of AM630

(25 jig; Malan et al., 2001). For the first two studies (n = 6 for each group) and in the third

study (n = 4 per group), the tested drugs were dissolved in the same total volume (50 1iL)

and administered in the right hind paw. Preliminary experiments in the formalin test (n 4)

have shown that there was no difference in pain behavior between 0.9% NaC1 in water and

0.9% NaCY in water with 8% DMSO (data flot shown). Therefore, normal saline was used

as the control solution.

finally, in order to exclude any possible systemic effect of the drugs, 0.1 jig of anandamide

and 2 ig of ibuprofen were administered s.c. on the dorsal surface ofthe contralateral (lefi

hind paw) or ipsilateral paws (n 6 per group).
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6.1.2.5 Paw ederna

At the end of the formalin test, paw edema was measured at the base of the right hind paw

using a digital micrometer (Mitutoyo Corporation, USA) with an instrumental error of ±

(maximum measuring lengthl75) iim and a resolution of 0.001 mm (Petricevic et al., 1978;

Nackley et aI., 2003; Ghilardi et al., 2004).

6.1.2.6 Statisticat anatysis

Pain behavior for each treatment group was expressed as mean ± s.e.mean. The dose

response curves for anandamide, ibuprofen and their combination were determined by

simultaneous analysis using ALLFIT sofiware (De Léan et al., 197$). Interactions between

anandamide and ibuprofen were performed using isobolographic analysis as described by

Tallarida et al. (1997) and Grabovsky & Tallarida (2004). The theoretical additive ED50

was calculated for the combination of drugs based on the individual ED50 and the fixed

dose ratio (1:10). for the statistical estimation of the difference between the experimentally

derived potency and the theoretical additive counterpart, a t-test was used based on known

ED50s and standard errors. In the second study, the antinociceptive effects of anandamide in

absence or presence of ibuprofen were assessed for significance using a 2 x 2 factorial

ANOVA (figure I A). In the third study, the antinociceptive effects of ibuprofen,

anandamide and their combination under three experimental conditions (saline, AM25 1 and

AM630) were assessed for significance using a 2 x 2 x 3 factorial ANOVA for parallel

groups (Winer, 1971) (Figure lB). To compare ipsi- vs. contralateral paw injections of the

C
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drugs, an ANOVA adapted for factorial experimental design was used. The different

components of the total variation were settled a priori using the multiple regression

analysis described by Draper and Smith (1998). The critical level of significance was set at

5% (F<0.05).

6.1.3 Results

6.1.3.1 Analgesic effects ofanandamide aitd ibuproft,t

Anandamide, ibuprofen and their combination decreased pain behavior in the formalin test

with ED50ofO.018 tg ± 0.009, 0.18 .tg ± 0.09 and 0.006 jig ± 0.002, respectively (Figure

2A), and the theoretical additive ED50 point was 0.098 ± 0.033 (Figure 2B). Pain behavior

following injection of the drugs in the contralateral hind paw was not statistically different

when compared with the control group [F( 1,15) = 0.79 and 0.15 for the acute and

inflammatory phases, respectively] (Figure 3).

The dose-response curve for anandamide-ibuprofen combination was shifted to the left,

away from the anandamide and ibuprofen curves. Isobolographic analysis showed an

overali synergistic effect ofthe combination (t-test = 5.68, F < 0.001) (Figure 2A and 23).

When given locally (dorsal surface of the paw) at ED50 doses, anandamide and ibuprofen

produced a significant antinociceptive effect either in the acute (Figure 4A, 43) {F(1 ,20) =

14.49, F < 0.01 and 7.08, P < 0.05] or the inflammatoiy (Figure 4A, 4C) phase {F(1,20) =

44.38 and 37.26, P < 0.001] ofthe formalin test.o
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6.1.3.2 Paw edema

Edema of the injected paw did flot differ significantly among the groups [F(3,20) 1.23]:

neither anandamide [F(1,20) = 0.99] nor ibuprofen {F(1,20) = 2.70] influenced paw oedema

(Figure 4D).

6.1.3.3 Efftcts of cannabinoid antagonists on an anandamide-ibuproftn combiitation

6.1.3.3.1 Acide phase

The effects of anandamide, ibuprofen and their combination differed significantly [F(2,36)

= 13.32, P < 0.00 1] between saline, AM251 and AM630 conditions (figure 5).

In saline condition, antinociceptive effects ofanandamide [F(1,36) 17.72, P < 0.001] and

ibuprofen [F(l,36) 14.57, P < 0.001], administered at ED50 doses, were found and their

combination encompassed the addition of their individual antinociceptive effects [f( 1,36)

3.16, non-significant].

In the AM25 1 condition, no antinociceptive effect of anandamide was observed [f(1 ,36) =

0.02, non-significant]. However, an antinociceptive effect of ibuprofen was found {F(1,36)

= 8.52, P < 0.0 1) but complete inhibition of the ibuprofen antinociception was observed

with the anandamide-ibuprofen combination [f(1,36) = 20.66, P < 0.001].

In the AM630 condition, antinociceptive effects of anandamide [F(l,36) 13.63, P <

0.001] and ibuprofen [F(1,36) = 13.97, P < 0.001] were determined but partial inhibition of
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these antinociceptive effects was observed with the combination of anandamide with

ibuprofen [F(1,36) = 4.33, F <0.05].

6.1.3.3.2 Inflammatory phase

The effects of anandamide, ibuprofen and their combination differed signiflcantly [f(2,36)

= 5.13, F < 0.05] between saline, AM251 and AM630 conditions (figure 6).

In saline condition, antinociceptive effects of anandamide {F(1 ,36) 39.15, F <0.0011 and

ibuprofen [f(1,36) 36.85, P < 0.001], administered at ED50 doses, were found and their

combination encompassed the addition of their individual antinociceptive effects [F(1,36) =

0.1; non-significant].

In the AM25 1 condition, no antinociceptive effect of anandamide was observed [F(1 ,36) =

0.67, non-significant]. However, the antinociceptive effect of ibuprofen [f(l,36) = 5.09, F

<0.05] was stiil present but a complete inhibition ofthe ibuprofen effect was observed with

the anandamide-ibuprofen combination [f(1,36) = 14.77, F < 0.001].

In the AM630 condition, antinociceptive effects of anandamide [F(1,36) = 25.22, F <

0.001] and ibuprofen [f(1,36) = 12.62, F <0.01] were found but partial inhibition ofthese

antinociceptive effects was observed with the combination of anandamide with ibuprofen

[F(1,36) = 7.74, P <0.01].
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6.1.3.3.3 Paw ederna

Edema of the injected paw did flot differ significantly among the groups [F(1 1,36) 1.39]:

neither ibuprofen [F(1,36) = 0.22], nor anandamide {f(1,36) 0.59], nor the condition

[F(2,36) 2.47] factors (cannabinoid antagonists) influenced paw edema.

6.1.4 Discussion

We hypothesized that the peripheral antinociceptive effects of anandamide are potentiated

by its administration with an NSAID. Indeed, the enzymatic hydrolysis of anandamide by

FAAH is blocked by ibuprofen, ketorolac and flurbiprofen (but flot by others such as

ketoprofen or naproxen) so that anandamide is flot hydrolyzed, and thus, present in greater

amounts (fowier et al., 1997; 1999). Another mechanism that would also explain the higher

concentration of anandamide is the possibility of a shifi of arachidonic acid metabolism

towards endocannabinoid synthesis in response to COX inhibition (Malmberg & Yaksh,

1992; Gtihring et al., 2002; Ates et al., 2003; Seidel et ah, 2003). A third alternative, given

the fact that COX-2 can metabolize anandamide at least in vitro (Kozak et al., 2003), is that

NSAIDs can also act by preventing COX-2 removal of anandamide and thereby allow its

build-up. Therefore, we used ibuprofen to test its analgesic interaction with anandamide.

We report that anandamide and ibuprofen displayed antinociceptive effects in the formalin

test when injected in the paw of rats and that their combination was synergistic. These

effects were locally mediated and not systemic as anandamide and ibuprofen given in the
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contralateral paw were flot antinociceptive at doses higher than the ED50 doses used in the

ipsilateral paw. finally, it is suggested that the combination of anandamide and ibuprofen

produces an antinociceptive effect for which cannabinoid C31 and CB2 receptors may be

involved.

6.1.4.1 Aîitinociceptive effects oftite combination ofcannabinoids with NSAIDs

The putative endocannabinoid, palmitoylethanolamide, and indomethacin given orally have

demonstrated anti-edema and anti-inflammatory properties in a rat model of acute

inflammation (Conti et al., 2002). The authors demonstrated that a cannabinoid CB2

antagonist (SR144528) inhibited the anti-edema and anti-hyperalgesic effects of

palmitoylethanolamide but also those of nabilone, a synthetic analog of g-THC which has

the same affinity for CB1 and CB2 receptors. furthermore, Guhring et al. (2002) have

shown that intrathecal indomethacin was antinociceptive in the formalin test in the rat and

that this effect was antagonized by AM25 1. In the same study, the authors showed that

intrathecal indomethacin was ineffective in CB1 knockout mice. The same team showed

similar resuits using intrathecal flurbiprofen, the antinociceptive effect of which was also

antagonized by AM25 I (Ates et aI., 2003). furthermore, GUhring et al. (2002) reported that

pain-related behavior in the formalin test was similar in COX wild type, COXl and

COX2 mice suggesting that COX inhibition is not the only mechanism that could explain

the effects of NSAIDs. They concluded that endocannabinoids play a major role in

mediating NSAIDs-induced antinociception at the spinal level.
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These findings seem at first in contradiction with our resuits in the periphery because the

antinociceptive effects of ibuprofen given alone were not reversed by AM25 1 or by

AM630. However, in the presence of anandamide, ibuprofen antinociceptive effects were

lost in the presence of CB1 or CB2 receptor antagonists. Thus, we cannot explain the

antinociceptive properties of ibuprofen solely by its inhibition of COX and an interaction

with the cannabinoid system is likely. However, the exact mechanism of this interaction is

flot clear at present.

Our hypothesis on the presence of anandamide locally in greater amounts after N$AIDs

inhibition of FAAH (and COX-2) activity seems valid as we obtained a synergistic

analgesic effect from the combination of anandamide with an NSAID as defined in the

isobolographic analysis.

6.1.4.2 Local (hindpaw) aittinociceptive effect ofcannabinoids and endocannabinoids

In this study, local administration of anandamide produced a significant reduction in pain

behavior which was abolished by a CB1 but flot a C32 cannabinoid receptor antagonist.

These findings are consistent with the ability of endocannabinoids to reduce hyperalgesia in

rodent models of acute inflammation (Mazzari et al., 1996; Jaggar et al., 1998; Richardson

et al., 1998; Hanus et al., 1999; Calignano et al., 1998; 2001). Anandamide was reported to

be 100 times more potent in preventing formalin-evoked pain behavior when injected

locally into the receptive field, compared to when it was administered intravenously

(Calignano et al., 1998). furthermore, it is now clear that CB1 and CB2 receptors modulate

inflammatory pain states as intraplantar administration of WIN 55,2 12-2 (a synthetic CB1
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and C32 agonist) attenuated the development of canageenan-evoked mechanical

hyperalgesia, allodynia and Fos protein expression (Nackley et al., 2003); these actions

were completely blocked by co-administration of either a CB1 or CB2 antagonist. However,

for some authors, the inhibitory effects of local injection of anandamide on mechanically

evoked responses of spinal neurons in rats with hind paw carrageenan-induced

inflammation are mediated predominantly by peripheral CB2 but not CB1 receptors (Sokal

et al., 2003). finally, Lichtman et al. (2004) reported that fAAH mice showed reduced

pain behavior in both phases of the formalin test which was blocked by a CB1 but not by a

CB2 receptor antagonist.

In the present study, anandamide was antinociceptive during the two phases ofthe formalin

test (60 mm) despite the fact that the point of its maximum inhibitory effect is usually

reported to be at 10 min post-injection. The fact that anandamide was administered locally

in peripheral tissue may explain its longer duration of action, whereas significant hydrolysis

may account for its shortened antinociceptive effects when given systemically.

6.1.4.3 Local (hindpaw) antinociceptive effect ofNSAIDs

At the site of inflammation in the periphery, inhibition of prostaglandin synthesis is a well

established mechanism by which NSAIDs exert their antinociceptive action (Taiwo &

Levine, 1990). Indeed, the antinociceptive effect of NSAIDs administered locally has

already been reported (Islas-Cadena et al., 1999; Aguirre-Banuelos & Granados-Soto,

2000; francischi et al., 2002; Torres-Lopez et al., 2002; Ma & Eisenach, 2003) but the

antinociceptive efficacy of selective COX-2 inhibitors compared to standard NSAIDs is
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controversial. In our study, ibuprofen displayed antinociceptive effects at very low

concentrations during the two phases of the formalin test but did flot influence paw edema

formation.

6.1.4.4 Miscettaneous

The cannabinoid CB2 receptor antagonist AM630 used in the present study can produce

antagonism on cannabinoid C31 receptors at high doses. However, AM630 was probabty

flot used in excessively high doses in our study as it did not antagonize the antinociceptive

effects of anandamide. Furthermore, cannabinoid antagonists can also act as inverse

agonists, producing effects opposite in direction from those produced by cannabinoid

receptor agonists (see Pertwee, 2005 for review). However, neither AM25 1 nor AM630

produced an increase in pain behavior when given alone in the formalin test.

It is interesting to note that the dose-response cune obtained by the combination of

anandamide and ibuprofen was shifted to the ieft (indicating a synergistic effect in terms of

potency) but also produced an antinociceptive effect which was greater than each drug

given alone (iowest point on the X-axis referring to greater efficacy).

In conclusion, peripheral (hind paw) administration of anandamide or ibuprofen is

associated with a decrease in pain behavior in animais submitted to acute and inflammatory

pain. The association of an endocannabinoid with an NSAID (non-specific COX inhibitor)

produced a synergistic antinociceptive effect mediated in part by caimabinoid C31 and CB2

receptors. The contribution of these receptors and of other mediators needs to be further

investigated. This approach is interesting because peripherai administration of drugs should
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avoid troublesome psychotropic and other systemic effects by delivering lower doses

locally.
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6.1.7 Figures legend

Figure 1

(A) Factorial analysis of variance (ANOVA) using a 2X2 factorial design to assess the

antinociceptive effects of anandamide in absence and presence of ibuprofen. The

anandamide and ibuprofen factors are at two levels, absence (-) or presence (+).

(B) Factorial ANOVA using a 2X2X3 factorial design to study the antinociceptive effects

of anandamide, ibuprofen and their combination in• saline, AM251 (cannabinoid CB1

receptor antagonist) and AM630 (cannabinoid CB2 receptor antagonist) conditions.

Figure 2

(A) Dose-response curves for anandamide (full circle), ibuprofen (open square) and their

combination (full triangle) in the inflammatory phase of the formalin test. Data are

expressed as means + s.e. mean (n = 6).

(B) Isobolographic analysis of anandamide/ibuprofen interaction in the inflammatory phase

of the formalin test. Drug interactions may be suggested by constructing an isobologram.

The ED50s of the two dmgs are respectively plotted on the x and y axes. The straight une

connecting these two points is the theoretical additive line. If the experimental derived

isobole (a point representing x, y coordinates for ED50) is plotted significantly below the

theoretically additive isobole, the interactive effect is identified to be synergistic. Mix 1:10

= equieffective dose of the fixed 1:10 drug mixture; Add 1:10 = expected additive 1110
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combination. The difference between experimental and theoretical points was significant (P

<0.001) indicating synergistic effect.

Figure 3

Effects of anandamide and ibuprofen given on the dorsal surface of the ipsilateral (A) and

contralateral (B) hind paws 15 min before 2.5% formalin (50 tL). Data are expressed as

means ± s.e. mean (n = 6). [ AUC Area Under the Curve for the acute phase, P < 0.01 for

analgesics vs. 0.9% NaC1; # AUC for the inflammatory phase, P < 0.00 1 for analgesics vs.

0.9% NaC1.

Figure 4

Effects of anandamide and ibuprofen at ED50 doses or their combination given into the hind

paws 15 min before 2.5% formalin (50 .iL). (A) Analgesic effects of the drugs compared to

control. (B) Additive effect of anandamide combined with ibuprofen for the acute phase of

the test (0-15 mm). (C) Additive effect of anandamide combined with ibuprofen for the

inflammatory phase of the test (15-50 mm). (D) Paw edema. Data are expressed as means ±

s.e. mean (n 6). Man = anandamide, Ibu = ibuprofen. t Area Under the Curve (AUC) for

the acute phase, P < 0.005 for analgesics vs. NaC1 0.9 %; # AUC for the inflammatory

phase, P <0.001 for analgesics vs. NaC1 0.9 %; * anandamide vs. without anandamide, P <

0.01; ibuprofen vs. without ibuprofen, P < 0.05.
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Figure 5

Effects of AM25 1 and AM630 on ibuprofen, anandamide and their combination. Acute

phase (O-15 mm). Data are expressed as means + s.e. mean (n=4). Anan = anandamide

(ED50 dose), Ibu ibuprofen (ED50 dose), AM251 (80 fig) and AM630 (25 fig).

anandamide vs. without anandamide, F < 0.001; * ibuprofen vs. without ibuprofen, P <

0.001; ibu + AM251 vs. AM251, F <0.01; A ibu + AM251 vs. ibu + anan + AM251, F <

0.001; § anan + AM630 vs. AM630, F <0.001; # ibu + AM630 vs AM630, P <0.001; ns =

non significant difference between those two groups.

Figure 6

Effects of AM251 and AM630 on ibuprofen, anandamide and their combination.

Inflammatory phase (15-50 mm). Data are expressed as means ± s.e. mean (n4). Anan =

anandamide (ED50 dose), Ibu = ibuprofen (ED50 dose), AM251 (80 fig) and AM630 (25

anandamide vs. without anandamide, P < 0.001; * ibuprofen vs. without ibuprofen,

P <0.001; f ibu + AM251 vs. AM251, F <0.05; A ibu + AM251 vs. ibu + anan + AM251,

P < 0.001; § arian + AM630 vs. AM630, F <0.001; # ibu + AM630 vs AM630, F < 0.01;

ns = non significant difference between those two groups.
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6.2.0 Abstract

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) inhibit fatty-acid amide hydrolase

(FAAH), the enzyme responsible for the metabolism of anandamide, an endocannabinoid.

It has been suggested that the mechanisms of action of NSAIDs could be due to inhibition

of cyclooxygenase (COX) and also to an increase in endocannabinoid concentrations. In a

previous study we have demonstrated that the local analgesic interaction between

anandamide and ibuprofen ta non-specific COX inhibitor) was synergistic for the acute and

inflammatory phases of the formalin test. To test this hypothesis further, we repeated

similar experiments with rofecoxib (a selective COX-2 inhibitor) and also measured the

local concentrations of anandamide, and of two fatty-acid amides, oleoylethanolamide and

palmitoylethanolamide. We established the ED50 for anandamide (34.52 pmol + 17.26) and

rofecoxib (38 1.72 pmol + 190.86) and showed that the analgesic effect of the combination

was synergistic. We also found that paw tissue levels of anandamide, oleoylethanolamide

and palmitoylethanolamide were significantly higher when anandamide was combined with

NSAIDs and that this effect was greater with rofecoxib. In conclusion, local injection of

anandamide or rofecoxib was antinociceptive in a test of acute and inflammatory pain and

the combination of anandamide with rofecoxib was synergistic. Finally, locally injected

anandamide with either NSAID (ibuprofen or rofecoxib) generates higher amount of fatty

acid ethanolamides. The exact comprehension of the mechanisms involved needs further

investigation.

C
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hydrolase; nonsteroidal anti-inflammatory drugs; capsazepine; formalin test; inflammatory

pain.
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6.2.1 Introduction

The principal active ingredient of Cannabis, A9-tetrahydrocannabinol, produces its effect by

binding to G protein-coupled receptors, identified as the cannabinoid CB1 receptor

(Matsuda et al., 1990) localised primarily in the central nervous system (including the

spinal cord and dorsal root ganglia) and in the periphery (Rice et al., 2002 for review), and

the cannabinoid CB2 receptor (Munro et al., 1993) mainly expressed in immune tissues

(Galiègue et al., 1995). Endogenous cannabinoids (or endocannabinoids) such as

anandamide (arachidonylethanolamide), a cannabinoid CB1 receptor agonist, were also

identified (Devane et al., 1992). The therapeutic utility of using compounds that would

modulate the endocannabinoid system is beginning to attract more interest (Piomelli et al.,

2000). Anandamide can act in the periphery to attenuate pain behaviour. Indeed, when

injected into the ipsilateral hind paw of the rat, anandamide reduced hyperalgesia induced

by carrageenan (Richardson et al., 199$) or pain induced by formalin injection (Calignano

et al., 1998). Those studies showed that pain relief was produced by the activation of

peripheral cannabinoid receptors. Other authors have demonstrated the peripheral

mechanisms involved against persistent somatic inflammatory pain (Malan et al., 2001;

Nackley et al., 2003).

Anandamide is hydrolysed into arachidonic acid and ethanolamine by a membrane-bound

enzyme named fatty-acid amide hydrolase (fAAH) (Cravatt et al., 1996). Anandamide can

also be oxygenated by cyclooxygenase 2 (COX-2) to form prostamides, a new class of

prostaglandin analogs (Weber et al., 2004; Yang et al., 2005). Other endogenous Iipid
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compounds called fatty-acid ethanolamides also exist such as palmitoylethanolamide and

oleoylethanolamide. The former has both anti-inflammatory and antinociceptive properties

(Calignano, 1998); it does flot bind to cannabinoid receptors (Showalter et al., 1996)

although its effects are antagonised by cannabinoid CB2 antagonÏsts (Calignano et al.,

1998). The latter is a naturally occurring lipid that regulates feeding and body weight (Fu et

al., 2003; Lo Verme et al., 2005b).

The standard hypothesis for the mechanism of action of nonsteroidal anti-inflammatory

drugs (NSAIDs) is by inhibiting COX enzymes responsible for the production of

prostaglandins. However, other mechanisms have been proposed, such as interactions with

endocannabinoids (fowier et al., 1997). Indeed, FAAH activity, responsible for the

degradation of anandamide, is inhibited by N$AIDs such as ibuprofen, ketorolac and

flurbiprofen (Fowier et al., 1997, 1999). However, very littie information is available in the

literature on the antinociceptive effects of the combination of a cannabinoid with an

NSAID. It has been shown that intrathecal indomethacin (Guhring et al., 2002) or

flurbiprofen (Ates et al., 2003) is antinociceptive in the formalin test in the rat. This effect

was antagonised by a cannabinoid CB1 antagonist and was absent in cannabinoid CB1

knockout mice. furthermore, orally administered palmitoylethanolamide, an endogenous

peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-a agonist with anti-inflammatory

properties (LoVerme et al., 2005a) and indomethacin have demonstrated anti-oedema and

anti-inflammatory properties in a rat model of acute inflammation (Conti et al., 2002).

Finally in a previous study, we have shown that locally injected anandamide, ibuprofen ta
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non-specific COX inhibitor) or combination thereof, decreased pain behaviour in the

formalin test (Guindon et aL, 2006). The combination of anandamide with ibuprofen

produced synergistic antinociceptive effects involving both cannabinoid CB1 and CB2

receptors. However, the mechanism ofthis interaction was flot explained and the interaction

of anandamide with a specific COX-2 inhibitor has flot been studied yet. Furthermore, there

is evidence of cellular colocalisation of fAAH and transient receptor potential vanilloid 1

(TRPVI) receptors in primary sensory neurons (Price et al., 2005). Therefore, the role of

TRPV 1 receptors in the context of anandamide / rofecoxib (a selective COX-2 inhibitor)

interactions was also evaluated by using a specific antagonist ofTRPV1 receptors.

The present study was thus designed to further investigate the antinociceptive interactions

between endocannabinoids and NSAIDs. Anandamide and rofecoxib were studied in a test

of acute and inflammatory pain. Finally, paw tissue concentrations of fatty-acid

ethanolamides were also determined.

6.2.2 Methods

6.2.2.1 AnimaIs

This research protocol was approved by the Animal Ethics Committee of the Université de

Montréal and ail procedures conformed to the guidelines of the Canadian Council for

Animal Care. Male Wistar rats (Charles River, St-Constant, Québec, Canada), 180-220 g at

the time of testing were housed in standard plastic cages with sawdust bedding in a climate



110

controlled room on a 12-li Iight/dark cycle. Animais were allowed free access to food

pellets and water.

