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Abréviations

1,4-BD

A

Ae

AMPA
ANOVA-1
ANOVA-2
AUC(s)
BHE
BSTFA
°C

CAS

CB;

CB;

CHC

Cl

CL/Fp
Cmax

CPG/DIF

1,4 butanediol

Durée des apnées inspiratoires

Durée des apnées expiratoires

Récepteur au glutamate sensiblesadimino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole
Analyse de variance a un facteur
Analyse de variance a deux facteurs

Aire(s) sous la courbe

Barriere hémato-encéphalique
N,O-Bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide

Degré Celsius

Numéro de registre Chemical Abstract Service
Récepteur aux cannabinoides de type 1

Récepteur aux cannabinoides de type 2
a-cyano-4-hydroxycinnamate

Clairance

Clairance apparente aprés administration intrap@dle
Concentration maximale observée

Chromatographe en phase gazeuse a détpatidmnisation de flamme
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CPG/SM/SM Chromatographe en phase gazeuse couplé spectrometre de massse en

tandem
CYP(s) Cytochrome (s) P450
DLso Dose létale médiane
EEG Electroencéphalogramme

ET/CPG/DIF Chromatographe en phase gazeuse a idétgudr ionisation de flamme et

injecteur a espace de téte

F Fréquence respiratoire

Fip Biodisponibilité intrapéritonéale
g Gramme

GABA Acide gamma-aminobutyrique

GABAA Récepteur au GABA de type A
GABAg Récepteur au GABA de type B
GBL Gamme butyrolactone

GHB Acide gamma-hydroxybutyrique

GHB-Dg Acide 4-hydroxy-2,2,3,3,4,4-hexadeuterobutyrique

H* Cation hydrogéne ou proton
IM Voie intramusculaire

IP Voie intrapéritonéale

v Voie intraveineuse

ka Constante d’absorption
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Kd

Ki

Km

MCT

MEOS

min

mol

NA

NaGHB

NMDA

NS

PaCQ

PaQ

RSE

SD

SEM

Constante de dissociation

Constante d’inhibition

Constante de Michaelis

Litre

Transporteur de monocarboxylate : MonoCarbateylTransporter

Systeme mitochondrial d’oxydation de I'éthandlitochondrial Ethanol-

Oxidizing System

Minutes

Métre

mol.L™

Mole

Non apprécié(e)

Gamma-hydroxybutyrate de sodium
Récepteur au glutamate sensible au N-méthgspartate
Non significatif

Pression artérielle en dioxyde de carbone
Pression artérielle en oxygene

Erreur-type relative (Relative Standard Error)
Seconde

Ecart type (Standard Deviation)

Erreur standard de la moyenne (Standard Bfritre Mean)
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SMCT

SNC

SSA

Te

Tec

THC

T

Tic

Tmax

T™MS

TMCS

TRPV1

Tror

vd

Vd/Fp

Ve

Vmax

VT

Transporteur de monocarboxylate couplé au iusod Sodium

MonoCarboxylate Transporter

Systeme nerveux central

Semi-aldéhyde succinique

Temps expiratoire

Temps expiratoire corrigé

A-9-tétrahydrocannabinol

Temps inspiratoire

Temps inspiratoire corrigé

Temps d’apparition de la concentration maieéma

Dérive triméthylsilylé

Triméthylchlorosilane

Récepteur a la vanilloide de classe 1 (TesmigReceptor Potential Vanilloid)
Temps total

Volt

Volume de distribution

Volume de distribution apparent apres administnaintrapéritonéale
Volume minute (volume total respiré par minute)

Vitesse maximale

Volume courant
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Introduction

La consommation, dite récréative, de substanceshpsagtives, est un fait avéré dans nos
sociétés. Elle a pour but, dans un contexte soufestif, de désinhiber l'usager. Les
substances employées, qu’elles soient stupéfiapmghotropes ou vénéneuses, licites ou
illicites, exposent alors le consommateur a det®flecherchés : augmentation de I'empathie,
excitation, hallucinations, anxiolyse, ébriété, snaiussi parfois a des effets subis voire
préjudiciables, comme la toxicité. Cette derniésieadors le fait soit de la substance seule, par
exagération de ses effets lors d’'un surdosage,dsojtlusieurs principes actifs associés au

cours d’'une polyconsommation.

Plusieurs types de polyconsommations peuvent &tiagliés. Quand les substances sont
consommeées simultanément ou dans un laps de teetgivement court, on parle de
polyconsommation concomitante ou d’usage concomit@ette situation résulte de la prise
consciente de plusieurs produits dans le but de laotkurs effets, ou de I'administration
inconsciente en raison d’'un mélange inconnu duaonsateur dans I'unité de prise ou de la
banalisation de certaines substances comme le @hbaicool. L’'usage concomitant expose
alors le consommateur aux effets combinés desautes présentes contemporainement dans
'organisme. Quand, au cours de sa vie de consoeunaltusager a recourt a différentes
substances en des périodes distinctes, on parse @eipolyconsommation mais dans ce cas
les substances ne sont pas présentes simultanéiaestl’organisme (lves and Ghelanie,
2003). La polyconsommation concerne la majoritéudgyers des drogues illicites. En 2003,
parmi les individus recus dans les structures @enfgre ligne : structures de réduction des
risques (boutiques, échanges de seringues..ruetwses d’'accueil « a bas seuil d’exigence »,
les usagers de drogues déclarent avoir associéguas du dernier mois écoulé, a la ou les

substance(s) illicite(s) consommeée(s), le tabac%,92lcool a 82% et le cannabis a 85%.
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Toujours en 2003, prées de 60% des consommateursublstances illicites déclarent
consommer plusieurs produits prohibés. Face ankitte du phénomeéne, des 2002, I'Office
parlementaire d'évaluation des choix scientifigeieechnologiques rapportait la nécessité de
prendre en considération cette polyconsommatiorip@uque les combinaisons possibles
sont multiples et que leurs effets déléteres népastous connus (Cabal, 2002). Le Pr. Jean-
Pol Tassin, directeur de recherche a 'INSERM natgja en 1999 : « Une autre difficulté est
celle qui est liée aux mélanges. La communicatiorieshaschich n’a pas de sens s'il est fait
abstraction de ses éventuels mélanges avec l'alCatle observation est également valable
pour les opiacés qui offrent des possibilités ddanges infiniment plus toxiques que le

produit seul. » (Tassin, 2000).

Ainsi, dans le cadre de cette these, nous avoridéée décrire et d’étudier les effets
respiratoires d’'association de substances récesatila description des phénomenes et
mécanismes toxiques pouvant aider la prise en ehaédicale de patients intoxiqués. Les
associations candidates a cette étude étaient eosds. Nous avons choisi de nous focaliser
sur deux associations, dont les conséquencesats@s n’avaient pas ou peu été rapportées,
alors que les substances isolées sont identifie@sme inductrices de modifications

respiratoires.
—_—~ o~ 0 —~ o~

Devant sa prévalence de consommation et d’assotiadi d’'autres substances
récréatives, I'éthanol est le dénominateur commahaeun des mélanges testés. Il a donc été
testé isolement avec notre modeéle, d’autant quainsrauteurs lui ont attribué une action sur
la respiration. A faible dose, I'éthanol seraitnmailant et a forte dose dépresseur de la
ventilation de repos, chez 'homme (Higgins, 19Hnchcock, 1942, Johnstone and Witt,

1972, Johnstone and Reier, 1973) et chez les marenifLoomis, 1952, Klingman et coll.,
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1958, Kettunen et coll., 1983, Brackett et colP94, Pagala et coll., 1995). Mais aucune
étude des effets respiratoires de [I'éthanol sumial adulte ou I'homme, par

pléthysmographie corps entier, n’a été rapportés talittérature.

La description de ses effets respiratoires proptais nécessaire puisque I'éthanol est
connu pour potentialiser I'effet de certaines sasts dépresseurs du systéme nerveux
central (SNC) comme les benzodiazépines, les catemmou de certaines analgésiques

comme les opiacés (Seixas, 1975, Mezey, 1976).
_—~ o~ O —~ o~

La premiere association envisagée a été cella-@dtétrahydrocannabinol (THC),

principe actif duCannabis sativa I'éthanol.

Le cannabis est la substance illicite la plus comeée en France. En 2010, ses
expérimentateurs, parmi les 14-75 ans (49 millidaspersonnes), ont été estimés a 13,4
millions, dont 1,2 million d’'usagers réguliers (tBnsommations par semaine) et 550 000
usagers quotidiens (Beck et coll.,, 2011). Son asSoo a I'éthanol est I'une des plus
répandue. En 2000, parmi les 18,9 % des 18-44 auhard@ét avoir fait un usage concomitant
d’au moins deux substances parmi I'alcool, le tadtale cannabis, 88,5 % avaient mélangé

I'alcool et le cannabis (Beck et coll., 2001, OFR20D05b, 2005a).

Si certains effets de cette association ont étésitiyués, tant chez I’homme que sur

des modeles animaux :

effets sur I'induction du sommeil (Forney, 1971) ;

la mémoire (Ciccocioppo et coll., 2002) ;

le rythme cardiaque (Kiplinger and Manno, 1971 .dest coll., 1977) ;

- I'numeur ou le ressenti des effets (Lukas and Qyp2001, Liguori et coll., 2002) ;
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- la coordination motrice, I'équilibre ou la condué&tomobile (Pryor et coll., 1977,

Perez-Reyes et coll., 1988, Dar, 2000, Liguoriadit,c2002, Ronen et coll., 2010) ; ou

- les phénoménes de tolérance croisée (Pryor et d8IV.7, da Silva et coll., 2001,

Wright and Terry, 2002, Lemos et coll., 2007) ;

le role délétere des associations de l'alcool aeedHC n'a pas été exploré dans ses
conséquences respiratoires. Or, les agonistesedepteurs aux cannabinoides, dont le THC,
ont des effets respiratoires assez marqués chezalesniferes (Harris, 1971, Graham and Li,
1973, Li, 1973, Doherty et coll., 1983, Schmid efl.c2003, Pfitzer et coll., 2004). Ces effets

ont d’ailleurs été confirmeés chez le rat non anes¢hgar notre équipe (Duarte et coll., 2010).
_—~ o~ O —~ o~

La seconde association envisagée a été celle dddahydroxybutyrique (GHB) a

I'’éthanol.

Le GHB, substance endogene du cerveau des mamsniésteun meétabolite de I'acide
y-aminobutyriqgue (GABA). La synthese et les prog@sépharmacologiques du GHB ont été
décrites par Henri Laborit et son équipe au délag années 60 (Laborit et coll., 1960,
Laborit, 1964). Depuis 1961, année de sa premidgiaation de mise sur le marché, le GHB
est utilisé en médecine humaine. De nos joursstileenployé, en France, comme adjuvant

d’anesthésie, sédatif ou dans le traitement dareotepsie.

Depuis la fin des années 1980, son usage a étardétpar des culturistes pour son
action alléeguée sur I'hormone de croissance et geg consommateurs de substances
récréatives pour ses propriétés euphorisantes (Aanet coll., 2007). Enfin, parce qu’il
provoque relaxation, ébriété, somnolence et amnpésest employé a des fins criminelles

(viols, vols) comme agent de soumission chimiquevgaux, 2002).
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Il existe deux précurseurs du GHB :+&utyrolactone (GBL) et le 1,4 butanediol
(1,4-BD) qui sont métabolisés en GHB apres absmiptComme ces substances ont de
nombreuses applications industrielles, elles né¢ pas classées parmi les stupéfiants. Bien
que leur vente a l'état pur ait été restreintegseliestent disponibles et font I'objet d’'une
consommation récréative en substitution du GHB, egii classé stupéfiant. Leur activité
correspondant a celle du GHB formé, il est alofcde de distinguer leur consommation,
bien que I'étape préliminaire de formation du GHBdule les cinétiques et les effets

observés.

La prévalence de l'usage du GHB comme drogue réeeganoins de 1% en France,
est bien moindre que celle @annabis méme en y incluant ses deux précurseurs GBL et 1,4
BD, qui sont d’ailleurs encore parfois vendus conétant du GHB. Mais depuis 2003, cette
prévalence augmente, et dans certaines sous-piopslabrs de certains événements ou dans
certaines zones géographiques, elle a pu attejndger’'a 19 %. En comparaison a la faible
diffusion du GHB et ses précurseurs, leurs consgmpsesanitaires sont importantes tant dans
I'accroissement du nombre de prises en charge @lédgue dans le nombre de déces
(Persson et coll., 2001, Zvosec et coll., 2001 tKat coll., 2005, Mazarr-Proo and Kerrigan,
2005, Hillebrand et coll., 2008, Cadet-Tairou anah@lhon, 2009, Zvosec et coll., 2009,

Knudsen et coll., 2010, Cheze et coll., 2012).

Le GHB est un dépresseur du SNC. Cette proprid¢té’agleurs mise a profit pour
certaines de ces applications médicales, mais iulecalssi la respiration et peut provoquer
une dépression respiratoire (Laborit, 1964, Lunccat., 1965, Morse et coll.,, 2012b) a
I'origine de nombreux décés parmi ceux rapport@so(yme, 1997a, Anonyme, 1997b, Li et
coll., 1998, Ingels et coll., 2000, Timby et coRQ00, Mason and Kerns, 2002, Caldicott et

coll., 2004, Liechti and Kupferschmidt, 2004, Sttand et coll., 2005, Zvosec et coll., 2011).
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De plus I'éthanol lui est souvent associé lors dassommations récréatives (Chin et coll.,

1998, Li et coll., 1998, Degenhardt et coll., 20B8yd et coll., 2012).
_—~ o~ O —~ o~

Nous rapportons donc I'étude des effets respiregotte substances récréatives et de
certaines de leurs associations par pléthysmograqanps entier du rat male Sprague-Dawley
age de 7 a 9 semaines, soit de jeunes adulteg €eltnique permet, sur ce modele animal
non anesthésié et non contraint de décrire finemesnparametres respiratoires en ventilation
de repos, mais aussi lors d’épreuves d’hypercamnid’hypoxie exogenes intermittentes par

exemple.
_~ o~ O _—~ o~

A partir de ce modele animal, par ailleurs déjaoapé lors de I'étude des effets

respiratoires de certains opiacés, nous tentermnémbndre aux questions suivantes :
- L’éthanol provoque-t-il une modification de la regpion a faible ou forte dose ?

- Lors de son association au THC, les effets respiest de ce dernier sont-ils
modifiés ? Le cas échéant, existe-t-il une potksdithon, inhibition ou addition des

effets ?

- Les effets respiratoires du GHB peuvent-ils étréciges par I'emploi de la

pléthysmographie corps entier ?

- L’éthanol administré concomitamment au GHB modifieles effets de celui-ci ? Le
cas échéant, y a-t-il potentialisation, inhibitieu addition des effets ? Cette
potentielle interaction a-t-elle  une origine phaco@nétique  ou

pharmacodynamique ?

Page 26 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES

2012
RECREATIVES : GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A ’ETHANOL

Chapitre 1 : matériels, techniques et méthodes

Toutes les expérimentations ont été menées daespect des régles éthiques applicables a
I'expérimentation animale décrites dans la direc®6/609/CEE du conseil du 24 novembre
1986 et le décret du 20 Octobre 1987 (87-848/EEXjte directive inclut les dispositions
|égislatives, réglementaires et administratives @ass membres relatives a la protection des

animaux utilisés a des fins expérimentales outréda fins scientifiques.

Chaque étude a fait I'objet d’'un protocole dépas@r@s du Comité d’Ethiqgue Animale, de la
Faculté de Pharmacie de Paris et approuvé paraedous les références : n°® P2.FB.066.09,
P2.FB.094.09, P2.FB.134.10, P2.FB.135.10, P2.FB1D47 CEEA34.FB.025.11 et

CEEA34.FB.044.12.
1 Matériels

1.1  Animaux

Toutes les expérimentations ont été menées aveatiesales Sprague-Dawley (Janvier, Le
Genest-Saint Isle, France), agés de 7 a 9 semainassant entre 250 et 350 grammes aux
moments de la manipulation. A leur livraison, legreaux sont placés en acclimatation pour
une semaine avant toute manipulation. Pendantsi&our a I'animalerie, ils sont maintenus
dans des conditions adaptées a leur poids (tadldodites et nombre d’individus par boite), a
température constante (20-21 °C) en respectantcie circadien de 12h (lumiere/obscurité
12h/12h). L'eau de boisson et la nourriture statidae sont disposéas libitum A la fin de
chaque expérience, les animaux survivants sont eaghes par une surdose intrapéritonéale

de pentobarbital.
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1.2 Reéactifs

1.2.1 Anesthésiques et médicaments

Trois anesthésiques différents ont été utilisés kdtamine (CAS 6740-88-1) (Clorketam®,
Vetoquinol®, Lure), la xylazine (CAS 7361-61-7) (Rpun®, Bayer-Pharma® Santé
Animale, Puteaux) et le pentobarbital (CAS 76-74gntobarbital sodique, Ceva® Santé
Animal, Libourne). L’héparine (CAS 9005-49-6) (Héppe Choay®, Sanofi Aventis, Paris)
est diluée dans du chlorure de sodium isotonig@&QCAS 7647-14-5) (Fresenius Kabi®

France, Sévres).

1.2.2 Substances étudiées

Toutes les substances étudiées ont été adminigiateie intrapéritonéale a un volume de

10 mL.kg".

1.2.2.1 Ethanol

. Dose létale médiane (Dig)

Les solutions éthanoliques destinées a la détetimmale la dose létale médiane sont
fabriquées par dilution d’éthanol Rectapur® 99,98A% 64-17-5) (VWR International®,
Fontenay sous bois) dans du chlorure de sodiunongpte 0,9% injectable ou dans la

solution de solubilisation du THC, selon le tablsaivant :
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Tableau 1: Constitution des solutions d’éthanol destinées a la détermination de la dose létale

médiane

Dose (g.kg) 2,56 2,96 3,33 3,41 3,85
Concentration cible (g:t) 256 296 333 341 385
Dilution (v/v) 8/25™ | 37/106™ | 333/806™ | 341/806™ | 385/806™

Concentration finale a 20°C

, 1 260 301 339 348 393
calculée (g.L)
Erreur (%) +1,37 +1,72 +1,93 +1,97 +2,10
Dose (g.kg) 4,33 4,44 5,00 577 7,5(
Concentration cible (g:t) 433 444 500 577 750
Dilution (v/v) 433/806™ | 111/206™ 5/ | 577/806™ 15/16™
Conce'ntratloln finale a 20°C 442 453 510 586 748
calculée (g.L)
Erreur (%) +2,13 +2,13 +1,99 +1.61 -0,31

Pour la dose & 9,75 g.Kgla densité de I'éthanol ne permettant pas deiéatar une solution

a 975 g.I*, la solution & 750 g a été adminitrée & 13,3 mLkg

Les calculs de dilution de I'éthanol absolu ontéitblis en considérant la densité de I'éthanol
comme égale a 0,8 et la concentration d’éthandeéna00 %. Les concentrations finales ont
été calculées pour une température de 20°C end&rast la contraction de volume et les

densités des solutions alcooliques non arrondiesrdur engendrée varie entre 2,5 % et
reste bien inférieure aux erreurs liées aux dihgiet a 'injection. Cette erreur est considérée

comme acceptable.

. Autres études

Les solutions éthanoliques destinées aux étudesaqeies et respiratoires sont fabriquées par
dilution d’éthanol Rectapur® 99,9% dans du chlomeesodium isotonique 0,9% injectable,

selon le tableau suivant :
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Tableau 2 : Constitution des solutions d’éthanol destinées aux études cinétiques et respiratoires

Dose (g.kd) 0,125 0,25 0,5 1 1,5 3 4,%
é"[‘.‘f)e”tra“on cible 125 25 50| 100| 150, 300 450
Dilution (v/v) 1/6£™ | 1/32™ | 1/16™ g™ | 3/18™ | 3/g™ | 9/16™

Concentration finale a

L
20°C calculée (g.1) 123 | 247| 495/ 995 150 305 460

Erreur (%) -1,53 -1,22 -1,06 -0,51 +1,46 +1,15 12,1

Les calculs de dilution et les concentrations d@t @&ablis comme précédemment décrit.
L’erreur engendrée reste inférieure aux erreuesla@ux dilutions, a I'injection et au dosage.

Cette erreur est considérée comme acceptable.

1.2.2.2 A9-tétrahydrocannabinol

La solution de Tween 80 (CAS 9005-65-6) (Sigma-#&hi®, St Quentin Fallavier, France) a
5% v/v dans le chlorure de sodium injectable ebtid@ée par dilution au 56° elle est

utilisée comme solvant de dilution pour les sohsideA9-tétrahydrocannabinol (THC).