6.2.2.2 Drug administration

Anandamide, an endogenous cannabinoid, is a receptor agonist with a four-fold selectivity

for the cannabinoid C3 receptor (Ki $9 nM) over the cannabinoid CB2 receptor (Ki

371 nM) and was purchased already in a liquid form in water-dispersible emulsion and

further dissolved in 0.9% NaCI (Pertwee et al., 1999). Capsazepine, a TRPV 1 receptor

antagonist, was dissolved in 0.9% NaC1 solution containing 50% dimethyl sulfoxide

(DMSO) (Kwak et al., 1998). Anandamide and capsazepine were purchased from Tocris

(Ellisville, MO, USA). Ibuprofen (Sigma, St-Louis, USA), a non-specific COX inhibitor,

and rofecoxib, a specific COX-2 inhibitor, were dissolved in 0.9% NaC1 solution. For

rofecoxib, the compressed tablet from commercial preparations (VIOXX®, 25 mg) was

weighed and crushed (using a mortar) into a fine suspension with physiological saline

(Francischi et al., 2002). finally, NS-398 (another specific COX-2 inhibitor) was dissolved

in 0.9% NaCI solution containing 4% DMSO and was purchased from Cayman Chemicals

(MI, USA).

6.2.2.3 formatin test

The formalin test is a well-established model of inflammatory pain (Tj51sen et al., 1992).

Rats were acclimatised to the testing environment (clear Plexiglass box 29 x 29 x 25 cm)

during 15 min or until cessation of explorative behaviour. Anandamide (2.88, 8.63, 28.77,

C
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86.31, 288, 2 877 or 14 385 pmol in 50 .i1), rofecoxib (31.81, 95.43, 318, 954, 6 362 or 31

810 pmol in 50 tl), NS-398 (159 nmol in 50 pi; Choi et al., 2003), ibuprofen (438 pmol in

50 jil) and capsazepine (2.65 iimol in 50 jil; Kwak et al., 1998) were injected

subcutaneously (s.c.) on the dorsal surface ofthe right hind paw 15 min before the injection

(28G needle) of 2.5% formalin (50 pi) next to the previous injection. Following each

injection, the rat was immediately put back in the observation chamber. Nociceptive

behaviour was observed with the help of a mirror angled at 450 below the observation

chamber. Observation ofthe animal’s behaviour was made in consecutive 5-min periods for

60 min following formalin administration. In each 5-min period, the total time the animal

spent in three different behavioural categories was recorded: (1) the injected paw has littie

or no weight placed on it; (2) the injected paw is raised; (3) the injected paw is licked,

shaken or bitten. Nociceptive behaviour was quantified using the composite pain score

weighted scores technique (CPS-WST0,1,2 where category 1 score was discarded) calculated

for the first (0-15 mm) and second (15-50 mm) phases ofthe behavioural response (Watson

et al., 1997). The area under the curve (AUC) which corresponds to CPS-WST0,1,2 x time

(mm) was calculated for the acute phase (0-15 mm) and the inflammatory phase (15-50

mm) using the trapezoidal rule.

6.2.2.4 Protocot

The experiments were conducted in a randomised and blinded manner by the same

experimenter. In a first study, the dose-response curves for anandamide, rofecoxib and the

combination of these two drugs at the fixed 1 to 11 observed ratio given as a total dose and
C
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further diluted 10, 30 and 100 times were determined using the data from the inflammatory

phase. In a second study, the antinociceptive effects of anandamide were compared under

two conditions: absence (0.9% NaCI) and presence of rofecoxib at their ED50 doses. In a

third experiment, the comparison between two COX-2 inhibitors, NS-398 (159 nmol) and

rofecoxib (31.81 nmol) was established. In the fourth experiment, the effects of ibuprofen,

anandamide and their combination (at ED50 doses taken from our previous study by

Guindon et al., 2006) were studied in absence or in presence of capsazepine. In the fifih

experiment, the effects of rofecoxib, anandamide and their combination (at ED50 doses)

were also evaluated in absence or presence of capsazepine. for the first two studies (n 6

for each group), in the third study (n = 7 per group) and in the fourth and fifth studies (n 4

per group), the tested drugs were dissolved in the same total volume of 50 pi and

administered in the right hind paw. Preliminary experiments in the formalin test (n = 8 per

group) have shown that there was no difference in pain behaviour between 0.9% NaC1 and

0.9% NaCI solution with 50% DMSO (data not shown). Therefore, 0.9% NaC1 was used as

the control solution.

Finally, in order to exciude any possible systemic effect of the dmgs, 288 pmol of

anandamide, 6.36 nmol of rofecoxib and capsazepine 2.65 iimol (data not shown) were

administered s.c. on the dorsal surface of the contralateral (lefi hind paw) or ipsilateral

paws (n =4 per group).
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At the end ofthe test (i.e., 60 min afier formalin injection), the skin and tissues ofthe dorsal

surface of the right hind paw were removed, flash frozen in liquid nitrogen and stored at —

80°C until used for measurement of fatty-acid ethanolamides as described as followed.

6.2.2.5 Higlt Performance Liquid Chromatography /Mass $pectrometry anatysis

6.2.2.5.1 Synthesis of[2H4]-Ïabelled standards

Standard {2H4]-labelled fatty-acid ethanolamides were synthesised by the reaction of the

corresponding fatty acyl chlorides with [2H4J-labelled ethanolamine. Fatty acyl chlorides

(purchased from Nu-Check Prep, Elysian, MN) were dissolved in dichloromethane (10

mg/ml) and allowed to react with 1 equivalent of {21-Li]-labelled ethanolamine (purchased

from Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA) for 15 min at 0-4°C. The reaction

was stopped by adding purified water. Afier vigorous stirring and phase separation, the

upper aqueous phase was discarded and the organic phase was washed twice with water to

remove unreacted ethanolamine. The reaction resulted in quantitative formation of [2H4]

Iabelled fatty-acid ethanolamides, which were concentrated to dryness under a stream of N2

and reconstituted in chloroform at a concentration of 20 mM. Fatty-acid ethanolamide

solutions were stored at -20°C until use. Identity and chemical purity (> 99.9%) of the

synthesised fatty-acid ethanolamides were determined by thin-layer chromatography and

high-performance liquid chromatography/mass spectrometry (HPLC/MS).
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6.2.2.5.2 Tissue preparation

Skin tissue was diced with scissors and incubated in 2 ml of chloroform containing 500

pmol of {2H4]-labelled-palmitoylethanolamide, 500 pmol of [2H4]-oleoylethanolamide and

25 pmol of [2H4] -anandamide ovemight at + 4°C with shaking. The tissue was then

homogenised and lipids were extracted with 2 ml of methanol and 2.25 ml of saturated

sodium chloride solution (1 M). The organic layer was removed, evaporated to dryness

under N2, reconstituted in a mixture of chloroform/methanol (1:1, 100 tl) and transferred to

2.0 ml screw top vials with 0.1 ml glass inserts to be injected into the HPLC/MS.

6.2.2.5.3 HFLC/MS analysis

Fatty-acid ethanolamides were quantified using an isotope dilution HPLC/MS assay in

positive ionisation mode (Giuffrida et al., 2000).

6.2.2.6 Paw edema

At the end of the formalin test, paw edema was measured at the base of the right hind paw

using a digital micrometer (Mitutoyo Corporation, USA) with an instrumental error of ±

(maximum measuring lengtbl75) iim and a resolution of 0.00 1 mm (Nackley et al., 2003;

Ghilardi et al., 2004).

6.2.2.7 Statisticat aitatysis

Pain behaviour for each treatment group was expressed as mean ± S.E.M. The dose

response curves for anandamide, rofecoxib and their combination were determined by
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simultaneous analysis using ALLfIT software (De Léan et al., 197$). Interactions between

anandamide and rofecoxib were performed using isobolographic analysis as described by

Tallarida et al. (1997) and Grabovsky and Tallarida, (2004). The theoretical additive ED50

was calculated for the combination of drugs based on the individual ED50 and the fixed

dose ratio (1:11). For the statistical estimation ofthe difference between the experimentally

derived potency and the theoretical additive counterpart, a t-test was used based on known

ED50s and standard errors. In the second study, the antinociceptive effects of anandamide in

absence or presence of rofecoxib were assessed for significance using a 2 x 2 factorial

analysis of variance (ANOVA). The comparison of the two COX-2 inhibitors was assessed

for significance using factorial ANOVA. The antinociceptive effects of ïbuprofen,

anandamide and their combination were assessed for significance in 0.9% NaC1 and

capsazepine conditions using a factorial ANOVA (Winer, 1971). The same analysis was

used for rofecoxib, anandamide and its combination in absence or presence of capsazepine.

The differences in the amount of anandamide, oleoylethanolamide and

palmitoylethanolamide following the different treatment groups were assessed for

significance using factorial ANOVA. b compare ipsi- vs. contralateral paw injections of

the drugs, an ANOVA adapted for factorial experimental design was used. The different

components of the total variation were settled a priori using the multiple regression

analysis described by Draper and Smith (1998). The critical level of significance was set at

5% (P <0.05).
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6.2.3 Resuits

6.2.3.1 Synergistic analgesic effects ofanandamide and roftcoxib

Anandamide, rofecoxib and theïr combination decreased pain behaviour in the formalin test

with ED50 of 34.52 pmol ± 17.26 (0.012 jig ± 0.006), 381.72 pmol ± 190.26 (0.12 ig ±

0.06) and 11.04 pmol ± 4.73 (0.0035 ig ± 0.0015), respectively, and the theoretical

additive ED50 point was 204.95 pmol ± 72.52 (0.065 ig + 0.023) (fig. 1). The dose

response curve for anandamide-rofecoxib combination was shifted to the lefi, away from

the anandamide and rofecoxib curves. Isobolographic analysis showed an overalï

synergistic effect ofthe combination (F < 0.001) (fig. lA and lB).

Pain behaviour following injection of the drugs in the contralateral hind paw was flot

statistically different when compared with the control group for the acute and inflammatory

phases (fig. 2).

When given locally at ED50 doses, anandamide and rofecoxib produced a significant

antinociceptive effect both in the acute (F < 0.00 1 and F <0.025) and ffie inflammatory

phases (F < 0.00 1 for both) ofthe fonnalin test (fig. 3).

6.2.3.2 Paw edema

Edema of the injected paw did not differ significantly among the groups: neither

anandamide nor rofecoxib influenced paw edema (fig. 3).
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6.2.3.3 Comparison of two COX-2 inhibitors: NS-398 and roftcoxib

Local administration of NS-398 was associated with a significant antinociceptive effect.

Indeed, when given locally, NS-398 (159 nmol) and rofecoxib (31.81 nmol) produced

significant antinociceptive effects compared to the control group in the acute (P <0.005)

and the inflammatory phases (P < 0.001) of the test (fig. 4). However, NS-39$ and

rofecoxib were flot different one from each other for the acute and inflammatory phase,

respectively (fig. 4).

6.2.3.4 TRPV1 receptors are not implicated in the antinociceptive effect of tite

anandarnide-ibuproftn combination

Local administration of capsazepine was associated with a significant antinociceptive

effect. Furthermore, when given locally at ED50 doses, anandamide (51.79 pmol ± 25.89),

ibuprofen (788.44 pmol ± 394.22), and their combination (25.46 pmol + 8.49) (Guindon et

al., 2006) alone or in association with capsazepine produced a significant antinociceptive

effect compared to the control group in the acute (P <0.001) and the inflammatory phases

(P <0.001) (fig. 5). The combination of anandamide with ibuprofen produced lower pain

behaviour values compared to the anandamide group (P <0.005 and P <0.001 for the acute

and inftammatory phases, respectively) (Fig. 5). The association of capsazepine with

anandamide and ibuprofen produced lower pain behaviour values in comparison to the

capsazepine group (P < 0.01 and P < 0.005 for the acute and inflammatory phases,

respectively) (fig. 5).
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6.2.3.5 TRPV1 receptors are not implicated in the antinociceptive effect of the

anandamide-roftcoxib combination

Local administration of capsazepine was associated with a significant antinociceptive

effect. Furthermore, when given locally at ED50 doses, anandamide, rofecoxib and their

combination alone or in association with capsazepine produced a significant antinociceptive

effect compared to the control group in the acute (P <0.001) and the inflammatory phases

(P <0.001) (Fig. 6). The combination of anandamide with rofecoxib generated lower pain

behaviour values compared to the anandamide group (P <0.01 and P < 0.00 1 for the acute

and inflammatory phases, respectively) (Fig. 6). The association of capsazepine with

anandamide and rofecoxib produced lower pain behaviour values in comparison to the

capsazepine group (P < 0.00 1 and P < 0.005 for the acute and inflammatory phases,

respectively) (Fig. 6).

6.2.3.6. Higher concentrations offatty-acid ethanotamides when anandamide is given

wit!t NSAIDs

The amount of anandamide, oleoylethanolamide and palmitoylethanolamide in paw tissues

were significantly higher when anandamide was given locally with NSAIDs compared to

the drugs given alone (fig. 7A, B, C) (P < 0.00 1). The increase in the quantity of

anandamide, oleoylethanolamide and palmitoylethanolamide in the paws was significantly

higher when anandamide was combined with rofecoxib compared to its combination with

ibuprofen (Fig. 7A, B, C) (P< 0.005, p < 0.025 and P < 0.00 1, respectively).



119

6.2.4 Discussion

We report that anandamide and rofecoxib displayed antinociceptive effects in the formalin

test when injected in the paw of rats and that their combination was synergistic and did not

involve TRPV1 receptors. These effects were locally mediated and flot systemic as

anandamide and rofecoxib given in the contralateral paw were flot antinociceptive at doses

higher than the ED50 doses used in the ipsilaterat paw. finaÏly, exogenous administration of

anandamide with NSAIDs (ibuprofen or rofecoxib) increased the levels of anandamide,

oleoylethanolamide and palmitoylethanolamide in inflamed paw tissues.

We hypothesised that the peripheral antinociceptive effects of endocannabinoids such as

anandamide are potentiated by concomitant administration with an NSAID. Indeed, the

enzymatic hydrolysis of anandamide by fAAH is blocked by ibuprofen, ketorolac and

flurbiprofen (fowier et al., 1997, 1999) so that anandamide is not degraded, and thus,

present locally in greater amounts to decrease pain behaviour. We have shown in a previous

study that the combination of anandamide with ibuprofen produced synergistic

antinociceptive effects but the mechanism of this interaction, although mediated in part by

cannabinoid C31 and CB2 receptors, was flot clear (Guindon et al., 2006). In the present

study, we have also demonstrated that the same is tnie for the combination of anandamide

with rofecoxib and, furthermore, that it was associated with a higher quantity of

anandamide and other fatty-acid ethanolamides in the paw of rats injected with formalin.

There is not an obvious explanation for this finding. However, we can suggest that COX-2

is involved in the oxidative metabolism of endocannabinoids and therefore, in the presence
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of rofecoxib, there may be a decrease in this metabolic pathway, increasing then the local

levels of fatty-acid ethanolamides compared with the use of ibuprofen. Despite the higher

concentration of anandamide in paw tissues, and therefore the possibility that anandamide

activated TRPVI receptors, it is suggested that this was flot the case as the interaction of

anandamide with ibuprofen gave the same antinociceptive effects in the presence or

absence of a TRPV1 receptor antagonist. finally, the local antinociceptive effects of

capsazepine, a TRPV1 receptor antagonist, in the two phases of the formalin test suggest

the existence of a pronociceptive tone of vanilloid receptors in peripheral tissues.

6.2.4.1. Aittiitociceptive effects of tite combination ofcannabinoids ivitlz NSAIDs

The endogenous PPAR-a receptor agonist, palmitoylethanolamide (LoVerme et al., 2005a),

and indomethacin given orally have demonstrated anti-oedema and anti-inflammatory

properties in a rat model of acute inflammation (Conti et aI., 2002). furthermore, Gubring

et al. (2002) have shown that intrathecal indomethacin was antinociceptive in the formalin

test in the rat and that this effect was antagonised by AM25 1, a cannabinoid C31 receptor

antagonist. In the same study, the authors showed that intrathecal indomethacin was

ineffective in cannabinoid CB1 knockout mice. Moreover, Gilhring et al. (2002) reported

that pain-related behaviour in the formalin test was similar in COX wild type, COXV’ and

COXZ’ mice suggesting that COX inhibition is not the only mechanism that could explain

the effects of NSAIDs. They concluded that endocannabinoids play a major role in

mediating NSAIDs-induced antinociception at the spinal level. However, there is growing

evidence that the antinociceptive effect of rofecoxib involves the activation of GMP-K
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channel pathway (Déciga-Campos and Lopez-Munoz, 2004) and serotoninergic pathway

(Sandrini et al., 2002). Recent studies suggest that diclofenac and lumiracoxib induced

peripheral antinociception tbrough the activation of the NO-cyclic GMP pathway (Lozano

Cuenca et al., 2005).

6.2.4.2. Local antinociceptive effect of cannabinoids and endocannabbtoids

In this study, local administration of anandamide produced a significant reduction in pain

behaviour. These findings are consistent with the ability of endocannabinoids to reduce

hyperalgesia in rodent models of acute inflammation (Calignano et al., 199$; Richardson et

al., 199$). Anandamide was reported to be 100 times more potent in preventing formalin

evoked pain behaviour when injected locally into the receptive field, compared to when it

was administered intravenously (Calignano et al., 199$).

In the present study, anandamide was antinociceptive during the two phases of the formalin

test (60 mm) despite the fact that the point of its maximum inhibitory effect is usually

reported to be at 10 min post-injection. The fact that anandamide was administered locally

in peripheral tissue and therefore present in greater amount, as we have shown in this study,

may explain its longer duration of action, whereas significant hydrolysis may account for

its shortened antinociceptive effects when given systemically. Furthermore, another

mechanism that would also explain the higher concentration of anandamide is the

possibility of a shifi of arachidonic acid metabolism towards endocannabinoid synthesis in

response to COX inhibition (Gtihring et al., 2002; Ates et al., 2003; Seidel et al., 2003). A

third alternative, given the fact that COX-2 can metabolise anandamide in vivo in fAAH
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knock out mice (Weber et al., 2004), is that NSAIDs can also act by preventing COX-2

removal of anandamide and thereby allow its buiÏd-up. This is why rofecoxib was used to

test its analgesic interaction with anandamide.

Palmitoylethanolamide has anti-inflammatory and antinociceptive properties (Calignano et

a., 199$) and the anti-inflammatory effects of this compound have been shown to depend

on PPAR-a receptor activation (LoVerme et al., 2005a). In the present study, the increase

in palmitoylethanolamide was greater when anandamide was given with rofecoxib

compared with ibuprofen. This significant difference needs further investigation, as it

suggests that rofecoxib may be able to elevate, through an as yet uncharacterised

mechanism, tissue levels of this endogenous PPAR-x ligand.

6.2.4.3 Local antinociceptive effect ofNSAIDs

At the site of inflammation in the periphery, inhibition of prostaglandin synthesis is a well

established mechanism by which NSAIDs exert their antinociceptive action (Taiwo and

Levine, 1990). Indeed, the antinociceptive effect of NSAIDs administered locally has

already been reported (Islas-Cadena et al., 1999; Aguirre-Banuelos and Granados-Soto,

2000; francischi et al., 2002; Torres-Lopez et al., 2002; Ma and Eisenach, 2003), but the

antinociceptive efficacy of selective COX-2 inhibitors compared to standard NSAIDs is

controversial. In the present smdy, rofecoxib displayed antinociceptive effects at very low

concentrations during the two phases of the formalin test but did flot influence paw edema

formation. To corroborate these findings another COX-2 inhibitor, NS-3 98, was tested and

confirmed the data obtained with rofecoxib. It is quite surprising to see that rofecoxib was
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analgesic in the first phase (acute) of the formalin test since COX-2 is expressed at very

low levels in the periphery. However, induction of COX-2 expression may be increased by

peripheral injury, leading to the development of COX-2 inhibitor sensitivity that may or

may flot be observed within the one hour window ofthe formalin test (Ding et al., 1997).

Furthermore, the same authors have already demonstrated that an acute stimulus, such as

intraplantar injection of formalin, could lead to an immediate increase in prostaglandin

(PG) release (Ding et al., 1997). It is suggested that this increased PGE2 release is mediated

by COX-2 and flot COX-1 pharmacology, and because the effects are observed acutely, this

COX-2 must by definition be constitutively expressed (Ghilardi et al., 2004). Indeed, in

many peripheral tissues COX-2 is normally expressed at very low levels but is dramatically

upregulated afier tissue injury (Ghilardi et ah, 2004). Other authors have suggested that

products of COX-2 can be released in the injected paw immediately afier formalin injection

and that intraplantar injection of celecoxib completely inhibited development of secondary

hyperalgesia (Veiga et al., 2004). Finally, in a study by Yamamoto & Nozaki-Taguchi

(2002), intrathecal administration of celecoxib and indomethacin was associated with a

significant decrease in the number of flinching in both phase 1 and 2 of the formalin test

compared to vehicle-treated rats, although it was flot significant for the first phase when the

two drugs were administered orally. Considering suggestions from Ding et al. (1997) and

Ghilardi et al. (2004) mentioned above, it is possible that intraplantar injection of NaC1

0.9% and rofecoxib or NS-398 15 min prior to injection of formalin may have induced

COX-2 expression locally.

C
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6.2.4.4 Paw tissue tevels offatty-acid ethanotamides

Other authors have already measured endocannabinoid concentrations or FAAH activity in

rodent skin paw tissue (Beaulieu et al., 2000; Hoit et al. 2005). However, in the study by

Beaulieu et al. where levels of anandamide, palmitoylethanolamide and 2-AG were

measured in rat paw skin during control and formalin-induced inflammation conditions

results were expressed in pmol/mg of extracted lipids, whereas it the present study the

resuits are expressed in pmol/g of tissues. Furthermore, we did flot measure levels of

endocannabinoids in control levels but afier injection of saline and then formalin into the

paw. Therefore direct comparisons between the two studies are difficult. However,

Beaulieu et al. (2000) did flot find any increase in endocannabinoid levels afier the injection

of formalin. FAAH activity was also not different between the two conditions. On the

contrary, Hoit et al. (2005) showed that fAAH activity in the paws ofthe inflamed vehicle

treated mice was significantly lower than the corresponding activity in the non-inflamed

mice.

We have observed that there was a marked difference between the 50% increase in

anandamide levels when given alone vs. anandamide + rofecoxib compared with levels of

oleoylethanolamide and palmitoylethanolamide (100% increase). The explanation for such

a difference is not obvious but we can suggest, at least for palmitoylethanolamide, that

FAAH is also involved in its metabolism, therefore in presence of an inhibitor of FAA}I

activity like an NSAID, it is logical to observe such an increase. A reason could be the local

pH values of the tested substances, however, the pH of ibuprofen and rofecoxib were found



o

125

to be similar and flot different from normal saline (data flot shown). Finally, it could be that

in the presence of a COX-2 inhibitor, less anandamide can be converted into its COX-2

metabolite, PGf2 ethanolamide (Woodward et al., 2000).

One limitation of the study would be the use of DMSO in behavioural experiments. Indeed,

DMSO should be avoided when possible in in vivo experiments due to a possible analgesic

/ sedative effect. However, experiments comparing saline and saline with 50% DMSO in a

significant number of animais showed that no difference could be found between the two

groups.

In conclusion, peripheral administration of anandamide or rofecoxib is associated with a

decrease in pain behaviour in animais submitted to acute and inflammatory pain. The

association of an endocannabinoid with an NSAID (specific COX-2 inhibitor) produced a

synergistic antinociceptive effect. This antinociceptive effect is mediated in part by

cannabinoid CB1 and C32 receptors (Guindon et al., 2006) but flot by TRPV1 receptors.

furthermore, fatty-acid amide concentrations in paw tissues are increased when

anandamide is administered with an NSAID. The contribution of the canrLabinoid receptors

and of other mechanisms possibly involved, such as PPAR-Œ receptors, needs to be further

investigated.
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6.2.7 Figures legend

Figure 1

(A) Dose-response curves for anandamide (full circle), rofecoxib (open squares) and their

combination (full triangles) in the inflammatory phase of the formalin test. Data is

expressed as mean ± S.E.M. (n = 6).

(B) Isobolographic analysis of anandamide/rofecoxib interaction in the inflammatory phase

of the formalin test. Drug interactions may be suggested by constructing an isobologram.

The ED5o of the two drugs are respectively plotted on the x and y axes. The straight une

connecting these two points is the theoretical additive une. If the experimental derived

isobole (a point representing x, y coordinates for ED50) is plotted significantly below the

theoretically additive isobole, the interactive effect is identified to be synergistic. Mix 1:11

= equieffective dose of the fixed 1:11 drug mixture; Add 1:11 expected additive 1:11

combination. The difference between experimental and theoretical points was significant (P

<0.001) indicating synergistic effect.

Figure 2

Effects of anandamide and rofecoxib given on the dorsal surface of the ipsilateral (A) and

contralateral (B) hind paws 15 min before 2.5% formalin (50 .d). Data is expressed as mean

± S.E.M. (n = 4). t AUC = Area Under the Curve for the acute phase, P < 0.01 for
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analgesics vs. 0.9% NaC1; # AUC for the inflammatory phase, F < 0.001 for analgesics vs.

0.9% NaC1.

figure 3

Effects of anandamide and rofecoxib at ED50 doses or their combination given into the hind

paws 15 min before 2.5% formalin (50 !11). The upper part of the figure displays the

analgesic effects of the drugs compared to control. Phase 1: Additive effect of anandamide

combined with rofecoxib for the acute phase ofthe test (O-15 mi. Phase 2: Additive effect

ofanandamide combined with rofecoxib for the inflammatory phase ofthe test (15-50 mm).

Paw edema. Data is expressed as mean ± S.E.M. (n = 6). Anan = anandamide, Rofe

rofecoxib. Area Under the Curve (AUC) for the acute phase, F < 0.01 for analgesics vs.

NaC1 0.9 %; # AUC for the inflammatory phase, P < 0.001 for anagesics vs. NaCI 0.9 %;

* anandamide vs. without anandamide, P <0.001; 1 rofecoxib vs. without rofecoxib, P <

0.025.

Figure 4

Effects ofN$-398 (159 nmol) and rofecoxib (31.81 nmol) given into the hind paws 15 min

before 2.5 % formalin (50 i1). The upper part of the figure displays the analgesic effects of

the drugs compared to control. Phase 1: Analgesic effect of NS-398 and rofecoxib for the

acute phase ofthe test (0-15 mm). Phase 2: Malgesic effect ofNS-398 and rofecoxib for

the inflammatory phase ofthe test (15-50 mm). Data is expressed as mean ± S.E.M. (n = 7).
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t Area Under the Curve (AUC) for the acute phase, P < 0.005 for analgesics vs. NaCI 0.9

%; # AUC for the inflammatory phase, F <0.001 for analgesics vs. NaCI 0.9 %; * NS-398

or Rofecoxib vs. NaCY 0.9 %, P < 0.005.

Figure 5

Effect of capsazepine on ibuprofen, anandamide and their combination. Acute phase (0-15

mm) (Phase 1). Inflammatory phase (15-50 mm) (Phase 2). Data is expressed as mean ±

S.E.M. (n4). Anan = anandamide (ED50 dose), Ibu = ibuprofen (ED50 dose), Capsa =

capsazepine (2.65 imo1). * drugs vs. control group, P < 0.001; anan + ibu vs.

anandamide, P <0.005; # capsa + anan + ibu vs capsa, P <0.01.

Figure 6

Effects of capsazepine on rofecoxib, anandamide and their combination. Acute phase (0-15

mm) (Phase 1). Inflammatory phase (15-50 mm) (Phase 2). Data is expressed as mean ±

$.E.M. (n=4). Anan = anandamide (ED50 dose), Rofe = rofecoxib (ED50 dose), Capsa =

capsazepine (2.65 moI). * drugs vs. control group, P < 0.001; anan + rofe vs.

anandamide, P < 0.0 1 # capsa + anan + rofe vs capsa, P < 0.005.
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Figure 7

Amount in pmol/g of tissue of anandamide (A), oleoylethanolamide (B) and

palmitoylethanolamide (C) following local administration of anandamide, ibuprofen,

rofecoxib or their combinations. Data is expressed as mean ± S.E.M. (n=4). Anan

anandamide (ED50 dose), Ibu = ibuprofen (ED50 dose), Rofe = rofecoxib (ED50 dose). *

anandamide + NSAIDs vs. drugs given alone, P < 0.001; anandamide + rofecoxib vs.

anandamide + ibuprofen, F < 0.025.



Figure 1

A25

20

z
o
w
15
w

D

10

w
Q_ 5

o

400

o
E
Q-

300
X
oo

200

100

o
o 10 20 30 40 50

141

B

-1 0 1 2 3 4 5

Log dose (pmol)

Anandamide
o Rotecoxlb

+ Mx (1:11)
[fU (1:11)

I— —I
j.

t

Dose Anandamide (pmol)



142

o

Figure 2

A
• NaCI 0.9 % —D— Anandamide 288 pmol —ix-- Rofecoxib 6362 pmol

1.2

o 1.0
Ç)

U)
.E 0.8
(u

Q-
G) 0.6
C,)o
Q.
E
oo 0.2

o

• NaCI 0.9 ¾ —D— Anandamide 288 pmol —zS— Rofecoxib 6362 pmol

1.2

B

11.0

0.8
o
0.6
C,)
o
. 0.4
E
o
o 0.2

o

t

0 5 70 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Time (mm)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Time (mm)



G)

D
Q
G)-c
t

w
-t,

D
G)
G)

t

143

#

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
lime (mm)

Phase 1 (0-15 mm)

Figure 3

Phases 1 and 2
—— NaCI 0.9% —é— Anan 34.52 pmot —O—Rote 381.72 pmol ——Anan + Rote

1.0
w
t

o
0.8

C

0.6

G)

0.4
o.
E
o 0.2
Q

o

6
w

D 5
o
w 4.
-C
t-
G) 3
•0
C
D 2

G)
1

0’

25

20

15

10

5

o

Phase 2 (15-50 mm)

NaCI 0.9 % Anan Rofe Anan+Rofe

Oedema

E
E
G)
E
w
wo
G)

Q-

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

NaCI 0.9 %



w
o
o

U)
C
c’
Q
w
cl)
o
Q
E
oo

w

D
o
w
4-

w
C
D
«3
G)

G)

D
o
w

-C
4-

G)

C
D
«3
G)

144

t

Figure 4

Phases J and 2

—-NaCI 0.9 % —°—NS-398 159 nmol —X— Rofecoxib 31.81 nmol

1.0

OE8

0.6

0.4

0.2

o

6

5

4

3

2

1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Time (mm)

Phase 1 (0-15 mm)

I

T
*

o
NaCI 0.9 % N S-398 Rotecoxib

Phase 2 (15-50 mm)

*
*

NaCI 0.9 % NS-398 Rofecoxib



Phase 1 (0-15 mm)

*

Ibu Anan+Ibu Capsa

Phase 2ff 5-50 mm)

Figure 5

G) 7

6
o
G) 5

4— 4
m
. 3
C
D 2

G)
I

o

145

I *
-

ri
25

Anan bu Anan÷tbu

Capsa + Capsa ÷ Capsa +

G)

D
o
G)

1
G)
V
C
D

w

20

15

10

5

o

**
r

*
r

NaCIO.9 % Anan Ibu Anan+Ibu

n
Anan Ibu

Capsa Capsa + Capsa +

Anan+Ibu

Capsa +

C



w

Do
G)

G)

C
D
(u
G)
L..

Anan Rote Anan÷Rofe

Capsa Capsa + Capsa ÷ Capsa +

figure 6

6

146

Phase 1 (O-15 fun)

*

*
*

--

Anan Rofe Anan+Rofe

ri
Phase 2 (1 5-50 nuin)1) 20

D
o
G)

G)

C
D5
(u
G)

Anar Rofe Anan+ Rote Capsa



Figure 7

A pmol AENg of tissue

6

5

4

3

2

1

o

147

NaCI 0.9 % Anan

B pmol OENg of tissue

Ibu Rofe Anan + Ibu Anan + Rofe

NaCI 0.9 % Anan Ibu Rofe Anan+ Ibu Anan+ Rofe

C pmol PENg ot tissue

NaCI 0.9 % Anan Ibu Rofe Anan+ Ibu Anan+ Rofe



148

6.3 Article 3 publié dans British Journal ofPharrnacotogy

“The antinociceptive effects of intraplantar injections of 2-arachidonoyl

glycerol are mediated by cannabinoid CB2 receptors”

Short running titie: 2-AG peripheral antinociceptive effects

Josée Guindon, Julie Desroches & Pierre Beaulieul,2*

Departments of Pharmacology’ and Anesthesiology2-, Faculty of Medicine,

Université de Montréal

These authors contributed equally to the work

* Author for correspondence: Pierre Beaulieu M.D., Ph.D. CHUM — Hôtel-Dieu

Department of Anesthesiology - 3840 rue St-Urbain, Montréal H2W 118 Québec - Canada

Tel: (1) 514-481-8414

Fax: (1) 514-412-7222

E-mail:



149

6.3.0 Abstract

Background and purpose: 2-arachidonoyl glycerol (2-AG) is an endogenous cannabinoid

with central antinociceptive properties. Its degradation is catalysed by monoacylglycerol

lipase (MOL) whose activity can be inhibited by URB6O2, a new synthetic compound. The

peripheral antinociceptive properties of 2-AG and URB6O2 in an inflammatory model of

pain have not yet been determined. This was realised in the presence or absence of

cannabinoid CB] (AM25 1) and CB2 (AM630) receptor antagonists.

Experimental approach: Formalin tests were performed in 125 Wistar rats allocated to 19

groups: (1) control; (2-6) 2-AG (0.01-0.1-1-10-100 tg); (7) AM251 ($0 tg); (8) AM251 +

2-AG (10 kg); (9) AM630 (25 tg); (10) AM630 + 2-AG (10 ig); (11-16) URB6O2 (0.1-1-

10-30-100-500 tg); (17) 2-AG + URB6O2 (ED50); (1$) AM251 + URB6O2 (ED50); (19)

AM630 + URB6O2 (ED50). Drugs were injected s.c. in the dorsal surface of the hind paw

(50 jiL) 15 min before 2.5% formalin injection into the same paw.

Key resuits: 2-AG and URB6O2 produced dose-dependent antinociceptive effects for the

early and late phases of the formalin test with ED5o of 0.65 jig ± 0.455 and 67.93 tg ±

14.3 1 for the latter phase, respectively. Their combination at ED50 doses produced an

additive antinociceptive effect. These effects were inhibited by AM630 but flot by AM25 1

for 2-AG and by the two cannabinoid antagonists for URB6O2.

Conclusions and implications: Locally injected 2-AG and URB6O2 decreased pain

behaviour in a dose-dependent manner in an inflammatory model of pain. The

antinociceptive effect of 2-AG was mediated by the CB2 receptor.
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Key words: 2-arachidonoyl glycerol; URB6O2; endocannabinoids; cannabinoid receptors;

monoacylglycerol lipase; formalin test; inflammatory pain.

LIST 0F ABBREVIATIONS

2-AG: 2-arachidonoyl glycerol

AUC: area under the curve

CB: cannabinoid

CPS-WST0,1,2: Composite pain score-weighted scores technique

DMSO: dimethylsulfoxide

DRG: dorsal root ganglia

fAAH: fatty-acid amide hydrolase

MGL: monoacylglycerol lipase:

NOF: nerve growth factor

PEA: palmitoylethanolamide

PPARa: peroxisome proliferator-activated receptor-alpha



151

6.3.1 Introduction

t9-tetrahydrocannabinol, the major psychoactive component of caiinabis, activates two

distinct G protein-coupled receptors, identified as the cannabinoid GB1 (Matsuda et al.,

1990) and CB2 receptors (Munro et al., 1993). The C31 receptor is primarily expressed

throughout the central nervous system including the spinal cord and on sensory neurons in

dorsal root ganglia (DRG) and in the periphery (Hohmann & Herkenham, 1999; farquhar

Smith et al., 2000; Rice et al., 2002; Walczak et al., 2005) whereas CB2 expression seems

restricted to peripheral tissues with immune functions (Munro et al., 1993; Galiègue et al.,

1995). The two major and most investigated endogenous cannabinoids are anandamide and

2-arachidonoyl glycerol (2-AG).

for many years, accumulating evidence lias suggested that cannabinoids can produce

antinociception through peripheral mechanisms involving CB1 (Hohmann, 2002 for review)

and C32 receptors (Malan et al., 2002 for review). In rodents, anandamide attenuated

formalin-induced nociceptive behaviours (Calignano et al., 199$; Guindon et al. 2006)

when administered locally into the hind paw. Although Richardson et al. (1998, 2000)

have shown that cannabinoid antihyperalgesic effects are predominantly mediated by CB1

cannabinoid receptors as most of cannabinoid effects are blocked by CB1-selective

antagonists, there is evidence that C32 mechanisms may also contribute to the

antinociceptive effects ofcannabinoids (Ibrahim et al., 2006). Indeed, Hanus et al., (1999)

have shown that HU3O$, a C32 selective agonist, could suppress the late-phase response in

c the formalin test when injected intraperitoneally. Moreover, Calignano et al., (199$) and
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Jaggar et al. (199$) both demonstrated that palmitoylethanolamide (PEA), a peroxisome

proliferator-activated receptor-aipha (PPARa) agonist (Lo Verme et aI., 2005) whose anti

inflammatory effects are antagonised by a CB2 receptor antagonist, produces

antinociception in the formalin test (late-phase). In addition, AM1241, a C32 selective

agonist, attenuated thermal nociception and hyperalgesia (Malan et al., 2001; Malan et al.,

2002; Quartiiho et al., 2003) and suppressed hyperalgesia evoked by intradermal

administration of capsaicin (Hohmann et al., 2004). These data suggest a potential

therapeutic relevance of cannabinoid C32 receptors as a target for pain treatment without

having unwanted central side effects.

Thereby, there is some evidence that 2-AG but not anandamide acts as a potent and full

efficacy agonist of the cannabinoid CB2 receptor (Sugiura et al., 2000; Gonsiorek et al.,

2000; Maresz et al., 2005). 2-AG is hydrolysed into arachidonic acid and glycerol by an

enzyme named monoacylglycerol lipase (MGL) (Dinh et al., 2002; Dinh et al., 2004; Saario

et al., 2004). Nevertheless, some data suggest that 2-AG might also be metabolised by

anandamide amidohydrolase/fatty acid amide hydrolase (fAAH) (Di Marzo et al., 1998;

Goparaju et al., 199$; Lang et al., 1999). However, Kathuria et al. (2003) demonstrated that

URB597, a selective fAAH inhibitor that greatly reduced anandamide degradation in the

rat brain, had no effect on 2-AG levels. Moreover, Lichtman et aI. (2002) have shown that

2-AG breakdown is preserved in mutant fAAW’ mice although anandamide hydrolysis

was almost completely absent. Thus, Hohmann et al. developed URB6O2, a non

competitive MGL inhibitor that blocks 2-AG hydrolysis (Hohmann et al., 2005; Makara et
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al., 2005), and which is more potent than URB597 to enhance 2-AG levels and stress

antinociception.

Therefore, the present study was designed to investigate the peripheraiÏy (intraplantar)

mediated antinociceptive effects of 2-AG, URB6O2 and their association in a test of

inflammatory pain. The mechanism by which 2-AG would be able to produce its

antinociceptive effect was also investigated by using specific antagonists for the

cannabinoid C81 and CB2 receptors.

6.3.2 Methods

6.3.2.1 Anintals

This research protocol was approved by the Animal Ethics Committee of the University of

Montreal and ail procedures related to the use of animais confonned to the guidelines of the

Canadian Council for Animal Care. One hundred and twenty five Male Wistar rats

(Charles River, St-Constant, Quebec, Canada) weighing 180-220 g, at the time of testing,

were housed two per cage in standard plastic cages with sawdust bedding in a climate

controlled room, under a 12h lightldark cycle. They were allowed free access to food

pellets and water.

6.3.2.2 Drug administration

2-AG, an endogenous cannabinoid, is an agonist with a 3-fold selectivity for the C31

C receptor (K1 = 0.47 mM) over the CB2 receptor (K1 = 1.4 mM) (Mechoulam et aï., 1995;
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Lee et al., 1995; Sugiura et al., 1996). It was purchased from Sigma (St-Louis, MO, USA)

already in a liquid form in acetonitrile solution and further dissolved in normal saline (0.9%

NaC1 in water). AM251 and AM630 are 306-fold (Gatley et al., 1996, 1997) and 70-165-

fold (Pertwee et al., 1995; Hosohata et al., 1997; Ross et al., 1999; Malan et al., 2001)

selective for CB1 and CB2 receptor antagonists, respectively. AM251 and AM630 were

dissolved in normal saline containing 2 and 2.5% dimethylsuiphoxide (DMSO),

respectively. AM251 and AM630 were purchased from Tocris (Ellisville, MO, USA).

URB602, which is a selective inhibitor of MGL, was purchased from Cayman Chemical

(Ami Arbor, MI, USA) and fiirther dissolved in normal saline containing between 0.01 to

33 % DMSO. Both 2-AG and URB6O2 were stored at -20°C, protected from light and were

prepared fresh on the day ofthe experiment.

6.3.2.3 formatin test

Rats were acclimatised to the testing environment (clear Plexiglass box 29 x 29 x 25 cm)

for 15 min or until cessation of explorative behaviour. 2-AG (0.01 - 0.1 - 1 - 10 or 100 rg

in 50 tL), URB6O2 (0.1, 1, 10, 30, 100 or 500 g in 50 11L), AM251 ($0 g in 50 !IL), and

AM630 (25 ig in 50 1.tL) were injected subcutaneously (s.c.) in the dorsal surface of the

right hind paw 15 min before the injection of 2.5% formalin (50 11L) next to the previous

injection. following each injection, the rat was immediately put back in the observation

chamber. Nociceptive behaviour was observed with the help of a mirror angled at 45°

below the observation chamber. Observation of the animal’s behaviour was made every 5

min and for 60 mm, starting afier formalin administration (Tjôlsen et al., 1992). In each 5-
ç
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min period, the total time the animal spent in three following different behavioural

categories was recorded: (1) the injected paw has littie or no weight placed on it; (2) the

injected paw is raised; (3) the injected paw is licked, shaken or bitten. Nociceptive

behaviour was quantified using the composite pain score-weighted scores technique (CPS

WST01,2) calculated for the first (O-15 mm) and second (15-50 mm) phase of the

behavioural response (Watson et al., 1997). The area under the curve (AUC) which

corresponds to CP$-WST01,2 x time (mm) was calculated for the early (first) phase (O-15

mm) and the late (second) phase (15-50 mm) using the trapezoidal rule.

6.3.2.4 Protoco!

The experiments were conducted in a randomised and blinded manner by the same

experimenter. In a first study, the dose-response curves for 2-AG were determined using

the data from the early and late phases. In a second study, the antinociceptive effects of 2-

AG (at 10 jig, an analgesic dose) were studied in the absence or in presence of cannabinoid

antagonists to determine whether these effects were mediated through the C31 or the CB2

receptor: AM251 ($0 tg; Malan et al., 2001; Guindon et al., 2006; Guindon & Beaulieu,

2006) and AM63O (25 tg; Malan et al., 2001; Guindon et al., 2006; Guindon & Beaulieu,

2006) were co-injected with the 2-AG. In a third study, the dose-response curves for

URB6O2 were determined using the data from the acute and the inflammatory phase. In a

fourth study, the effects of 2-AG, URB6O2, and their combination were observed to note

any additive or synergic effect of the drugs. In a fifih study, the antinociceptive effects of

URB6O2 (at ED50 dose, 70 .tg) were studied in the absence or in presence of cannabinoid
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antagonists to determine whether these effects were mediated through the CB1 or the C32

receptor: AM25 1 and AM630 were co-injected with URB6O2. For the second study (n = 7

per group) and for ail of the other studies (n = 4 per group), the tested drugs were dissolved

in the same total volume (50 L) and administered in the right hind paw.

Finally, in order to exciude any possible systemic effect of the drugs, 100 jig of 2-AG and

500 p.g of UR3602 were administered s.c. on the dorsal surface of the contralateral (lefi

hind paw) or ipsilateral paws (n = 4 and n=3 per group, respectively).

6.3.2.5 Paw edema

At the end of the formalin test, paw edema was measured at the base of the right hind paw

using a digital micrometer (Mitutoyo Corporation, USA) with an instrumental error of ±

(maximum measuring lengthl75) jim and a resolution of 0.00 1 mm (Petricevic et aL, 1978;

Nackley et al., 2003b; Ghilardi et al., 2004; Guindon et al., 2006).

6.3.2.6 Statisticat Analysis

Pain behaviour for each treatment group was expressed as mean + s.e.mean. The dose

response curve for 2-AG and URB6O2 were determined using ALLFIT software (De Léan

et al., 197$). In the second study, the antinociceptive effects of 2-AG in absence or

presence of cannabinoid antagonists were assessed for significance using factorial

experimental design (Winer, 1971). In the next study, the effects of 2-AG, URB6O2 and

their combination at ED50 dose were assessed for significance using factorial experimental

design. In the last study, the antinociceptive effects of URB6O2 in absence or presence of

C
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cannabinoid antagonists were assessed for significance using factorial experimental design.

To compare ipsi- vs. contralateral paw injections of the drugs (2-AG and URB6O2), an

ANOVA adapted for factorial experimental design was used. The different components of

the total variation were settled a priori using multiple regression analysis (Draper & Smith,

199$). The critical level ofsignificance was set at 5 % (P <0.05).

6.3.3 Results

6.3.3.1 Antinociceptive effects of2-A G anti implication ofcannabinoid receptors

2-AG decreased pain behaviour in the formalin test with an ED50 of 0.12 jig ± 0.224 and

0.65 jig ± 0.455 for the early and late phases, respectively (Figure lA, 13). Pain behaviour

following injection of 2-AG in the ipsilateral hind paw was statistically different when

compared with the control (NaC1 0.9%) group only for the late phase [F(1,6) = 11,7$, P<

0,025] of the formalin test (Figure 2A). Pain behaviour following injection of 2-AG in the

contralateral hind paw was not statistically different when compared with the control (NaCI

0.9%) group [f(1,6) 0.05 and 4.50 for the early and late phases, respectively] of the

formalin test (Figure 23).

When given locally (dorsal surface ofthe paw) at 10 fig, 2-AG produced an antinociceptive

effect when compared with the control group reaching significance only for the late phase

[f(1,36) = 35.61, P < 0.001 j of the formalin test (Figure 3A, 3C). This antinociceptive

effect was inhibited only by AM630 since there was no statistical difference between this
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antagonist given alone compared with its combination with 2-AG for the early and late

phases, respectively {F(1,36) = 0.04 and 0.12] (Figure 3A, 3B, 3C). Indeed, pain

behaviour was significantly greater in the AM630 / 2-AG co-administration group

compared with the group receiving 2-AG alone.

6.3.3.2 Paw edema

Edema ofthe injected paw did not differ among the groups [f(5,36) 0.5$]: neither 2-AG

[f(1,36) 0.79] nor AM251 [F(1,36) = 0.38] or AM630 [f(1,36) = 0.10] influenced paw

edema (figure 3D).

6.3.3.3 Antinociceptive effects of URB6O2, 2-AG and their combination at ED50 doses

URB6O2 decreased pain behaviour in the formalin test with an ED50 of 128.3 ig ± 110.5

and 67.93ig ± 14.3 1 for the early and late phases, respectively (Figure 4A, 4B). Pain

behaviour following injection of URB6O2 in the ipsilateral hind paw was statistically

different when compared with the control (NaC1 0.9%) group either for the early {F(1,4) =

98,19, P< 0,001] or the late phase [f(1,4) = 257,99, P< 0,001] ofthe formalin test (figure

SA). Pain behaviour following injection of URB6O2 in the contralatera hind paw was not

statistically different when compared with the control (NaCI 0.9%) group [f(1,4) = 5.25

and 1.96 for the early and late phases, respectively] of the formalin test (Figure 5B).

When given locally (dorsal surface of the paw) at ED50 dose, 2-AG, URB6O2 and their

combination produced a significant antinociceptive effect when compared with the control

group either for the first (Figure 6A, 6B) [f(1,12) 16.15, P < 0.0051 or the second phase

C
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(Figure 6A, 6C) [f(1,12) = 56.46, F <0.001] ofthe formalin test. The combination of 2-

AU with URB6O2 is significantly different when compared with each drug given alone

[F(1,12) = 7.91, F < 0.025] for the late phase (Figure 6A, 6C), revealing an additive

antinociceptive effect ofthis combination.

6.3.3.4 Paw edema

Edema of the injected paw did not differ among the groups [f(3,12) = 0.17]: 2-AU and

URB6O2 [F(1,12) = 0.22] did flot influence paw edema when given alone, neither did their

combination [f(1,12) = 0.15] (Figure 6D).