Les solutions de THC destinées aux études respigatsont fabriquées par dilution d’'une
solution éthanolique & 28 g'Lde THC (CAS 1972-08-3) (Sigma-Aldrich®, St Quentin

Fallavier, France) dans le solvant de dilution sédotableau suivant :

Tableau 3 : Constitution des solutions de THC destinées aux études respiratoires

Dose (mg.kg) 3 8,4
Concentration cible (mg:t) 300 840
Dilution (v/v) 3/286™ | 3/1060™

La solution & 28 mg.mt.de THC étant éthanolique, les mélanges adminisoggennent de
I'alcool, au maximum 3% vol. (soit 23,7 ¢'), équivalent & une dose de 0,237 g.kajinsi,
la solution administrée aux animaux du groupe Téns@ra constituée d'une dilution au

3/106™M¢ d'éthanol dans le solvant de dilution.
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Les solutions mixtes de THC et d’éthanol sont obdésnpar dilution de la solution
éthanolique de THC et de I'éthanol Rectapur® dansolution de dilution selon le tableau

suivant :

Tableau 4 : Constitution des solutions mixtes de THC et d'éthanol destinées aux études respiratoires

Dose (mg.kd) de THC 3 8,4 8,4
Concentration cible (mg:t) en THC 300 840 840
Dilution (v/v) du THC 3/280™ | 48/1606™ | 48/1606™
Dose (g.kd) d'éthanol 1 1 3
Concentration cible (g:t) en éthanol 100 100 300
Dilution (v/v) de I'éthanol Rectapur® | 32/280™ | 152/1606™ | 552/1606™
Ssggleérgrg[f%? finale en éthanol a 20°C 99 5 99,5 305

Comme indiqué précédemment, les titres alcoolicamed entachés d’'une erreur considérée

comme acceptable.
1.2.2.3 Acidey-hydroxybutyrique

. Dose létale médiane

Trois solutions concentrées sont fabriquées paollison dey-hydroxybutyrate de sodium
(NaGHB) (CAS 502-85-2) (Sigma Aldrich®, Saint-Quentallavier) dans de I'eau pour
préparation injectable & 200, 300 et 373"yle GHB (CAS 591-81-1). Les solutions de GHB
destinées a la détermination de la dose létale anédsont obtenues par dilution de ces

solutions dans du chlorure de sodium isotonique%0,%elon le tableau suivant:
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Tableau 5 : Constitution des solutions de GHB destinées a la détermination de la dose |étale médiane

Dose (mg.k'd) 1122 1308 1454 170D 1896 1962 2210 2550 2873 3315

Concentration 1122 130,8 145.9 170,0 189,6 196,2 2210 2550 287 3315
cible (g.L)

Dilution (v/v) de ) ) ) ‘ ‘ ‘

la solution & 200 561/1000™ 327/506™ | 729/1000™ 17/26™ 237/256™ | 981/1006™
1

g.L

Dilution (v/v) de ) ) )
la solution a 300 737/1008™ | 850/1000™ | 958/1000™
gLt

Dilution (v/v) de ‘
la solution & 373 889/1000™
g.L*
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. Etudes cinétiques et respiratoires

Les solutions de GHB destinées aux études cinéigierespiratoires sont obtenues par
dilution de Gamma-OH® (Serb®, Paris) dans du chrde sodium isotonique 0,9%

injectable, selon le tableau suivant :

Tableau 6 : Constitution des solutions de GHB destinées aux études cinétiques et respiratoires

Dose (mg.kd) 100 300 600 1000 1600
Concentration cible (g:t) 10 30 60 100 160
Dilution (v/v) 120 3120 3/10m 1/2 4/sme

. Etudes cinétiques et respiratoires de I'associatiote I'éthanol et du GHB

Les solutions mixtes de GHB et d’éthanol sont olésnpar dilution du Gamma-OH® et de
I'éthanol Rectapur® dans du chlorure de sodiumoisigue 0,9% injectable, selon le tableau

suivant :

Tableau 7 : Constitution des solutions mixtes de GHB et d'éthanol destinées aux études cinétiques et

respiratoires

Dose (mg.kg) de GHB 300 300 600 600
Concentration cible (g:}) en GHB 30 30 60 60
Dilution (v/v) du Gamma-OH 24/166™ 24/166™ 48/166™ 48/166™
Dose (g.kg) d’éthanol 1 3 1 3
Concentration cible (g:t) en éthanol 100 300 10( 300
Dilution (v/v) de I'éthanol Rectapur® 20/160™ 60/16G™ 20/166™ 60/166™

Comme indiqué précédemment, les titres alcoolicamed entachés d’'une erreur considérée

comme acceptable.

1.2.2.4 Conservation des solutions

Les solutions destinées a étre administrées aumaani ont été préparées extemporanément ;
les solutions concentrées ont été conservées @l fasitif (+4°C) pendant une période

maximale d’'un mois. Les substances et solutiongir@iles sont conservées selon les
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recommandations en vigueur : température ambiamte le GHB, le NaGHB, I'éthanol, le
chlorure de sodium isotonique et le Tween 80, fraddatif (-20°C) et a I'abri de la lumiere

pour le THC.
1.2.3 Reéactifs de dosage

1.2.3.1 Ethanol

Le tert-butanol (CAS 75-65-0) (Sigma Aldrich®, Sa@uentin Fallavier) dissout dans de
I'eau ultrapure & 200 mglest employé comme étalon interne pour le dosag&thanol
sanguin. L’eau ultrapure (CAS 7732-18-5) est prtedpar une centrale Milli-Q gradient A10
équipée d'une cartouche Quantum EX ; I'eau prodaitene résistivité de 18,2 Mohms.tm
(Millipore®, Molsheim). Le chlorure de sodium enyatve (CAS 7647-14-5) employé est de
qualité pour analyses (VWR International®, Fontesays-bois). La gamme d’étalonnage est
constituée par un « Cerilliant Multi-component algbltalibration kit » et les controles
internes par les : « Medidrug Ethanol VB-plus 05"g» et « Medidrug Ethanol VB-plus 1.1

g.L" » (LGC Standards®, Molsheim).

1.2.3.2 Acidey-hydroxybutyrique

La solution standard de GHB & 500 mi{.est fabriquée par dissolution de NaGHB (Sigma
Aldrich®, Saint-Quentin Fallavier) dans de 'eatrapure. La solution méthanolique d’acide
4-hydroxy-2,2,3,3,4,4-hexadeuterobutyrique (GHB-BCAS 362049-53-4) & 100 mg'L
(LGC Standards®, Molsheim) est diluée & 20 rifgdans du méthanol EMSURE® pour
analyses (CAS 67-56-1) (VWR International®, Fontesaus bois). L'acétonitrile HiPerSolv
CHROMANORM® grade gradient pour CLHP (CAS 75-05-8¢t le N,O-

Bis(triméthylsilyltrifluoroacétamide  (BSTFA) (CAS 25561-30-2) + 1% de
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triméthylchlorosilane (TMCS) (CAS 75-77-4) sont asgaupres de VWR International®
(Fontenay sous bois).

1.2.3.3 Acides organiques

Les acides organiques sont dosés & l'aide de IaseoAnion Anlyses Kft (Ref. A53537,
Beckman Coulter, Villepinte).

124 Gaz

L’air comprimé utilisé en pléthysmographie est pribgbar des équipements d’infrastructure
sur le site de la Faculté de Pharmacie. Le mélaggexique, composé de 12 % d’oxygene
dans l'azote, et le mélange hypercapnique, comgesg % de dioxyde de carbone et 21 %

d’oxygéne dans I'azote, sont produits par la séckét Products (Paris).

Les gaz nécessaires (Messer®, Puteaux), au fonetioent des chromatographes sont soit

mis a disposition en bouteilles (Hélium pureté 5s8)t produitsn situ:

- Hydrogene : générateurs d’hydrogéne Parker domhigker® 60H-MD, pureté >

99,999 % ;

- Air comprimé : compresseurs Atlas Copco® SF4 eheéxs d’air Parker domnick
hunter® LGCAD300, qualité d'air obtenue ISO 8573lhss 1.2.1, teneur en

hydrocarbures < 0,01 ppm.

1.3 Matériels

1.3.1 Consommables et petits matériels

Les boites de contention (Harvard Apparatus®, Lks)\cylindriques en plexiglas, ont un

diamétre interne de 6,5 cm. L’espace réservé anmanest ajustable en longueur jusqu’a 20
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cm. Ces boites sont percées de nombreuses ougepiue faciliter la respiration (Gueye et

coll., 2002).

Les cathéters artériels sont fabriqués avec deubaliure SILASTIC® (Dow Corning®,

Seneffe, Belgique), d’'un diametre externe de 0,84, mterne de 0,51 mm et d'une longueur
de 30 cm. Des cathéters courts Introcan® de 22dbéR/1edical®, Remiremont) sont utilisés
pour le cathétérisme de la veine caudale. Lorsadeathétérisation artérielle, I'artére est
ligaturée avec du fil de soie non résorbable Miegsil 'abdomen est suturé a I'aide de deux
types de fils, un fil résorbable Coated Vicryl®uet fil non résorbable Mersutures®. Tous ces

fils chirurgicaux sont produits par Ethicon® (I9eg Moulineaux).

Les volumes supérieurs a 1 mL sont administrés awecseringue de 5 mL équipée d’'une
aiguille de 23 G x 25 mm, pour les volumes infarsewne seringue de 1 mL équipée d’'une
aiguille de 25 G x 25 mm est utilisée. Tout le maté&’injection est de marque Terumo®

(Gyancourt). Les microtubes de recueil des prél@mssanguins sont des Eppendorf Safe-

Lock Tubes® de 1,5 ou 0,5 mL (VWR International®nkenay sous bois).

Lors du recueil des échantillons sanguins, leslleaeis, tubes et flacons utilisés sont a usage

unique et de taille adaptée au contenu et aux ajgpar

Les instruments de chirurgie, la verrerie de latmora et les micropipettes automatiques
utilisés sont mis a disposition par l'Institut, hidé ou I'Animalerie. Ces matériels sont

employés, nettoyes, qualifiés et contrblés selemdgles et les normes en vigueur.

1.3.2 Equipements

1.3.2.1 Appareil a gaz du sang

L’appareil utilisé est un Bayer Rapidlab 248™ (Séms Healthcare Diagnostic, Saint-Denis).
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1.3.2.2 Pléthysmographe
L’appareillage est constitué de :

- deux enceintes en plexiglas d’'une capacité de 2¢hdcune ou de 4 L chacune,

balayées par un flux d’air & 7 L.nin

- le dispositif de détection des variations de lssgiEn est composé d’un transducteur
de différentiel de pression Validyne DP103-10 atnddémodulateur soit de type
Validyne CD16, soit de type Validyne CD15 (Kenestlmmentation®, Richebourg),

il traduit les variations de pression mesuréesgmbélectriqgue quantifiable ;

- deux flacons-laveurs (VWR International®, Fontesays bois) en série pour saturer

I'air comprimé en eau ;
- d’une source d’air comprimé (matériel d’'infrastiure).

Les chambres, le capteur, les flacons laveurssesdearces de gaz sont reliés par des tuyaux
en silicone Versilic® de diametre externe 12 mnnttrne 6 mm (Dominique DUTSCHER,
Brumath). Les chambres sont reliées entre elles@a connections : d’'un paiiar le capteur
différentiel de pression et d’autre part par uratugisposant d’une restriction. Cette derniere
permet I'équilibration progressive des températuzesles pressions sans interférer avec

I'enregistrement du signal.

Pour les épreuves d’hypercapnie et d’hypoxie exegéntermittentes, les bouteilles (type
X05S) de mélange gazeux et les détendeurs-déstii'YNABLOC 5L type C employés
proviennent de la société Air Products (Paris)ébit d’air est alors substitué par celui du

mélange gazeux & 3 L.min

1.3.2.3 Analyseur Q-CO,

L’analyseur d’atmosphére est un VIGAZ GOLF 120 (vaso, Saint Genis Pouilly).
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1.3.2.4 Dispositif de radiotélémétrie

Le systeme employé est composé d’'un receveur PFgI®oRPC-1, d’'un baromeétre APR-1,

d’'une matrice d’acquisition Data Exchange MatrixT8s sondes utilisées sont des TA10TA-
F20 (Data sciences international, Les Angles), odéte originellement destiné aux souris est
préféré au modeéle pour rats plus gros et plus lo@es sondes mesurent en continu la

température et I'activité motrice de I'animal.

1.3.2.5 Appareils de dosage

. Chromatographe en phase gazeuse a détecteur d'icai®n de flamme (CPG/DIF)
Deux chromatographes ont été employés pour lardétation des éthanolémies :
- Un chromatographe 5890 (Agilent Technologies®, Mpasfusqu'a sa panne
définitive ;
- Un chromatographe TRACE GC (Thermo Scientific®,l&bbn sur Yvette) disposant

d’'un passeur d’échantillon permettant l'injectieguide ou l'injection de I'espace de

téte (ET/CPG/DIF).

Ces deux appareils sont équipés d’'une colonne HPR-ALCOHOL 7,5 m x 0,32 mm X

20 pm.

. Chromatographe en phase gazeuse couplé a la speatitrie de masse en tandem

L’appareil employé pour le dosage du GHB sanguirueschromatographe 320-MS (Bruker
Daltonics®, Wissembourg) équipé d’'une colonne ReRXi 5 ms 20 m x 0,18 mm x 0,18

um (Restek®, Lisses).
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Electrophorése capillaire

Le systeme utilisé est un P/ACE™ MDQ (Beckman Goulillepinte) équipé de capillaire
de silice de 50 cm x 75 pum.
1.3.2.6 Autre matériel

Les balances, les centrifugeuses, les réfrigémtetires congélateurs utilisés sont mis a
disposition par I'Institut, I'Unité ou I’AnimalerieCes matériels sont employés, qualifiés,
contrélés selon les regles et les normes en vigueur
1.4 Logiciels

- HP Chem Station version A.06 (Agilent Technologiedassy)

- Chrom-Card data system version 2.4.1 (Thermo Stie®t Villebon sur Yvette) ;

- Bruker MS Workstation version 7.0 (Bruker Daltor@cdVissembourg) ;

- 32 Karat™ Software version 8.0 (Beckman Coultelieginte)

- Dataquest A.R.T.™ Silver analysis and Silver adtjars version 4.10 (Data sciences

international, Les Angles) ;

- Elphy version 3.1.0.38 et Acquisl version 4.0 (CNRStitut Alfred FRESSARD,

Unité de Neurosciences intégratives et computaéibesy Gif-sur-Yvette) ;
- GraphPad Prism® version 5.0 (GraphPad Softwareolla, Lalifornie, USA) ;

- Monolix 4.1.2 (LIXOFT, Orsay).
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2 Techniques

2.1 Anesthésie

Les rats ont été anesthésiés par I'associatiormiéea70 mg.kg et xylazine 10 mg.k
injectée par voie intrapéritonéale. L'anesthésieappréciée par I'immobilité compléte de
I'animal, la profondeur de son sommeil et I'absedeaéponse a des stimulations de la queue

ou des membres inférieurs.

2.2 Cathétérisme

2.2.1 Cathétérisme de l'artére fémorale

Un jour avant I'étude, I'animal est anesthésiépas® sur un support chauffant et thermostaté
(Gueye et coll., 2001). L'abord chirurgical se fadtr I'aire fémorale gauche. Aprés dissection
de la région inguinale, I'artére est isolée et d#ittiede, le cathéter est ensuite tunnellisé a la
nuque par voie sous-cutanée. Apres fixation, iri@se au chlorure de sodium hépariné pour
éviter toute thrombose ou obstruction de sa lumiki@imal est alors transféré dans une
cage individuelle pour une période d’au moins 2drég, délai nécessaire a I'élimination des
anesthésiques. Le jour de l'étude, l'animal estailss dans une boite de contention.
L’extrémité de recueil du cathéter est libéréesdag est recueilli par écoulement. Au cours
des études, du sérum physiologique hépariné esti@éggment injectévia le cathéter pour

compenser les pertes liquidiennes et éviter tdutanbose.

2.2.2 Cathétérisme de la veine caudale

Le jour de I'étude, le rat est placé dans une bdéecontention. La queue de I'animal est

échauffée pour provoquer une vasodilatation (e4d°& ou mains de I'opérateur), le cathéter
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est alors introduit dans une veine a 3 cm de kswité caudale. Le sang est recueilli par

eécoulement, en cas de vasoconstriction, un massgeepeut faciliter le recueil.

La ponction au niveau de la veine caudale laté@sti@ine technique facile a mettre en ceuvre :
I'anesthésie n'est pas nécessaire, la contentifin, $&1 préléevement de volume conséquent de

sang est possible et les contraintes pour 'angoat minimes (Diehl et coll., 2001).

2.3 Implantation des sondes de radiotélémétrie

Au moins quatre jours avant I'étude, I'animal esésthésié, une laparotomie est pratiquée et

le transmetteur est placé dans la cavité périter{&uze et coll., 2008).

Le délai de quatre jours est nécessaire a I'anpoal récupérer son poids initial (Leon et
coll., 2004). Les animaux étant pesés avant toat@palation, ceux n’ayant pas récupéré leur

poids initial au cours de ce délai, sont réservés pne étude ultérieure.

3 Méthodes

3.1 Détermination de la dose létale médiane

La dose létale médiane (Y. a été déterminée chez le rat naif selon la métkodle-and-
down » proposée par Dixon (Dixon, 1965, 1991) &hé&é par Bruce (Bruce, 1985, 1987).

Cette procédure nécessite peu d’animaux.

Apres I'administration de la substance, le ratpaté dans une cage individuelle avec acces
libre a la nourriture et I'eau de boisson. L'étuss menée a I'animalerie centrale dans les
conditions environnementales précédemment décrit&mimal est alors régulierement

observé a la recherche de signes de toxicité da deort. Ces observations sont effectuées
aux temps suivants : 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 210 et 240 minutes puis a 5, 6, 12 et

24 hetenfina 2, 3, 4,5, 6, 7 et 14 jours apmgection.
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3.2 Evaluation des signes cliniques
Pour toutes les expérimentations animales, les sigireques ont été enregistrés selon :

1. I'échelle proposée par Pirnay et coll. (Pirnay @t.c2008) permettant une évaluation

de la conscience en quatre stades lors de I'éteslgaz du sang :
- Stade O : le rat est completement éveillé.

- Stade 1 : diminution de I'activité locomotrice dat qui se traduit par une diminution

du tonus musculaire. Période d’éveil.
- Stade 2 : le rat dort.
- Stade 3 : le rat est comateux sans période d’éveil.

2. la grille de Irwin adaptée a la pléthysmographi@kleau § pour enregistrer les

signes cliniques généraux.

3.3 Gazdusang

L’étude des gaz du sang est menée avec des raalgeinent cathétérisés au niveau de
l'artere fémorale. Le jour de I'expérimentationariimal est placé dans une boite de
contention. Les prélevements de sang d’'un volum&0fauL sont analysés immédiatement
avec l'analyseur des gaz du sang. Les pH, pregsaotielle artérielle en CO(PaCQ) et
pression partielle artérielle en, @PaQ) sont mesurés par potentiométrie et ampéromédrie,
concentration artérielle en bicarbonates [HT@t la saturation en oxygene Sa®ont
calculées. Ces parameétres sont ajustés en foraxide température de I'animal, mesurée par

sonde rectale (Villa et coll., 2007).
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Tableau 8 : Grille de Irwin adaptée a la pléthysmographie

Observations Temps de mesures
Vigil
Exploration
spontanée
Comportement [ Toiletage
Normal Erat basal
(hde e
Mauvaise
condition
Observation Mornbond
Général Mort
Erection du
Systéme poil
circulatoire et | Couleur de fa
pelage peau
Activité
Tespiratoire
Systéme Respiration
respiratoire irréguliére
Activité
spontanée
Agitation
Stéréotypie
Sedats
Queue de
Activitg straub
motrice [ Convulsion
Salivation
Micton
augmentée
Museau, feces | Diarrhée/Defe
gt uring cation
[ Conscience
Autre
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3.4 Pléthysmographie corps entier

La pléthysmographie corps entier est une technilguphysiologie respiratoire permettant de
déterminer les paramétres de respiration (Bardett Tenney, 1970, Villa et coll., 2007,
Houze et coll., 2008, Houze et coll., 2010). Letipfdémographe utilisé mesure les temps
inspiratoire (T) et expiratoire () et le différentiel de pression a partir des \aies de
pression entre la chambre de référence et la cleambrse situe I'animal. Le temps total
(To1), la fréquence respiratoire (f), le volume cour@¥) et le volume minute (M sont
déterminés secondairement, leur calcul requéramttdenpératures de l'animal et de la
chambre, le volume de calibration et sa variation pdession associée et la pression
atmosphérique. Enfin le débit inspiratoire moyenr{Ty, et le rapport ITro1, OU régime

inspiratoire, sont calculés apres le recueil degltéts.