6.3.3.5 Antinociceptive efftcts of URB6O2 and implication ofcannabiiwid receptors

When given Ïocally (dorsal surface of the paw) at 70 tg, URB6O2 produced an

antinociceptive effect when compared with the control group reaching significance only for

the late phase {f(1,18) = 33.94, F < 0.001 ] of the formalin test (Figure 7A, 7C). This

antinociceptive effect was inhibited by AM251 and AM630 since there was no statistical

difference between those antagonists given alone compared with their combination with

URB6O2 for the early and late phases, respectively [f(1,18) 0.07 and 0.11; F(1,1$) = 0.05

and 0.10] (Figure 7A, 7B, 7C).

6.3.3.6 Paw edema

Edema of the injected paw did flot differ among the groups [F(5,18) = 0.70]: neither

URB6O2 [f(1,18) = 0.10] nor AM251 [f(1,18) = 1.92] nor AM630 {f(1,18) = 0.011

in±luenced paw edema (Figure 7D).
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6.3.4 Discussion

In this study, it has been demonstrated that local administration of 2-AG, an

endocannabinoid, and URB6O2, a selective MGL inhibitor, induced a dose-dependent

antinociceptive effect in an inflammatory pain model. These effects were locally mediated

and flot systemic as 2-AG and UR3602 given in the contralateral paw were flot

antinociceptive at doses higher than the ED50 doses used in the ipsilateral paw. Moreover,

the antinociceptive effects of 2-AG were prevented by AM630, a selective CB2 receptor

antagonist, but not by AM251, a selective CB1 receptor antagonist. Thus, these resuits

suggest that 2-AG produces its local anti-inflammatory effects by activating C32 receptors

in the periphery. Furthermore, local administration of 2-AG with URB6O2 produced an

additive antinociceptive effect.

Although controversial (Coderre et aL, 1990), the contribution of peripheral nociceptive

activity to phase 2 of the behavioural response to formalin lias been determined. Indeed,

primary afferent activity is required for the expression of phase 2 nociceptive behaviours,

and central sensitisation alone does not underlie phase 2 (Puig & Sorkin, 1995; McCall et

al., 1996). These authors report that C-fibres exhibit increased activity following the

injection of forrnalin and that this activity occurs during the time periods conesponding to

both phase 1 and phase 2, but flot interphase, of the behavioural response. furthermore,

Pitcher & Henry (2002) have provided evidence for an essential role of afferent input

during the second phase of the formalin test in generating and maintaining second phase

elevated discliarge of spinal nociceptive dorsal hom neurones. Taken together, these
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findings on the second phase of the formalin test may favoured pharmacological approach,

flot only of inhibitors of synaptic transmission from nociceptive afferents but also

treatments targeted at inhibiting primary afferent activity at a peripheral site (Pitcher &

Henry, 2002). These observations are important because in the presence of carrageenan

inflammation, AMl241 (a CB2 receptor agonist) following both systemic (ï.v.) and

intraplantar injections, specifically suppressed C-fibre-mediated activity and wind-up in

wide dynamic range neurones (Nackley et al., 2004). Similar resuits were observed

following activation of spinal cannabinoid receptors by HU2 10 that suppressed C-fibre

mediated postdischarge responses (a measure of neuronal hyperexcitability) but through a

CB1 mechanism (Drew et al., 2000).

Moreover, CB2-selective agonists have recently been shown to produce antinociception in

models of acute, inflammatory, and nerve injury-induced nociception (Hanus et al., 1999;

Clayton et al., 2002; Malan et al., 2002; Ibrahim et al., 2003; Nackley et al., 2003a;

Quartilho et al., 2003; Ibrahim et al., 2006). There is evidence that selective activation of

peripheral CB2 receptors is sufficient to display antinociceptive effects even though their

exact distribution pattem in pain pathways and their precise role remain to be clarified.

CB2 receptors are mostly expressed in ceils of the immune system such as B ceils, T ceils

and macrophages (Munro et aI., 1993; Galiègue et al., 1995). However, Munro et al. (1993)

and Griffin et al. (1997) both demonstrated that CB2 receptor mRNA was not detected in

the brain, supporting the evidence that CB2 receptors are absent in neurons of the central

nervous system (Zimmer et al., 1999; Buckley et al., 2000) although recent data may have
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proved differently (Van Sickie et al., 2005). Nevertheless, such data predicts that CB2

receptor-selective agonists will flot produce unwanted central nervous system effects

usually caused by a CB1-seÏective cannabinoid agonist. Moreover, there are also reports on

the presence of CB2 receptor mRNA in inflammatory and immune ceils at levels 10-100

times those of CB1 receptor mRNA (Galiègue et al., 1995; facci et al., 1995) and on

peripheral nerve terminais (Griffin et al., 1997; Pertwee, 1999). Indeed, Clayton et ai.

(2002) have shown that activation of C32 receptors by HU2 10 is sufficient to induce a

substantial anti-inflammatory and anaïgesic effect in the carrageenan model of

inflammation.

Endocannabinoids such as anandamide and 2-AG are present in peripheral tissues and their

concentrations in paw tissue have already been measured (Beaulieu et al., 2000).

furthermore, the expression of CB1 and CB2 receptors has recently been reported in rat and

mouse paw tissues (Walczak et ai., 2005, 2006). Therefore, the antinociceptive effects of

2-AG may be mediated by a direct action on cannabinoid CB2 receptors iocated in the

injected paw. Indeed, 2-AG given on the contraiaterai side did flot attenuate formaiin

evoked pain behaviour which mean that the effects of 2-AG were mediated by a local

peripheral site of action. Simiiar resuits have been reported with anandamide administered

locaily (Guindon et al., 2006). However, it remains to be demonstrated whether the

antinociceptive effects of 2-AG are mediated through Ïocaily expressed C32 receptors and

whether 2-AG itself is involved in this analgesic response. Moreover, the present study is

C
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looking at the antinociceptive effects of exogenousiy administered 2-AG and endogenous

2-AG may behave differentiy under physiological conditions.

However, other mechanisms by which C32 selective agonists induce antinociceptive effects

may be invoived. A possibility is that they couid act on the peripherai terminais of primary

afferent neurons (Malan et al., 2002), but their presence on peripheral neurons is stiil

conflicting. Altematively, an indirect mechanism may be involved; CB2 selective receptor

agonists could activate the CB2 receptor on mast or other immune ceils, thereby decreasing

the inflammation-evoked release from local inflammatory celis of sensitising molecules

acting on the peripherai nociceptor (e.g. nerve growth factor (NGf), prostanoids, cytokines,

adenosine triphosphate, 5-hydroxytryptamine or histamine) and thus decreasing the

sensitivity of primary afferent neurons and inhibiting pain response (Maian et al., 2002).

Another hypothesis is that CB2 cannabinoid receptors may inhibit the responsiveness of

primary afferent neurones by stimulating local release of the endogenous opioid endorphin

from ceils such as keratinocytes (Malan et al., 2004).

Moreover, a selective inhibition of 2-AG could offer the opportunity to investigate the

functions of 2-AG by biocking its deactivation and thus amplify its intrinsic actions and

enhance its analgesic effects. Therefore, we have tested the hypothesis that selective

inhibitor of 2-AG-deactivating enzyme MGL may selectively elevate 2-AG concentrations

in the periphery and thereby decrease pain behaviour. Thus, Hohmann et al. (2005) have

developed UR3602, a non-competitive MGL inhibitor that blocks 2-AG hydrolysis in rat

brain suces without affecting fAAH-catalyzed anandamide degradation. Interestingly,
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Makara et ai. (2005) have shown that URB6O2 increased 2AG levels and enhanced

retrograde signalling from pyramidal neurons to GABAergic terminais in the hippocampus.

Therefore, a possible mechanism for the antinociceptive effects of locally administered

URB602 in the hind paw may involve the increase of 2-AG concentrations in periphery.

Moreover, the ability of both MGL and FAAH inhibitors to magnify endocannabinoid

dependent stress induced analgesia also highlights the significance of these enzymes as

previously undescribed targets for the treatment of pain and stress-related disorders

(Hohmann et al., 2005). However, the specificity of UR3602 for inhibiting MGL at the

concentrations employed in the present study caimot readiiy be determined without

measuring endocannabinoid levels in the peripheral paw tissue.

The fact that the antinociceptive effects of URB6O2 were inhibited by both cannabinoid

artagonists was flot completely expected. Indeed, if URB6O2 inhibited MGL and therefore

2-AG degradation, we would have thought that AM25 1 would flot interfere with URB6O2

antinociceptive effects as it did flot when 2-AG was administered together with AM25 1.

One explanation may be that 2-AG present locally in a high concentration acted on both

CB1 and C32 receptors to produce its antinociceptive effects. Another possibility in the

presence of an inhibitor of MGL is a shifi of 2-AG catabolism towards fAAH, the enzyme

responsible for the hydrolysis of anandamide, which is also responsible for the degradation

of 2-AG (Di Marzo et al., 199$). In that case, an increase concentration of anandamide.

which is present in peripheral tissue, may explain the antinociceptive effects observed.
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Furthermore, akhough URB6O2 is a selective inhibitor of MGL, it has a iow potency

(Hobmann et ai., 2005). Therefore, the use of a more potent and selective agent could be

considered. URB574 is sucli an agent which also inhibits MGL activity but with a haif

maximal concentration (1C50) of about two orders of magnitude lower than UR8602

(Makara et ai., 2005). In addition, Begg et ai. (2005) have shown recent evidence for

cannabinoid receptors beyond C31 and CB2. In fact, 2-AG may possibly exerts its

antinociceptive effects at uncharacterised CB2-like receptors possibiy activated by 2-AG

and inhibited by AM630, a selective CB2 receptor antagonist.

These findings are the first to demonstrate that peripheraiiy injected 2-AG, URB6O2 and

their combination decreased pain behaviour in a model of inflammatory pain. The present

work provides evidence that activation of a carmabinoid CB2 mechanism in the periphery is

sufficient to decrease nociception in animais submitted to inflammatory pain. finaiiy, as

cannabinoid-based drugs couid be effective for the treatment of inflammatory pain

responses, this approach is interesting because peripheral administration of drugs shouid

avoid troublesome psychotropic and other systemic effects.
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6.3.7 Figures legend

Figure 1

Dose-response curve for 2-AG in the inflammatory phase of the formalin test. Data is

expressed as mean ± s.e. mean (n = 4 per group).

Figure 2

Antinociceptive effects of 2-AG after injection in the dorsal surface of the ipsilateral (A)

and contralateral (B) hind paws 15 min before 2.5% formalin (50 tL). figure 2A upper

shows the antinociceptive effects of an active comparator in the formalin test, ibuprofen a

non-steroidal anti-inflammatory drug administered in the dorsal surface of the paw 15 min

before formalin (data from Guindon et al., 2006; t and # indicate a significant difference

compared with controls for the first and second phases of the formalin test, respectively).

Data is expressed as mean ± s.e. mean (n = 4 per group). AUC Area Under the Curve for

the inflammatory phase, # P < 0.025 for 2-AG 100 jig vs. control (NaC1 0.9 %) group.

Figure 3

(A) Antinociceptive effect of 2-AG when administered at a dose of 10 tg into the hind

paws 15 min before 2.5% formalin (50 1iL); Effects of cannabinoid antagonists on 2-AG

antinociceptive effect for the acute (B) and inflammatory (C) phases of the test. (D) Paw
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edema. Data is expressed as mean + s.e. mean (n = 7 per group). Area Under the Curve

(AUC) for the inflammatory phase, # P < 0.001 for 2-AG vs. control (NaCI 0.9 %) group; *

F < 0.001 for 2-AG vs. control (NaC1 0.9 %) group; 1 P < 0.05 (early phase), P < 0.001

(late phase) for AM25 1 + 2-AG vs. AM25 1 group.

Figure 4

(A) Dose-response curve for URB6O2 in the acute phase and (B) the inflammatory phase of

the formalin test. Data is expressed as mean ± s.e. mean (n 4 per group). Data is

expressed as mean ± s.e. mean

Figure 5

Antinociceptive effects of URB6O2 afler injection in the dorsal surface of the ipsilateral (A)

and contralateral (B) hind paws 15 min before 2.5% fonnalin (50 tL). Data is expressed as

mean ± s.e. mean (n = 3 per group). AUC = Area Under the Curve for the acute phase, f P

<0.001 for URB6O2 500 tg vs. control (NaC1 0.9 %); AUC for the inflammatory phase, #

P < 0.00 1 for URB6O2 500 ig vs. control (NaC1 0.9 %) group.

Figure 6

(A) Antinociceptive effects of 2-AG, URB6O2 and their combination at ED50 doses when

administered into the hind paws 15 min before 2.5% formalin (50 iL). Antinociceptive

effects of the combination of 2-AG with URB6O2 for the acute (B) and the inflammatory
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(C) phases of the test. (D) Paw edema. Data is expressed as mean + s.e. mean (n = 4 per

group). Area Under the Curve (AUC) for the acute phase, [ P < 0.005 for ail the drugs vs.

control (NaC1 0.9 %) group; AUC for the inflammatory phase, # P < 0.001 for ail the drugs

vs. control (NaC1 0.9 ¾) group. * P < 0.005 for ail the drugs vs. control (NaC1 0.9 %)

group; P < 0.025 for URB6O2 + 2-AG vs. 2-AG or URB602 given alone.

Figure 7

(A) Antinociceptive effects of URB6O2 when administered at a dose of 70 .tg into the hind

paw 15 min before 2.5% formalin (50 1iL); Effects ofcainabinoid antagonists on URB6O2

antinociceptive effects for the early (B) and late (C) phases of the test. (D) Paw edema.

Data is expressed as mean ± s.e. mean (n = 4 per group). Area Under the Curve (AUC), #

P < 0.00 1 for URB6O2 vs. control (NaCI 0.9 %) group; * P < 0.00 1 for URB6O2 vs. control

(NaC1 0.9 %) group.

Conflicts of interest: None
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6.4.0 Abstract

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) inhibit fatty acid amidohydrolase

(FAAH), the enzyme responsible for the metabolism of anandamide, an endocannabinoid.

The analgesic interactions between anandamide (0.01 kg), ibuprofen (0.1 fig) and rofecoxib

(0.1 11g) or their combinations administered locally in the hind paw of neuropathic rats were

investigated together with the effects of specific antagonists for the caimabinoid CB1

(AM251; $0 Jlg) and CB2 (AM630; 25 jig) receptors. Mechanical allodynia and thermal

hyperalgesia were evaluated in 10$ Wistar rats allocated to: (1-4) NaC1 0.9%; anandamide;

ibuprofen; rofeeoxib; (5-6) anandamide + ibuprofen or rofecoxib; (7-8) AM25 1 or AM630;

(9-10) anandamide + AM251 or AM630; (11-12) ibuprofen + AM251 or AM630; (13-14)

rofecoxib + AM251 or AM630; (15-16) anandamide + ibuprofen + AM251 or AM630; (17-

18) anandamide + rofecoxib + AM251 or AM630. Drugs were given subcutaneously in the

hind paw 15 min before pain tests. Anandamide, ibuprofen, rofecoxib and their

combinations significantly decreased mechanical allodynia and thermal hyperalgesia with

an ED50 of 1.6 ± 0.68 ng and 1.1 + 1.09 ng for anandamide, respectively. The effects of

NSAIDs were flot antagonized by AM25 1 or AM630 but those of anandamide were

inhibited by AM251 but not by AM630. In conclusion, locally injected anandamide,

ibuprofen, rofecoxib and their combinations decreased pain behavior in neuropathie

animais. Local use of endocannabinoids to treat neuropathie pain may be an interesting way

to treat this condition without having the deleterious central effects of systemic

cannabinoids.

C
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Key words: anandamide; ibuprofen; rofecoxib; neuropathic pain; cannabinoid receptors;

fatty acid amide hydrolase.
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6.4.1 Introduction

zX9-tetrahydrocannabinol, the principal active ingredient of cannabis produces its effect by

binding to G protein-coupled receptors, identified as the cannabinoid CB1 (Matsuda et al.,

1990) and CB2 (Munro et aL, 1993) receptors. Cannabinoid CB1 receptors are localized

primarily in the central nervous system but have also been found in the spinal cord, in

dorsal foot ganglia and in the periphery (Rice et al., 2002 for review). Cannabinoid CB2

receptors are mainly localized in immune tissues (Galiègue et al., 1995) and have also been

found in the periphery. Endogenous cannabinoid ligands (or endocannabinoids) such as

anandamide (arachidonylethanolamide), a cannabinoid CB1 receptor agonist, have also been

identified (Devane et al., 1992; Di Marzo, 199$; Piomelli, 2003). Anandamide is produced

following intracellular cleavage of N-arachidonylphosphatidylethanolamine by

phospholipase D, which indicates that anandamide is synthesized on demand instead of

being stored in synaptic vesicles (Piomelli et al., 1998). finally, anandamide is hydrolyzed

into arachidonic acid and ethanolamine by a membrane-bound enzyme named fatty acid

amide hydrolase (fAAH) (Cravatt et al., 1996).

In neuropathic pain conditions, WFN 55,212-2, a synthetic cannabinoid CB1 and CB2

receptor agonist, given intraperitoneally (i.p.) in rats completely alleviated mechanical

allodynia and thermal hyperalgesia (Herzberg et al., 1997; Bridges et al., 2001). Other

experiments have evaluated the antinociceptive effects of anandamide (Helyes et aL. 2003),

AM1241, a cannabinoid CB2 agonist, (Ibrahim et al., 2003), WTN 55,212-2 (Lim et al.,

2003) and CP55,940, a cannabinoid CB1 and CB2 agonist (Scott et al., 2004) on different
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neuropathic pain models, but these drugs were given either i.p. (Helyes et al., 2003;

Ibrahim et al., 2003) or intrathecally (i.t.) (Lim et al., 2003; $cott et al., 2004).

furthermore, WIN 55,2 12-2 reversed mechanical hyperalgesia following intraplantar (i.pl.)

administration into the ipsilateral hind paw (Fox et al., 2001) and JWH-133, a cannabinoid

CB2 receptor agonist, also significantly reduced noxious mechanically evoked responses of

wide dynamic range dorsal hom neurons following i.pl. injections (Elmes et al., 2004).

These two studies showed that pain relief was produced by the activation of peripheral CB1

and CB2 receptors. For a review of the role of C31 and CB2 receptors in mediating

peripheral analgesia, see Hohmann (2002) and Malan (2002), respectively. However, none

of these studies has evaluated the analgesic effect of an endocannabinoid such as

anandamide when administered locally in an animal model ofneuropathic pain.

The therapeutic utility of using compounds that would modulate the endocannabinoid

system is beginning to get more interest (Piomelli et aL, 2000). For example, the activity of

fAAH is inhibited by nonsteroidal anti-inflammatory drugs (N$AIDs) such as ibuprofen,

ketorolac and flurbiprofen (fowier et al., 1997; 1999). Furthermore, NSAIDs like ketorolac

and NS-398 may act by attenuating tactile allodynia following intrathecal injection, and

therefore prevent the maintenance of mechanical hypersensitivity caused by

cyclooxygenase (COX)-1 and COX-2 (Ma et al., 2002).

Littie data is available in the literature conceming the analgesic effects of the combination

of a cannabinoid with an NSAJD in acute and inflammatory pain conditions (Conti et al.,

C
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2002; Gûhring et al., 2002; Ates et al., 2003). furthermore, nothing is known about the

anaigesic effects ofthis association in neuropathic pain conditions.

Therefore, the present study was designed to investigate the antihyperalgesic effects of

anandamide, ibuprofen (non-specific COX inhibitor) and rofecoxib (a selective COX-2

inhibitor) and their combinations, administered locally, in a neuropathie pain model in the

rat. The mechanism by which the association of anandamide with either NSAID produced

antihyperalgesic effects was also investigated by using specific antagonists for the

cannabinoid CB1 and CB2 receptors.

6.4.2 Methods

6.4.2.1 AnimaIs

This research protocol was approved by the Animal Ethics Committee of the Université de

Montréal and ail procedures conformed to the guidelines of the Canadian Council for

Animal Care. Male Wistar rats (Charles River, St-Constant, Québec, Canada) of 180-220 g

at the time of testing were housed two per cage with a bedding of sawdust (8 - 16 mm) (Pro

Chip, Canada) and maintained on a 12-hour dark-light cycle with ftee access to food

(18.0% protein, 4.5% fat, 5.5% fiber, 7.0% ash, 2.5% added minerais) (Charles River,

Canada) and water. During periods of testing, rats were brought to the testing room one day

before testing and kept there under natural dayiight.
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6.4.2.2 Drug administration

Anandamide is an agonist with a four-fold selectivity for the CB1 receptor (Ki $9 nM)

over the CB2 receptor (Ki = 371 nM) and was purchased already in water-dispersible

emulsion and further dissolved in 0.9% NaC1 (Pertwee, 1999; Ross et al., 2001). AM251

and AM630 are selective antagonists, 306-fold (Gatley et al., 1996; 1997) and 70-1 65-fold

(Pertwee et al., 1995; Hosohata et al., 1997; Ross et al., 1999; Malan et al., 2001) for C31

and C32 receptors, respectively. AM25 1 and AM630 were dissolved in 0.9% NaC1 solution

containing $ and 2.5% dimethyl sulfoxide (DMSO), respectively. Anandamide, AM25 1

and AM630 were purchased from Tocris (Ellisville, MO, USA). Ibuprofen (Sigma, St

Louis, USA), a non-specific COX inhibitor and rofecoxib, a specific COX-2 inhibitor were

dissolved in 0.9% NaC1 solution. For rofecoxib, the compressed tablet from commercial

preparations (VIOXX®, 25 mg) was weighed and crushed into a fine suspension with

physiological saline (Francischi et al., 2002).

6.4.2.3 Neuropathie pain mode!

Unilateral hind-limb neuropathy was achieved using the technique of partial sciatic nerve

ligation (PNL) described by Seltzer et al. (1990). Briefly, under isoflurane anesthesia (1-

2%) and aseptic conditions, the left sciatic nerve was exposed at high-thigh level and 1/3-

1/2 ofthe dorsal thickness ofthe nerve was trapped in a ligature using an 8-0 monofilament

nylon suture. In sham-operated rats, the nerve was left intact. The wound was then closed

with 5-0 absorbable suture for the muscles and two staples for the skin. The rats were then
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allowed fine days to recover. On the 1 Oth day, rats were tested to verify that mechanical

allodynia and thermal hyperalgesia were present and, on the 1 lth day, drugs were

administered 15 min prior to neuropathie testing.

6.4.2.4 Sensory testing

During sensory testing, animais were placed in elevated Plexiglas boxes (21 x 17 x 14 cm)

with a 0.7 cm diameter mesh floor to test mechanicai allodynia and a dry glass floor was

used for thermal hyperalgesia testing. Rats were allowed to acclimatize for 15 min or until

exploratory behavior ceased. Ihe sequence of testing was altemated between mechanical

allodynia and thermal hyperalgesia to make sure that the order in which the tests were done

did not influence the antihyperalgesic effect of drugs. with short half-lives like anandamide.

The time to complete one battery of tests was approximately 40 min.

6.4.2.4.1 Mechanical aÏlodynia

Mechanical allodynia was evaluated with von frey hairs (Senselab aesthesiometer,

Somedic, Sweden). The plantar surface of the paw was stimulated with a series of von Frey

filaments of ascending forces (with a range comprised between 0.63 and 235 mN). For each

filament, the stimulus was repeated five times with an interval of 1-2 s between each

stimulation. The threshold was determined as the lower force that evoked a withdrawal

response to one ofthe five stimuli (lai and Bennett, 1994).
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6.4.2.4.2 Thermal hyperalgesia

Thermal hyperalgesia was assessed using an infrared noxious heat stimulus (Plantar test,

Ugo Basile, Italy). The center of a focused beam of radiant heat was applied to the plantar

surface of the hind paw and the withdrawal latency time recorded. Results of each test are

expressed as the mean of three withdrawal latencies (s). Three minutes was allowed

between each test (Hargreaves et al., 198$).

6.4.2.5 Protocot

The experiments were conducted in a randomized and blinded manner by the same

experimenter. A total of 180 rats were used in this study. Mechanical allodynia and thermal

hyperalgesia were evaluated in 10$ Wistar rats the day before PNL and on the lOth day

afier PNL for the ipsilateral and contralateral paws to confirm that rats were neuropathic.