La technique impose l'usage de chambres de volupnstant, rigides et temporairement
étanches. Les variations dans le temps de la preseint enregistrées sur un micro-ordinateur
et interprétées a l'aide des logiciels Elphy® ougqéisl®. Chaque jour, le systéme est
qualifié par un test de fuite et calibré par la mmegépétée des variations provoquées par la

mobilisation rapide d'1 mL d’air.

L’étude est menée avec des rats équipés de soedemdibtélémétrie. Le jour de I'étude,
I'animal vigil est placé dans la chambre. Aprés acelimatation d’au moins 30 minutes,
I'étude débute par I'enregistrement de la respiratie repos chez I'animal encore naif pour
établir les valeurs basales. L'animal est délicatetnextrait de la chambre pour l'injection
puis replacé. Le décompte du temps est déclentaénainistration de la substance et I'étude
des effets de celle-ci commence. Pour chaque md&mirée et la sortie d’air sont clampées
pour une durée maximale de 100 secondes, I'enregisht est initié une fois le systéme clos.

L’isolement du systéme est nécessaire a I'enregignt des variations de pression entre les
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deux chambres. Les mesures et les calculs sonisétalplartir d’'une plage d’au moins 20
secondes. Les parametres sont déterminés pour chespigtion et c’est leur moyenne qui
est considérée. Le volume courant est calculé,nséémuation de Drorbaugh et Fenn
(Drorbaugh and Fenn, 1955), pour chaque temps eatidm des températures et de la

pression atmosphérique relevées lors de la mesacemee.

La mesure des variations de pression a été vatidéene gamme couvrant 'ensemble des
observations (équivalent a la mobilisation de vauae 0,3 a 2,5 mL a température
ambiante). Les recouvrements varient entre 99 8t %0 les coefficients de variations de
répétabilité n'excédent pas 2,6 % et ceux de féélintermédiaire (anciennement

reproductibilité) 3,2 %.

3.4.1 Etude en ventilation de repos

Lors de I'étude en ventilation de repos, les teseur Q et CQ de I'atmosphere du systeme

ont été mesurées a respectivement :
- 20,9+0,3%et0,5+0,1 % avant la fermeture, et

- 20,1+0,3%etl,1+0,2% alaréouverture.

3.4.2 Epreuves d’hypercapnie ou d’hypoxie exogenes interittentes

Cette technique a été mise en ceuvre spécifiquepoemtce travail. Lors du développement
de ce modele, il a été déterminé que l'air du syetpléthysmographique était substitué par le
mélange gazeux aprés 5 minutes a 3 Linibonséquemment, les mesures ont été réalisées
en deux temps : axk min Mesure de la respiration en air etyan, mesure en stimulation, soit
hypercapnie exogéne soit hypoxie exogene. L'épralesgespiration en air consiste en la
mesure de la ventilation de repos juste avant bstgution de l'air par le mélange gazeux

hypercapnique ou hypoxiquEiQure 1).
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Balayage des chambres par le gaz Balayage des chambres par I'air a
d'épreuve a 3L.min"! pendant 5 min 7L.min"" jusqu’a la prochaine mesure,
au minimum pendant 11 min
AN AN
4 A a I

\ Temps

Mesure des paramétres respiratoires

Mesure des paramétres

respiratoires en air en épreuve dynamique (hypercapnie
(ventilation de repos) ou hypoxie exogene) pendant 100
pendant 100 secondes secondes

Figure 1 : Schéma du principe d'alternance des mesures en air et des mesures en stimulation

Ponctuellement au cours des expérimentations,gosition de I'atmosphére du systéeme a
été veérifiee avec l'analyseur ,8C0O,. Lors des épreuves d’hypercapnie ou d’hypoxie
exogenes intermittentes, les teneurs ene® CQ de l'atmosphére du systeme ont été

mesurées a :

- 209 +03%et4,7+0,2 % avant la fermeture®L2 0,3 % et 5,3 + 0,2 % a la

réouverture pour I'’hypercapnie exogene, et ;

- 123+0,2% et 0,5 + 0,1 % avant le fermeturele¥ + 0,2 % et 1,1 + 0,2 % a la

réouverture pour I’hypoxie exogene.

3.4.3 Détermination des durées d’apnée

L’'observation des tracés pléthysmographigues oBtenaus a incités a établir, en
collaboration avec M. Sadoc, créateur du logiciphl, une configuration spécifique afin de
distinguer les phases inspiratoires et expiraton@stables des pauses, que nous appelons
apnées, survenant avec certaines substances. pansicertaines études, nous avons mesure,

dans un premier temps :

- les temps inspiratoire (Jlet expiratoire (F) sans correction ;
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puis dans un second temps :
- les temps corrigés : temps inspiratoire corrige)(ét expiratoire corrigé ), et ;

- ladurée des apnées inspiratoireg €& expiratoire (4).

-3800

-4000

-4200

-4400

4600 _I | | | | ..I T | | | | ]
3692 %94 396 398 370 3702 3704 3706 3708 i

Figure 2 : Tracé pléthysmographique d'une respiration normale de rat avec les curseurs du début

d’inspiration en bleu (minimum) et du début d’expiration en rouge (maximum)

Habituellement, les temps respiratoires sont cagwdpres détection du minimum et du
maximum de variation de pression, le€fant le temps qui sépare le minimum du maximum

et le Te celui qui sépare le maximum du prochain minimigyre 2).

5000

4500

4000

3500

3000?‘“\

-
| | |
ESa 9415 942 9425 343 3435 4

Figure 3 : Tracé pléthysmographique d’'une respiration de type apneustique de rat avec les curseurs

du début d’'inspiration en bleu (minimum) et du début d’expiration en rouge (maximum)
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Figure 4 : Tracé pléthysmographique d’une respiration de type apneustique de rat avec les curseurs
du début d’inspiration en bleu (minimum), et de gauche a droite les curseurs rouges respectivement

du début d’apnée inspiratoire, du début d’expiration (maximum) et du début d’apnée inspiratoire.

Lors d’'une respiration de type apneustique, cetéhode n’est plus adaptée puisque des
périodes a deébit respiratoire faible : apnées, sangnt apres l'inspiration et I'expiration
(Figure 3). Le début de ces apnées a été déterminé automaii a I'intersection de la
droite de pente maximale avec la droite de la pemtémale Figure 4). Les parametres

déterminés sont liés selon les formules suivantes :
- Ti=Tc+A,et;

- Te=Tec+ Ak
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3.5 Méthodes de dosage

Les études cinétiques sont menées avec des rafaljenent cathétérisés. Le jour de
I'expérimentation, I'animal est placé dans une éaié contention. Les prélévements de sang

d’un volume d’environ 10Q.L sont :

- Soit immédiatement congelés puis transportés &titlit pour analyse (éthanol et

GHB) ;

- Soit centrifugés. Le sérums recueillis sont immigaiieent congelés puis transportés a

I'Hopital Saint-Louis pour analyse (acides organgjue

Les dosages sont menés sur des échantillons déésmg@amenés a température ambiante.
3.5.1 Dosage de I'éthanol

3.5.1.1 CPG/DIF

La détermination de I'éthanolémie est adaptée ¢eM&083 Dosage d'alcools et de I'acétone
par CG/DIF » (Roussel et coll., 2008), inscritepdan Qualité de I'RCGN et faisant partie

des méthodes pour lesquelles I''RCGN est accrguitele COFRAC. La méthode a été

validée selon les régles en vigueur : son domaieeadtitude s'étend de 0,2 & 4,0 g,lla

limite inférieure de détection est de 0,07 Gt I'incertitude de mesure est inférieure & 10 %.

Pour cette étude et en raison du plus faible voldmeang chez le rat, la prise d'essai a été
réduite a 10 pL (originellement dans la ME083, lesemd'essai est de 100 uL). La prise
d'essai est diluée au 10eme dans la solution agqudeidert-butanol. 2 puL de la solution
obtenue sont injectés et élués au travers de taoelHP BLOOD-ALCOHOL. L'éthanol est

détecté par ionisation de flamme. L'éthanolémiedéserminée en fonction du rapport du
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signal de I'éthanol a celui du tert-butanol avee gamme d'étalonnage externe. Lors de la

série d'essais, deux solutions sanguines de cersodit analysées.

Pour les échantillons présentant des concentratioigsieures a la limite inférieure de
quantification, dans la mesure du réalisable, dagiahs au demi ou au cinquieme sont

analysées a la place de celles au dixieme.

Cette technique a été mise en ceuvre jusqu’a lagpaéiimitive du chromatographe 5890.

3.5.1.2 ET/CPG/DIF

La détermination de I'éthanolémie est adaptée @¢eM&359 Dosage d'alcools et de I'acétone
par ET/CG/DIF », inscrite au plan Qualité de I''R€@t faisant partie des méthodes pour
lesquelles ''RCGN est accrédité par le COFRACHI&hode a été validée selon les regles en
vigueur : son domaine d'exactitude s'étend de (&1%,0 g.L', la limite inférieure de

détection est de 0,06 g'let I'incertitude de mesure est inférieure & 12 %.

Pour cette étude et en raison du plus faible voldmeang chez le rat, la prise d'essai a été
réduite a 25 pL (originellement dans la ME359, iagd'essai est de 50 puL). La prise d'essai
est diluée dans 300 uL de la solution agueuse rtdoutanol et 1,25 mL de chlorure de
sodium cristallin. Les flacons sont agités et cfémufh 85°C pendant 30 minutes, 1 mL de
I'espace de téte est injecté et élué au traveta delonne HP BLOOD-ALCOHOL. L'éthanol
est détecté par ionisation de flamme. L'éthanoléstedéterminée en fonction du rapport du
signal de I'éthanol a celui du tert-butanol avee gamme d'étalonnage externe. Lors de la

série d'essais, deux solutions sanguines de cerdodit analysées.

Pour les échantillons présentant des concentratioigsieures a la limite inférieure de

guantification, dans la mesure du réalisable, isept’essai est ramenée a 50 pL.
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3.5.2 Dosage du GHB par CPG/SM/SM

Le dosage du GHB sanguin a été adapté de la « MR24Berche et dosage de I'acide
hydroxybutyrique dans les urines par CPG-SM » rits@u plan Qualité de I'lRCGN. Les
différences consistent au ratio du split : 50 au lde 5 précédemment, et a I'acquisition en
mode MRM (Multiple Reaction Monitoring) en lieu ptace du mode SIM (Single lon
Monitoring). La nouvelle méthode a été validée sdis régles en vigueur : son domaine
d’exactitude s'étend de 2 & 500 mg,lla limite inférieure de détection est de 0,6 rigelt

I'incertitude de mesure est inférieure a 15 %.

La prise d’essai de 40 uL de sang est diluée eifiéa par 80 pL d’acétonitrile. Aprés
centrifugation 50 pL du surnageant sont dilués emidians la solution d’étalonnage interne
(GHB-Dg). Le mélange obtenu est évaporé a sec, reprigratédpar le BSTFA a 1% de
TMCS (20 minutes a 80°C). Un microlitre de la swintest analysé apres une injection en
split au 56™ Le GHB-TMS et son analogue hexadeutéré sontifiesnen mode MRM avec

les transitions suivantes :

Tableau 9 : Parameétres d'acquisition du mode MRM

Le GHB sanguin est déterminé en fonction du rapgartsignal du GHB-TMS a celui du

GHB-Ds-TMS avec une gamme d'étalonnage externe. Lora dérle d'essais, deux solutions

lon sélectionné| lon sélectionné Energie de Temps

par le ler par le 3éme collision d’acquisition (s)
quadriplle quadriplle

(+) 233.0 (+) 73.0 45.0V 0.040
(+) 233.0 (+) 147.0 30.0V 0.040
(+) 233.0 (+) 233.0 30.0V 0.040
(+) 239.0 (+) 147.0 40.0V 0.040
(+) 239.0 (+) 239.0 40.0V 0.040

sanguines de contréle sont analysées.
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3.5.3 Dosage des acides organiques

Dans un tube Eppendorf, 100 pL de sérum (échamtipoints de gamme et contrdles) sont
précipités par 200 pL d’acétonitrile contenant 2.5t de formiate (étalon interne). Aprés
agitation et centrifugation (14000 tours.fipendant 5 minutes), le surnageant est décanté
puis évaporé a sec dans un tube borosilicaté aératype ambiante. Le résidu sec est repris
par 100 puL de tampon de séparation. Les solutibtenaes sont introduites dans le capillaire
en mode hydrodynamique sous un temps variable §2sh La séparation se fait selon le
principe de I'électrophorése de zone dans un eaglde silice (75 pm de diametre x 50 cm
de longueur effective) dynamiquement recouvert @’'wouche polycationique (dynamic
coating) avant I'analyse de chaque échantillonfagen a inverser le flux électro-osmotique.
La séparation est réalisée sous un voltage de 3@ik\polarité inverse a une température de
25°C. Les acides organiques sont détectés en mbdgiaiet indirect a 254 nm. Dans ces
conditions de seéparation, les temps de migrationlest mobilités apparentes sont

respectivement pour :

les formiates 3,60 min et pe = -0,0005359%/is ™ ;

les acétates 4,78 min et pe = -0,00039138 s ;

les acéto-acétates 4,88 min et pe = -0,00038Z¥7 st ;

les lactates 4,94 min et pe = -0,0003762% s ™.

Pour tous les acides, la méthode est linéaire de4®0 mg.L* correspondant & une linéarité

de:
- 0,25 & 67,8 mmol.t pour les acétates ;
- 0,15 & 39,2 mmol.t pour les acéto-acétates ;

- 0,17 & 44,1 mmol .t pour les lactates.
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Les limites de détection et de quantifications sespectivement de 5 et 15 mg.[(sous une

injection de 8 s), soit :
- 0,08 et 0,25 mmol.L pour les acétates ;
- 0,05 et 0,15 mmol.L pour les acéto-acétates ;
- 0,06 et 0,17 mmol.Lt pour les lactates.

Pour les trois acides, les coefficients de vanmatie I'exactitude sont inférieurs a 11 %. Il n’y
a pas d’'interférence avec I'héparine, ni avec wbfiés anions inorganiques physiologiques,
soit parce qu’ils sont rapidement élués (chloru$6 min), soit car ils ne sont pas détectées

aux concentrations physiologiques (sulfates, phatgsh nitrates).

3.6 Méthodes statistiques

Sauf précision, les résultats sont exprimés soudsrtae moyenne + erreur standard de la
moyenne (SEM). Les valeurs mesurées sont consglésteme normalement distribuées. Le
seuil de significativité a été choisi a 5 % (p €9), Les données chronologiques débutent a

To, dernier temps avant administration.

Les analyses statistiques et les graphiques omégliéés avec le logiciel Prism®, en fonction

de la configuration :

- Soit les résultats sont comparés avec une analyse vdriance a 2
facteurs (ANOVA-2). Si l'interaction temps*traitemieest significative, un post-test

de Bonferroni est réalisé ;

- Soit les résultats sont comparés avec une analygaridace a 1 facteur (ANOVA-1)

avec un post-test de Bonferroni ;

- Soit les résultats sont comparés par un test t ave@cessaire une correction de

Welch si ’'homoscédasticité n’est pas respectée ;
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- Soit la corrélation est vérifiée par un test derf@a

Les aires sous la courbe (AUC) sont calculées pbaque animal en utilisant la méthode des

trapezes (Murray, 1981) et sont ensuite companmeesilesant la méthode adaptée.

3.7 Représentations graphiques

L’essentiel des représentations graphiques coneisten tracé de I'évolution du parametre
selon le temps. Sauf indications contraires, sdakedifférences significatives avec le groupe
Témoin sont indiquées, elles sont représentéedgsapoints de la méme couleur que celle du
groupe correspondant, selon la codification sumart p < 0,05 ;e p < 0,01 ;eee p <

0,001.

3.8 Parametres cinétiqgues et modélisation

Dans une premiére approche descriptive, les parasmpharmacocinétiques : Cmax, Tmax,
AUC_,240 et CL/Rp, décrits ci-aprés, ont été estimés a partir destiques établies. lls sont
exprimés comme la moyenne + 'écart type (SD) ddeurs observées a I'exception du Tmax

qui est la médiane [intervalle des valeurs : minimunmaximum] des valeurs observées.

- Le Cmax est la concentration maximale observée genda durée des

expérimentations ;
- Le Tmax est le temps nécessaire pour atteindrenaxC

- L'’AUC o240 est l'aire sous la courbe des concentrations ectifin du temps. A
certaines doses, la substance n’étant pas élimmé&empartiment sanguin au bout de

240 min, 'AUGy_240 ne représente que partiellement 'AUC totale ;

- La CL/Rp est la clairance apparente par voie IP. La biodigpldé des substances

n'ayant pas été déterminée apres administratisavieineuse (IV) dans notre modele,
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seule la clairance apparente peut étre proposé#-pCest estimée par le calcul :

Dose

——— dans la mesure ou 'AULC 240 peut représenter I'AUC totale.
AUGC,,

Les cinétigues ont ensuite été modélisées selon ap@oche en population. Les
modélisations ont été réalisées avec le logicielN\DRIX 4.1.2 dans sa version de base par
étapes et les modéles finaux ont été validés eddiprocessus. Lors d’une modélisation de
population, les parametres pharmacocinétiques estihés sur 'ensemble des données de
tous les individus. Ces parameétres décrivent dbosnétique d’un individu moyen de cette

population.

Ce type de modélisation propose un modéle uniqueokérent pour I'ensemble de la

population, ce qui autorise, a l'issue, la commmaides parameétres individuels obtenus a
partir des paramétres de population. Ces parami@uliasduels sont composés du paramétre
de population, de la variabilité intersujets etlaevariabilité interoccasion. Cette méthode
permet aussi de tester I'influence des parametné® @ux : covariances et de parametres

externes comme le poids et la dose : covariablelesparametres pharmacocinétiques.

1/ Plusieurs modeles mathématiques ont été teptas, chaque modélisation, toutes les

hypotheses ont été testées :
- Absorption d’ordre 0 ou d'ordre 1 ;
- Elimination linéaire ou non linéaire de type MickadVlenten ;

- Distribution dans 1, 2 ou 3 compartiments.
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2/ Les modeles mathématiques retenus ont été sauntisoix du modele d’erreur résiduelle :

constante (y £+ ae), proportionnelle (y # + bf €) ou combinée (y £+ (a + bf ) € avec

y : observationf : concentration prédite,: erreur résiduelle et a et b constantes.

3/ Enfin, I'influence des covariances et des caladsa priori : dose et poids des animaux a

été testées.

A chaque étape, les criteres d’acceptation ont éte

Pour les parametres du modele structural : latéed® leur valeur et une erreur-type

relative inférieure (RSE : Relative Standard EreoB0 % ;

Pour les parametres du modele statistique : uneif®8ieure a 100 % voire 50 %, si

ce critere n’est pas respecte, la variabilité dap@tre est otee ;

Pour les scores de vraisemblance : la signifidétides modifications (baisse ou

hausse). Les scores de vraisemblance ont été déésrapres 20 000 itérations ;

Pour les représentations graphiques: [I'amélioratida celles-ci pour les
confrontations observés/prédits, les percentilespaBliction et la répartition des

observations. Les intervalles de prédiction onééablis aprés 1 000 itérations.

Le modele final accepté, les parametres obtenusespnimés comme la moyenne * l'erreur-

relative standard (RSE) et éventuellement confeaté’autres parametres observés comme

la température ou le pH.
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4  Protocoles expérimentaux

Les protocoles mis en ceuvre sont décrits ci-dessmus une forme standardisée.

4.1 Regles générales

Les animaux ont été distribués aléatoirement daragroupes. Le nombre de groupes, leur
descriptif et leur effectif sont précisés soit dades descriptif des protocoles soit en
introduction de chaque étude dans les chapitrgectts. Un groupe Témoin est réalisé dans
chaque étude (sauf Bd), il est constitué d’animaux recevant du sérunmspilggique ou pour
I'étude du THC, une solution de Tween 80 a 5% dansérum physiologique a 3% v/v
d’éthanol. Le volume administré est le méme queliceés substances étudiées, soit 10

mL.kg™.

Le poids moyen des animaux par groupe a été testéne analyse de variance a 1 facteur
(ANOVA-1), si une différence significative est dém une remarque spécifique est reportée
dans les résultats.

4.2 Détermination de la DLsg

Les animaux sont distribués aléatoirement entr& Iséries (n = 6). Les séries se distinguent
par la dose initiale calculée a partir d'unesplapportée (Dboy) : 2/3 DLsor, DLsor, 3/2 DLsor.

Pour chaque série, une Blest déterminée. La valeur rendue est la moyenmes8 valeurs.

4.3 Cinétiques sanguines

4.3.1.1 Cinétiques sanguines artérielles

Les échantillons sanguins ont été prélevés cheamiasaux cathétérisés au niveau de l'artére

fémorale selon la planification suivante : 0, 10, 20, 40, 50, 60, 90, 120, 150, 180, 210 et

Page 57 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES

2012
RECREATIVES : GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A ’ETHANOL

240 minutes. Afin de réduire le nombre d’animauksdts et puisque le modele animal était
identique, les prélevements sanguins destinésnalyse des gaz du sang ont été réalisés
simultanément sur les mémes animaux. Cette raisati@n a nécessité le relevé continu de la
température rectale. Le volume sanguin prélevéir@am3 mL, n’a pas excédé le volume
maximal admis (Diehl et coll., 2001), d’autant queur composer les pertes liquidiennes et
minimiser les phénomeénes de coagulation, 0,5 misétem physiologique hépariné a éte

administré a 30, 60, 120 et 180 minutes.

4.3.1.2 Cinétiques sanguines veineuses

Les échantillons sanguins ont été prélevés cheamlesaux cathétérisés au niveau de la veine
caudale selon la planification initiale suivant@,:20, 40, 60, 120, 180 et 240 minutes. Le
volume sanguin prélevé, moins de 2 mL, n’excédelpaslume maximal admis (Diehl et
coll., 2001) comme précédemment 0,2 mL de sérursiplogique hépariné a été administré

a 30, 60, 120 et 180 minutes.

4.4 Parametres respiratoires

4.4.1 Parameétres respiratoires en ventilation de repos

L’étude pléthysmographique a été menée sur deggaipés d’'une sonde de radiotélémétrie.
Les parametres respiratoires sont déterminés dalaméme planification que celle des

cinétiques artérielles.

L’évolution de la température des chambres de yd@tlographie a été testée par une
ANOVA-2, si une différence significative est déaeléne remarque spécifique est reportée

dans les résultats.
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4.4.2 Gaz du sang en ventilation de repos

Comme indiqué précédemment, ce type d’étude a étm@ensur des échantillons sanguins
obtenus lors des études cinétiques. Les prélevene¢mhesures ont été reéalisés en suivant la

méme planification que I'étude cinétique artérielle

4.4.3 Parametres respiratoires lors des épreuves d’hypeapnie et d’hypoxie exogenes

intermittentes

L’étude pléthysmographique a été menée sur degaipés d’'une sonde de radiotélémétrie.
En raison des nécessités techniques évoquéggl &) les parametres respiratoires en air sont
déterminés selon la planification suivante : 0, B85, 55, 115, 175 et 235 min et en

hypercapnie ou hypoxie a 0, 20, 40, 60, 120, 1&3etmin.

Page 59 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES

2012
RECREATIVES : GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A ’ETHANOL

Chapitre 2 : études des effets respiratoires de tiganol

1 Etude Al : Détermination de la Dig
La DLso a été déterminée & : 3,57 + 0,34 § k8,46 — 3,76 g.k{.

Lors de cette étude, les animaux sont rapidemergndss comateux. Cette période de coma
est suivie chez les survivants de prostration. #ap&4 heures, les animaux sont
asymptomatiques et reprennent une activité norrakerats, qui sont décédés plusieurs jours
aprés l'administration de I'éthanol, n'avaient pgagsenté de signe clinique différent des

survivants.
2 Cinétiques sanguines d’éthanol

2.1 Etude A2 : Ethanolémies artérielles

Les rats ont été répartis entre les 8 groupes &h:3e groupe Témoin et 7 groupes Ethanol
recevant une dose de 0,125; 0,25; 0,5; 1; 3,6u 4,5 g.kg d'éthanol IP. Les premiers
résultats montrant que I'éthanol n’était plus dabkd dans le sang au bout de 60 min pour les
doses inférieures ou égales a 0,5 g,kg dernier prélévement a été fixé & 60 min pelies-

Ci.

L’éthanol a été détecté dans les prélévements Bandu groupe 0,125 g.Rgmais n'a pas pu
étre dosé. Les éthanolémies artérielles obtenuasle® groupes 0,25;0,5;1;1,5; 3 0u 4,5

g.kg* sont représentées Eigure 5.
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Figure 5 : Représentation linéaire (gauche) et semi-logarithmique (droite) des éthanolémies artérielles
moyennes aprés l'administration IP d’éthanol pour les groupes 0,25 g.kg™ (vert ouvert) et 0,5 g.kg™
(rouge ouvert), 1 g.kg'l (marron), 1,5 g.kg'l (bleu), 3 g.kg'l (vert) et 4,5 g.kg'l (rouge).

Les parameétres cinétiques artériels apparentsrepaottés dans ldableau 10 L'AUC ¢, 240,
le Cmax et le Tmax croissent avec la dose alors Qu&pr diminue mais les AUE, 240
n'étant pas complétes pour les doses & 3 et 4¢5 g relation AUC en fonction de la dose

n'apas éete représentée.

La modélisation de population a aboutit au choikndmodéle a 1 compartiment avec
absorption d’'ordre 1 et élimination de type Micksddllenten de formule Tableau 11,

Figure 6, Figure 7, Figure §

\/
max X
ac_ _Vd/F, entrée dont entrée(t) = _ D a0 , avec :
dt Km+C Vd/F,

C : concentration (Mg:t) ; Vmax: vitesse maximale d’élimination (mgkgnin®) ; Vd/Fp :
volume apparent de distribution (L:Kg; Km : constante de Michaelis-Menten (mg)L. D :

dose (mg.kd) ; ka : constante d’absorption (i Le Vinax est corrélé a la dose.
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Tableau 10 : Parameétres cinétiques artériels apparents apres I'administration IP d’éthanol

Paramétré’ Dose (g.kd)

0,250 0,500 1,000 1,500 3,000 4,500
AUCo_240 (g.L*.min™) 1,12+0,68 17,3+4,1 95,5+39,3 202,0273,0  643,8+126,0 1050,0+243,0
Cmax (mg.[}) 62+24 446+132 1080+229 1680+544 3600+774 5130+1116
Tmax? (min) 10 [10-20] 20 [10-20] 25 [10-40] 45 [10-60] 60 [10-90] 105 [30-210]
CL/Fip (L.mint.kg?) 0,343+0,277 0,031+0,008 0,012+0,004 0,009+0,004 NA NA

2p < 0,05 par rapport aux valeurs du groupe 0,2k§'g

®p < 0,01 par rapport aux valeurs du groupe 0,266y

°p < 0,001 par rapport aux valeurs du groupe OgRlkg"

W Les parametres sont exprimés comme la moyenne. £+ SD

@ e Tmax reporté est la valeur médiane des Tmagrubs [Intervalle des observations]
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Figure 6 : Evaluation du modéle a 1 compartiment avec absorption d’ordre 1 et élimination de type Mickaelis-Menten. Corrélation des données observées aux

prédictions de population (gauche) et aux prédictions individuelles (droite)
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Figure 7: Evaluation du modéle a 1 compartiment avec absorption d’'ordre 1 et élimination de type Mickaelis-Menten. Les lignes vertes représentent les
percentiles empiriques correspondants aux données observées, les zones bleues et rose représentent les 5°M  50°™ et 95°™° percentiles des prédictions.
Attention, le logiciel MONOLIX a disposé ses résultats dans un ordre différent a la prochaine figure.
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Figure 8 : Evaluation du modéle a 1 compartiment avec absorption d'ordre 1 et élimination de type Mickaelis-Menten. Les points bleus représentent les
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Tableau 11: Parameétres pharmacocinétiques artériels de population de I'éthanol aprés administration

IP pour des rats males Sprague-Dawley.

Parametre Estimation moyenne (RSE [%])

Modéle de base Modeéle final

Modéle structural

ka (min) 0,135 (15) 0,136 (15)
Vd/Fp (L.kg™h) 0,895 (6) 0,904 (6)
Vmax (Mg.kg*.min™?) 6,10 (5) 6,25 (5)
Vimax Odose -0,25 (25)

Km (mg.L?) 1,39 (15) 3,61 (29)

Modéle statistique

a (mg.L™h 2,84 (8) 3,00 (9)
b 0,117 (4) 0,110 (4)
Oka 0,963 (12) 0,954 (12)
oy 0,414 (11) 0,400 (11)
®vm 0,338 (12) 0,275 (13)
OKkm 0,546 (22) 1,2 (18)

Avec w estimateur de la variabilité interindividuelle, 8 estimation du facteur d’influence
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Le Vmax €St corrélé a la dose (test de Pearson p < 0,804&)température centrale (test de

Pearson p < 0,001) et au pH (test de Pearson @3d Omais la température et le pH sont eux-

mémes corrélés a la dose (test de Pearson p <)@fQdre 9 & Figure 10).

10
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Figure 9 : Evolution du V., en fonction de la température centrale (gauche), du pH artériel (centre) et

de la dose administrée (droite). Les lignes représentent les droites de régression obtenues.
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Figure 10 : Evolution de la température centrale (gauche) et du pH artériel (droite) en fonction de la

dose d'éthanol administrée. Les lignes représentant les droites de régression obtenues.
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2.2 Etude A3 : Ethanolémies veineuses

Les rats ont été répartis entre les 4 groupes3n: le groupe Témoin et 3 groupes Ethanol

recevant une dose de 0,5 ; 1 ou 3 g.dthanol.
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Figure 11 : Représentation linéaire (gauche) et semi-logarithmique (droite) des éthanolémies
veineuses moyennes aprées l'administration IP d'éthanol pour les groupes 0,5 g.kg'l (rouge ouvert), 1

g.kg™ (marron) et 3 g.kg™ (vert).
Les cinétigues veineuses sont représenté&sgeme 11 et les paramétres cinétiques veineux

apparents sont reportés dan3ddbleau 12

Tableau 12 : Parameétres cinétiques veineux apparents aprés I'administration IP d’éthanol

Parametre Dose (g.RYy

0,500 1,000 3,000
AUCo 240 (g.L . min™) 15,9+0,1 62,2+1,8 495,6+58,8
Cmax (mg.[}) 292+2 656+72 26144284
Tmax (min) 20 [20-20] 40 [40-60] 60 [40-180]
CL/Fip (L.min*.kg?) 0,032+0,001 0,016+0,00% NA

2p < 0,001 par rapport aux valeurs du groupe O¢pRg"
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L’AUC o240, le Cmax et le Tmax croissent avec la dose aloes@L/Rp diminue mais les
AUCo 240 N'étant pas complétes pour la dose a 3 4.kg relation AUC en fonction de la
dose n'gas éteé représentée. Les données de cinétiguesigsesin’ont pas permis I'obtention

d’'un modeéle stable.

Le sang artériel est plus concentré en éthanol lguesang veineux Tableau 13,
particulierement lors de la phase d’absorptionteceifférence tend a se réduire voire a

disparaitre lors de la phase d’éliminatiéiiglure 12).

Tableau 13 : Comparaison des parametres cinétiques des éthanolémies artérielles et veineuses

Paramétre Dose de 3 gkg Dose de 1 g.k§ Dose de 0,5 g.kb

Sang Artériel Veineux Artériel Veineux Artériel VEgux
AUCq_240 (9.L.min™) 64347 4954228  955+39,3  62,2+1,8 17,3+4,1 15,9+0,1
Cmax (mg.Ll) 3599+293 2614+107 1080+229 656+72 446+132 292+2
Tmax (min) 60[10-90] 60 [40-180] 25[10-40] 40 [60] 20 [10-20] 20 [20-20]

4p < 0,05 par rapport aux valeurs du groupe attégspectif

®p < 0,01 par rapport aux valeurs du groupe attéegpectif

Dose de 3 g.kg * Dose de 1 g.kg * Dose de 0,5 g.kg *
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Figure 12 : Représentation linéaire des éthanolémies artérielles (bleu) et veineuses (rouge) moyennes
apres l'administration IP d’éthanol pour les groupes 3 g.kg'l (gauche), 1 g.kg'l (milieu) et 0,5 g.kg'l
(droite). Les différences significatives entre les éthanolémies artérielles et veineuses sont
représentées : ® p<0,05; ®@®® p <0,001.
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3 Parameétres respiratoires

3.1 Etude A4 : Parametres respiratoires en ventilation d repos

Les rats ont été répartis entre les 8 groupesgndeécrits dans Etude A2 En fonction des
cinétiques d’éthanol décrites précédemment, deugedud'études ont été retenues pour la
pléthysmographie : 240 min pour les doses 1 & 4&'gl'étude est nommée « fortes doses »

et 60 min pour les dose de 0,125 & 0,5, kgtude est nommée « faibles doses ».

3.1.1 Signes cliniques

Les animaux des groupes Témoins et « faibles dostaient asymptomatiques. Quelques
animaux (6/16) des groupes & 1 et 1,5 Q.lant titubé ou sont restés prostrés aprés
administration de I'éthanol. Enfin, la majorité dats des groupes Témoins, « faibles doses »,
1 g.kg' et 1,5 g.kg se sont endormis durant I'étude soit lors de kasptd’acclimatation, soit

lors des mesures.
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Figure 13 : Evolution de la température centrale au cours des 240 minutes aprés I'administration IP
d’éthanol pour les groupes « fortes doses » : Témoins (noir), 1 g.kg'l (marron), 1,5 g.kg'l (bleu), 3
g.kg™t (vert) et 4,5 g.kg™ (rouge). Différences significatives entre le groupe 3 g.kg™ (vert) et 4,5 g.kg™
(rouge) représentées par un #, p < 0,05
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Les animaux des groupes 3 et 4,5 g.kgnt tombés en moins de 10 min dans le coma. Tous
les rats du groupe 3 g.keet la moitié de ceux du groupe 4,5 g-kont montré & différents
temps, soit des mouvements de mastication, soitethatives de redressement de la téte, soit
des mouvements de « nage ». La moitié des animagxalipe 3 g.Kg (4/8) ont montré des
signes de réveil entre 150 et 240 min. A I'exceptiuim seul (1/8), les animaux du groupe
4,5 g.kg" sont restés sédatés pendant toute la durée gelimentation. Tous (groupes 3 et
4,5 g.kg") présentaient une hypothermie franche de 20 miésafadministration jusqu’a la

fin de l'étude Figure 13). Ces hypothermies suivent une méme évolution rdules 90
premieres minutes puis elles se distinguent poverde significativement différentes a partir

de 210 min (p < 0,05).

3.1.2 Parametres respiratoires

Les paramétres respiratoires des groupes « failisss », 1 g.kjet 1,5 g.kg ne sont pas
significativement différents de ceux des animaumdi@is. Pour le groupe 3 gkgla
fréquence respiratoire est augmentée de faconignificative de 10 a 60 min, alors que pour
le groupe 4,5 g.Kj cette augmentation n’apparait qu’une heure apijection d’éthanol
(Figure 1l4a & Figure 14h). Ces augmentations de fréquence respiratoire om@ s
accompagneées d’'une diminution significative (p €B),des temps expiratoires que pour le
groupe 4,5 g.Kd. Les rapports iITtor, sans étre significatifs, montrent une tendance fes
animaux des groupes 3 et 4,5 g-kiy 'augmentation de la part inspiratoire dans leédu

totale de la respiration.
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Figure 14a : Evolution des paramétres respiratoires au cours des 240 minutes aprés I'administration IP d’éthanol pour les groupes Témoins (noir), 1 g.kg™
(marron), 1,5 g.kg'l (bleu), 3 g.kg'l (vert) et 4,5 g.kg'l (rouge).
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Figure 14b : Evolution des paramétres respiratoires au cours des 240 minutes aprés I'administration IP d’éthanol pour les groupes Témoins (noir), 1 g.kg™
(marron), 1,5 g.kg'l (bleu), 3 g.kg'l (vert) et 4,5 g.kg'l (rouge).
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3.2 Etude A5 : Gaz du sang en ventilation de repos

Les groupes (r 5) et les durées d’étude sont similaires a ceuxktade A4

3.2.1 Signes cliniques

Les scores de conscience établis selon I'échetipgz€e par Pirnay et coll. (Pirnay et coll.,
2008) sont reportés ehigure 15. Les groupes ont présenté des stades de conscience

d’intensité assez similaire pour des doses allar@, 25 & 1,5 g.kg

Etude "faibles doses" Etude "fortes doses"
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)
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Figure 15 : Evolution du score de conscience au cours des 60 minutes apres I'administration IP
d’éthanol pour les groupes Témoins (noir), 0,125 g.kg'1 (bleu ouvert), 0,25 g.kg'l (vert ouvert) et 0,5
g.kg'1 (rouge ouvert) [Gauche] —Evolution du score de conscience au cours des 240 minutes apres
I'administration IP d’éthanol pour les groupes Témoins (noir), 1 g.kg™* (marron), 1,5 g.kg™ (bleu), 3
g.kg™ (vert) et 4,5 g.kg™ (rouge) [Droite].

Comme durant I'étude pléthysmographique, les amim@es groupes 3 et 4,5 gkont
présenté une altération sévere de la consciencg, 18e min et jusqua la fin de
I'expérimentation. Cette altération de la conscgeBtait contemporaine d’'une baisse de la
température rectaleFigure 16), ces hypothermies étant de méme intensité quiescel

observées lors de I'étude pléthysmographique.

Page 74 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES

2012
RECREATIVES : GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A ETHANOL
Température rectale pH artériel
40- 7.6-
381
g 7.5
% 36 @
B 3
é— 34 I
o 7.4
324 ° °
. 3 8 3 i P ¢ 3
AT £ £ B S S B B IS TYTE AN DA B A B
0 30 60 90 120 150 180 210 240 0 30 60 90 120 150 180 210 240
Temps (min) Temps (min)
PaCoO, PaO,
6.5- 15+
g 3
¢ ¢
g ¢
B g
40d o
0 30 60 90 120 150 180 210 240 0 30 60 90 120 150 180 210 240
Temps (min) Temps (min)
HCO3" SaO;
34- 100~
991
i
—! S
g S
£ o)
o} &
@)
I
164
14/ 954
0O 30 60 90 120 150 180 210 240 0 30 60 90 120 150 180 210 240
Temps (min) Temps (min)

Figure 16 : Evolution de la température rectale et des paramétres des gaz du sang au cours des 240
minutes aprés I'administration IP d'éthanol pour les groupes Témoins (noir), 1 g.kg™ (marron), 1,5

g.kg'l (bleu), 3 g.kg'l (vert) et 4,5 g.kg'l (rouge). Les paramétres des gaz du sang sont corrigés selon

la température rectale.
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3.2.2 Gazdusang

Il 'y a pas de variation significative des gazsdung pour les groupes « faibles doses » et 1
g.kg™. Le groupe 1,5 g.kha présenté une baisse des bicarbonates non sigiviéi de 60 a
150 min. Une acidémie a été mise en évidence peairgtoupes & 3 et 4,5 gkgces
acidémies sont accompagnées d’'une tendance askebadn significative des concentrations

en bicarbonates sanguins de 90 a 240 Figufe 16).

3.3 Etude A6 : Parameétres respiratoires lors des épreuged’hypercapnie et
d’hypoxie exogenes

Les rats ont été répartis entre 2 groupes (n dé&ygroupe Témoin et un groupe Ethanol a 3

1

g.kg™.
3.3.1 Hypercapnie exogene

3.3.1.1 Signes cliniques

Les rats témoins étaient asymptomatiques et nemig@snt pas d’hypothermie. Au cours de
I'étude en hypercapnie exogéne (C&® 5%), les animaux du groupe éthanol 3 .kt
présenté les mémes signes cliniques et le mémedtpypothermie que lors de I'étude en

ventilation de repos.

3.3.1.2 Parametres respiratoires

Le groupe 3 g.k§ n'a montré aucune différente significative tansloles étapes en air que
lors des étapes en hypercapnie exogene. Les anialeandisés ont adapté leur respiration a

I’hypercapnie comme les animaux témoins.
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Tableau 14 : Comparaison des valeurs basales des parameétres respiratoires en air et en hypercapnie

exogene (5% CO,) lors de I'étude des effets respiratoires de I'éthanol

Valeur de p
Valeur basale e en G ieElice Pourcentage de
en air (n=10) hyp\ercapnle SIUd,eT“ variation
exogene (n=10) par séries
appariées
Fréquence
respiratoire (f) en 116 £5 162 +3 <0,0001 +39%
respiration par min
Temps expiratoire 0,332 0,018 0,198 + 0,004 <0,0001 -40 %
(Tg)ens
Temps inspiratoire 0,193 + 0,011 0,173 + 0,005 0,0750 NS
(T)ens
Temps total (Tror) 0,524 £ 0,023 0,371 £ 0,006 0,0002 -29%
Volume courant 1680 + 109 2530 + 126 0,0011 +51%
(V1) en pl
volume minute (Ve) 195700 +10340 412200 + 25160 <0,0001 +114 %
en pL.min
Debit inspiratoire 8920 + 656 14760 + 913 <0,0001 +65 %
moyen en pL.s
Rapport T/ Tror 0,368+0,016 0,467 0,009 <0,0001 +21%

(sans unité)

L’hypercapnie exogene a provoquéydTfableau 14 une accélération de la respiration aux
dépens d’'une baisse de 40% dualec augmentation des volumes mobilisés : bais29%e
de Tror; augmentation de 39% de f, de 51% de ®We 114% du ¥, de 65% du débit

inspiratoire moyen et de 27% du régime inspiratoire

3.3.2 Hypoxie exogéne

En raison de difficultés répétées d’approvisionnenesm mélange gazeux, cette étude n'a pas
pu étre achevée. Le quorum n'a pas été atteingrdepe Témoin ne réunissant que 2

individus et le groupe éthanol 3 gkg individus.