Preliminary experiments with neuropathic rats (n=4) have shown that there was no

difference in neuropathic testing between 0.9% NaC1 and 0.9% NaCI solution with 8%

DM$O (data not shown). On the llth day, rats were allocated to 18 different groups: (1)

NaC1 0.9%; (2) anandamide; (3) ibuprofen; (4) rofecoxib; (5) anandamide + ibuprofen; (6)

anandamide + rofecoxib; (7-8) AM251 or AM630; (9-10) anandamide + AM251 or

AM630; (11-12) ibuprofen + AM251 or AM630; (13-14) rofecoxib + AM251 or AM630;

(15-16) anandamide + ibuprofen + AM251 or AM630; (17-18) anandamide + rofecoxib +

AM251 or AM630. Anandamide (0.0 1 jig), ibuprofen (0.1 tg), rofecoxib (0.1 pg), AM251

(801g; Malan et al., 2001) and AM630 (25 jig; Malan et al., 2001) were ah dissolved in the
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same total volume of 50 1iL and administered subcutaneousïy (s.c.) in the dorsal surface of

the operated lefi hind paw 15 min before pain tests (n = 6 per group).

In order to exciude any possible systemic effect of the drugs, NaCI 0.9 %, anandamide,

ibuprofen, rofecoxib, anandamide + ibuprofen and anandamide + rofecoxib were also given

s.c. on the dorsal surface ofthe contralateral side (right hind paw) (n = 4 per group).

Finally, dose-response curves of anandamide for mechanical allodynia and thermal

hyperalgesia were determined using 0.0001, 0.00033, 0.001, 0.0033, 0.01, 0.1 and 1 jig (n

4-6 per group).

Sham-operated rats were tested for mechanical allodynia (Von frey) and thermal

hyperalgesia (Plantar test), the day before the PNL and on the 1 Oth day afier PNL for the

ipsilateral and contralateral paws to confirm that rats were flot neuropathic and on the 1 lth

day, they received NaCl 0.9 %, anandamide, ibuprofen, rofecoxib, anandamide + ibuprofen

and anandamide + rofecoxib on the dorsal surface ofthe left hind paw (n = 4 per group).

6.4.2.6 Statisticat anatysis

Mechanical threshold and withdrawal latency for each treatment group are expressed as

mean ± s.e.mean. Assessment ofthe neuropathy, comparisons between rats receiving either

NaCl 0.9%, AM25 1 or AM630, analgesic effects of anandamide, ibuprofen, rofecoxib and

their combinations in regard to the absence or presence of antagonists (AM25 1 or AM630),

were all assessed separately for significance using an ANOVA adapted for factorial

experimental design (Winer, 1971). Each of the analyses mentioned above was assessed for

mechanical allodynia and thermal hyperalgesia of the ipsilateral side. The contralateral side
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was analyzed separately, stili using an ANOVA adapted for factorial experimental design.

The dose-response curves for anandarnide were determined using ALLfIT software (De

Léan et al., 197$). The critical level of significance was set at 5% (P <0.05).

6.4.3 Results

Animais were neuropathic 10 days after PNL, as a statistically significant difference was

present in comparison to presurgery for mechanical allodynia [f(1, 214) = 474.53, P <

0.001] (figure lA) and thermal hyperalgesia [f(1, 214) = 148.62, F < 0.001] (figure lB).

6.4.3.1 Mechanica! atiodynia

Von frey values obtained in neuropathic conditions were flot different [F(1, 20) = 0.92]

from those measured when rats received NaC1 0.9%, AM251 or AM630. furthermore,

values in the control group were not different from values obtained with both antagonists

[F(1, 20) = 0.87]. finally, resuits in the AM251 group were flot different from those found

in the AM630 group [f(1, 20) = 0.01] (Table 1). In the absence of antagonists, anandamide,

ibuprofen, rofecoxib and their combinations produced significant antiallodynic effects

when compared to control group [F(1, 30) = 19.78, P < 0.001] with values retuming to

presurgery levels (figure 2A). In the presence of AM25 1, ibuprofen and rofecoxib differed

[f(1, 30) = 31,74, P < 0.0011 from anandamide (figure 2B), the antiallodynic effect of

anandamide and of its combination with either ibuprofen or rofecoxib being completely

abolished. In the presence of AM630, anandamide, ibuprofen, rofecoxib and their
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combinations produced significant antiallodynic effects when compared to the AM630

group [F(1, 30) = 29.42, P < 0.001] (Figure 2C). Therefore and contrary to AM251,

AM630 did flot influence mechanical allodynia testrng.

On the contralaterai side (right hind paw), there was no difference between the day before

surgery (pre-lesion) compared with the days afier surgery (days 10 and 11) [f(1, 321)

2.20], and day 10 (before drug administration) was flot different [f(1, 321) 1.95] from

day 11 (afler drug administration). Furthermore, neither was there any difference between

ail the groups tested on the contralateral side (figure 2A, 23 and 2C, inset).

When the drugs were given on the contralateral side to neuropathic rats [F(1,69) = 388.99,

P < 0.00 1], there was no statistical difference between day 10 and day 11 (i.e. before and

afier drug administration iocally) [F(1 ,69 ) = 0.02] on the ipsilateral (tested) side (Figure

4A). On the contralateral side, there was no difference between the day before the surgery

(pre-lesion) compared with the days afier surgery (days 10 and 11) [f(l,69 ) = 0.0$] and no

difference was observed between day 10 and day 11 [f(1,69) 2.05] (Figure 4A, inset).

We have also demonstrated that anandamide produced a dose-dependent antiallodynic

effect with an ED50 of 1.6 ng ± 0.68 (Figure 5A).

In sham-operated rats, there was no difference between the day before surgery (baseline)

compared with the days afier surgery (days 10 and 11) [F(1, 69) = 0.20 and 0.17], and day

10 was not different [f(1, 69) = 0.01 and 0.02] from day 11 for the ipsilateral and

contralateral sides, respectively (data flot shown).
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6.4.3.2 Thermal hyperalgesia

Noxious heat stimulus values obtained in neuropathie conditions were not different [F(1,

20) = 1.64] from those measured when rats received NaCI 0.9%, AM251 or AM630.

furthermore, values in the control group were flot different from values obtained with both

antagonists [F(1, 20) = 0.05]. Finally, resuits in the AM251 group were flot different from

those found in the AM63 O group [f( 1, 20) = 1.76] (Table 1). In the absence of antagonists,

anandamide, ibuprofen, rofecoxib and their combinations produced significant

antihyperalgesic effects when compared to control groups {F(1, 30) = 8.14, P < 0.01] with

values retuming to presurgery levels (Figure 3A). In the presence of AM25 1, ibuprofen and

rofecoxib differed [f(1, 30) = 8.12, P < 0.011 from anandamide (Figure 3B), the

antihyperalgesic effect of anandamide and of its combination with either ibuprofen or

rofecoxib being completely abolished. In the presence of AM630, anandamide, ibuprofen,

rofecoxib and their combinations produced significant antihyperalgesic effects when

compared to the AM630 group {F(1, 30) 13.22, P < 0.005] (Figure 3C). Therefore and

contrary to AM25 1, AM630 did not influence thermal hyperalgesia testing.

On the contralateral side (right hind paw), there was no difference between the day before

surgery (baseline) compared with the days afier surgery (days 10 and 11) [F(1, 321) =

1.16], and day 10 (before drug administration) was not different [F( 1, 321) = 3.71] from

day 11 (afier drug administration). Furthermore, neither was there any difference between

ah the groups tested on the contralateral side (Figure 3A, 3B and 3C, inset).
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When the drugs were given on the contralateral side to neuropathie rats [f(1,69) = 93.14, P

<0.001], there was no statistical difference between day 10 and day 11 [f(1,69) = 0.01] on

the ipsilateral side (figure 43). On the contralateral side, there was no difference between

the day before the surgery (pre-lesion) compared with the days afier surgery (days 10 and

11) [f(1,69) = 1.64] and no difference was observed between day 10 and day 11 [F(1,69) =

0.03] (Figure 4B, inset).

We have also demonstrated that anandamide produced a dose-dependent antihyperalgesic

effect with an ED50 of 1.1 ng ± 1.09 (figure 5B).

In sham-operated rats, there was no difference between the day before surgery (baseline)

compared with the days afier surgery (days 10 and 11) [f(1, 69) = 3.49 and 3.42], and day

10 was flot different [f(1, 69) = 0.05 and 0.2$] from day 11 for the ipsilateral and

contralateral side, respectively (data not shown).

6.4.4 Discussion

This study is the first to demonstrate that an endocannabinoid like anandamide

administered locally, significantly reduced mechanical allodynia and thermal hyperalgesia

in a neuropathie pain model. We have also found that ibuprofen (a non-specific COX

inhibitor) and rofecoxib (a selective COX-2 inhibitor) as well as their combination with

anandamide decreased pain behavior when given Iocally in neuropathie conditions. Finally,

the analgesic effects of anandamide and its association with either ibuprofen or rofecoxib

were completely abolished by AM251, a cannabinoid CB1 receptor antagonist, but flot by
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AM630, a cannabinoid CB2 receptor antagonist. We have also demonstrated that

anandamide produced dose-dependent antiallodynic and antihyperalgesic effects.

6.4.4.1 Local anatgesic efftcts ofcannabbwids and endocannabinoids

In this study, direct injection of anandamide in the affected paw significantly decreased, in

a dose-dependent manner, mechanical allodynia and thermal hyperalgesia with values

retuming to presurgery levels. As expected considering anandamide affinity for

cannabinoid receptor, this analgesic effect was abolished by a C31 but not by a CB2

cannabinoid receptor antagonist. furthermore, these findings are consistent with the

decrease in mechanical hyperalgesia induced by anandamide administration which was

reversed by SR141716A, a cannabinoid CB1 receptor antagonist, with the consideration that

the endocannabinoid was given i.p. (Helyes et al., 2003). Other studies have shown that

WIN 55,212-2, a cannabinoid C31 and CB2 receptor agonist, also given i.p., completely

alleviated mechanical allodynia and thermal hyperalgesia (Herzberg et al., 1997; Bridges et

al., 2001). The antihyperalgesic effect of WIN 55,212-2 following i.pl. administration into

the ipsilateral paw was blocked by SR141716A (fox et al., 2001). In the present study,

behavioral testing in the non-operated side was not affected by the dose of anandamide

given locally on the operated side, because ah values on the contralateral side were similar

no matter which drugs were administered. Furthermore, local injection of the tested drugs

in the contralateral paw did flot modify pain responses, indicating that anandamide and

NSAIDs produced their effects by a local and not a systemic mechanism of action.
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Therefore, it is very unlikely that the low dose of anandamide or NSAIDs used in the

present study would have caused any systemic effect.

Meanwhile, the analgesic effects of cannabinoids seem to be mediated by an up-regulation

of spinal cannabinoid CB1 receptors which accounts for the enhanced effect of WIN

55,212-2 on thermal hyperalgesia and mechanical allodynia (Lim et al., 2003) when given

i.t. Furthermore, up-regulation of cannabinoid C31 and CB2 receptors was observed in the

periphery (paw), dorsal root ganglion and ipsilateral spinal cord of neuropathic rats using a

new model of neuropathie pain targeted at the saphenous nerve (Walczak et al., 2005).

The implication of the cannabinoid CB2 receptor in mediating antinociception in

neuropathic pain is growing stronger as AM1241 (a cannabinoid CB2 receptor agonist)

given i.p. blocked tactile allodynia and thermal hyperalgesia (Ibrahim et al., 2003), while

CP55,940 (a non-selective receptor agonist) given i.t. was also effective in attenuating

mechanical allodynia (Scott et aI., 2004). Furthermore, another study reported that i.pl.

injection of the cannabinoid CB2 receptor agonist, JWH- 133 (15 ig), significantly reduced

noxious mechanically evoked responses of wide dynamic range dorsal hom neurons in a

neuropathie pain model (Elmes et al., 2004). JWH-133 given on the contralateral side did

not attenuate evoked responses of wide dynamic range neurons which mean that the effects

ofJWH-133 were mediated by a local peripheral site of action (Elmes et al., 2004). It has

been reported that chronic pain models associated with peripheral nerve injury induce

cannabinoid CB2 receptor expression within the lumbar spinal cord (Zhang et al., 2003;

Walczak et al., 2005) which may explain the analgesic effect of cannabinoid CB2 receptor
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agonists mentioned in the previous studies. Finally, and despite the above-mentioned role

of CB2 receptors in attenuating nociceptive behavior in models of neuropathic pain, the fact

that anandamide antinociceptive effects were flot antagonized by a C32 antagonist is flot

surprising. Indeed, anandamide is mainly a CB1 receptor agonist but some of its affinity for

the CB2 receptor may be seen when the combination of anandamide and AM630 decreased,

although flot significantly, mechanical threshold compared with anandamide given alone.

Finally, anandamide at high doses may activate vanilloid (TRPV1) receptors. The role of

these receptors in neuropathic pain is stiil unclear. Although TRPVI receptor antagonÏsts

attenuate symptoms of neuropathie pain (Walker et aI., 2003), neuropathie pain behavior is

flot altered in TRPV1-null mice (Caterina et al., 2000). In neuropathie pain conditions,

TRPV 1 receptor distribution in primary afferent neuron is altered, but mostly in the dorsal

foot ganglia (Rashid et al. 2003). However, the contribution ofperipheral TRPV1 receptors

to nociceptive responses is unaltered in neuropathie rats and peripheral TRPV 1 receptors do

flot make a significant contribution to noxious mechanically evoked responses (Jhaveri et

al., 2005). At the same time because peripheral C31 receptors are also up-regulated in a

saphenous neuropathie pain model (Walczak et al. 2005), therefore the antihyperalgesic

effects of anandamide at high concentrations may flot be observed as anandamide may then

act on CB1 rather than TRPVI receptors.

Additionally in an inflammatory pain model, Richardson et al. (199$) have shown that

intraplantar anandamide at doses of 0.1 to 1 ng produced anti-hyperalgesic effects via an

interaction with peripheral cannabinoid CB1 receptors, and suggested that cannabinoids

C
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inhibit neurosecretion calcitonin gene-related peptide release from capsaicin-sensitive

primary afferent fibres. The antinociceptive effects of anandamide in the present study

(ED50 of l-2 ng) in neuropathic conditions are somehow close from Richardson’s study.

In conclusion, our resuits show that locally administered anandamide abolished mechanical

allodynia and thermal hyperalgesia and that this effect is mediated by a cannabinoid CB1

receptor. However, we did not test a locally administered endocannabinoid with CB2

agonist activity and therefore we cannot be conclusive about its ability to reduce pain

behavior in neuropathic pain conditions.

6.4.4.2 Local anatgesic efftcts ofNSAIDS

We found that local administration of ibuprofen and rofecoxib abolished mechanical

allodynia and thermal hyperalgesia and that this analgesic effect was not affected by a C31

or a CB2 cannabinoid receptor antagonist. It has been already shown, using the same

neuropathic pain model, that local injection of ketorolac (a COX-1 inhibitor) into the

ipsilateral plantar side reversed tactile allodynia (Ma & Eisenach, 2002), which is

consistent with our findings. The authors also observed that anti-allodynic effects produced

by local injection of ketorolac were associated with the abundance of COX-2

immunoreactive celis in injured nerves (COX-2 up-regulation) and that the local anti

allodynic effect of ketorolac varied according to the type of injury and the time afier injury

and seems to last longer when given two to four weeks afier various types of peripheral

nerve injury (Ma & Eisenach. 2003). Another study demonstrated that s.c. injection of

indomethacin ta non-specific inhibitor of COX) into the affected paw prolonged the
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reduction of mechanical hypersensitivity in a neuropathic pain model for 10 days

(Syriatowicz et aI., 1999), while ketorolac following i.t. injection significantly attenuated

tactile allodynia for six days (Ma et al., 2002) and reduced hypersensitivity to thermal

stimuli (Parris et aI., 1996). finally, NS-398, a COX-2 preferred inhibitor given i.t.,

significantly reversed tactile allodynia for one day (Ma et al., 2002), as did orally

administered etodolac, a COX-2 inhibitor, which alleviated heat-evoked hyperalgesia in a

neuropathic pain model (Suyama et al., 2004). In contrast, rofecoxib, which is also a COX

2 inhibitor, failed to modif,i the development of allodynia and hyperalgesia when given i.p.

in neuropathie conditions (Broom et al., 2004). This data indicates that spinal prostaglandin

synthesis is important in the maintenance of hypersensitivity states following injury to the

nerve.

It seems significant from both studies done by Ma & Eisenach (2002; 2003) that locally

administered ketorolac (COX-1 inhibitor) in the ipsilateral paw produced anti-allodynic

effects. However, the analgesic effects of rofecoxib (COX-2 inhibitor) do not seem to be so

obvious as it did flot alter the development of allodynia and hyperalgesia when given i.p.

(Broom et al., 2004). The present study is the first to demonstrate the antihyperalgesic

effects ofrofecoxib in a neuropathie pain model when administered locally.

The use of rofecoxib in suspensions of commercial preparations, with the potential variety

of excipients present, may have altered the response of the model. However, the dose

dependency of analgesia obtained in a previous study with rofecoxib, as with ibuprofen and

anandamide, both pure substances and also reported by other authors, strongly suggests that

C
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this effect was mediated by some biological activity shared by the three compounds and not

by excipients (francischi et ai.. 2002).

6.4.4.3 Analgesic efftcts ofthe combination ofeiidocannabinoid with NSAIDs

The combination of anandamide with either NSAID significantly reduced mechanicai

ailodynia and thermal hyperalgesia but we cannot comment on a possible additive or

synergistic effect as only one dose of the combination between anandamide and NSAID

was tested. Furthermore, the doses of anandamide, ibuprofen and rofecoxib used in these

neuropathic experiments may have been too high and ied already to a complete reversai of

pain behavior when drugs were administered alone. Indeed, the dose of anandamide (10 ng)

used in combination with NSAIDs happened to be six to fine times higher than the ED50 of

anandamide in neuropathie conditions.

In conclusion, iocally injected anandamide, ibuprofen, rofecoxib and their combinations

decreased pain behavior in a model of neuropathic pain. However, anandamide and its

combination with either NSAID did not alleviate mechanical allodynia and thermal

hyperalgesia in the presence of a cannabinoid CB1 receptor antagonist. The local use of

endocannabinoids to treat neuropathic pain is interesting as it would be effective without

having the deleterious psychoactive effects of systemic cannabinoids. Finaiiy, further

studies are needed to evaluate the role of endocannabinoids with CB2 agonist activity in the

local treatment of neuropathic pain and to assess whether the combination of

endocannabinoid and NSAID may be additive or synergistic.
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6.4.7 Figures legend

Figure 1

Mechanical allodynia using von frey (A) and thermal hyperalgesia using infrared noxious

heat stimulus (B) before surgery (baseline) and 10 days afier surgery. * or: P < 0.001

for day 10 vs. day 0. Data is expressed as mean ± s.e.mean (n = 108). Inset represents

contralateral data.

Figure 2

Mechariical allodynia using von frey filaments in absence of antagonists (A), in presence

of AM25 1 (B) and in presence of AM630 (C) 11 days afier surgery for the ipsilateral side

and contralateral side (figure 2A, 23 and 2C, inset). Data is expressed as mean ± s.e.mean

(n = 6 per group). Anan = anandamide, Ibu = ibuprofen, Rof = rofecoxib, H-A = ibuprofen

+ anandamide, R+A = rofecoxib + anandamide. * P < 0.00 1 for ail the drugs vs. NaCÏ

group; P < 0.001 vs. AM251 + anandamide group; t P < 0.001 vs. AM630 + NaC1

group.

Figure 3

Thermal hyperalgesia using inftared noxious heat stimulus in absence of antagonists (A), in

presence of AM251 (B) and in presence of AM630 (C) 11 days afler surgery for the

ipsilateral side and contralateral side (figure 3A, 3B and 3C, inset). Data is expressed as
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mean ± s.e.mean (n = 6 per group). Anan = anandamide, Ibu = ibuprofen, Rof = rofecoxib,

I+A = ibuprofen + anandamide, R+A = rofecoxib + anandamide. P < 0.01 vs. NaC1

group; § P <0.01 vs. AM251 + anandamide group; # P < 0.005 vs. AM630 + NaCI group.

Figure 4

Mechanical allodynia using von frey (A) and thermal hyperalgesia using infrared noxious

heat stimulus (B) before, 10 and 11 days afier surgery for the ipsilateral side and

contralateral side (figure 4A and 43, inset). On day 11, rats received NaC1 0.9%,

anandamide, ibuprofen, rofecoxib, anandamide + ibuprofen and anandamide + rofecoxib on

the contralateraÏ side. Data is expressed as mean ± s.e.mean (n 4 per group). * or = P <

0.001 vs. baseline.

Figure 5

Dose-response curves of anandamide for mechanical allodynia using von frey (A), and for

thermal hyperalgesia using infrared noxious heat stimulus (B). Data is expressed as mean ±

s.e. mean (n = 4-6).
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VII. Discussion

L’action antinociceptive périphérique des cannabinoïdes dans divers modèles animaux de

douleur a été démontrée dans différentes études (Hohmann, 2002; Malan et coli., 2002 pour

une revue de la littérature). Cette approche est très pertinente en soi, puisqu’elle permet

aux analgésiques cannabinoïdes d’agir localement et donc prévient les effets délétères

centraux liés à l’administration systémique (Malan et cou., 2003). Dans ce travail, il est

question de la modulation locale du système endocannabinoïde par l’inhibition des

enzymes (fAAH et MGL) pouvant dégrader les cannabinoïdes endogènes. C’est alors que

l’effet analgésique des endocannabinoïdes (anandamide et 2-AG) ainsi que celui de leurs

inhibiteurs enzymatiques spécifiques (les AINS et l’URB6O2) ont été démontrés dans la

douleur inflammatoire et neuropathique. Une synergie d’effet a également été observée

pour la combinaison de l’anandamide avec les ATNS. Cette dernière serait le fait des

récepteurs cannabinoïdes CB1 et C32 dans la douleur inflammatoire et, des récepteurs

cannabinoïdes CB1, en ce qui concerne la douleur neuropathique. Un effet additif a aussi

été noté lors de la combinaison du 2-AG avec l’URB6O2. Il sera question, en premier lieu,

de cette modulation dans la douleur inflammatoire, suivi de son étude dans la douleur

neuropathique.
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7.1 Modulation des endocannabinoïdes dans un modèle de

douleur inflammatoire

7.1.1 Modulation de l’action de l’anandamide et effets antinociceptifs

dans le test au formol

Une hypothèse a été émise selon laquelle l’effet antinociceptif de l’administration locale

d’anandamide serait potentialisé par sa co-administration avec un A1NS. En effet,

l’hydrolyse enzymatique de l’anandamide par la fAAH est bloquée par l’ibuprofène, le

kétorolac et le flurbiprofène (mais non par les autres tels que le kétoprofène ou le

naproxène), ce qui fait en sorte que 1’ anandamide ne serait pas hydrolysé et donc présent en

plus grande quantité (fowler et coli., 1997; 1999). Un autre mécanisme pouvant expliquer

cette élévation des niveaux d’anandamide consiste en une synthèse accrue

d’ endocannabinoïdes à partir de l’acide arachidonique qui serait favorisée comparativement

à son métabolisme en raison de l’inhibition des COX (Malmberg & Yaksh, 1992; Gtihring

et cou., 2002; Ates et coll., 2003; Seidel et coli., 2003). Un troisième mécanisme

s’explique par le fait que la COX-2 peut métaboliser l’anandamide in vitro (Kozak et cou.,

2003) et in vivo chez des souris dont le gène pour la FAAH a été invalidé (Weber et coli.,

2004), ce qui préviendrait la dégradation de l’anandamide par la COX-2 et donc

augmenterait ces niveaux endogènes.

G
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Nous avons démontré que l’anandamide, l’ibuprofène et le rofécoxib produisent des effets

analgésiques dépendants de la dose dans le test au formol (article 1 et 2). Par ailleurs, la

combinaison de l’anandamide avec les AINS produit un effet synergique. Ces effets sont

locaux puisque l’anandamide, l’ibuprofène et le rofécoxib administrés du côté de la patte

controlatérale ne produisent pas d’effets antinociceptifs à des doses bien supérieures à leurs

doses efficaces 50 (DE50) administrées du côté ipsilatéral. De plus, l’administration

exogène de l’anandamide avec les AfNS (ibuprofène et rofécoxib) a augmenté les niveaux

d’anandamide, d’oléoyléthanolamide et de palmitoyléthanolamide dans les tissus de pattes

inflammées (article 2). finalement, l’effet antinociceptif de la combinaison de

I’anandamide avec les AINS ne passe pas par les récepteurs TRPVI, mais impliquerait

plutôt les récepteurs C31 et CB2 pour ce qui concerne l’anandamide combinée avec

l’ibuprofène (article I et 2).