3.3.2.1 Signes cliniques

Pendant I'étude en hypoxie exogéne (12%, @s animaux du groupe éthanol 3 ¢'kunt
présenté les mémes signes cliniques et le méme dypgothermie que les précédents
animaux testés a cette dose. Lors du basculemeraidgers I'atmosphere hypoxique, les

rats non alcoolisés s’activaient spontanément, ogapt et reniflant la chambre de
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pléthysmographie. Les mesures ont été d’aillewrs gEélicates en raison de l'activité motrice

des animaux.

3.3.2.2 Parametres respiratoires

Tableau 15 : Comparaison des valeurs basales des paramétres respiratoires en air et en hypoxie

exogene (12% O,) lors de I'étude des effets respiratoires de I'éthanol

Valeur de p
Valeur basale Valeur en hypoxie duS:ccﬁzte;?e Pourcentage de
en air (n=6) exogene (n=6) L variation

par séries

appariées
Fréquence
respiratoire (f) en 126 +3 153 +8 0,0197 +21%
respiration par min
Temps expiratoire 0.294 + 0,013 0,248 + 0,017 0,0332 -15 %
(Tg)ens
Temps inspiratoire 0,193 0,016 0,151 0,010 0,0624 NS
(T)ens
Temps total (Tror) 0,477 +0,013 0,399 + 0,020 0,0147 - 16 %
(V1) enplL
volume minute (Ve) 504500 + 5883 308600 + 15640 0,0009 +51%
en pL.min
Débit inspiratoire 8711 + 760 13640 + 550 0,0021 +57 %
moyen en pL.s
Rapport T/ Tror 0405+0,034  0,379+0,019 0.4141 NS

(sans unité)

L’hypoxie exogéne a provoqué a (Tableau 19 une accélération de la respiration par
diminution du E de 15 % avec augmentation des volumes mobiliggésse de 16% de
Tror; augmentation de 21% de f, de 25% dyg, de 51% du ¥ et de 57% du débit

inspiratoire moyen.

4  Etude A7 : Acides organiques sériques artérielsveineux

Les rats ont été répartis entre 2 x 4 groupes3: deux protocoles artériel et veineux avec

chacun un groupe Témoin et trois groupes Ethafgbal et 3 g.kg.
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Les acéto-acetates sériques n'ont été décelésalmus échantillon, leur concentration est
restée inférieure & la limite de détection : 0,0ahL™’. Les acétates ont présenté des

cinétiques différentes pour chaque groupe quelgii¢'@rigine du sérum, ainsi le groupe 0,5

g.kg* présentait une augmentation significative entret®0 min (p < 0,001), celui & 1 gkg
entre 20 et 120 ou 180 min (p < 0,05 & p < 0,00tkkii & 3 g.kg de 20 a la fin du test, soit
240 min ( p < 0,001)Higure 17). Le sérum artériel contenait plus d’acétateslgqueineux,

la différence moyenne sur 'ensemble des résusitsle 0,59 + 0,14 mmol’L
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Figure 17 : Evolution des acétates et lactates sériques artériels et veineux au cours des 240 minutes
aprés l'administration IP d'éthanol pour les groupes Témoins (noire), 0,5 g.kg" (bleu), 1 g.kg™
(marron) et 3 g.kg™ (vert).

Page 79 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES RECREATIVES : GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A

2012
L’ETHANOL
Tableau 16 : Parameétres cinétiques apparents des acétates apres I'administration IP d’éthanol
Parametre Dose d'éthanol (g.Kg
0,5 1,0 3,0 0,5 1,0 3,0
(n=3) (n=4) (n=4) (n=3) (n=3) (n=3)

Acétates artériels

Acétates veineux

AUC; 240 (mmol.L*.min)

385+48 458+46 654+199

210+33 308+16 377+121

Cmax (mmol.[})

4,42+0,78 3,08+0,33 3,82+1,18

2,84+1,16 2,22+0,10 1,84+0,52

Tmax (min)

20 [20-40] 60 [60-120] 60 [40-60]

40[40-40]  60[60-60] 80 [20-180]
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Les lactates sériques artérielles différaient pereesux quelque soit la dodadure 17), seul

le groupe 0,5 g.K§ a présenté une concentration sérique en lactagesficativement
supérieure aux autres a 20 min. De méme pour ¢tstés sériques veineux, seul le groupe 1
g.kg"! a présenté une concentration supérieure aux autt89 et 240 min. Le sang veineux
contenait plus de lactates que lartériel, la défice moyenne est de 5,2 + 0.8 mmol.L

(moyenne sur I'ensemble des résultats).
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Chapitre 3 : études des effets respiratoires de sociation duA-9-

tétrahydrocannabinol et de I'éthanol

L’étude des effets respiratoires de I'associationTHC et de I'éthanol est composée de deux
sous-études : la premiére a la dose la plus immertde THC n’ayant pas provoqué, lors de
I'étude précédente, de modification de la resmirgtisoit 3 mg.kd, la seconde a une dose

provoquant des modifications de la respiratiort, 8¢ mg.kg'-

1 Etude B1l: Paramétres respiratoires lors de la oagRanistration

d’éthanol et d'une dose sans effet respiratoire ddC

Les animaux sont distribués entre 4 groupes (n:=u8)groupe Témoin, un groupe THC a 3
mg.kg® (T3), un groupe Ethanol & 1 gkgE1) et un groupe & 3 mg.kgde THC en

association avec 1 g.Rgl'éthanol (T3E1).

Les études statistiques ont été menées avec |'dbsatas groupes. Par souci de clarté, les
représentations graphiques ont été simplifiéeseefaisant apparaitre que les groupes T3 ou

T3EL.

1.1 Signes cliniques

Les animaux du groupe Témoin sont asymptomatiduessrats du groupe E1 ont présenté les
mémes signes cliniques que lors de I'étude dessdaffe I'éthanol, deux (2/8) ont titubé et un
(1/8) est resté prostré pendant les 90 premieresites. Aprés administration de THC a 3
mg.kg®, quatre (4/8) rats se sont redressés, trois (@183e maintenant dés 30 ou 40 min
contre la protection de la sonde de températuraletaier (1/8) tentant vainement de se
redresser contre la paroi vers 150 min. L'assamiatiu THC et de I'éthanol a provoqué plus

de manifestations d’incoordination, six animaux8j7dyant présenté soit une titubation, soit
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des mouvements de « nage », a difféerent temps,(8&)tont présenté une réduction de la
mobilité avec des signes de prostration ou de céorad’entre eux (1/8) est resté comateux
de 10 min jusqu’a la fin de I'expérimentation. &xXception de ce dernier, tous les animaux

ont présenté lors de I'expérimentation des périatiegeil et d’endormissement.
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Figure 18 : Evolution de la température centrale au cours des 240 minutes aprés I'administration IP

des substances pour les groupes : T3 (bleu) et T3E1 (vert). Seules les significativités entre T3 et T3E1

(@) ont été représentées.

Les groupes Témoin, T3 et E1 n‘ont pas présentévatéation significative de leur
température corporelle entre eux. Seule l'assarialfHC — éthanol a provoqué une

hypothermie significative des 30 min (p < 0,054 @001) Figure 18).
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1.2 Parametres respiratoires

Les groupes Témoin, T3 et E1 n'ont pas présentdifiérence significative dans leur

respiration. Seuls les animaux du groupe T3E1 sedifiérenciés significativement avec une
inspiration plus lente a partir de 30 min, cettéédence n’est significative avec T3 qu’entre
40 et 60 min (p < 0,01 a p < 0,00Bidure 193, avec Témoin et E1, elle dure jusqu’a 180

min (p < 0,05 a p <0,001).
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Figure 19a : Evolution des paramétres respiratoires au cours des 240 minutes aprés I'administration IP des substances pour les groupes : T3 (bleu) et T3E1
(vert). Seules les significativités entre T3 et T3E1 (@) ont été représentées.
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Figure 19b : Evolution des parametres respirataesours des 240 minutes aprés I'administrationld® substances pour les groupes :

(bleu) et T3E1 (vert)Seules les significativités entre T3 et T3®) @nt été représentées.
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2 Etude B2: Parametres respiratoires lors de la odaainistration
d’éthanol et d’'une dose de THC provoquant par etféme une variation

des parametres respiratoires

Les animaux sont distribués entre 6 groupes (n:=uB)groupe Témoin, un groupe THC a 8,4
mg.kg® (T8), deux groupes Ethanol & 1 gk(E1) et 3 g.kg (E3) et deux groupes a 8,4
mg.kg* de THC en association avec 1 g'kgF8E1) ou 3 g.kg d’éthanol (T8E3). Comme
pour I'étude précédente, les études statistiquetenmenées avec I'ensemble des groupes

mais par souci de clarté, seuls les groupes T81 EHBHBE3 sont représentés.

2.1 Signes cliniques

Les animaux témoins sont restés asymptomatiquesahenaux du groupe E1 ont présenté
les mémes signes cliniques que précedemnt@htl(l). Tous les rats du groupe E3 sont
tombés en moins de 10 minutes dans le coma etoininastiqué, soit tenté vainement de
redresser la téte, soit montré des mouvements rlge». Dans le groupe T8, tous les
individus étaient hypomobiles, prostrés des 10 mméis sont restés reactifs, en particulier a la
fermeture de l'arrivée d’air. Leur prostration @ gionctuée de mouvements de téte et
d’agitation, deux (2/8) se sont mis a tourner emdrpendant quelques minutes, un (1/8) a
bondi dans la boite pendant quelques instants.sAfadministration de I'association THC 8
mg.kg® et de I'éthanol 1 g.K§ les animaux étaient eux aussi prostrés en mairidnin, ils
sont aussi resté réactifs, quatre (4/8) ont euépesodes d’agitation mais trois (3/8) ont
présenté des signes de coma. L’association a la des3 g.kg d’éthanol a provoqué
rapidement, en moins de 10 min, un coma chez tesigdts, un rat (1/8) a présenté des
mouvements laissant penser qu’il respirait par lache, un autre (1/8) a montré des

mouvements de « nage ».
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Figure 20 : Evolution de la température centrale au cours des 240 minutes aprés I'administration IP
des substances pour les groupes : T8 (bleu), T8E1 (vert) et TBE3 (rouge). Seules les significativités
entre T8 et TBE1 (@) et entre T8 et TBE3 (@) ont été représentées.

Seuls les groupes Témoin et E1 sont restés normmogise tous les autres ont présenté une
hypothermie. Ainsi les groupes T8, T8E1 et E3 prtment dés 10 a 20 min et jusqu’a la fin
de I'expérimentation des hypothermies (p < 0,05<4Q001 par rapport au groupe Témoin),
mais celles-ci ne se sont pas significativemeritrdjgées entre elles. Par contre, I'association
de 3 g.kg d’éthanol & la dose de THC a provoqué chez lemgr@BE3 une hypothermie plus
intense, significativement différente des autres 88 min (p < 0,05 a p < 0,001) qui

s’intensifiait encore a 240 mirigure 20).
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2.2 Paramétres respiratoires
Comme lors de I'étude des effets respiratoiresédiednol :

- Le groupe E1 n'a pas présenté de différences gigtiifes avec le groupe Témoin

pour les parameétres de respiration.

- Le groupe E3 a présenté une augmentation significate la fréquence respiratoire

entre 10 et 50 min (p < 0,05 a p <0,01).

Comme attendu, le groupe T8 a respiré plus lentemquemte groupe Témoin : baisse de f, de
10 a 240 min (p < 0,05), avec une augmentation,dders0 a 240 min (p < 0,05 a p < 0,001)

et augmentation dede 150 a 210 min (p < 0,05 a p < 0,01),8¢ant conservé.

Le groupe T8EL ne se distingue jamais de T8, Bgmte les mémes variations par rapport a la

respiration des animaux Témoins.
La respiration du groupe T8ES3 se distingue de c#l@8 de deux facons :

- Premiérement, a 10 min et 150 min, ils présenteatfyslus élevée avec ur: Pplus
court et conséguemment urRat raccourci (p < 0,05 a p < 0,00Bidgure 21a). A ces
mémes temps, 10 min et 150 min, alors que paussllgs respiraient plus lentement
(de 20 & 120 min, p < 0,05 a p < 0,001), la frégaades animaux de T8 n’étaient plus
significativement différents de ceux de E3, aloue dgs E de T8E3 ne sont jamais

significativement différents de ceux d’'ERigure 22).

- Enfin, tres rapidement le groupe T8E3 présente haigse de Y, significativement
différente de T8 et T8E1 des 40 min (p < 0,01 a p,801), accompagnée d’'une
tendance a la baisse de.\Le débit inspiratoire de T8E3 présente une terslanta

baisse qui devient significative entre 180 et 210. rffrigure 21b).
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Figure 21a: Evolution des parameétres respiratoires au cours des 240 minutes aprés I'administration IP des substances pour les groupes : T8 (bleu), T8E1

(vert) et TBE3 (rouge). Seules les significativités entre T8 et TSE1 (®) et entre T8 et TSE3 (®) ont été représentées.
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Figure 21b : Evolution des parametres respirataesours des 240 minutes aprés I'administrationld® substances pour les groupes : T8
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(bleu), T8EL1 (vert) et TBE3 (roug&eules les significativités entre T8 et T8®) ét entre T8 et TSEI) ont été représentées.
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Les animaux du groupe T8E3 ont respiré sensibleraelst méme vitesse que les autres

animaux ayant recu du THC (sauf a 10 et 150 min$ uh@s volumes plus faibles.
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Figure 22 : Evolution de la fréquence respiratoire et du temps expiratoire au cours des 240 minutes
aprés I'administration IP des substances pour les groupes : E3 (noir) et T8E3 (rouge). Seules les

significativités entre TSE3 et E3 (@) ont été représentées.
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Chapitre 4: études des effets respiratoires de Kkide vy-

hydroxybutyrique

1 Etude C1 : Détermination de la D)y

La DLso a été calculée & : 2,18 + 0,23 g*{d,94 — 2,66 g.kgj].

Lors de cette étude, les animaux sont rapidememndes comateux, pendant ce coma certains
animaux ont uriné ou déféqué de fagcon marquée.uh réveil, les survivants sont restés
prostrés avant de retrouver une activité normalmeins de 24 heures. Apres le premier jour,
les animaux sont asymptomatiques. Les déces nessovinus que lors de la période de

coma.

2 Etude C2: Cinétiques sanguines artérielles du GHB

Les animaux sont distribués entre 4 groupes (n:=uB) groupe Témoin et 3 groupes GHB

recevant une dose de 0,1 ; 0,3 ou 1 §.¢tg GHB.
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Figure 23 : Représentation linéaire (gauche) et semi-logarithmique (droite) des concentrations
artérielles moyennes en GHB aprés I'administration IP de GHB pour les groupes Témoins (noir), 100

mg.kg™ (gris ouvert), 300 mg.kg™ (marron) et 1000 mg.kg™ (vert).
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Les concentrations sanguines déterminées sontsepges errigure 23 Les parameétres
cinétiques artériels apparents sont reportés damaldleau 17 L’AUC 240, le Cmax et le

Tmax croissent avec la dose alors que Gldininue.

Tableau 17 : Parameétres cinétiques artériels apparents apres I'administration IP de GHB

Paramétre Dose (mg.Ky

100 300 1000
AUCq 240 (9.L™*.min™) 2,88+0,38 21,4+1,8 14022
Cmax (mg.}) 60,2+15,0 306+27  878+8F
Tmax (min) 20 [20-30] 20 [20-50] 30 [20-40]
CL/Fip (L.min*.kg?) 0,035+0,005 0,014+0,001 NA

2 p < 0,001 par rapport aux valeurs du groupe 100 mg.kg™

b p < 0,01 par rapport aux valeurs du groupe 100 mg.kg'l

La modélisation de population a aboutit a un modehématique identique a celui de
I'éthanol : modele a 1 compartiment avec absorptibordre 1 et élimination de type

Mickaelis-Menten de formulel@bleau 18 Figure 24, Figure 25& Figure 26) :

Vmax X
ac_ _VdiF, entrée dont entrée(t) = ka e™*®
dt Km+C Vd/F,

C : concentration (Mgt ; Vmax: vitesse maximale d’élimination (mgkgnin®) ; Vd/Fp :
volume apparent de distribution (L:Kg; Km : constante de Michaelis-Menten (mg)L. D :

dose (mg.kd) ; ka : constante d’absorption (rffin La variabilité sur ka et Km a été 6tée.
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Figure 24 : Evaluation du modéle a 1 compartiment avec absorption d'ordre 1 et élimination de type Mickaelis-Menten. Corrélation des données observées

aux prédictions de population (gauche) et aux prédictions individuelles (droite)
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Figure 25: Evaluation du modéle a 1 compartiment avec absorption d’'ordre 1 et élimination de type Mickaelis-Menten. Les lignes vertes représentent les

percentiles empiriques correspondants aux données observées, les zones bleues et rose représentent les 5°M  50°™ et 95°™° percentiles des prédictions.
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Figure 26 : Evaluation du modeéle a 1 compartiment avec absorption d’'ordre 1 et élimination de type Mickaelis-Menten. Les points bleus représentent les

observations, les zones roses claire et foncé respectivement les 5°™, 50°™° et 95°™ percentiles des prédictions.
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Tableau 18: Parameétres pharmacocinétiques de population du GHB aprées administration IP pour des

rats méles Sprague-Dawley.

Paramétre Estimation moyenne (RSE [%])

Modéle final

Modéle structural

ka (min) 0,116 (13)
Vd/Fpe (L.kg?) 1,04 (4)
Vimax (Mg.kg".min™) 3,14 (12)
Km (mg.L?) 70,5 (23)

Modéle statistique

a (mg.L™h 1,82 (14)
b 0,181 (9)
oV 0,084 (39)
®vm 0,21 (26)

Avec w estimateur de la variabilité interindividuelle

3 Paramétres respiratoires

3.1 Etude C3: Parametres respiratoires en ventilation d repos

Les animaux sont distribués entre 6 groupes (n:=ud) groupe Témoin et 5 groupes GHB
recevant une dose de 0,1; 0,3: 0,6 ; 1 ou 1@'glle GHB.

3.1.1 Signes cliniques

Les animaux des groupes témoins et 100 my&gient asymptomatiques. Tous se sont

endormis a certains moments de I'étude.

Dans le groupe 300 mg.Kgcertains animaux étaient asymptomatiques (4/83xéeption de

'endormissement, alors que d'autres étaient comxat@/8). Ces derniers ont présenté

Page 98 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES

2012
RECREATIVES . GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A L’ETHANOL

individuellement une tendance a I'hypothermie es@at tous brutalement réveillés en moins

de 2 heures.

Aux autres doses (600 & 1600 mg-kgous les individus ont présenté une phase ddiséda

d’'une durée s’accroissant avec la dose :
- & 600 mg.kg : réveil brutal entre 90 et 120 min ;

- 41000 mg.kg : réveil brutal entre 150 et 240 min, un indiviéiait toujours dans le

coma a 240 min ;

- & 1600 mg.kg : réveil brutal entre 150 et 240 min, cing individétaient toujours

dans le coma a 240 min ;

et une tendance a [l'évolution triphasique de la pgnmature avec un enchainement :

hypothermie, hyperthermie et hypotherntégre 27).