7.1.1.1 Effet antinociceptif local des cannabinoïdes et des endocannabinoïdes

L’administration locale d’anandamide produit une réduction significative du comportement

douloureux (article 1 et 2). Ces résultats confirment l’habileté des endocannabinoïdes à

réduire l’hyperalgésie dans les modèles murins d’inflammation aiguè (Mazzari et coll.,

1996; Calignano et col!., 199$; 2001; Jaggar et coIl., 199$; Richardson et coli., 1998c;

Hanus et cou., 1999). L’administration locale d’anandamide a été reconnue comme étant

100 fois plus puissante pour prévenir le comportement douloureux lié à l’injection du

formol comparativement à son injection intraveineuse (Calignano et cou., 199$). Une
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hydrolyse plus importante est retrouvée lors d’administration systémique correspondant à

un effet inhibiteur maximum dans les dix premières minutes. C’est ainsi que l’effet

antinociceptif de l’anandamide durant les deux phases du test au formol (correspondant au

total à 60 minutes) s’expliquerait par son injection locale causant des niveaux plus élevés

dans les tissus, contribuant ainsi à sa durée d’action prolongée (article I et 2).

Il a été démontré que l’effet antinociceptif de l’injection locale d’anandamide dans le test

au formol (Calignano et cou., 1998; article 1) et dans le test à la carragénine (Richardson et

cou., 199$c) passe par les récepteurs CB1. Lichtman et cou. (2004) ont montré une

réduction du comportement douloureux dans le test au formol qui serait dépendante des

récepteurs CB1 chez des souris dont le gène codant pour la FAAH a été invalidé. Certains

auteurs favorisent toutefois l’implication prédominante des récepteurs CB2 dans cet effet

antinociceptif de l’administration locale d’anandamide (Sokal et coiL, 2003). Cependant,

l’augmentation des niveaux d’anandamide tissulaire ne cause pas l’activation des récepteurs

TRPV1, puisque l’interaction de l’anandamide avec les AINS (ibuprofène ou rofécoxib)

produit le même effet antinociceptif en présence ou en absence de capsazépine, un

antagoniste des récepteurs TRPV1 (article 2). Afin de conclure définitivement à une

absence d’activation des récepteurs TRPV1 lors d’une élévation des quantités

d’anandamide, il serait important de confirmer ces résultats par l’utilisation de souris dont

le gène pour le récepteur TRPV1 a été invalidé (Bolcskei et coil., 2005; Barton et coll.,

2006). Toutefois, l’effet antinociceptif retrouvé dans les deux phases du test au formol lors

de l’administration exclusive de capsazépine suggère l’existence d’un tonus pronociceptif
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des récepteurs vanilloïdes au niveau périphérique (article 2). Ceci a été corroboré chez les

souris dont le gène pour le récepteur TRPV1 a été invalidé lors d’hyperalgésie mécanique

et thermique, mais non lors du test au formol et à la carragénine (Bolcskei et coIl., 2005).

L’activation des récepteurs TRPVI joue donc un rôle pronociceptif dans certains modèles

animaux de blessures tissulaires aiguês.

Le PEA possède des propriétés anti-inflammatoires et antinociceptives (Calignano et cou.,

199$) dont les effets anti-inflammatoires s’expliqueraient par l’activation des récepteurs

PPARa (Lo Verme et coll., 2005a). Il est à noter que les niveaux de PEA sont augmentés

de façon significative lors de la combinaison de l’anandamide avec les AINS et plus

particulièrement avec le rofécoxib (article 2). Cette différence produite par le rofécoxib

nécessite d’être approfondie plus en détails afin de mieux comprendre la hausse des

niveaux de PEA, un ligand endogène des PPARŒ.

7.1.1.2 Effet antinociceptif local des AINS

L’inhibition de la synthèse des prostaglandines au niveau du site périphérique

d’inflammation est causée par l’action antinociceptive des AINS (Taiwo & Levine, 1990).

En effet, il a été démontré que l’administration locale d’un inhibiteur non-sélectif des COX

(diclofénac) (Tones-Lopez et cou., 2002), d’un inhibiteur spécifique de la COX-1

(resvératrol) (Torres-Lopez et cou., 2002) ou d’inhibiteurs spécifiques de la COX-2

(lumiracoxib, nimésulide, méloxicam) (Islas-Cadena et coll., 1999; Aguirre-Banuelos &

Granados-Soto, 2000; Lozano-Cuenza et coil., 2005) produit un effet antinociceptif dans le
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test au formol. Par ailleurs, l’administration orale ou intrathécale d’indométhacine ou de

célécoxib diminue le comportement douloureux lors du test au formol (Yamamoto &

Nozaki-Taguchi, 2002). De plus, le rofécoxib et le NS-398, tous deux des inhibiteurs

spécifiques de la COX-2, ainsi que I’indométhacine et le diclofénac diminuent le

comportement douloureux dans le test au formol (Euchenhofer et cou., 1998; Sandrini et

coiL, 2002; Choi et cou., 2003). Par ailleurs, le rofécoxib produit un effet antinociceptif à

de très basses concentrations dans les deux phases du test au formol, ce qui a également été

corroboré avec le NS-39$ (article 2). Cependant, l’effet antinociceptif des inhibiteurs

sélectifs pour la COX-2 reste controversé, particulièrement lors de la première phase du test

au formol, puisque les niveaux de COX-2 sont très peu exprimés en périphérie. Toutefois,

l’induction de l’expression des COX-2 et/ou la hausse des niveaux de prostaglandines

peuvent être augmentées suite à un stimulus aigu, tel que l’injection de formol, causant une

augmentation de la sensibilité pour les inhibiteurs des COX-2 (Ding et coll., 1997). De

plus, plusieurs tissus périphériques expriment la COX-2 à de faibles niveaux, mais ces

derniers sont augmentés dramatiquement suite à une insulte tissulaire (Ghilardi et cou.,

2004). Par ailleurs, il a été démontré que les produits de la COX-2 sont libérés

immédiatement après l’injection de formol et que l’injection intraplantaire de célécoxib

inhibe complètement l’hyperalgésie secondaire qui s’est développée (Veiga et cou., 2004).

Ainsi, selon les découvertes retrouvées dans les études précédentes (Ding et coIl., 1997;

Ghilardi et coll., 2004), il est possible que l’injection de NaCl 0,9 %, de rofécoxib ou de

NS-39$, dans les 15 minutes précédant l’injection de formol, induise l’expression locale de
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COX-2. Pour répondre à cette question, nous avons étudié l’administration de formol 2,5

% dans trois groupes de rats dont le premier et le troisième ont reçu respectivement du

NaC1 0,9 % et du rofécoxib 0,1 ig dans les 15 minutes précédant l’injection de formol,

tandis que le deuxième groupe a seulement reçu du formol. Nous avons démontré que

l’administration de NaC1 0,9 % avant l’injection de formol provoque plus de douleur

comparativement au groupe ayant reçu uniquement du formol. De plus, l’injection unique

de formol ou l’injection de rofécoxib avant le formol produisent des niveaux semblables de

douleur tel que démontré dans le schéma suivant.
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Dans plusieurs tissus périphériques, la COX-2 est exprimée normalement à des niveaux très

bas, mais ces derniers sont augmentés dramatiquement suite à une blessure tissulaire

(Ghulardi et coil., 2004). Nous pouvons donc suggérer que l’injection intraplantaire avant

l’injection de formol produit une blessure tissulaire assez importante pour induire la

formation de COX-2 localement, ce qui explique la différence obtenue entre l’injection de

NaCl 0,9 % produisant plus de douleur comparativement à l’injection unique de formol

ainsi que l’analgésie produite par le rofécoxib.

Cependant, il n’y a pas seulement les AINS qui peuvent inhiber l’action de la fAAH, mais

il y a aussi les inhibiteurs des sérines-protéases tel que le fluoride phénylméthylsulfonyl

(PMSF) (Deutsch et cou., 2002), le fluorophosphonate diisopropyl (Ueda &Yamamoto,

2000), le propofol (Patel et coll., 2003; article 5 dans l’annexe 1) et bien d’autres. Ainsi, il

a été démontré que le propofol (un agent anesthésique intraveineux) inhibe l’action de la

fAAH in vitro et que l’administration de propofol augmente les concentrations

d’anandamide au niveau du cerveau murin (Patel et coIl., 2003). De plus, le propofol

produit un effet antinociceptif dépendant de la dose dans le test au formol. Cet effet local

implique les récepteurs cannabinoïdes CB1 et GB2 et une augmentation des niveaux de PEA

est retrouvée (article 5 dans l’annexe 1). Par contre, la contribution des récepteurs

cannabinoïdes ainsi que celle d’autres médiateurs dans l’implication de l’effet

antinociceptif du propofol nécessite d’être approfondie plus en avant.
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7.1.1.3 Effet antinociceptif de la combinaison des cannabinoïdes avec les AINS

Dans le test au formol, il a été démontré que l’injection intrathécale d’indométhacine

(Gtihring et coll., 2002) ou de flurbiprofène (Ates et coÏl., 2003) produit un effet

antinociceptif. Cet effet est inhibé par un antagoniste des récepteurs CB1 et absent chez des

souris dont le gène pour le récepteur C31 a été invalidé. De plus, le flurbiprofène inhibe la

libération de CGRP (< calcitonin gene-related peptide ») induite par la capsaïcine au niveau

spinal et fait en sorte que cette inhibition est renversée par un antagoniste des récepteurs

CB1 (AM251) (Seidel et cou.. 2003). Il a également été observé que l’indométhacine

administrée de façon systémique engendre un effet anti-inflammatoire (test à la

carragénine) (bit et colI., 2005) et que l’acétaminophène donné per os produit un effet

analgésique (test de la plaque chauffante) (Ottani et coll., 2006). L’effet anti-inflammatoire

est dépendant des récepteurs CB2 (inhibé par le SR144528) (Holt et cou., 2005) et l’effet

analgésique est lié au récepteur CB1 (renversé par l’AM28I et le SR141716A) (Ottani et

coll., 2006). De plus, l’administration orale de PEA (Lo Verme et coll., 2005a) et

d’indométhacine (Conti et coli., 2002) est associée à des propriétés anti-oedémateuses et

anti-inflammatoires dans un modèle d’inflammation aigu. Par ailleurs, l’administration

locale d’anandamide, d’ibuprofène ainsi que leur combinaison diminue le comportement

douloureux dans le test au formol (article 2). Cette combinaison d’un endocannabinoïde

avec l’ibuprofène produit un effet antinociceptif synergique dépendant des récepteurs C31

et C32. Cette synergie d’effet est également retrouvée lors de l’administration simultanée

d’anandamide avec le rofécoxib causant une augmentation significative des niveaux
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d’anandamide, d’OEA et de PEA comparativement à leur action individuelle. Cette

augmentation des niveaux d’amides des acides gras endogènes est significativement plus

marquée pour l’association de l’anandamide avec le rofécoxib par rapport à celle avec

l’ibuprofène et, dans les deux cas, n’est pas due à une action au niveau des récepteurs

TRPV1 (article 2). Ainsi, une augmentation de la synthèse des prostaglandines à partir de

l’acide arachidonique pourrait être favorisée en raison des niveaux élevés d’anandamide

(son métabolisme est inhibé par le blocage de la FAAH et de la COX-2), ce qui expliquerait

l’effet hyperalgésique de la combinaison de l’anandamide avec l’ibuprofène en présence

des antagonistes des récepteurs cannabinoïdes. Cette hypothèse pourrait être vérifiée en

mesurant les niveaux endogènes des prostaglandines. Par ailleurs, la COX-2 pourrait être

impliquée dans l’oxydation métabolique des endocannabinoïdes et donc, en présence de

rofécoxib, il y aurait une diminution dans le métabolisme des amides des acides gras

endogènes, ce qui augmenterait leurs niveaux locaux comparativement à l’utilisation de

l’ibuprofène (Kozak et coli., 2003; Weber et coil., 2004).

L’effet antinociceptif synergique produit par la combinaison de l’anandamide avec les

AINS (ibuprofène et rofécoxib) déplace la courbe dose-réponse vers la gauche (article 1 et

2) ce qui s’explique par l’inhibition du métabolisme de l’anandamide par les AINS. Par

ailleurs, cette même combinaison produit un autre effet puisque la courbe se rapproche de

l’axe des X ce qui est caractéristique d’une plus grande efficacité. Ainsi, cet effet pourrait

être expliqué par l’activation des récepteurs cannabinoïdes et aussi par l’inhibition de la

synthèse des prostaglandines et donc expliquerait l’efficacité supérieure de la combinaison
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de l’anandamide avec les AINS (ibuprofène et rofécoxib) comparativement à chacune des

substances administrés seules (article 1).

7.1.1.4 Niveaux tissulaires d’amides des acides gras endogènes

D’autres études ont évalué les niveaux d’endocannabinoïdes (Beaulieu et coil.. 2000) ou de

l’activité de la FAAH (Beaulieu et coli., 2000; Holt et coli., 2005) mesurés dans les pattes

chez les rongeurs. Toutefois, les endocannabinoïdes étaient mesurés à partir des lipides

extraits des tissus (Beaulieu et coIl., 2000) comparativement à la mesure de ces derniers en

fonction de la quantité exprimée dans les tissus (article 2). Par ailleurs, les amides des

acides gras endogènes ont été mesurés après l’injection de NaCl 0,9 % suivie du formol

(article 2) et non dans des conditions témoins sans injection de toute sorte (Beaulieu et

cou., 2000). Ainsi, la comparaison entre ces deux études s’avère plutôt périlleuse étant

donné leurs différences méthodologiques.

Une différence importante est observée quant aux niveaux d’anandamide lorsqu’administré

seul comparativement à ceux observés lors de sa combinaison avec les AINS et plus

particulièrement avec le rofécoxib, et ce, aussi pour l’OEA et le PEA dans le test au formol

(article 2). Cette différence, sans être évidente, peut s’expliquer par une inhibition de la

dégradation de l’anandamide (Cravatt et coll., 1996) et de l’OEA (Lo Verme et coll.,

2005b) par la FAAH qui est inhibée par les AINS et, plus spécifiquement, par les

inhibiteurs sélectifs des COX-2 (article 2). Cependant, le PEA est métabolisé par une

enzyme particulière la NPAA (N-palmitoyléthanolamine acide amidase) (différente de la

FAAH) (Ueda et colL, 2001). Il serait donc possible d’envisager que la NPAA soit inhibée
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par les AINS et de façon plus marquée par le rofécoxib. Cette possibilité n’est toutefois pas

exclusive et d’autres avenues devront être explorées lors de nouvelles études afin d’élucider

l’augmentation des niveaux d’amides des acides gras endogènes et, plus particulièrement,

des niveaux de PEA.

7.1.2 Modulation du 2-AG dans le test au formol

L’hypothèse suivante stipule que l’administration locale de 2-AG produirait un effet

antinociceptif qui serait potentialisé par l’URB6O2 lorsque les deux sont administrés

simultanément. En effet, le 2-AG est hydrolysé par son enzyme, la MOL qui est inhibée

par l’URB6O2, son inhibiteur sélectif (Hohrnann et coU., 2005). Le 2-AG serait donc

présent de façon plus abondante puisqu’il ne serait pas hydrolysé tel qu’il a été démontré au

niveau de la substance grise périaqueducale (PAG) (Hohmann et cou., 2005) et des

neurones pyramidaux de l’hippocampe (Makara et coll., 2005).

Un effet antinociceptif dépendant de la dose a été démontré par l’administration

périphérique de 2-AG et d’URB6O2 dans le test au formol (article 3). Ces effets sont

produits localement étant donné que l’administration de doses supérieures à leurs DE50 du

côté controlatéral n’engendre pas d’effets antinociceptifs. De plus, la combinaison du 2-

AG avec Ï’URB6O2 produit un effet analgésique additif. C’est ainsi que l’effet analgésique

du 2-AG est expliqué par l’activation des récepteurs CB2 alors que celui de l’URB6O2

implique les récepteurs CB1 et CB2.
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7.1.2.1 Effet antinociceptif local des cannabinoïdes et des endocannabinoïdes

Des études suggèrent que les récepteurs cannabinoïdes CB2 contribuent â l’effet

antinociceptif produit dans des modèles de douleurs aigu et inflammatoire (Hanus et coll.,

1999; Clayton et cou., 2002; Quartilho et colT., 2003; Hohmann et coll., 2004; Ibrahim et

coll., 2006). En effet, l’AM1241, un agoniste sélectif des récepteurs CB2, atténue la

nociception (Malan et coIl., 2001) et l’hyperalgésie (Nackley et cou., 2003b; Quartilho et

coIl., 2003) thermique suite à son administration locale. Par ailleurs, le 2-AG produit un

effet antinociceptif dépendant de la dose tel que démontré par la courbe dose-réponse et

impliquant les récepteurs CB2 (article 3). Il y a des études qui suggèrent que le 2-AG

agirait comme un agoniste spécifique des récepteurs CB2 (Gonsiorek et coIl., 2000; Sugiura

et coil., 2000; Maresz et cou., 2005). C’est ainsi que l’activation sélective des récepteurs

CB2 situés en périphérie produirait des effets antinociceptifs malgré la distribution de ces

derniers au niveau des voies de la douleur. Leur rôle exact nécessite toutefois quelques

clarifications. Les récepteurs CB2 sont principalement situés au niveau des cellules du

système immunitaire tels que les lymphocytes T et B ainsi que les macrophages (Munro et

coll., 1993; Galiègue et coll., 1995) et au niveau des terminaisons périphériques (Griffin et

colL, 1997; Pertwee, 1999). Par ailleurs, il a été démontré que ces derniers ne sont pas

situés au niveau du système nerveux central (Munro et coll., 1993; Griffin et colI., 1997;

Zimmer et coll., 1999; Buckley et coll., 2000) malgré une étude récente qui démontre le

contraire (Van Sickle et coll., 2005). Ces données suggèrent donc que des agonistes

sélectifs pour les récepteurs C32 ne produiront pas les effets délétères centraux liés aux
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agonistes des récepteurs C31 situés au niveau du système nerveux central. De plus, le 2-

AG est présent au niveau des tissus périphériques (Beaulieu et coli., 2000) et les récepteurs

CB2 ont été identifiés au niveau des tissus de la patte de souris et de rats (Walczak et coll..

2005; 2006). C’est ainsi que l’effet antinociceptif du 2-AG semble passer par une

activation directe des récepteurs C32 situés localement au niveau des pattes injectées et ceci

est confirmé par l’effet analgésique qui est inhibé par un antagoniste des récepteurs CB2

(article 3). De plus, l’injection du 2-AG du côté controlatéral n’atténue pas le

comportement douloureux associé à l’injection de formol démontrant un effet périphérique.

Cependant, d’autres mécanismes peuvent expliquer l’effet antinociceptif produit par les

agonistes sélectifs des récepteurs CB2. Une des possibilités consiste en l’action de ces

derniers au niveau des terminaisons périphériques des neurones afférents primaires (Malan

et cou.. 2002) mais leur présence au niveau des neurones périphériques reste controversée.

Une autre alternative consiste en l’activation des récepteurs CB7 situés sur les mastocytes et

les cellules immunitaires diminuant ainsi la libération des médiateurs de l’inflammation,

réduisant la sensibilité des neurones afférents primaires et donc atténuant les

comportements douloureux (Malan et coll., 2002). Un autre mécanisme suggère que les

récepteurs cannabinoïdes peuvent inhiber la réponse des neurones afférents primaires en

raison de la stimulation de la libération locale d’endorphines endogènes par les

kératinocytes. En effet, il a été démontré que l’activation des récepteurs CB2 stimulait la

libération de 3-endorphines provenant des kératinocytes qui agissent au niveau des

récepteurs i-opioïdes localement afin d’inhiber la douleur (Ibrahim et coll., 2005). Le
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marquage immunologique a démontré la présence de récepteurs CB2 et de 3-endorphines au

niveau des kératinocytes situés dans la couche granuleuse de l’épiderme de la patte

(Ibrahim et col!., 2005). La voie de signalisation intracellulaire reliant l’activation des

récepteurs CB2 à la synthèse de 13-endorphines reste inconnue. Les données actuelles

démontrent qu’il est peu probable que l’action analgésique du 2-AG et des autres

endocannabinoïdes s’explique seulement par l’exclusivité de leur action directement au

niveau de leurs récepteurs, mais qu’elle impliquerait plutôt d’autres voies de signalisation

et l’interaction avec d’autres récepteurs. C’est pourquoi l’effet antinociceptif du 2-AG

pourrait passer, en partie, par l’activation des récepteurs CB2 et aussi par l’activation des

récepteurs t-opioïdes par les 3-endorphines produites au niveau des kératinocytes. Par

ailleurs, il ne faut pas oublier que l’existence d’autres récepteurs cannabinoïdes a été

suggérée (Begg et col!., 2005). Il serait donc possible que le 2-AG exerce un effet

antinociceptif par le biais d’un autre récepteur caimabinoïde non-caractérisé jusqu’à

maintenant.

7.1.2.2 Effet antinociceptif local des inhibiteurs de la MGL

La capacité des inhibiteurs de la MGL à amplifier l’analgésie induite par le stress et

dépendante des endocannabinoïdes souligne l’importance de cette enzyme comme nouvelle

cible thérapeutique dans le traitement des douleurs et des désordres liés au stress (Hohmann

et cou., 2005). En effet, les auteurs ont développé l’URB6O2, un inhibiteur non-compétitif

de la MGL qui bloque l’hydrolyse du 2-AG au niveau de coupe cérébrale murine sans
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affecter la dégradation de l’anandamide par la FAAH. Une inhibition sélective du 2-AG

peut offrir l’opportunité de mieux étudier ses fonctions faisant suite au blocage de sa

dégradation, causant ainsi une amplification de son action intrinsèque et de ses propriétés

analgésiques. Une augmentation des niveaux de 2-AG a été démontrée au niveau du PAG

suite à l’administration d’URB6O2 (Hohmann et coli., 2005). Par ailleurs, l’URB602

augmente aussi les niveaux de 2-AG dans les neurones pyramidaux de l’hippocampe

(Makara et cou.. 2005). C’est ainsi que l’effet antinociceptif local de l’URB6O2 a été

démontré par sa courbe dose-réponse obtenue à partir du test au formol (article 3). L’effet

analgésique de l’administration locale de l’URB6O2 impliquerait l’augmentation des

niveaux de 2-AG en périphérie comme un mécanisme probable. Cet effet analgésique de

l’URB6O2 implique les récepteurs cannabinoïdes CB1 et CB2 (article 3). Ces résultats sont

quelque peu inattendus puisque l’effet antinociceptif du 2-AG est surtout le fait des

récepteurs CB2 et donc une augmentation de ses niveaux en bloquant la MGL activerait

seulement les récepteurs CB2. Une explication possible consiste dans le fait que le 2-AG

présent localement en plus grande quantité activerait les récepteurs CB1 et CB2 afin de

produire son effet antinociceptif. Une autre alternative serait que, suite au blocage de la

MGL par l’URB6O2, le 2-AG serait dégradé par la FAAH qui peut aussi métaboliser le 2-

AG (Di Marzo et cou., 19985). Dans ce cas, une augmentation des niveaux d’anandamide

serait obtenue dans les tissus périphériques et expliquerait l’effet antinociceptif impliquant

les récepteurs CB1.
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7.1.2.3 Effet antinociceptif de la combinaison du 2-AG avec les inhibiteurs de la MGL

L’inhibition de la dégradation du 2-AG par la MGL produit une analgésie supérieure

dépendante des endocannabinoïdes dans un modèle de stress (Hohmann et coll.. 2005). Par

ailleurs, l’administration simultanée de 2-AG et d’URB6O2 localement au niveau de la

surface dorsale de la patte du rat diminue le comportement douloureux dans les deux phases

du test au formol (article 3). Dans la phase inflammatoire, un effet analgésique additif est

observé. Malgré le fait que l’URB6O2 soit un inhibiteur sélectif de la MGL, ce dernier

possède une puissance assez faible (Hohmann et coll., 2005). C’est pourquoi l’utilisation

d’agent plus puissant et plus sélectif reste à considérer. L’URB574 semblerait plus

puissant que l’URB6O2 dans son inhibition de la MGL (Makara et coll., 2005), ce qui reste

controversé (Dr Nephi Stella en 2006: communication personnelle lors du 36e Congrès de

Neuroscience). D’autres inhibiteurs de la MGL restent à découvrir, puisque cette nouvelle

cible thérapeutique confère des possibilités intéressantes dans le soulagement des douleurs

et des désordres liés au stress. Les effets délétères centraux sont ainsi évités étant donné

que cette enzyme est principalement située au niveau du système immunitaire et en

périphérie.