40

Temperature centrale (°C)

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Temps (min)

Figure 27 : Evolution de la température centrale au cours des 240 minutes aprés I'administration IP de

GHB pour les groupes Témoins (noir), 100 mg.kg™ (gris ouvert), 300 mg.kg™ (marron), 600 mg.kg™
(bleu), 1000 mg.kg'l (vert) et 1600 mg.kg'l (rouge).
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3.1.2 Parametres respiratoires

Les animaux du groupe 100 mgkge se sont pas distingués du groupe Ténfigu(e 28a

& Figure 28b). Si la dose de 300 mg.kgde GHB n'a provoqué aucune modification
significative de la respiration, une tendance awmms effets qu'a plus forte dose s’est
dessinée. Ainsi, aux doses de 600, 1000 et 160Rgrhges rats respiraient plus lentement,
baisse de la f (p < 0,05 a p < 0,001 de 10 a 240selon les groupes), et plus profondément,
augmentation de ¥(p < 0,05 a p < 0,001 de 10 a 180 min selon lemiggs), avec
conservation du ¥ qui est demeuré quasiment constant. LerTs’est accru de facon
différentielle avec une augmentation plus précaqawes durable de {10 a 210 minutes : p

< 0,05 a p <0,001) que deT20 a 150 minutes: p < 0,05 a p < 0,001), la cosapte
inspiratoire (rapport ITtor) était augmentée dans les 20 premieres minutesOP5 a p <

0,001 ) et apres 2 heures.
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Figure 28a : Evolution des paramétres respiratoires au cours des 240 minutes aprés 'administration IP de GHB pour les groupes Témoins (noir), 100 mg.kg™

(gris ouvert), 300 mg.kg™ (marron), 600 mg.kg™ (bleu), 1000 mg.kg™ (vert) et 1600 mg.kg™ (rouge).
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Figure 28b : Evolution des parameétres respiratoires au cours des 240 minutes aprés I'administration IP de GHB pour les groupes Témoins (noir), 100 mg.kg™
(gris ouvert), 300 mg.kg'l (marron), 600 mg.kg'l (bleu), 1000 mg.kg'l (vert) et 1600 mg.kg'l (rouge).
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L’observation des tracés pléthysmographiques oltéare des périodes de bradypnées et leur
comparaison aux tracés de respiration normiaigu¢e 29) nous ont incités a distinguer les

phases inspiratoires et expiratoires vraies desegpn
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Figure 29 : Extraits de pléthysmogrammes obtenus lors de I'étude des effets respiratoires de la dose
de 1600 mg.kg™ de GHB : en haut, respiration avant administration de la dose de GHB (f ~ 120
respirations.min™) ; au milieu, prés de 40 minutes aprés 'administration (f ~ 30 respirations.min™) ; en

bas prés de 90 minutes apres I'administration (f ~ 20 respirations.min'l).

Ainsi, dans une seconde étape, nous avons distinGudc, A, Tg, Tec et Ae. Ces données

ont été représentées Eigure 30, Figure 3letFigure 32
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Figure 30 : Evolution des temps mesurés et corrigés, et des durées des apnées, inspiratoires et expiratoires, au cours des 240 minutes aprées I'administration
IP de GHB pour les groupes Témoins (noir), 100 mg.kg™ (gris ouvert), 300 mg.kg™ (marron), 600 mg.kg™ (bleu), 1000 mg.kg™ (vert) et 1600 mg.kg™ (rouge).

Page 104 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES

2012
RECREATIVES : GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A ’ETHANOL

Dans laFigure 30, tous les graphiques d’'une méme ligne ont ét@semtés dans une échelle
équivalente afin d’apprécier la proportion du phéapen apnéique. Ainsi, dans la phase
inspiratoire, A reste minoritaire par rapport acT(T,c maximal : 0,39s ; Amaximale :
0,15s) ; a l'opposé, dans la phase expiratoireest largement majoritaire £& maximal :

0,50s ; A maximale : 0,915s).

Dans laFigure 31, I'évolution des Tc et Tec a été représentée dans une échelle plus adaptée a
I'observation des différences entre les groupes.deeix parametres ont cri avec la dose mais
un maximum d’intensité est atteint entre 600 et 10@0kg" Les doses provoquant 50 % de
I'effet ont été établies & 470 mgkgour T et & 450 mg.k§ pour Tec. L'accroissement des
doses a par contre une action difféerente sur l@eddies modifications observées, ainsi la
durée de l'effet sur & a cr0 linéairement avec la dose, mise en évidpacdaugmentation
linéaire de 'AUC avec la dose ; alors que la dudéel’effet sur Ec a crd jusqu’a un
maximum entre 600 et 1000 mgkgomme pour les maxima. Il est notable par ailleus
'administration de GHB a provoqué une baisse di Aux faibles doses avant son

accroissement avec la dose.

L’évolution de la durée des apnées a été reprises dme échelle plus adaptée a la
comparaison intergroupes efRigure 32 L’accroissement des doses a provoqué une
augmentation de /fet Ag, plus la dose était importante plus I'apnée duf@és phénomeénes

n'ont pas atteint un niveau de saturation, les siggevoquant 50% des effets n’ont pu étre
établies. La cinétiqgue de cet effet est différeatdre les deux apnées, I'augmentation

maximale a été observée pourehtre 30 et 50 minutes, poug,Avers 90 minutes.
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Figure 31 : [haut] Evolution des T\c et Tgc au cours des 240 minutes aprés I'administration IP de GHB
pour les groupes Témoins (noir), 100 mg.kg™ (gris ouvert), 300 mg.kg™ (marron), 600 mg.kg™ (bleu),
1000 mg.kg™ (vert) et 1600 mg.kg™ (rouge). — [milieu] Evolution des aires sous la courbe des T et
Tec en fonction de la dose de GHB — [bas] Evolution des maxima des Tc et Tgc en fonction de la dose
de GHB.
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Figure 32 : [haut] Evolution de la durée des apnées inspiratoire et expiratoire au cours des 240
minutes aprés 'administration IP de GHB pour les groupes Témoins (noir), 100 mg.kg™ (gris ouvert),
300 mg.kg" (marron), 600 mg.kg™” (bleu), 1000 mg.kg™ (vert) et 1600 mg.kg™ (rouge) — [milieu]
Evolution des aires sous la courbe des A, et Az en fonction de la dose de GHB — [bas] Evolution des

maxima des A, et Az en fonction de la dose de GHB.
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3.2 Etude C4 : Gaz du sang en ventilation de repos

Les animaux sont distribués entre 4 groupes 3h: un groupe Témoin et 3 groupes GHB

recevant une dose de 0,1 ; 0,3 ou 1 §.¢tg GHB.

3.2.1 Signes cliniques

Comme durant I'étude pléthysmographique, seulsafésaux du groupe 1000 mgkgnt
présenté une altération sévere de la conscienoee pooche de 3, dés 10 minutes et jusqu’a
la fin de I'expérimentation. Cette altération de danscience est contemporaine d’une

tendance a une évolution triphasique de la tempéera¢ctale fFigure 33 & Figure 34).
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Figure 33 : Evolution du score de conscience au cours des 240 minutes aprés I'administration IP de
GHB pour les groupes Témoins (noir), 100 mg.kg'l (gris ouvert), 300 mg.kg'l (marron) et
1000 mg.kg'l (vert)
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Les rats des groupes témoin et 100 md.kpnt pas présenté de variations significatives de
leur température rectale. Les groupes 300 et 106&kgh ont présenté une hypothermie
significative, la courbe de température du group@0l@ng.kg" suivant une évolution

triphasique, comme lors de I'étude pléthysmographiquais non significative-{gure 34).

3.2.2 Gazdusang

Le groupe 100 mg.kgn'a pas présenté de différence significative deegroupe Témoin.
Une alcalose est survenue aprés la deuxiéme hbemles animaux des groupes a 300 et
1000 mg.kg, ces alcaloses sont accompagnées d’'une augmen¢siooncentrations en

bicarbonates sanguins. Une baisse isolée de la&a@ssi été releveEigure 34).
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Figure 34 : Evolution de la température rectale et des paramétres des gaz du sang au cours des 240
minutes aprés 'administration IP de GHB pour les groupes Témoins (noir), 100 mg.kg™ (gris ouvert),
300 mg.kg™ (marron) et 1000 mg.kg™ (vert). Les paramétres des gaz du sang sont corrigés selon la

température rectale.
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3.3 Etude C5 : Parametres respiratoires lors des hypergmies exogéenes

Les animaux sont distribués entre 2 groupes (n:=uf)groupe Témoin et un groupe GHB

recevant une dose de 0,3 g'kip GHB.

3.3.1 Signes cliniques

Comme lors de I'étude en ventilation de reposal@saux témoins étaient asymptomatiques
et les animaux ayant recu une dose de 300 rigdegGHB étaient, soit asymptomatiques
(1/5), soit sédatés (4/5), dans ce dernier cagnilsaussi présentés une hypotherrfigyre
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Figure 35 : Evolution de la température centrale au cours des 240 minutes aprées I'administration IP de
GHB lors de I'épreuve d’hypercapnie exogéne intermittente pour les groupes Témoins (noir) et 300
mg.kg™ (marron).
A I'exception de TO, chaque paire de points consiste en la mesure en air puis 5 min aprés en la
mesure en condition d’hypercapnie exogéne.
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3.3.2 Parametres respiratoires

Lors des étapes en air, les animaux ayant recuHi @t présenté une augmentation gefl
du rapport TTror dans les 40 premieres minutes, les autres paren@ttant pas différents.
Une augmentation non significative duavait été observée lors de I'étude en ventilatien

repos.

Tableau 19 : Comparaison des valeurs basales des parameétres respiratoires en air et en hypercapnie

exogene (5% CO,) lors de I'étude des effets respiratoires du GHB

Valeur de p
Valeur basale Vel en du testt de Pourcentage de
en air (n=10) hyp\ercapnle 5‘“0',8!“ variation
exogene (n=10) par séries
appariées
Fréquence
respiratoire (f) en 115,6 £3,5 163,1+2,5 <0,0001 +41%
respiration par min
Temps expiratoire 0,332 0,014 0,198 + 0,004 <0,0001 -40 %
(Tg)ens
Temps inspiratoire 0.206 + 0,016 0,171 + 0,004 0,0459 -17 %
(T)ens
Temps total (Tror) 0,523 £ 0,016 0,369 £ 0,006 <0,0001 -29%
Volume courant 1647 + 88 2480 + 126 <0,0001 +51%
(V1) en pl
Volume minute (Ve) 159100 +8523 405700 + 24070 <0,0001 +115%
en pL.min
Debit inspiratoire 8343 + 688 14630 + 856 <0,0001 +75%
moyen en pL.s
Rapport T/ Tror 0,394 +0,029 0,463 + 0,008 0,0344 +18%

(sans unité)

L’hypercapnie exogéne a provoqué& aihe accélération de la respiration avec augmentati
des volumes mobilisés : baisse moyenne de 27%tgg @e 10% de T de 36% de d;
augmentation moyenne de 40% de f, de 47% ¢udé 105% du ¥, de 66% du débit
inspiratoire moyen, de 24% de la part inspiratoia®s un cycle respiratoirddbleau 19.
Ces modifications des valeurs basales sont comgarabtelles observées lors de I'étude des

effets de I'alcool en hypercapnie exogeté @.3).
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En hypercapnie exogen€igure 36), au cours de la premiére heure, les rats sous GHB
respirés plus lentement, baisse de f, et plus pd#fment, augmentation der,Vque les

témoins tout en conservant leug.\LL’augmentation de |Tet Te est simultanée et le rapport
T\/Tror N'est pas différent de celui des témoins. Aucym&a inspiratoire, ni expiratoire n'a

été observée lors de cette étude.

L’analyse de I'évolution relative des parametras ke la transition de la ventilation de repos
a I'nypercapnie exogend-igure 37) a révélé que seules les variations @e Thot, Vr et
conséquemment le rapport/Tror étaient imputables a I'hypercapnie. Lors de larpeee
heure, en situation d’hypercapnie, les rats ayagti du GHB expiraient plus lentement et

mobilisaient a chaque respiration un volume plusartant.

Page 113 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES

2012
RECREATIVES . GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A ’ETHANOL
Fréquence respiratoire Temps expiratoire
200 0.40 s ¢
0.35
2
= 150
g % 0.30
Q. c
@ 8
2 B oos
£ 100
Z
& N 0.20
50 0.15
0 30 60 90 120 150 180 210 240 0 30 60 90 120 150 180 210 240
Temps (min) Temps (min)
Temps inspiratoire Temps total
0.4 0.8
0.3 0.6
[0}
8 8
2
3 ]
0.2 0.4
0.2
0 30 60 90 120 150 180 210 240 0 30 60 90 120 150 180 210 240
Temps (min) Temps (min)
Volume courant Volume minute
5000 550000
500000
4000 450000
_:l. 5‘_ 400000
3000 350000
300000
2000 250000
0 30 60 90 120 150 180 210 240 0 30 60 90 120 150 180 210 240
Temps (min) Temps (min)
Débit inspiratoire moyen Rapport T /Ty
20000 0.50
18000
8 0.45
=y
8 16000
3
g 14000
= 0.40
12000
10000 0.35
0 30 60 90 120 150 180 210 240 0 30 60 90 120 150 180 210 240
Temps (min) Temps (min)

Figure 36 : Evolution des parametres respiratoires en hypercapnie exogéne au cours des 240 minutes
apres l'administration IP de GHB lors de I'épreuve d’hypercapnie exogene intermittente pour les

groupes Témoins (bleu) et 300 mg.kg'l (marron).
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Evolution relatives des paramétres respiratoires entre la ventilation de repos et

I'hypercapnie exogéne au cours des 240 minutes aprés I'administration IP de GHB lors de I'épreuve

d’hypercapnie exogene intermittente pour les groupes Témoins (bleu) et 300 mg.kg'l (marron).
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Chapitre 5 : études des effets respiratoires de ksociation acidey-

hydroxybutyrique et I'éthanol

1 Parametres respiratoires

L’étude des effets respiratoires de I'associatiorGiHB et de I'éthanol est composée de deux
sous-études : la premiére a la dose la plus imperide GHB n’ayant pas provoqué, lors de
I'étude précédente, de respiration de type aprousstisoit 300 mg.kY la seconde a la dose

la plus faible ayant provoqué une respiration g tgpneustique, soit 600 mgkg

1.1 Etude D1 : Parametres respiratoires lors de la co-adinistration d’éthanol
et dune dose de GHB ne provoquant pas de respiratio de type
apneustique

Les animaux sont distribués entre 6 groupes (n:=ud) groupe Témoin, un groupe GHB a

300 mg.kd (G3), deux groupes Ethanol a 1 g'kde1) et 3 g.kg (E3) et deux groupes & 300

mg.kg' de GHB en association avec 1 g‘KG3E1) ou 3 g.kq d’éthanol (G3E3).

Les études statistiques ont été menées avec |'dsatas groupes. Par souci de clarté, les
représentations graphiques ont été simplifiées eefaisant apparaitre que les groupes G3,

G3E1 et G3ES.

1.1.1 Signes cliniques

Les animaux du groupe Témoin étaient asymptomatigDans les groupes G3, E1 et E3, les

rats ont présenté les mémes signes cliniques gaégemment décrits.
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Les G3E1l ont présenté un comportement similaire @2 a savoir, certains ont éte
asymptomatiques, d’autres (6/8) étaient comateumeins de 20 min (entre 10 et 20 min).
Ces derniers se sont tous brutalement réveilléstaM@0 min (entre 90 et 150 min), soit un

peu plus tardivement que pour les G3 (avant 120.min

Les animaux du groupe G3E3 sont tous tombés dasmia en moins de 30 min (entre 10 et
30 min), la majorité (6/8) en sont sortis lors dederniére heure d’étude (entre 180 et 240
min). Durant cette période de seédation, certainsntde eux (4/8) ont présenté des

mouvements de mastication et des tentatives degseiment de la téte comme dans le groupe

ES.

Temperature centrale (°C)

35-

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Temps (min)

Figure 38 : Evolution de la température centrale au cours des 240 minutes aprés I'administration IP
des substances pour les groupes : G3 (bleu), G3E1 (vert) et G3E3 (rouge). Seules les significativités
entre G3E1 et G3 (@) et entre G3E3 et G3 (®) ont été représentées.
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L’évolution de température corporelle des groupe3d G1 et E3 était la méme que

précédemment décrite.

Au cours des trois premieres heures de I'expériatemt Figure 38), I'éthanol n’a pas influé
significativement sur I'évolution de température titd par le GHB & 300 mg.Kg les
groupes G3E1 et G3E3 n’ont pas montré de différeigmgficative. Lors de la derniere heure,

la température des animaux G3E3 a baissé, devsigaificativement différente a 240 min.
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Figure 39 : Evolution de la température centrale au cours des 240 minutes aprés I'administration IP
des substances pour les groupes : G3E1 (vert), G3E3 (rouge), E1 (marron) et E3 (gris). Seules les
significativités entre G3E1 et E1 (@) et entre G3E3 et E3 (@) ont été représentées.

Les effets de I'éthanol sur la température corperent été modifiés en présence de GHB a
300 mg.kg (Figure 39). Ainsi, alors que la dose de 1 gkge modifie pas la température du
rat (E1), son association au GHB (G3E1l) a provogné fugace hypothermie lors de la
premiére heure, comparable a celle d’'une méme dio<eHB prise isolément. De méme, en

présence de GHB, I'éthanol & 3 gk@3E3) n'a pas induit une hypothermie franche cemm
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celle produit par cette méme dose dalcool priselément (E3), par contre en fin

d’expérimentation, I'hypothermie du groupe G3E3shelus différente de celle de E3.

1.1.2 Parametres respiratoires

Les groupes G3, E1 et E3 ont présenté les mémestiéva des parametres respiratoires que
lors des précédentes études. Ainsi, les animauxz8eont eu tendance a respirer plus
lentement, avec augmentation significative deeftre 20 et 50 min (p < 0,01 a p < 0,001 par
rapport au groupe Témoin). Les rats du groupe Bhtrprésence aucune différence avec ceux
du groupe Témoin et ceux du groupe E3 ont respiié mpidement que les rats témoins,

augmentation de f entre 10 et 40 min (p < 0,05&001 par rapport au groupe témaoin).

Les groupes d’association du GHB a I'éthanol ne tneonh pas de différence significative
avec le groupe GHB a I'exception dy & 120 min pour G3E3. Bien que non significative,
'augmentation du Tsemble retardée et cet effet semble se prolor@gtte tendance non
significative se dessine aussi dans I'évolutiortawrs de I'étude du rapport/Tror de G3E3
(Figure 40a et Figure 40h L’association de I'éthanol au GHB n’a pas déchende

respiration de type apneustique.

En comparant les groupes G3E1 et G3E3 respectieaugngroupes Ethanol E1 et E3, les
variations significatives sont comparables a cellelsservées contre les témoins,

ralentissement de la respiration avec baisse gigtiife du temps inspiratoire :
- de 20 a 60 min pour G3E1 (p < 0,001 contre E1) ;

- de 20 a 120 min pour G3E3 (p < 0,05 a p < 0,01rede8).
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Figure 40a : Evolution des parametres respiratoires au cours des 240 minutes apres I'administration IP des substances pour les groupes : G3 (bleu), G3E1

(vert) et G3E3 (rouge). Seules les significativités entre G3E1 et G3 (@) et entre G3E3 et G3 (@) ont été représentées.
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Figure 40b : Evolution des parametres respiratoires au cours des 240 minutes apres I'administration IP des substances pour les groupes : G3 (bleu), G3E1
(vert) et G3E3 (rouge).
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1.2 Etude D2 : Parametres respiratoires lors de la co-adinistration d’éthanol
et d’'une dose de GHB provoquant par elle-méme une spiration de type

apneustique

Les animaux sont distribués entre 6 groupes (n:=u) groupe Témoin, un groupe GHB a
600 mg.kg' (G6), deux groupes Ethanol & 1 g*k@1) et 3 g.kd (E3) et deux groupes & 600

mg.kg* de GHB en association avec 1 G-KG6E1) ou 3 g.kq d’éthanol (G6E3).

Comme pour I'étude précédente, les études statesignt été menées avec I'ensemble des
groupes mais les représentations graphiques dgtsingplifiées, seuls les groupes G6, G6E1

et G6E3 y sont représenteés.

1.2.1 Signes cliniques

Les animaux du groupe Témoin étaient asymptomatigDans les groupes G6, E1 et E3, les

rats ont présenté les mémes signes cliniques gaégemment décrits.

Les G6E1 sont tombés en moins de 20 minutes (d200ndinutes) dans le coma. Un individu
n’en était pas sorti au bout de 240 min mais legeay7/8) se sont tous brutalement réveillés

entre 120 et 240 min.

Les animaux du groupe G6E3 sont tous tombés darmnt@ en moins de 20 min (entre 0 et
20 min), au terme du délai d’expérimentation, 240,raucun n’en était sorti. Chez un seul

animal (1/8), des mouvements ont été enregistrés.
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Figure 41 : Evolution de la température centrale au cours des 240 minutes aprés I'administration IP
des substances pour les groupes : G6 (bleu), G6E1 (vert) et G6E3 (rouge). Seules significativités
entre G6E1 et G6 (@) et entre G6E3 et G6 (®) ont été représentées.

L’évolution de température corporelle des groupe® &1 et E3 était la méme que

précédemment décrite.

Les groupes G6, G6E1 et G6E3 ont présenté une témwltriphasique de la température
corporelle, soit: hypothermie — hyperthermie — ligpamie Figure 41). En présence
d’éthanol, les deux différences significatives é&ss peuvent souligner une tendance a la

majoration de I'hyperthermie pour G6E1 et de I'nmmie terminale G6E3.
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Figure 42 : Evolution de la température centrale au cours des 240 minutes aprés I'administration IP
des substances pour les groupes : G6E1 (vert), G6E3 (rouge), E1 (marron) et E3 (gris). Seules les
significativités entre G6E1 et E1 (@) et entre G6E3 et E3 (@) ont été représentées.

L’association du GHB 600 mg.Kga I'éthanol a provoqué, lors des quatre heuregastii
'administration, des variations de températurepocelle significativement différentes de

celles provoquées par les mémes doses d'éthasekpgsolément.

- Le groupe E1 présentant un profil de températueatique aux témoins, I'évolution
triphasique de la température des G6E1 se distingueelle des E1 comme des
Témoins : dans sa phase hyperthermique, de 60nd@ird(p < 0,01 a p < 0,001), puis

dans sa phase hypothermique finale, de 210 a 24Qpwi 0,05).

- De 40 & 180 min, en place de I'hypothermie franmfoyoquée par 3 g.Kgd'éthanol,
le groupe G6E3 a montré une hyperthermie relatiga Histincte (p < 0,001) suivie,

aprés 180 min, d’'une hypothermie qui se confond aedles des E3.
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1.2.2 Parametres respiratoires

L’association de I'éthanol au GHB & 600 mg'kg provoqué le méme type deffets
respiratoires que le GHB seul, baisse de f et antatien de \, mais avec augmentation de

leur intensité et retard dans leur apparitiBig@re 43a et Figure 43

Ainsi, le groupe G6E1 présentait un retard sigatffcdans 'augmentation de, @ 20, 30 et
120 min (p < 0,05 a p < 0,001) et dans celle d&\@0 min (p < 0,05). Pour les parametres f

et Tg, des tendances non significatives a ce phénonarmmeperceptibles.

Le groupe G6E3 a présenté des différences sigtiiesaavec G6 pour tous les parametres
respiratoires. La diminution de f a été retardée ttes 40 premieres minutes (p<0,01). Aprés
60 min, alors que chez les rats du groupe G6, famdgit et se normalisait progressivement,
pour les G6E3, f continuait a décroitre jusquigoTDe 150 a 240 min, bien qu’en phase de
croissance, la différence est restée significafve 0,001). Ce retard et cette intensification

des effets, ont été aussi observées de faconisggiveé pour T, Vr et Te.

Les animaux de G6E3 n’ayant pas pu mobiliser uumel d’air adapté a leur fréquence
respiratoire, ils n'ont pas pu maintenig @ partir de 150 min (p < 0,05 a p < 0,001). De
méme, puisque |Trestait élevé alors quer\décroissait, le débit inspiratoire moyen a chuté

aprés 150 min (p < 0,05 a p < 0,05).

Lors de la comparaison des groupes G6E1 et G6p@ctgement aux groupes E1 et E3, les
mémes effets sont mis en évidence : ralentissedeeld respiration avec augmentation gde T
et Te et augmentation du-V L’augmentation de la significativité des difféoess par rapport
au groupe Témoin ou G6, est principalement liéa gethdance des rats alcoolisés a respirer

plus rapidement que le rats témoins.

Page 125 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES RECREATIVES : GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A

2012
L’ETHANOL
Fréquence respiratoire Temps expiratoire
1504 2.001 i i i i i

1.75-

‘3 1.50-
£ 100

5 1.25-

g 1.00-
B oo

E— 0.75

0.50/

fes . } } } H H
o- 0.25-
0 30 60 90 120 150 180 210 240 0 30 60 90 120 150 180 210 240
Temps (min) Temps (min)
Temps inspiratoire Temps total
0.6 2.5
i ' S TR T B i N
[ ] ]

0.5 2.0-

E 0.4 :s 1.5

0.3 1.0-

0.2 0.5

0.1 0.0

0 30 60 90 120 150 180 210 240 0 30 60 90 120 150 180 210 240
Temps (min) Temps (min)

Figure 43a: Evolution des paramétres respiratoires au cours des 240 minutes aprés I'administration IP des substances pour les groupes : G6 (bleu), G6E1
(vert) et GBE3 (rouge). Seules les significativités entre G6E1 et G6 (@) et entre G6E3 et G6 (@) ont été représentées.
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Figure 43b : Evolution des paramétres respiratoires au cours des 240 minutes apres I'administration IP des substances pour les groupes : G6 (bleu), G6E1

(vert) et GBE3 (rouge). Seules les significativités entre G6E1 et G6 (@) et entre G6E3 et G6 (@) ont été représentées.
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Enfin, 'augmentation importante de- &pres 60 min, jusqu’a plus de 4 fois sa valeualeas
sans augmentation proportionnelle de &t la réduction significative du rapporfTrot entre
90 et 150 min alors que présentait ses maxima, signent I'apparition d’@snéxpiratoires

conséquentes.

Les animaux des groupes G6, G6E1 et G6E3 ayanemifsune respiration de type
apneustique, dans une seconde étape, les signauéotraités de maniere a séparer les

phases inspiratoires et expiratoires des phasescams, comme précédemment décrit.

En Figure 44, les graphiques ont été établis a des échellewadgntes afin d’apprécier
'ampleur des phénomeénes apnéiques. La compospn&gae de la phase d’inspiration est
restée minoritaire (& maximal : 0,35s ; Amaximale : 0,09s) alors que I'inverse s’est produi

lors de I'expiration (Ec maximal : 0,45s ; Amaximale : 1,15s).

Le retard provoqué par I'éthanol & 3 gkgur 'augmentation de Tet de E est aussi

significatif sur les temps corrigésiclet Tec, de 10 a 30 min (p < 0,05 a p < 0,001).

- Pour Tc, les maxima des trois groupes ne se différenpast alors que pour G6E3
I'aire sous la courbe significativement plus impaoie et 'augmentation significative
du T entre 90 et 240 min confirment une augmentatiotadiéurée de l'effet sur le

T

- Pour Tgc, le maximum de G6E3 est significativement plustpte celui de G6, mais
les Tmax apparents sont différents : 30 min poureB&6E1 contre 90 min pour

G6ES3. Au temps d’apparition du maximum de @u groupe G6E3, celui-ci n'est pas
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significativement différent desgf des autres groupes. Les aires sous la courbe des

Tec ne se distinguent pas pour les trois groupegufe 45).

Pour les apnées, le retard dans l'effet n’est jaramnificatif au cours de la premiere heure.
Par contre, dés 90 min, les At A: de G6E3 deviennent significativement différentes d
celles de G6 jusqu’a 210 min. Conséquemment a défégence, 'aire sous la courbe de A
et Az pour le groupe G6E3 est significativement plusndeaque de celles de G6 et G6E1.
Enfin, seul le maximum d’Ade G6E3 est significativement supérieur a celsidkux autres

groupes, les maxima des e se distinguent par entre les groupégure 46).

Les apnées inspiratoires et expiratoires sont apgasimultanément, entre 90 et 210 min.

- Les A sont contemporaines des maxima deg ®@u groupe G6E3 alors

significativement différents descldes autres groupes.

- Les Ag apparaissent lors des maxima deg du groupe G6E3 mais ceux-ci ne sont

pas significativement différents de ceux des awgreapes.

Enfin, les E et A= du groupe G6E3 sont compares a ceux des group&s6861 (G6), 1000
et 1600 mg.kg obtenus lors de I'étude des effets du GHB admihisblementTableau 20.
G6E3 présente des-EBt A maximaux significativement supérieurs a ceux cauge G6 et

non significativement supérieurs & ceux du group@®@&000 mg.kd.
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Figure 44 : Evolution des temps mesurés et corrigés, et des durées des apnées, inspiratoires et expiratoires, au cours des 240 minutes aprées I'administration
IP des substances pour les groupes : G6 (bleu), G6E1 (vert) et G6E3 (rouge). Seules les significativités entre G6E1 et G6 (®) et entre G6E3 et G6 (@) ont
été représentées.
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Figure 45 : [haut] Evolution des Tc et Tgc au cours des 240 minutes aprés I'administration IP des
substances pour les groupes : G6 (bleu), G6E1 (vert) et G6E3 (rouge). Seules les significativités entre

G6E1 et G6 (@) et entre G6E3 et G6 (®) ont été représentées. — [milieu] Comparaison des aires sous

la courbe des T\c et Tec en fonction des groupes — [bas] Comparaison des maxima des T\c et Tgc en

fonction des groupes.
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Figure 46 : [haut] Evolution des A, et Az au cours des 240 minutes aprés I'administration IP des

Seconde
Seconde

substances pour les groupes : G6 (bleu), G6E1 (vert) et G6E3 (rouge). Seules les significativités entre
G6E1 et G6 (@) et entre G6E3 et G6 (@) ont été représentées. — [milieu] Comparaison des aires sous

la courbe des A, et Ag en fonction des groupes — [bas] Comparaison des maxima des A, et Az en

fonction des groupes.
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Tableau 20 : Comparaison des T et Ag du groupe G6E3 avec les groupes GHB 600, 1000 et 1600 mg.kg'l
Groupe GHB 600 mg.kh GHB 1600 mg.kg GHB 1000 mg.kg GHB 600 mg.kd (G6)
+ Ethanol 3g.kg (G6E3)
Te maximal en s 1,57 + 0,27 1,45 +0,20 1,04 £ 0,10 ,70@ 0,03
Aeg maximale en s 1,16 £ 0,24 1,03+0,17 0,64 + 0,08 0,27 + 0,02

®test t, p < 0,01 par rapport aux valeurs du grdapE3
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2 Etude D3 : Cinétiques sanguines veineuses du GHBIet’éthanol aprés
leur administration simultanée
Les animaux ont été distribués entre 4 groupes)(naad groupe Témoin, un groupe GHB

600 mg.kg" (G6), un groupe éthanol 3 g:kgE3) et un groupe recevant I'association GHB

600 mg.kg et éthanol 3 g.K§(GBE3).
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Figure 47 : Cinétique veineuse du GHB (en haut, a droite : échelle semi-logarithmique, a gauche :
échelle linéaire) et de I'éthanol (en bas, a droite : échelle semi-logarithmique, a gauche : échelle
linéaire) au cours des 240 minutes aprés l'administration IP des substances pour les groupes:

Témoin (noir), G6 (bleu), E3 (gris) et GGE3 (rouge). Seules les significativités entre G6E3 et G6 (®)
ont été représentées.
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Tableau 21 : Parameétres cinétiques veineux apparents du GHB et de I'éthanol pour les groupes G6, E3 et G6E3

Cinétique sanguine veineuse du GHB

Parameétr® Groupe

G6 G6E3
AUCo 240 (g.L™".min) 53,4+11,7 95,8+11,%
Cmax (mg.%) 368+68 510+38
Tmax* (min) 30[20-60] 135 [90-240]

®test t, p < 0,01 par rapport aux valeurs du graaife

Ptest t, p < 0,05 par rapport aux valeurs du graBife

@ Les parametres sont exprimés comme la moyenne. £+ SD

“ e Tmax reporté est la valeur médiane des Tmagrubs [Intervalle des observations]

Cinétigue saeggineuse de I'éthanol

Paramétre Groupe

E3 G6E3
AUCq_,240 (9.L™ .min) 504+70 527492
Cmax (mg.%) 2830+489  2581+343
Tmax (min) 90 [40-120] 90 [40-150]
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L’éthanol est resté indécelable dans le sang dmeits et des individus du groupe G6. Les
groupes E3 et G6E3 ont présenté des éthanolénpésisures & 2000 mg'Lmais ces deux

cinétiques ne different pakigure 47 & Tableau 2).

Le GHB a été détecté dans tous les échantillons s®ils les animaux des groupes G6 et
G6E3 présentaient des concentrations supérieut@snag.L’>. Les cinétiques au sein de ces
deux derniers groupes different. G6E3 se distirayex un ralentissement de I'absorption du
GHB (Tmax a 135 minversus30 min pour G6, test p < 0,05), une augmentatienlad
concentration maximale mesurée (510 riigviersus368 mg.L* pour G6, test p < 0,05), une
réduction de I'élimination et une augmentation’d&ed sous la courbe (95,8 g-min versus

53,4 g.L'-.min, t test p < 0,01).
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Chapitre 6 : Discussion

En préambule a la discussion des résultats obsemgés revenons sur les choix qui

ont da étre effectués priori.

~~O~~

Il a été décidé dans cette premiere approche deoseentrer sur les effets des
substances activgsincepscorrespondant aux usages récréatifs envisagési @rGHB est
accessible dans des formes d'assez grande puregiéede THC peut étre retrouvé de nos
jours sous certaines formes pharmaceutiques, fidetde I'exposition a I'éthanol et au THC
provient de la consommation de mélanges (boissdosolsées ; débris végétaux de
Cannabiset leurs produits dérivés : résines et huileg}xpbsition au GHB peut, quant a elle,

avoir comme origine la consommation de GBL ou deBD (Schep et coll., 2012).

Les mélanges consommeés ont des compositions nesltgt variables. Le panel de
boissons alcoolisées commercialisées, la variéte chruetels et les differences de
composition des résines deannabisen témoignent. Ainsi, d’autres substances actives
présentes peuvent interagir soit directement, isdirectement en modulant les effets des
principes actifs. La modulation des effets du THE alleurs déja été rapportée pour certains
autres cannabinoides naturels (Hayakawa et cold8,2DelLong et coll., 2010, Karschner et
coll., 2011, Klein et coll., 2011). Toutes les aiions ne pouvaient étre envisagees, et dans
cette premiére approche, notre choix s’est portdesusubstances pures, leurs propriétés ne

différant pas de celles des produits accessiblasvgV et coll., 2005).

La consommation de GBL et de 1,4-BD aboutit, apnégabolisation, au GHB qui est
a lorigine des effets observés. Ainsi, consciegie cette étape préliminaire module la

biodisponibilit¢ du GHB, nous avons choisi de mEsunlre I'étude aux effets apres
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administration de GHB. La confirmation des effebiservés aprés administration de GBL ou

de 1,4-BD pourrait faire I'objet d’'une étude uléarre.
_—~ o~ O —_—~ o~

Notre modele a été conditionné par plusieurs lisngeit techniques, soit liées aux

substances.

Pour les mesures en pléthysmographie corps emiers devions standardiser les
protocoles et 'administration des substances déngarantir la comparabilité des groupes.
Nous avons été contraints d’appliquer les exigenoeximales pour tous les groupes.
L’administration IP a été choisie bien que, loraird’'usage récreatif, la voie principale
d’administration est la voie pulmonaire pour le TidCla voie digestive pour I'éthanol et le

GHB.

L’administration du THC par voie pulmonaire aprébulisation ou fumigation est
possible, mais il n'y a alors aucune maitrise dddse absorbée et I'aérosol peut avoir une

action directe sur les voies respiratoires.

L’administration par voie orale impose, quant & eflemploi d’'une sonde de gavage.
Celle-ci peut provoquer chez I'animal une géne i@é$piration et un stress supplémentaire, et
ainsi perturber les mesures précoces en pléthyspligr corps entier. De plus, lors d’'une
administration orale, le jelne est généralement s@mar la biodisponibilité de I'éthanol est
tres peu reproductible avec des animaux alimer®@hdgrecky and Brick, 1988) et les
cinétiques different (Payne et coll., 1966, Struketl coll., 1974, Roine et coll.,, 1991).
Cependant, nous n'avons pas voulu priver les aningel nourriture en raison (1) de la
credibilité de la situation et (2) de la diminutidn métabolisme de I'éthanol observée lors
d’un jedne (Smith and Newman, 1959). Ainsi, évitervoie digestive, le premier passage

métabolique stomacal (Lim et coll., 1993) et le ear 'administration IP des substances
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devait permettre une absorption plus reproducileonséquemment des cinétiques moins
variables et plus propices a I'observation d’effsignificatifs. La biodisponibilité IP de
I'éthanol étant supérieure a celle de la voie of@dliam et coll., 1985, Ogilvie et coll.,
1997), les doses nécessaires a I'observation dfehdevraient étre moindres par voie IP. A
distance des voies aériennes, I'administration 1Bdyit donc moins de perturbations
respiratoires de son fait. Depuis la cavité abdaieinles solutions pourraient irriter le

diaphragme mais aucune toux, ni aucun hoquet g'algtervé.

Enfin, l'injection a volume fixe a été choisie datendue des doses envisagées, en
particulier pour I'éthanol, aurait nécessité, a caration fixe, l'injection de volumes
croissants dans un rapport de 1 a 36. De tellgatiars imposent des procédures d’injection
différentes (taille d’aiguille et de seringue, temg@snjection) qui auraient induit des
différences dans le stress des animaux. Le volumgation a donc été fix@ priori, apres
consultation d’'un membre de notre comité d’éthigninale, & 10 mL.kY Il correspond aux

bonnes pratiques rapportées (Diehl et coll., 20@dis a réduit la gamme de doses possibles.
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1 Ethanol

L’éthanol a été abondamment étudié en raison gedaalence de son usage et des
conséquences sanitaires de sa consommation. Cetézuie, simple (gHsO), de masse
molaire 46,07 g.mdl, est miscible & I'eau et & certains solvants pesagt apolaires. Dans le
corps, elle se répartit avec I'eau et traversariembranes cellulaires. Si plusieurs systéemes
enzymatiques plus ou moins spécifiques existent paunétabolisation, il n’a pas encore été
identifié de récepteur ou d’effecteur qui lui sspigcifique. Cette absence de spécificité en fait
un toxique « faible » mais les quantités consomnéegiron 10 g par verre) aboutissent a
des concentrations toxiques. Les mécanismes dexiaité de I'éthanol sont assez peu
spécifiques par défaut d’effecteur. Les systemeséegpteurs sensibles a l'alcool sont
perturbés en fonction de leur susceptibilité et ldeconcentration en éthanol de leur
environnement. Les conditions d’essai ou d’expémiaigon prennent alors une grande
importance en raison de la multiplication des situes, d’ou I'abondance de points de vue

divergents dans la littérature scientifique (Pobkyeand Brick, 1988).

Dans notre modele, la relative «faible » toxicitke [I'éthanol a impliqué
I'administration de doses de plusieurs g-kglors que sa densité, inférieure a I'eau, et ses
propriétés irritantes nous limitaient. Lors de tanception des protocoles, nous avons décidé
de tester des doses d'éthanol de 0,125%%4,5 g.kd. La dose maximale ne dépasse pas la
DLso & 24 heures (Do 1) établie par Ward et coll. & 5,1 gkgur des rats Sprague-Dawley
de 130 & 150 g (Ward et coll., 1972), ni celle kah 5,5 g.kg sur des rats Wistar de 14
semaines par Wiberg et coll. (Wiberg et coll., 19AQ)cun rat n’est mort pendant les études
pléthysmographiques. Lors de la récupération dedesode téléemétrie apres sacrifice, seule
la cavité abdominale des rats ayant recu la plug fdose a présenté un liquide rosé. Le

caractére irritant des solutions alcooliques &fordncentration, dans notre cas 450°gshit
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56°, pourrait expliquer la présence de sang danav@é peritonéale, pour autant la péritonite
chimique induite par des solutions alcooliséesrtefteneur n'apparait pas avant 72 heures
(Wiberg et coll., 1969), et nous observons les tefi@spiratoires précoces, dans les 4

premieres heures apres I'administration.

La DLso a 14 jours (Dkona ) a €té déterminée a 3,6 gkgar la méthode up-and-
down. Cette valeur est inférieure a celles rappsri@Viberg et coll., 1970, Ward et coll.,

1972) mais en adéquation avec les constats formulés

- La DLsgg est inversement proportionnelle au titre éthan@i¢wiberg et coll., 1970).
Travaillant a volume constant, les solutions d’atilaitilisées étaient plus concentrées

que celles des études rapportées.

- La résistance des rats a la toxicité de I'éthamoirtuent avec I'age (Wiberg et coll.,
1970, Kimura et coll., 1971, Wiberg et coll., 1970ptre modele animal est plus agé

que celui de Ward.

Enfin nous avons établi une BJu4; 'augmentation du délai d'observation peut aussi

expliquer la diminution relative de la valeur déterée.

Apres les premiéres expérimentations et les prentdesages, nous avons décidé de
maintenir la dose & 4,5 gkdien qu'elle soit supérieure a la Bl j déterminée. Aucun
animal n’est mort pendant I'étude pléthysmographiggeur les autres études, la dose
maximale testée, a été fixée a 3 g kgorrespondant cliniguement et médicolégalememtea
intoxication sévere sans que I'alcool puisse exica lui seul le déces (Lamiable et coll.,

2000).
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1.1 Cinétigues sanguines de I'éthanol et des acides argques

Le premier objectif de la détermination des cinégsanguines était de vérifier la
correspondance des concentrations obtenues aveprdgnation alcooligue humaine
plausible. Les Cmax obtenues s'échelonnent de &3 mg.L'. lls correspondent en
toxicologie humaine aux concentrations retrouvéess |d’imprégnations alcooliques
infracliniques jusqu’aux imprégnations massiveseptellement mortelles (Deveaux, 1999),
les éthanolémies supérieures a 5 gprovoquant chez I'homme des dégats neurologiques
irréversibles fréquemment fatals en I'absence diéetnent symptomatique (Kaye and Haag,

1957).