Il a été question de l’inhibition de la dégradation des endocannabinoïdes (anandamide et 2-

AG) par le blocage spécifique de leurs enzymes, ce qui constitue la manipulation

pharmacologique du métabolisme. Cependant, il faut noter que cinq étapes allant de la

synthèse jusqu’à la dégradation des endocannabinoïdes sont impliquées et peuvent donc
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être utilisées comme possibilités thérapeutiques (fowier et cou., 2005). C’est ainsi qu’une

augmentation de la synthèse des endocannabinoïdes peut être envisagée par

l’administration des constituants nécessaire à leur formation (acide arachidonique et

éthanolamine pour l’anandamide et acide arachidonique et glycérol pour le 2-AG). Il est

donc possible de moduler leur synthèse de même que leur libération (Fowler et cou., 2005).

Ainsi, la libération d’anandamide ou d’endocannabinoïdes peut être bloquée par l’AM404

(Maccanone et coll., 2002b) et le VDM1 1 (Ronesi et coll., 2004) donc la libération

d’endocannabinoïdes peut être bloquée de façon pharmacologique. L’interaction avec les

récepteurs cannabinoïdes et/ou vanilloïdes constitue une autre avenue thérapeutique

comme, par exemple, le SR141716A (rimonabant) qui vient d’être mis sur le marché, dans

certains pays européens, dans le traitement de l’obésité; il peut aussi aider les fumeurs qui

veulent arrêter de fumer (fowier et cou., 2005). La recapture de l’anandamide au niveau de

la fente synaptique par le biais de son transporteur pourrait être inhibée par des composés

inhibiteurs tels que le VDMY 1 (De Petrocellis et col]., 2000a) et FUCM7O7 (Lopez

Rodriguez et cou., 2001), malgré le débat actuel quant à l’existence d’un tel transporteur.

Cette inhibition de la recapture augmenterait les niveaux d’endocannabinoïdes au niveau de

la fente synaptique et donc les effets produits par ceux-ci. Le métabolisme des

endocannabinoïdes est produit par leurs enzymes de dégradation qui peuvent être bloquées

par différents composés tels que les AINS, l’URB597, le PMSF, l’URB6O2, ce qui

augmente leurs niveaux endogènes.
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En conclusion, la manipulation pharmacologique des endocannabinoïdes peut se faire à

cinq niveaux: la synthèse, la libération, l’interaction avec les récepteurs, la recapture et le

métabolisme (fowier et col!., 2005), ce qui lui confère un potentiel thérapeutique

intéressant. Il a été question, dans les études précédentes, de la manipulation du

métabolisme des endocannabinoïdes (anandamide et 2-AG) par les AINS et l’URB602 dans

un modèle de douleur inflammatoire, ce qui constitue seulement qu’un des cinq niveaux.

Les autres niveaux devront également être étudiés et considérés plus en détails afin

d’améliorer les traitements concernant les douleurs inflammatoire et neuropathique.

7.2 Modulation des endocannabinoïdes dans un modèle de

douleur neuropathique

7.2.1 Modulation de l’anandamide dans le modèle de Seltzer

Il s’est avéré que l’activité de la fAAH est inhibée par les AINS tels que l’ibuprofène, le

kétorolac et le flurbiprofène (Fowier et cou., 1997; 1999). De ce fait, des AINS comme le

kétorolac et le NS-398 peuvent agir en atténuant l’allodynie tactile suite à leur injection

intrathécale et donc préviendrait l’hypersensibilité mécanique causée par la COX-1 et la

COX-2 (Ma et col!., 2002). Ainsi, l’administration locale d’un endocannabinoïde comme

l’anandamide diminue significativement l’allodynie mécanique et l’hyperalgésie thermique

dans le modèle de ligature partielle du nerf sciatique (article 4). Par ailleurs, il a aussi été

suggéré que l’ibuprofêne et le rofécoxib ainsi que leur combinaison avec l’anandamide
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abaissent le comportement douloureux lorsqu’administrés localement dans des conditions

neuropathiques. finalement, l’effet antiallodynique et antihyperalgésique de l’anandamide

est dépendant de la dose. Cet effet de l’anandamide ainsi que sa combinaison avec les

AINS (ibuprofène ou rofécoxib) implique les récepteurs cannabinoïdes C31 (article 4). Les

résultats précédents sont confirmés par l’administration d’anandamide au niveau péritonéal,

qui réduit l’hyperalgésie mécanique et qui là encore passe par les récepteurs cannabinoïdes

CB1 (Helyes et cou., 2003). Par ailleurs, l’administration systémique de WIN 55,212-2

renverse complètement l’allodynie mécanique et l’hyperalgésie thermique (Herzberg et

coll., 1997; Bridges et coll., 2001; Walczak et coll., 2005; 2006). Par ailleurs,

l’antinociception produite par l’activation des récepteurs cannabinoïdes CB2 cause une

diminution de l’allodynie et/ou de l’hyperalgésie retrouvée dans des modèles

neuropathiques utilisant l’AM1241 (Ibrahim et coll., 2003) et le CP 55,940 (Scott et coll.,

2004), deux agonistes CB7 préférentiels administrés de façon systémique.

7.2.1.1 Effet antinociceptif local des cannabinoïdes et des endocannabinoïdes

L’injection locale d’anandamide au niveau de la patte opérée produit un effet analgésique

dépendant de la dose pour les valeurs d’allodynie mécanique et d’hyperalgésie thermique

qui retournent alors aux valeurs de bases (article 4). Cet effet de l’anandamide passe par

les récepteurs cannabinoïdes CB1. Ces résultats sont confirmés par l’administration

intraplantaire de WIN 55,212-2 du côté ipsilatéral, ce qui produit un effet

antihyperalgésique dépendant des récepteurs CB1 (fox et coll., 2001). Les valeurs de
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l’allodynie mécanique et de l’hyperalgésie thermique du côté controlatéral demeurent les

mêmes avant et après l’injection locale d’anandamide du côté ipsilatéral. De plus,

l’administration de l’anandamide ou des AINS du côté controlatéral ne modifie pas les

valeurs d’allodynie et d’hyperalgésie pour ce côté et aucun effet analgésique n’est retrouvé

du côté ipsilatéral excluant la possibilité d’un effet systémique attribué à l’injection locale

de l’anandamide ou des AINS (article 4). De plus, l’injection intraplantaire de JWH-133

(15 jig), un agoniste des récepteurs CB2, diminue de façon significative la réponse

mécanique des neurones à larges gammes réceptives dans le modèle de ligature du nerf

spinal et cet effet est produit localement, puisque son administration du côté controlatéral

n’a pas atténué la réponse des neurones à larges gammes (Elmes et coll., 2004). Ainsi, il y

a peu d’études actuellement qui se sont intéressées aux effets antinociceptifs locaux

produits par les cannabinodes endogènes dans la douleur neuropathique.

Une régulation à la hausse des récepteurs cannabinoïdes CB1 est retrouvée lors de

l’administration du WIN 55,212-2 (Lim et cou., 2003). De plus, cette régulation à la

hausse a aussi été observée en périphérie (patte), au niveau des ganglions de la racine

dorsale et du côté ipsilatéral lors de la ligature du nerf saphène (Walczak et coli., 2005;

2006). Une étude récente a également démontré que l’induction d’une neuropathie

(utilisant la ligature du nerf spinal) engendre une augmentation des récepteurs

cannabinoïdes et de leurs ligands endogènes (anandamide et 2-AG) du côté ipsilatéral au

niveau des ganglions de la racine dorsale (Mitrirattanakul et coll., 2006). Ces résultats
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démontrent que l’effet antinociceptif local produit par les endocannabinoïdes tel que

l’anandamide active les récepteurs cannabinoïdes CB1 situés en périphérie (article 4).

De ce fait, il est intéressant de constater que l’administration répétée de WIN 55,212-2

durant le développement de la neuropathie renverse l’hyperalgésie thermique et Ï’allodynie

mécanique évaluée au 7e jour et au 14e jour dans le modèle de constriction du nerf sciatique

(Costa et coll., 2004). Par ailleurs, l’administration préventive et continuelle de WTN

55,212-2 respectivement une semaine avant et deux semaines après la chirurgie du nerf

sciatique diminue significativement l’allodynie mécanique et l’hyperalgésie dans les 14

jours suivant la chirurgie (article 6 dans l’annexe 2). Il serait donc intéressant d’évaluer si

l’administration préventive et continue d’un endocannabinoïde (anandamide) une semaine

avant et deux semaines après la chirurgie du nerf sciatique provoque également un

renversement de l’allodynie et de l’hyperalgésie dans ce modèle de douleur neuropathique.

7.2.1.2 Effet antinociceptif local des AINS

Il a été montré que l’injection locale (intraplantaire) de kétorolac du côté ipsilatéral suite à

la ligature partielle du nerf sciatique renverse l’allodynie tactile (Ma & Eisenach, 2002).

Ces résultats sont corroborés par l’administration locale d’ibuprofène et de rofécoxib qui

ont aboli l’allodynie mécanique et l’hyperalgésie thermique et ce dans le même modèle

neuropathique sans impliquer les récepteurs cannabinoïdes (article 4). Les effets anti

allodyniques de l’injection locale de kétorolac sont associés à une abondance de cellules

réagissant à la COX-2 du côté des nerfs lésés donc causant une régulation à la hausse des
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COX-2 (Ma & Eisenach, 2003a). Cet effet anti-allodynique du kétorolac injecté localement

est retrouvé dans différents modèles de douleurs neuropathiques et semble durer plus

longtemps lorsqu’administré dans les premières semaines suivant la lésion (Ma & Eisenach,

2003a). Une autre étude a suggéré que l’injection sous-cutanée d’indométhacine au niveau

de la patte opérée réduit l’hypersensibilité mécanique de façon prolongée pour une période

de dix jours dans un modèle de douleur neuropathique (Syriatowicz et cou., 1999). De

plus, l’injection unique de kétorolac au niveau intrathécal réduit de façon significative

l’allodynie mécanique pendant six jours (Ma et coll., 2002) dans le modèle de Seltzer. Par

ailleurs, le NS-398 renverse significativement l’allodynie tactile lors d’administration

intrathécale (Ma et coll., 2002). Ces résultats sont corroborés par l’administration orale

d’étodolac (inhibiteur spécifique de la COX-2) (Suyama et coil., 2004) ou locale de

rofécoxib (article 4) qui diminue l’allodynie mécanique et/ou l’hyperalgésie thermique lors

de douleur neuropathique. De façon contradictoire, le rofécoxib ne modifie pas le

développement de l’allodynie et de l’hyperalgésie suite à son injection systémique dans la

douleur neuropathique (Broom et coll., 2004). C’est ainsi que l’implication de la COX-2

dans le développement de l’allodynie et de l’hyperalgésie fait actuellement l’objet d’une

controverse (Broom et coil., 2004; Suyama et coil., 2004; article 4). Ainsi, l’effet

antihyperalgésique du rofécoxib administré localement dans un modèle de douleur

neuropathique n’ avait jamais été démontré auparavant (article 4).
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7.2.1.3 Effet antinociceptif de la combinaison des cannabinoïdes avec les AINS

La combinaison de l’anandamide avec un AINS (l’ibuprofène ou le rofécoxib) réduit

l’allodynie mécanique et l’hyperalgésie thermique et implique l’activation des récepteurs

cannabinoïdes CB1 (article 4). Il est difficile de conclure à un effet additif ou synergique

étant donné que seulement une dose de la combinaison de l’anandamide avec les AINS a

été évaluée. Par ailleurs, les doses utilisées pour l’anandamide, l’ibuprofêne et le rofécoxib

étaient peut être trop élevées et donc l’effet analgésique de leur administration individuelle

pouvait renverser complètement le comportement douloureux. En effet. la dose

d’anandamide (10 ng) utilisée en combinaison avec les AINS est de six à neuf fois

supérieure à la DE50 de l’anandamide obtenue dans des conditions neuropathiques (article

4).

Il ne faut pas perdre de vue que l’inhibition pharmacologique de la dégradation de

l’anandamide que ce soit au niveau de la douleur inflammatoire ou neuropathique constitue

une des cinq étapes pouvant être envisagées afin de moduler le système endocannabinoïde

(Fowler et coll., 2005).

Il est donc important de considérer que cette inhibition du métabolisme de l’anandamide

par les AINS constitue une des possibilités thérapeutiques pouvant être utilisées, qu’elle

n’est pas exclusive et que les cinq étapes allant de la synthèse à sa dégradation peuvent être
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combinées afin de mieux soulager les douleurs neuropathiques. Par exemple, une

inhibition de la dégradation de l’anandamide pourrait être combinée avec un inhibiteur de

la recapture de l’anandamide, ce qui causerait une augmentation de ses niveaux dans la

fente synaptique ainsi que dans les terminaisons nerveuses.



VIII. Conclusion et perspectives

Ce travail a permis d’étudier la modulation du système endocannabinoïde par l’inhibition

des enzymes dégradant les endocannabinoïdes (anandarnide et 2-AG) en utilisant les AINS

(ibuprofène et rofécoxib) ou un bloqueur de la MOL (URB6O2). Il s’est avéré que cette

modulation de l’anandamide par les AINS produit un effet analgésique causant

l’augmentation des niveaux d’endocannabinoïdes dans un modèle de douleur

inflammatoire. De plus, l’interaction de l’anandamide avec les AINS produit un effet

analgésique synergique dans le modèle de douleur inflammatoire (test au formol), mais

seulement un effet additif dans le modèle de douleur neuropathique (lésion partielle du nerf

sciatique). Ces effets antinociceptifs sont produits localement et impliquent les récepteurs

cannabinoïdes CB1 et CB2 dans la douleur inflammatoire et uniquement les récepteurs

cannabinoïdes CB1 dans la douleur neuropathique. Par ailleurs. la modulation du 2-AG par

l’URB602 produit un effet analgésique additif local. De plus, l’action antinociceptive du 2-

AG fait intervenir les récepteurs cannabinoïdes CB1 alors que celle de l’URB6O2 passe par

les récepteurs cannabinoïdes CB1 et CB2. Ainsi, ta modulation périphérique des

endocannabinoïdes par l’inhibition de leur dégradation s’avère une cible thérapeutique très

intéressante dans le traitement des douleurs inflammatoire et neuropathique et permet

d’éviter les effets délétères centraux liés à l’administration systémique des

endocannabinoïdes. Un tableau récapitulatif des principaux résultats obtenus permet de

mettre en perspectives les effets produits localement dans la modulation du système

endocannabinoïde.
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Tableau V: Données obtenues dans un modèle de douleur inflammatoire et neuropathique.

Abréviations: AEA, anandamide; URB, URB6O2; Ibu, ibuprofène; Rofe, rofécoxib; A + I,

anandamide + ibuprofène; A + R, anandamide + rofécoxib; CB1, récepteur cannabinoïde

CB1; C32, récepteur cannabinoïde CB2; TRPV1, «transient receptor potential vanilloid 1».

2-AG AEA URB Ibu Rote A + I A + R CE1 CE2 TRPVI
DE50 DE50 DE50 DE50 DE50 DE DE50

impliqué impliqué
en g en p9 en pg en pg en pg en pg en pg dans dans

eFfet de effet de

Modèle
inflama

toire 0,65 0,018 67,93 0,18 0,12 0,006 0,0635 URB, 2-AG, non

(test au 2-AG 2-AG A÷l A+R AEA URB et implique

formol) avec avec donne donne et A+l dans
anaIésie

URB URB effet effet A+l en partie de A+l ou
donne donne syner- syner- de A÷R
effet effet qique gique

additif additif

Modèle
fletrOpa- 0,0016 pas pas fait pas pas fait AEA, pestait
thique fait en en fait en en A+l et en raisona (von Erey)

‘ pas
raison raison raison raison A+R impliqué de teffet(Seltzer)

faire et faire de de de de additifpour
0,0011 effet t effet effet t effet von
(laser) additif additif additif additif Frey et

laser

Quelques mécanismes d’action ont été explicités par notre étude, mais l’élucidation de bien

d’autres mécanismes s’avère nécessaire à une meilleure compréhension de l’effet

analgésique des cannabinoïdes administrés en périphérie. Ainsi, l’effet antinociceptif des

endocannabinoïdes s’explique par l’action au niveau des récepteurs cannabinoïdes, mais

certainement aussi par l’activation d’autres récepteurs et voies de signalisation. Par
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ailleurs, il est important de noter que l’utilisation thérapeutique du SRH1716A

(Rimonabant), un antagoniste des récepteurs cannabinoïdes, dans le traitement de l’obésité

(par diminution de l’appétit) pourrait poser un problème. En effet, l’inhibition chronique

des récepteurs cannabinoïdes pourrait être associée à des douleurs s’il existe un tonus basal

endocannabinoïde. De plus, il serait important en tenant compte de nos résultats d’étudier

la possibilité ou non de la perte de l’effet analgésique des AINS lorsqu’ils sont combinés à

des antagonistes des récepteurs cannabinoïdes en présence de niveaux élevés de

cannabinoïdes endogènes. Des études cliniques devraient être en mesure de répondre à ces

questions dans un futur proche.
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A.1.O Abstract

Background: Propofol can inhibit fatty acid amidohydrolase (fAAH), the enzyme

responsible for the metabolism of anandamide (an endocannabinoid). To study the potential

antinociceptive effect of propofol, different doses (0.005-0.05-0.5-5 and 500 fig) of the

anesthetic were administered in the hind paw of animais to determine an ED50. To further

investigate the mechanisms by which propofol produced its antinociceptive effect, we used

specific antagonists for the cannabinoid CB1 (AM25 1) and CB2 (AM63 0) receptors and

measured fatty-acid amide / endocannabinoid (anandamide, 2-arachidonylglycerol and

palmitoylethanolamide) concentrations in skin paw tissues.

Methods: Formalin tests were performed on 65 Wistar rats allocated to six different

groups: (1) control (IntralipidTM 10%); (2) propofol (ED50 dose); (3) AM25 1; (4) AM25 1 +

propofol; (5) AM630; (6) AM630 + propofol. Drugs were injected subcutaneously in the

dorsal surface of the hind paw (50 iiL) 15 min before 2.5 % formalin injection into the

same paw. Fatty-acid amide / endocannabinoid levels were measured by HPLC/MS

analysis.

Resuits: Propofol produced a dose-dependent antinociceptive effect for the early and late

phases ofthe formalin test with an ED50 of 0.08 tg ± 0.06 1 for the latter phase. This effect

was antagonized by AM25 1 and AM630. It was Iocally mediated since a higher dose of

propofol given in the contralateral paw was not antinociceptive. Finally, only paw

concentrations of palmitoylethanolamide were significantly increased.
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Conclusion: Locally injected propofol decreased pain behavior in a dose-dependent

manner in a test of inflammatory pain. This antinociceptive effect was mediated in part by

CB1 and CB2 receptors.

Key words: propofol; endocannabinoids; cannabinoid receptors; fatty acid amide

hydrolase; formalin test; inflammatory pain; fatty-acid amides.
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A.1.1 Introductïon

Propofol is a widely used general anesthetic acting at the spinal and supraspinal level of the

central nervous system)’2 Propofol, dissolved in a fat emulsion containing 10% soybean ou

consisting of long chain triglycerides, ftequently induces pain at the site of injection when

administered intravenously at induction of anesthesia possibly because of the generation of

bradykinin produced by contact between the lipid solvent for propofol and the plasma

kallikrein-kinin system. Despite this, an apparent paradox exists because antinociceptive

properties of propofol have been demonstrated in animals.35 There is also evidence of a

peripheral antinociceptive action of propofol in an inflammatory pain model.6 furthermore,

in vitro, propofol is a competitive inhibitor of fatty acid amide hydrolase (FAAH) (1C59

value of 52 jiM) which catalyses the degradation of anandamide, an endogenous

cannabinoid (endocannabinoid). Thus, it lias been suggested in mice that propofol is able to

activate the endocannabinoid system in mice via inhibition of anandamide catabolism and,

therefore, it increases whole-brain content of anandamide which could contribute to its

sedative properties.7

Natural or synthetic cannabinoids and endocannabinoids have potent antinociceptive

properties in most animal models of pain8. The cannabinoid system comprises two G

protein-coupled receptors, the CB1 receptors localized mainly in the central nervous system

including the spinal cord and dorsal root ganglia and in the periphery8’9, and the CB2

receptors found in immune tissues.10 Endocannabinoids such as anandamide and 2-

arachidonylglycerol (2-AG) have been described together with their degrading enzymes,

fatty acid amide hydrolase (FAAH) and monoacylglycerol lipase (MGL), respectively. The
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therapeutic utility of using compounds that wouid modulate the endocannabinoid system is

beginning to attract more interest.11 for example, fAAH activity is also inhibited by

nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)’2”3 and we have shown that local

administration of a combination of anandamide and NSAIDs produced antinociceptive

effects in inflammatory’4 and neuropathie’5 pain models.

Therefore, the present study was designed to investigate the peripherally mediated

antinociceptive effects of propofol in a test of acute and inflamrnatory pain. The mechanism

by which propofol was able to produce its antinociceptive effect was aiso investigated by

using specific antagonists for the cannabinoid CB, and CB2 receptors and by measuring

fatty-acid amide / endocannabinoid paw skin concentrations.

A.1.2 Methods

A.1.2.1 Animais

This research protocol was approved by the Animal Ethics Committee of the Université de

Montréal and ail procedures conformed to the guidelines of the Canadian Council for

Animal Care. Sixty-nine male Wistar rats (Charles River, St-Constant, Québec, Canada),

180-220 g at the time oftesting were housed in standard plastic cages with sawdust bedding

in a climate-controlled room on a 12-h light/dark cycle. Animais were ailowed free access

to food pellets and water.
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A.1.2.2 Drug administration

Propofol 1% (2,6-diisopropylphenol) (Abbott Laboratories Ltd., Saint-Laurent, Quebec,

Canada) was further dissolved in IntralipidTM 10 ¾ (Pharmacia & Upjohn Inc.,

Mississauga, Ontario, Canada). AM251 and AM630 are 306-fold’6 and 70-165-fold’7

selective for C31 and CB2 receptor antagonists, respectively. AM25 1 and AM630 were

dissolved in normal saline containing 8 and 2.5% dimethylsulfoxide (DM50), respectively.

AM251 and AM630 were purchased from Tocris (EllisviIle, MO, USA).

A.1.2.3 Formatin test

The formalin test is a well-established model of persistent pain characterized by two

phases. The first (early) phase is described as an acute activation of C and M fibres and the

second (late) phase as an inflammatory reaction in peripheral tissue.18 Rats were

acclimatized to the testing environment (clear Plexiglass box 29 x 29 x 25 cm) during 15

min or until cessation of explorative behavior. Propofol (0.005, 0.08, 0.05, 0.5, 5 or 500 j.ig

in 50 .tL), AM251 (80 ig in 50 1iL) and AM630 (25 ig in 50 pi) were injected

subcutaneously (s.c.) in the dorsal surface ofthe right hind paw 15 min before the injection

of 2.5% formalin (50 iiL) next to the previous injection. Following each injection, the rat

was immediately put back in the observation chamber. To exciude an effect of propofol on

pain behavior in the time-interval (15 mm) following its administration and formalin

injection, experiments were performed in four rats consisting ofthe s.c. injection of 0.1 ml

of propofol 1 ¾ (1 mg). Rats behavior was subsequently observed for 30 min. Apart from

the initial licking of the paw (lasting few seconds) associated with the actual pain of
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injection (due to needle trauma), no animal displayed signs of discomfort at this very high

dose ofpropofol.

Nociceptive behavior was observed with the help of a mirror angled at 450 below the

observation chamber. Observation ofthe animal’s behavior was made in consecutive 5-min

periods for 60 min following formalin administration. In each 5-min period, the total time

the animal spent in three different behavioral categories was recorded: (1) the injected paw

has littie or no weight placed on it; (2) the injected paw is raised; (3) the injected paw is

licked, shaken or bitten. Nociceptive behavior was quantified using the composite pain

score-weighted scores technique (CPS-WST0,,2) calculated for the first (O-15 mm) and

second (15-50 mm) phase of the behavioral response.’9 The area under the curve (AUC)

which corresponds to CPS-WST0,1,2 x time (mm) was calculated for the acute phase (O-15

mm) and the inflammatory phase (15-50 mm) using the trapezoidal rule.

A.1.2.4 Protocot

The experiments were conducted in a randomized and blinded manner by the same

experimenter. In a first study, the dose-response curves for propofol were determined using

the data ftom the first and second phases. In a second study, the antinociceptive effects of

propofol (at ED50 dose) were studied in absence or in presence of cannabinoid antagonists:

AM251 (80 jig)’4”5’2° and AM630 (25 ig))4’1’2° for the first two studies (n = 4 for each

group), the tested drugs were dissolved in the same total volume (50 jiL) and administered

in the right hind paw. Preliminary experiments in the formalin test (n 3) have shown that

there was no difference in pain behavior between IntralipidTM 10 %, 0.9% NaC1 in water
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and 0.9% NaCI in water with 8% DMSO (data flot shown). Therefore, Intralipid’M 10 %

was used as the control solution.

finally, in order to exclude any possible systemic effect of the drugs, 500 jig of propofol

was administered s.c. on the dorsal surface ofthe contralateral (left hind paw) or ipsilateral

paw (n = 4 per group).

At the end of the formalin test (60 minutes afier its injection), the skin and tissues of the

dorsal surface of the right hind paw were removed, flash frozen in liquid nitrogen and

stored at — so oc until used for measurement of fatty-acid ethanolamides /

endocannabinoids as described as below.

A.L2.5 High Performance Liquid Chromatography /Mass $pectrometry anatysis

$ynthesis of [2H4]-labeÏed standards. Standard [2H4] -labeled fatty-acid ethanolamides were

synthesized by the reaction of the conesponding fatty acyl chlorides with [2114j-labeled

ethanolamine. Fatty acyl chlorides (purchased from Nu-Check Prep, Elysian, MN) were

dissolved in dichioromethane (10 mg/ml) and allowed to react with 1 equivalent of [2J-14]-

labeled ethanolamine (purchased from Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA) for

15 min at 0-4°C. The reaction was stopped by adding purified water. Afier vigorous stining

and phase separation, the upper aqueous phase was discarded and the organic phase was

washed twice with water to remove unreacted ethanolamine. The reaction resulted in

quantitative formation of [2H4]-labeled fatty-acid ethanolamides, which were concentrated

to dryness under a stream of N2 and reconstituted in chloroform at a concentration of 20
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mM. fatty-acid ethanolamide solutions were stored at -20°C until use. Identity and

chemical purity (> 99.9%) of the synthesized fatty-acid ethanolamides were determined by

thin-layer chromatography (TLC) and high-performance liquid chromatography/mass

spectrometry (HPLC/MS). 2-arachidonoylglycerol (2-AG) and [2H8]2-AG were purchased

from Cayman Scientific (Ann Arbor, MI).

Tissue preparation. Skin tissue was diced with scissors and incubated in 2 ml of chloroform

containing 25 pmol of [2H4] -anandamide, 25 pmol of [2H8}-2-AG and 500 pmol of [2H4]-

labeled-palmitoylethanolamide overnight at + 4°C with shaking. The tissue was then

homogenized and lipids were extracted with 2 ml of methanol and 2.25 ml of saturated

sodium chloride solution (1 M). The organic layer was removed, evaporated to dryness

under N2, reconstituted in a mixture of chloroformlmethanol (1:1, 100 j.tL) and transferred

to 2.0 ml screw top vials with 0.1 ml glass inserts to be injected into the HPLC/MS.

HPLC/MS analysis. Fatty-acid ethanolamides were quantified using an isotope dilution

HPLC/MS assay in positive ionization mode.2’

A.1.2.6 Paw edema

At the end of the formalin test, paw edema was measured at the base of the right hind paw

using a digital micrometer (Mitutoyo Corporation, USA) with an instrumental enor of ±

(maximum measuring lengthl75) iim and a resolution of 0.001 w22
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A.1.2. 7Statisticat anatysis

Pain behavior for each treatment group was expressed as mean ± s.e.mean. The dose

response curve for propofol was determined using ALLfIT software.23 In the second study,

the antinociceptive effects of propofol in absence or presence of cannabinoid antagonists

were assessed for significance using factorial experimental design.24 To compare ipsi- vs.

contralateral paw injections of the drugs, an ANOVA adapted for factorial experimental

design was used. The different components of the total variation were settled a priori using

multiple regression analysis.2 The critical level of significance was set at 5% (P< 0.05).

A.1.3 Resuits

A.1.3.1 Aittinociceptive effect ofpropofol and implication ofcannabinoid receptors

Propofol decreased pain behavior in the formalin test with an ED50 (± standard error) of

0.015 g ± 0.0161 and 0.084 ig ± 0.0611 for the early and late phases, respectively

(Figure lA, lB). Pain behavior following injection of propofol in the contralateral hind

paw was flot statistically different when compared with the control (Intralipid’M 10 %)

group {F(1,6) = 0.42 and 0.72 for the first and second phases, respectively] (Figure 2).

When given locally (dorsal surface of the paw) at ED50 dose, propofol produced a

significant antinociceptive effect when compared with the control group either for the early

(Figure 3A, 3B) [f(1,1$) = 9.17, F < 0.01 ] or late (Figure 3A, 3C) phase [F(1,18) =

11.65, P < 0.005] of the formalin test. This antinociceptive effect was inhibited by AM25 1

and AM630 since there was no statistical difference between those antagonists given alone

C
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compared with their combination with propofol for the first [F(1 ,18) 1.87 arid 1.46] or

second phase {F(1,18) = 0.21 and 0.95], respectively (Figure 3A, 3B, 3C).

A.1.3.2 Paw edema

Edema of the injected paw differs significantly among the groups [f(5,18) = 19.53, P <

0.001]: AM251 [f(1,18) = 37.99, P < 0.001] and AM630 [F(1,18) = 35.09, P < 0.0011

when given alone significantly reduced paw oedema (Figure 3D).

A.1.3.3 Concentration offatty-acid ethanotamides / endocannabinoidsfottowing

peripherat administration ofpropofot

The amounts of anandamide and 2-AG in paw tissues were flot significantly higher when

propofol (0.05 ig) was given locally compared to the control group (IntralipidTM 10 %)

(Figure 4 A, B) [f(1,12) = 1.90 and 1.94, respectively]. However, the amount of

palmitoylethanolamide in paw tissues was significantly higher when propofol (0.05 jig)

was given locally compared to the control group (Figure 4 C) [f(1,12) = 6.68, P < 0.025].

A.1.4 Discussion

In this study, we have demonstrated that propofol when given in the periphery (hind paw)

produced a dose-dependent antinociceptive effect. This effect is locally mediated since a

high dose of propofol given in the contralateral paw did not reduce pain behavior. We also

observed a slight increase in the concentration of anandamide, 2-AG and PEA in paw skin

C
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tissues which was only significant for PEA when propofol was injected locally at ED50

doses. We suggest that the antinociceptive effect of propofol was mediated in part by

cannabinoid C31 and CB2 receptors since antagonists to these receptors (AM251 and

AM630, respectively) completely inhibited the antinociceptive effect of propofol when

administered together. However, the dose dependency of propofol did flot exist anymore

when one consider the data from tissue levels of endocannabinoids and PEA. In our

opinion, it shows that the exact mechanism of action of propofol is more complex that a

simple tissue increase in anandamide levels. This could have been expected as many actors

are present locally which can interact to modulate anandamide levels. for example, fAAH

and cyclooxygenase-2 (COX-2) enzymes are present locally and anandamide is a potential

target for them. Furthermore, 2-AG, PEA and other fatty-acid amides are present locally

and their metabolism (by FAAH in particular) is highly intricated and could also explain

different levels of anandamide.

The action of propofol at the spinal level lias been demonstrated in animal models using

different modalities (noxious heat, mechanical stimulus)2’5 but evidence for the peripheral

antinociceptive effect of propofol has only recently been demonstrated using bee venom

induced inflammatory pain state.6 However, in this latter study, only a single dose of

propofol was used and further it was dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO). DMSO lias

been shown to produce analgesia in some studies.26’27 Therefore, the antinociceptive effect

ofpropofol reported in the study of Sun et al.6 may flot have been optimal and necessitated

confirmation. Intralipid 10%, which has the same composition as propofol 1%, was used in



XIII

the present study to avoid this bias. furthermore, it was shown that a dose of 0.08 tg

reduced pain behavior by 50%, which constitutes a dose six times inferior to the one used

by Sun et al.6

Knowing that propofol has antinociceptive properties, the mechanism by which it produced

these effects was investigated. It has been demonstrated that propofol increased whole

brain content of anandamide (through inhibition of fAAH) which could explain its sedative

properties, mediated by the cannabinoid CB receptor.7 However, propofol was a mild

inhibitor of fAAH compared to strong inhibitors like URB532 and URB597.28 This could

explain the small increase in the concentration of anandamide in paw skin tissues reported

in the present study. Furthermore, PEA is a fatty-acid amide that lias both anti

inflammatory and antinociceptive properties.29’3° Palmitoylethanolamide does not bind to

cannabinoid receptors31’32 although its effects are antagonized by cannabinoid C32 receptor

antagonists.33 Indeed, Calignano et al. (1998) found that PEA inhibited both early and late

phases of formalin-evoked pain behavior after intra-plantar injection in mice. furthermore,

these authors showed that the analgesia produced by PEA was reversed by the CB2 receptor

antagonist SR14452$ but not by administration ofthe CB1 receptor antagonist SR141716A

nor by the opioid antagonist naloxone. Therefore, the significant local increase in PEA in

the present study could explain why the antinociceptive properties of propofol were

attenuated by a C32 receptor antagonist. These findings conoborate the resuits observed

which suggest that the dose-dependent antinociceptive effects of propofol are mediated in

part by C31 and C32 cannabinoid receptors.

C
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Considering paw tissue levels of endocannabinoids and PEA, no saline controls were

tested. However, we have already measured in a previous study fatty-acid amides such as

anandamide and PEA in rat paw tissues.34 The measurements were performed using similar

techniques although obviously not at the same time and therefore flot under exactly the

same conditions. However, the levels of anandamide and PEA afier injection of 2.5%

formalin were in the same magnitude as the one reported in this study with Intralipid 10%.

To further confirm the findings of the present study, it must be considered that cannabinoid

CB1 and CB2 receptors are expressed in dorsal root ganglion, spinal cord and also in

peripheral tissues.9 We showed, using Western blot technique, that the CB1 and C32

receptor proteins are indeed present in peripheral tissues under normal conditions (naïve

rats) and that their expression is increased in neuropathie conditions.9 Furthermore, FAAH

activity is present in peripheral tissues34’35 and it is therefore reasonable to propose that

propofol, although weakly, inhibited fAAH activity. Additionally, it was shown that

fAAH knock out mice exhibit significant reduction in pain behavior in the formalin test

probably due to the local increase in anandamide concentrations.35 Finaliy, a direct action

of propofol on cannabinoid receptors is very unlikely as Patel et al.7 have shown that

propofol did flot bind to CB1 receptors, although binding to CB2 receptors was not

determined.

We caimot mie out the fact that other mechanisms of action may be involved in the

attenuation of pain sensation by propofol. Indeed, the antinociceptive effects of propofol at

high doses are difficuit to explain by a sole implication ofthe cannabinoid system.

C



xv

Furthermore, as other studies have pointed out, propofol can control pain by a central

modulation through the opioid system4 and/or by having an interaction with spinal GABAA

receptors.3 Although, the implication of propofol acting on neuronal ceils is weIl

documented, its involvement in guai celis seems to 5e controversiàl since propofol had no

effect on the production of nitric oxide or TNF-Œ from guai ceils stimulated by LP$.36 Sun

et al. suggested that propofol could activate GABAA receptors and/or inhibit N-methyl-D

aspartate (NMDA) receptors6, aithough to our knowledge these experiments have flot yet

been performed. finally, it is aiways possible that Intralipid interfered with the metabolism

of fatty-acid amides, being itself a lipid-based compound.

The marked decrease in paw edema reported after local administration of both cannabinoid

antagonists could 5e explained by the fact that these antagonists are dissolved in NaCI 0.9

% which is better absorbed than intralipid andlor propofol. Another explanation may be the

involvement of a non-CB1/non-CB2 distinct cannabinoid receptor regulating cannabinoid

induced vasodilatation.11

In conclusion, peripheral administration of propofol was associated with a dose-dependent

decrease in pain behavior in animais submitted to inflammatory pain. This effect was

locally mediated by action on cannabinoid CB1 and CB2 receptors and with the

invoivement of PEA a fatty-acid ethanolamide. However, the exact contribution of these

receptors and of other mediators to the antinociceptive effects of propofol needs to be

further investigated.
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A.1.7 Figures legend

Figure 1

(A) Dose-response curve for propofol (open triangle) in the early phase of the formalin test.

Data are expressed as mean ± s.e. mean (n = 4 per group).

(B) Dose-response curve for propofol (open triangle) in the late phase of the formalin test.

Data are expressed as mean ± s.e. mean (n = 4 per group).

Figure 2

Antinociceptive effects ofpropofol afier injection in the dorsal surface ofthe ipsilateral (A)

and contralateral (B) hind paws 15 min before 2.5% formalin (50 jiL). Data are expressed

as mean ± s.e. mean (n = 4 per group). AUC = Area Under the Curve for the first phase, t

F < 0.05 for propofol 500 ig vs. control (IntralipidTM 10 %) group; AUC for the second

phase, # F < 0.001 for propofol 500 ig vs. control (IntralipidTM 10 %) group.

Figure 3

Effects of AM25 1 and AM63 O on propofol antinociceptive effects when administered at

ED50 dose into the hind paws 15 min before 2.5% formalin (50 fiL). (A) Antinociceptive

effect of propofol. (B) Effects of cannabinoid antagonists on propofol antinociceptive

effects for the first phase of the test (0-15 mm). (C) Effects of cannabinoid antagonists on

propofol antinociceptive effects for the late phase of the test (15-50 mm). (D) Paw edema.

Data are expressed as mean ± s.e. mean (n = 4 per group). Area Under the Curve (AUC) for
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the early phase, f P < 0.01 for propofol vs. control (IntralipidTM 10 %) group; AUC for the

late phase, # P < 0.005 for propofol vs. control (IntralipidTM 10 %) group; * propofol vs.

control (IntralipidTM 10 %) group, P <0.01; AM251 vs. AM251 + propofol, P < 0.001; A

AM630 vs. AM630 + propofol, P <0.001.

Figure 4

Measurements of fatty-acid ethanolamide / endocannabinoid concentrations in skin paw

tissues. Amount in pmol/g of tissue of anandamide (A), 2-arachidonoylglycerol (B) and

palmitoylethanolamide (C) following local administration of propofol on the dorsal surface

ofthe right hind paw. Data are expressed as mean ± s.e. mean (n = 4 per group). * Propofol

0.05 pg vs. IntralipidTM 10 ¾, P < 0.025.
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XXXIA.2.O Abstract

The antinociceptive effects of WIN 55,2 12-2 (WIN), a synthetic cannabinoid, were

evaluated in the mode! of partial sciatic nerve ligation after daily subcutaneous

administration of 0.1 mg/kg a week before and two weeks afier surgery. Mechanical

allodynia and thermal hyperalgesia were evaluated in 15 rats allocated to receive: (1)

Vehicle (before surgery) - Vehicle (afler surgery); (2) Vehicle-WIN; (3) WIN-Vehicle;

(4) WIN—WIN; (5) Sham. The decreased in mechanical allodynia and thermal

hyperalgesia by WLN was significantly greater when it was administered one week before

surgery. In conclusion, pre-emptive use of cannabinoids produced greater antinociceptive

effects in a mode! of neuropathic pain.

Key words: WIN 55,212-2; neuropathic pain; pre-emptive analgesia; cannabinoids.
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A.2.1 Introduction

Neuropathic pain models have been developed in animais to better understand the

neurophysiology of nerve injuries. Accumulating evidence has suggested that the

endogenous cannabinoid system may be implicated in the modulation of pain through

CB1 and CB2 receptors (Rice et al., 2002). Since the discovery of endogenous

cannabinoids, such as anandamide and 2-arachidonyl glycerol, many synthetic

caimabinoid compounds have been developed to modulate pain in a more effective way.

Therefore, WIN 55,212-2, a synthetic cannabinoid with CB1 and C32 receptor activity,

completely alleviated mechanical allodynia and thermal hyperalgesia when given

intraperitoneally (i.p.) in neuropathic pain conditions (Herzberg et al., 1997).

Furthermore, it has been demonstrated that repeated subcutaneous administration of WTN

55,212-2 reduced hyperalgesia in a chronic constriction neuropathic pain model (Costa et

coll., 2004). Therefore, the present study was designed to investigate the effect of daily

systemic administration of WIN 55,2 12-2 given pre-emptiveiy a week before surgery and

then for two weeks afier surgery in a neuropathie pain model in the rat.

A.2.2 Methods

A.2.2.1 Animais

This research protocol was approved by the Animal Ethics Committee of the Université

de Montréal and ail procedures conformed to the guidelines of the Canadian Councii for

C
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Animal Care. Male Wistar rats (Charles River, St-Constant, Québec, Canada) of 1 $0-220

g at the time of testing were housed two per cage with a bedding of sawdust (8 - 16 mm)

(Pro Chip, Canada) and maintained on a 12-hour dark-light cycle with free access to food

(18% protein, 4.5% fat, 5.5% fibre, 7% ash, 2.5% added minerais) (Charles River,

Canada) and water.

A.2.2.2 Drug administratioit

WIN 55,2 12-2 mesylate (0.1 mglkg) was purchased from Tocris (Ellisville, MO, USA) in a

powder form and further dissolved in 1:1:18 mixture ofethanol:cremophor:saline (Costa et

cou., 2004). The vehicle consisted ofthe same mixture without WIN 55,212-2.

A.2.2.3 Neuropathic pain mode!

Unilateral hind-limb neuropathy was achieved using the technique of partial sciatic nerve

ligation (PNL) described by Seltzer et al. (1990) where the lefi sciatic nerve was exposed

at high-thigh level and 1/3-1/2 of the dorsal thickness of the nerve was trapped in a

ligature using an 8-0 monofilament nylon suture. In sham-operated rats, the nerve was

lefi intact.

A.2.2.4 Sensory testing

A. 2.2.4.1 Mechanicat allodynia

Mechanicai allodynia was evaluated with von frey hairs (Senselab aesthesiometer,

Somedic, Sweden). The plantar surface of the paw was stimulated with a series of von

C Frey filaments of ascending forces (with a range comprised between 0.63 and 350 mN).
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for each filament, the stimulus was repeated five times with an interval of 1-2 s between

each stimulation. The threshold was determined as the lower force that evoked a

withdrawal response to one of the five stimuli (Tal and Bennett, 1994).

A.2.2.4.2 Thermal hyperalgesia

Thermal hyperalgesia was assessed using an infrared noxious heat stimulus (Plantar test,

Ugo Basile, Italy). The center of a focused beam of radiant heat was applied to the plantar

surface of the hind paw and the withdrawal latency time recorded. Resuits of each test are

expressed as the mean of three withdrawal latencies (s). Three minutes was allowed

between each test (Hargreaves et al., 198$).

A.2.2.5 Protocot

The experiments were conducted in a randomised and blinded manner by the same

experimenter. A total of 15 rats were used in this study allocated to: (1) Vehicle (before

surgery) - Vehicle (afier surgery); (2) Vehicle - WIN 55,212-2; (3) WIN 55,212-2 -

Vehicle; (4) WN 55,212-2 - WIN 55,212-2; and (5) Sham group. Mechanical allodynia

and thermal hyperalgesia were evaluated the first day to assess baseline, every two days

for a week before surgery and between two to three weeks after the PNL for the

ipsilateral and contralateral paws. WIN 55,212-2 or Vehicle was administered

subcutaneously (s.c.) in a 1 ml volume 24 hours afler baseline pain tests and subsequently

at the same time every day for three weeks.
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A.2.2.6 Statistical anatysis

Mechanical threshold and withdrawal latency for each treatment group are expressed as

mean ± S.EM. Assessment of the neuropathy was made with the group receiving vehicle

a week before and two weeks afier surgery by comparing values before and afler PNL

while using an ANOVA adapted for factorial experimental design (Winer, 1971). The

contralateral side was analyzed similarly but separately. The critical level of significance

was set at 5% (P < 0.05).

A.2.3 Resuits

At baseline and on the first day after drug administration, there was no difference

between the groups for mechanical allodynia. However, there was a statistical difference

between the groups receiving the vehicle (G 1 -G2) compared with those receiving WIN

55,212-2 (G3-G4) at day 3, 5 and 7 before surgery (Figure). On the first day after

surgery, there was a significant increase in von frey values for the (G3-G4) [F(1,8) =

30.62, P <0.0011 groups compared with the (G1-G2) groups and there was significantly

higher von frey values for the groups stili receiving WIN 55,212-2 (G4) [f(1,8) = 5.62, P

< 0.05] compared with the groups receiving vehicle after surgery (G3) (Figure). On the

1 5th day afier surgery, the groups (G2-G4) receiving the cannabinoid afier surgery were

switched to receive vehicle and observed for another six days. On the l7th day

mechanical allodynia was lower for the group 4 compared with the group 2 [f( 1,4) =

1083.91, P < 0.0011. On the l9th ami 2lth day there was no statistical difference between

those two groups [F(1,4) = 0.5 and 4, respectively] (figure). On the contralateral side,
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there was no difference between the groups for the baseline or any of the following days

(Figure, upper). In sham-operated rats, there was no difference between the days before

and after surgery for mechanical allodynia on the ipsilateral [F(l,33) 1.74] and

contralateral {F(1 ,33) = 0.18] side (data not shown).

Similar resuits were obtained with thermal hyperalgesia compared with mechanical

allodynia, although more variability was observed (data flot shown).

A.2.4 Discussion

The actual treatments of neuropathic pain produce inadequate pain relief and side effects

explaining the need for new therapeutic approaches since the use of antidepressants and

anticonvulsants are not fully effective. In behavioural studies, it lias been shown that

cannabinoids and endocannabinoids reduced mechanical allodynia and thermal

hyperalgesia following single (Herzberg et al., 1997; Guindon and Beaulieu, 2006) or

repeated (Costa et al., 2004) administrations. Therefore, in the present work, we tested

the hypothesis that the effect of daily systemic administration of WIN 55,212-2 given

pre-emptively a week before surgery and then two weeks after surgery could reverse

mechanical allodynia and thermal hyperalgesia. The resuits demonstrated, for the first

time, that pre-emptive WFN 55,2 12-2 significantly decreased mechanical allodynia and

thermal hyperalgesia in a greater way compared to the systemic administration of this

synthetic cannabinoid started only the day after surgery. Furthermore, the dose of 0.1
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mg/kg did flot produce psychoactive effects since there were no alterations of sensory

thresholds for mechanical allodynia and thermal hyperalgesia on the contralateral paw of

PNL rats. Another interesting finding is that no tolerance was found after 14 or 21 days of

administration of the caimabinoid. This may be particularly relevant if these compounds

were to 5e used in the clinical setting. It is also worth noticing that the antihyperalgesic

effects of continuous administration of WEN 55,2 12-2 were reversed two days after

discontinuing WIN in the group that received vehicle before and WIN afier PNL, whereas

in the group that received pre-emptive WIN a week before and two weeks afier surgery, it

took four days. This persistent effect is probably associated with the stimulation of the

cannabinoid system at the spinal and central level. It will 5e unlikely associated with its

accumulation since higher dose of WLN 55,212-2 (4.3 mg/kg i.p.) did not maintain the

antihyperalgesic effect afier 24 hours (Herzberg et al., 1997). The antiallodynic and

antihyperalgesic effects of WIN 55,212-2 are likely to be mediated by CB1 and!or CB2

receptors as shown in previous neuropathic studies.

In conclusion, WIN 55,212-2 decreased mechanical allodynia and thermal hyperalgesia

in neuropathie animais. Furthermore, the group receiving pre-emptive WIN 55,2 12-2 had

significantly greater antihyperaigesic and antiallodynic effects compared with the group

receiving vehicle before the surgery. Pre-emptive cannabinoids produced a greater

analgesic effect in this neuropathic pain mode!.
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A.2.6 Figure legend

Measurement of mechanical allodynia using von frey filaments in different groups of rats

receiving daily injection of either WIN 55,212-2 or vehicle during one week before

surgery (partial sciatic nerve ligation) or after switching on the day after surgery for a

different treatment during the following two weeks. Data are expressed as mean ± S.E.M.

Win = WN 55,212-2, Veh Vehicle. * F < 0.05 for G1-2 vs. 03-4 groups; t P < 0.05

for 03 vs. G4; À P < 0.05 for 02 vs. 04; P < 0.025 for 01 vs. 03; # P < 0.001 for 01-

vs. 02-4; 0 P < 0.001 for 02 vs. 04.
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