A titre de comparaison, le « nouveau » mode deaungtion d’alcool, nommé «
binge drinking® » expose certains de ses adeptes & des consomsnatimulées de plus de
170 g d’éthanol (entre 2 & 3 g:Rg Cing heures aprés le début de consommationitgrta
présentent encore des éthanolémies de plus de.lI7(igughes et coll., 2011). Dans une
étude rétrospective des cas d'alcoolisation d'abaets ayant abouti a une hospitalisation
entre 2000 et 2010, I'éthanolémie moyenne & I'adimisétait de 1,76 g1, le maximum de

3,60 g.L* (Bouthoorn et coll., 2011).

Les doses d’éthanol choisies dans notre modéle dmmt en adéquation avec une

consommation humaine, qu’elle soit modérée ou masgitoxique.

~~O~~

Dans un second temps, les paramétres cinétiguesiusbtont été étudiés afin de

confronter notre modele a ceux déja rapportés.

® Le «binge drinking » consiste & s’adonner & unectisation massive dans le but d'atteindre rapielet

l'ivresse. Ce phénomeéne a fait son apparition dwtdées années 2000.
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Les parametres cinétiques artériels apparents erdmue les éthanolémies croissent
avec les doses (Augmentation des Cmax et AlJk). L'absorption et I'élimination sont
aussi sensibles a la dose. L'augmentation du Tmaec da dose est en faveur d'une

absorption d’ordre 1 alors que la réduction de @léR faveur d’'une élimination non linéaire.

La modélisation de population des cinétiques aflés a aboutit a un modele a 1
compartiment avec une absorption d’ordre 1 et lingr@tion de type Mickaelis-Menten. Ce
modele, qui corrobore les constats émis suite alige des paramétres apparents, décrit
correctement I'évolution cinétique de I'ensembles deoupes. Nous n'avons pas trouvé dans
la littérature de modélisation de population conaat des éthanolémies chez le rat apres
administration IP mais pris un a un les composdetse modele sont cohérents avec les

études rapportées.
Absorption

La comparaison de la vitesse d’absorption de li@hast délicate car elle serait
dépendante de la concentration et du volume desti@w injectées (Linakis and
Cunningham, 1979). Pour autant, elle est décritense plus rapide en IP gper os(Gilliam
et coll., 1985) et le ka obtenu avec notre mod@J& k') reste cohérent puisque supérieur &

celui reteniper ospar Pastino et Connoly (4,2h(Pastino and Conolly, 2000).
Distribution

Le Vd/Rp déterminé par modélisation est un volume appaterdistribution qui ne
tient pas compte de la biodisponibilité dans neétiede. L'éthanol se distribue avec I'eau
corporelle, il a d'ailleurs été utilisé pour détémer I'eau corporelle totale (Kalant, 1996). Il
est logique que VdF soit supérieur a ce que l'on pourrait s’attendrasque la

biodisponibilit¢ de I'éthanol par voie IP ne peuteéqu’inférieure ou égale a 1. L'eau
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corporelle totale des rats Sprague-Dawley a étérmétee a 71 % (Cunningham et coll.,
1986). En considérant la regle établie de distidoutie I'éthanol avec I'eau (Kalant, 1996), le
volume théorique de distribution devrait étre de10l.kg. La biodisponibilité¢ IP (f) de

I'éthanol dans notre modele peut étre alors esténgeviron 78 %.
Métabolisme et élimination

L’éthanol est essentiellement éliminé par voie inéligue. Ces mécanismes ont été
clairement établis (Jacobsen, 1952, Forsander aildaR1960, Lundquist et coll., 1962).
Principalement réalisés dans le foie, ils mettantea différents systemes enzymatiques :
alcool-déshydrogénase (EC1.1.1.1 ou alcohol: NAKidoreductase) ; MEOS (microsomal
ethanol-oxidizing system : systeme microsomal ddation de I'éthanol) (EC1.14.14.1 ou
substrate,reduced-flavoprotein: oxygen oxidoredigta catalase (EC1.11.1.6 ou hydrogen-
peroxide: hydrogen-peroxide oxidoreductase); aldékldéshydrogénase (EC1.2.1.3 ou
aldehyde:NAD oxidoreductase), dans des proportions encore @éssuf{Mezey, 1976,
Matsumoto and Fukui, 2002). L'acétaldéhyde, prodais de la premiere étape, reste
pratiguement indécelable dans les prélevementaseaguisqu’il est tres rapidement oxydé

en acétate libre (Sarkola et coll., 2002).

L’élimination de I'éthanol est correctement modéiispar un modele de type
Mickaelis-Menten. Ce constat a déja été établi géferents auteurs, chez I'homme
(Wilkinson, 1980), le rat (Makar and Mannering, 197k¢ singe (Makar and Mannering,
1970), la souris (Bejanian et coll., 1990), le oh{®Vilkinson et coll., 1980) et le cochon
(Koren et coll., 1989). Depuis quelques annéesype d’élimination non linéaire est retenu
pour modéliser les cinétiques sanguines de [|'éthatanls des formes plus ou moins
complexes a une ou plusieurs composantes mickaelesglon les organes et les systemes

enzymatiques considéreés.
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Pour sa comparaison aux valeurs mentionnées dalitsetature, il est difficile de

distinguer le Vd/lr de Vinax En effet, dans les articles publiés, il est sotifait mention de
. e L . " .,V max .
la vitesse d’élimination de I'éthanol. Cette vitegseut étre estimée parVT et exprimée

selon l'unité : mg...min? ou mg.LY.h!. Dans notre étude, la vitesse d’élimination de
I'éthanol pour notre population est proche de 5@DLinh™. Cette valeur est comparable a
celles rapportées dans d'autres études avec unlenadémal similaire au nétre, le rat

Sprague-Dawley méle :

entre 480 et 500 mg1h™ pour Makar (Makar and Mannering, 1970) ;

- entre 300 et 600 mg1h™ pour Silveri (Silveri and Spear, 2000) ;
- entre 400 et 450 mgLh™ pour Kelly (Kelly et coll., 1987) ;

- estimée & partir des données de Taylor entre 3E®®&tmg.L".h™* (Taylor et coll.,

2009).

La principale différence entre notre étude et setbBgpportées consiste en I'évolution
de Vinax €n fonction de la dose, les autres paramétretiques (ka, Vd/ls et Km) n’étant pas
influencés par celle-ci. Ainsi sur I'étendue desaktestées, comme,) diminue alors que
Vd/Fp est constant, la vitesse d’élimination de I'étHadiominue avec la dose. Cette baisse
pour les fortes doses explique le maintien de &éth a de fortes concentrations artérielles
apres le Tmax. Le ¥ax est corrélé dans notre étude a la dose, la tetupéret le pH mais ces

deux derniers paramétres sont eux-mémes corréégose.

Cette réduction de la vitesse d’élimination n’a p&& observée dans toutes les autres
études. Silveri et Spear rapporte une méme vitd'sdieination et une méme hypothermie
pour ces groupes recevant 1,5 et 4,5 §(&jlveri and Spear, 2000) et confirme le consét d

Ferko et Bobyock : pour une voie d’administratioandée, la vitesse d’élimination de
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I’éthanol reste constante quelque soit la dosek(Fand Bobyock, 1979). Pour autant, Ferko
et Bobyock n'ont pas étudié de doses supérieur@sgikg’ par voie IP. Et bien qu'ils
observent une hypothermie & partir de 1,75 4.kts excluent toute participation de la
température corporelle a la vitesse d’éliminatien’dthanol, dans une autre étude présentant

les mémes limites (2 g.KgIP) (Ferko and Bobyock, 1978).

Certains auteurs ont incriminé les conséquencésyfmthermie induite par I'éthanol
dans la réduction de la vitesse d’élimination deieg. MacGregor et coll. expliquent cette
baisse par une réduction de la perfusion hépaggde volume de distribution, conséquences
de I'’hypothermie. La température n’aurait pas déactirecte sur les systemes enzymatiques
(Macgregor et coll., 1965). Larsen et Krarup qui tavaillé sur des foies perfusés de chat
rapportent que I’hypothermie provoquerait une modifon de la perfusion intrahépatique et
une baisse de I'excrétion biliaire. Ces modificasio@duiraient les capacités fonctionnelles du
foie et affecteraient ainsi I'élimination de I'éti@, mais les auteurs n’excluent pas une
influence directe de la température sur le métabmide I'éthanol (Larsen, 1971, Krarup and
Larsen, 1972). Romm et Collins ont observé la leades I'élimination de I'éthanol chez la
souris apres avoir induit une hypothermie au pharotal ou au di-isopropylfluorophosphate
(un inhibiteur irréversible des acétylcholinestésgdsmais ces hypothermies sont moins
efficaces que celle induite par I'éthanol. Cettsearbation est en faveur de la coexistence
d’autres facteurs éthanol-dépendants : comme lafioaiitbn de la perfusion sanguine de
certaines organes ou une inhibition du métaboligR@mm and Collins, 1987). Avec un
modele mathématique proche du noétre, Koren etaollnoté une réduction de Vd et dgay¥
chez le porcelet. lls expliquent ces modificatiggas les conséquences de I'hypothermie :
réduction du flux sanguin, séquestration d’eau dbess capillaires, diminution de la
consommation en oxygene (Koren et coll., 1989).irkrBejanian et coll. ont confirmé la

réduction de la vitesse d’élimination de I'éthanbkz la souris et montré des différences de
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répartition de l'alcool entre le sang et le cerveaufonction de I'intensité de I'hypothermie,
ce qui corrobore la variation de perfusion des megaselon la température (Bejanian et coll.,
1990). Lors d’'une hypothermie, le sang est retis&idepuis le tube digestif, les extrémités,
le foie et les reins vers les coronaires et leamuy le volume de sang €jecté par le coeur est
réduit et 'eau est séquestrée. Toutes ces motidiacontribuent a une réduction du volume
intravasculaire de distribution de 10 a 35 % (vam @roek et coll., 2010), mais nous ne
I'avons pas mis en évidence dans notre étude. Eudum, Mortensen et Dale qui ont travaillé
directement sur le tissu hépatique, la températunene influence directe sur plusieurs
systemes enzymatiques dont I'alcool déshydrogé(sleetensen and Dale, 1995). Si les
autres auteurs ne l'ont jamais tout a fait excupart relative de cet effet leur semble plus

faible que celui des variations circulatoires.

Une action inhibitrice de I'éthanol sur 'alcoolsi¥/drogénase soit directe, soit par
'intermédiaire de son premier métabolite : I'add¢hyde a aussi été rapportée (Zahlten et
coll., 1980, Braggins and Crow, 1981, Crabb et.c@®81, Sharkawi, 1984), mais la vitesse
d’élimination de I'éthanol ne semble pas corrélar eoncentrations d’alcétaldéhyde (Inoue
et coll.,, 1984) et la consommation des cofactenmymatiques ne semblent pas, non plus,
limiter le métabolisme de I'éthanol (Braggins ane\&, 1981). Plus récemment, I'hypothese
de plusieurs interventions (alcool déshydrogénase gddéhyde déshydrogénase) limitant le

métabolisme de I'éthanol a été avancée (Pagelet1@d1l).

Ces meécanismes, modifications de la perfusion saeguéduction de lactivité
enzymatique par la température et par les substuatsnémes, ne sont pas contradictoires. Ils
peuvent justifier notre observation de la réductieria vitesse d’élimination de I'éthanol. Par
contre notre étude ayant été optimisée pour I'olagiem des effets respiratoires nous ne
disposons pas d’éléments susceptibles de confioonérfirmer les hypotheses émises dans la

littérature.
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Les valeurs de Km mentionnées dans la littératwergent de la nétre : 3,6 mg-L

7 ou 23 mg.* pour Pastino chez le rat F-344 male ou femellel@esemaines

(Pastino et coll., 1997, Pastino and Conolly, 2000)
- 34 mg.L* pour Fung chez le rat Spargue-Dawley male de 3®igg et coll., 2008) ;
- 10 mg.L* pour Kozawa chez le rat Wistar male de 350 g (Mazet coll., 2007) ;

- 124 mg.L* pour Makar chez le rat Sprague-Dawley male de®300 g (Makar and

Mannering, 1970).

La disproportion entre les concentrations sanguetesette constante peut expliquer sa
meésestimation lorsque les cinétiques employées tadlept pas suffisamment la phase finale
d’élimination. Ce qui est notre cas puisque notretqrole a été optimisé pour I'étude

pléthysmographique et que nous n’avons suivi leétijues que pendant 4 heures, or, pour

les plus fortes doses, I'éthanol n’est pas compiétd éliminé durant cette période.
_—~ o~ O —~ o~

La comparaison des parametres cinétiques de |'étlentre le sang artériel et le sang
veineux, montre que ce dernier est moins concenteél’artériel (Cmax et AUE.240 plus
faibles pour le groupe a 3 g:kgp < 0,05). Cette différence entre le sang aftétiée sang
veineux a deéja éte décrite et étudiée (Haggardlet £940, Wilkinson and Rheingold, 1981,
Martin et coll., 1984), en particulier par I'équide A. W. Jones (Jones et coll., 1989, Jones et
coll., 1997, Jones et coll., 2004). Attribuée diterence de vitesse entre I'absorption et la
distribution de I'éthanol, elle explique la soustaation de I'imprégnation alcoolique aprés
I'analyse d’'un échantillon de sang veineux prélerécocement lors de la phase d’absorption,
phase pendant laquelle les effets toxiques dedr@hsont décrits comme maximum (effet de

Mellanby) (Jones, 1993).
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Le métabolisme de I'éthanol aboutit en deux étapkascétate, qui est éliminé du foie
par la veine sus-hépatique puis distribué@ la circulation artérielle vers les organes
extrahépatiques capables de 'assimiler, en paiclds muscles squelettiques (Lundquist et
coll., 1962, Forney and Harger, 1969). L’augmentatbbservée des concentrations sériques
en aceétates est la conséquence du métabolisméthanol. La difféerence artérioveineuse de
concentration serait due a la distribution et a&dasommation des acétates par les tissus
extrahépatiques, le sang veineux est moins corcdhundquist et coll.,, 1973, Juhlin-
Dannfelt, 1977). Seule une ponction de sang awanide la veine sus-hépatique aurait permis
d’observer une concentration veineuse supérieul@ éoncentration artérielle. A 3 gkg
d’éthanol, les concentrations en acétate présenterglateau traduisant une saturation des
mécanismes enzymatiques de production (métaboldenééthanol et de l'acétaldéhyde)
(Braggins and Crow, 1981, Page et coll., 1991) etdélimination (métabolisme de

I'acétate).

Une modélisation du rapport entre la concentratateérielle des acétates, la
concentration artérielle de I'éthanol et les terapées centrales a été initiee, au moment de la

rédaction de ce document, elle n’a pas encore about
_—~ o~ O _—~ o~

Les concentrations basales en lactates retrouvé@ssi@aérum artériel (1,5 mmot)

sont équivalentes a celles (1,1 mmd).kapportées chez le rat (Cohen and Woods, 1976).

L’influence de la prise d’éthanol sur la concentmatsérique des lactates est encore
discutée. Dans certaines études ou cas clinigaesncentration est augmentée (Lundquist et
coll., 1962, Lundquist et coll., 1973, Lieber, 19dahlin-Dannfelt, 1977, Lien and Mader,

1999, Sarkola et coll., 2002), ou se maintenaitzggy et coll., 1985, Fulop et coll., 1986,
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MacDonald et coll., 1994) ou encore baissait (Massocoll., 1992, Nicholas et coll., 2008).
Pour ces derniers auteurs, 'augmentation de tatémie apres absorption d’éthanol serait la

conséquence de phénomenes ou pathologies associees.

Pour d’autres auteurs, les variations positiven@gatives de la lactatémie artérielle
apres lI'administration d’éthanol auraient en papieir origine le métabolisme de I'éthanol
qui modifie I'équilibre des cofacteurs enzymatiqué$AD*/NADH,H"* (Forsander et coll.,
1965, Forsander, 1966, Forney and Harger, 1968pfaet coll., 2002). Cette modification a
des conséquences sur le cycle de Krebs (Lopezllet204), sur la glycolyse (Forney and
Harger, 1969, Masson et coll., 1992), sur la néaglanese hépatique a partir des lactates
(Forney and Harger, 1969, Efthivoulou et coll., 39Bopez et coll., 2004, Nicholas et coll.,
2008) et sur la cétogenese (Lopez et coll., 2008y.variations de lactatémies seraient aussi
dues a des modifications d’incorporation et d’sétion des lactates lors du métabolisme de
I'éthanol (Lundquist et coll.,, 1962, Kreisberg etllc 1971a, Eiser, 1987), auxquelles

I'acétate pourrait participer (Topping et coll., 298

Lors de notre étude, aucune variation significatles lactates artériels, a I'exception
du groupe & 0,5 g.Kga 20 min, n'a été observée. Cette augmentatiogdsalfaible dose est
surprenante. Plusieurs hypotheses peuvent étrsag@es, (1) soit 'action du métabolisme de
I'éthanol sur la synthese des lactates est biphasigrec augmentation de ceux-ci a faible
dose et inhibition a plus fortes doses, (2) sait léération est inhibée aux plus fortes doses
d’éthanol par action sur leur transport transmemdira directement par I'alcool oua ses
métabolites (Cf. 3 Acide gamma hydroxybutyrique) letir synthése est masquée. En
'absence d’autre effet significatif de la dose tdanol sur les lactates artériels, nos

investigations se sont arrétées la.
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Par contre, les concentrations basales en ladfates le sang prélevé au niveau des
veines de la queue sont élevées (6,1 mrmidldans tous les groupes, alors qu’aucune
hémolyse n'a été décelée dans les prélevementsisangt elles ne semblent pas liées a
'administration d’éthanol. A [I'exception du site d@rélevement, les conditions
expérimentales et le traitement des échantillons isientiques pour les deux protocoles et ne
peuvent expliquer la différence, de prés de 5 mirfolLes lactatémies artérielles obtenues
n‘'ont pas présenté cette élévation inexpliquée. tBles lactatémies veineuses ont
précédemment été rapportés chez des rats Wista deal250 a 500 g lors d’exercices
physiques intenses (Gobatto et coll.,, 2001, Manchzadke et coll., 2006). Dans notre étude,
tous les animaux étaient placés en boite de cootemt leurs mouvements étaient tres
réduits, seule la queue était libre. La queue deseast un organe essentiellement osseux et
tendineux et participe a la thermorégulation. Sabitdsanguin varie en fonction de la
température. Pour autant, une augmentation desitratons liée a la réduction du flux
sanguin, conséquemment a I'hypothermie, aurait ggue un accroissement similaire des
concentrations veineuses en éthanol et en acétatpi n'a pas été observe. Seul le mode de
prélevement de notre étude se distingue de ceuxjpéa précédemment. Nous avons place
un cathéter court dans I'une des veines cauda@sles alors qu'une saignée au niveau de la
queue était realisée dans les autres études (Godtatioll., 2001, Manchado Fde et coll.,
2006). Plusieurs hypotheses peuvent alors étreeémoit I'emploi d’'un cathéter, soit le
réchauffement ou le massage de la queue, parfaisssaires au recueil de sang, ont

déclenché une libération locale de lactate.

Finalement, les prélevements sanguins au niveavaless caudales n’ont pas permis
I'étude des lactates apres administration d’éthabharigine des lactatémies veineuses

élevées n'a pas pu étre identifiée. Dans une fuétmee, il conviendrait de vérifier si le
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prélevement par saignée, tout autre parameétre waspermet d’observer les mémes

lactatémies.

1.2 Effets de I'’éthanol

Bien que notre modeéle animal ait été optimisé ptéatude des parametres
respiratoires par pléthysmographie, il a égalenpentnis d’observer les effets cliniques sur
des animaux libres de leur mouvement. Par con#gtlde conscience a été plus facile a

vérifier lors des études cinétiques ou des gaadg,d’animal étant accessible et stimulable.

Nos observations concernant la conscience des arin@ores administration
d’éthanol sont conformes aux effets rapportés. Skesl animaux des groupes 3 et 4,5 §.kg
ont montré une altération franche de la conscie@cgela sédation, effet connu de I'éthanol,
apparaitrait dés la dose de 2 g'kthez le rat Sprague-Dawley male de 350 & 430 ansel
Chuck et coll. (Chuck et coll., 2006) ou des desedosupérieures a 0,5 fois ladglsoit 2,6
g.kg! chez le rat male albinos dans I'étude de Boniteekaoll.. Cette altération de la
conscience, pouvant aller jusqu’au coma, est ra@poromme une inhibition marquée du
SNC avec baisse des réaction aux stimuli extériettsapparition progressive de troubles
respiratoires et circulatoires (Bonitenko et c@0;10). L’incoordination motrice et la sédation
sont attribuées en partie a l'interaction de I'éthlaavec le systeme GABAergique et plus
particulierement avec les récepteurs GABALes récepteurs ionotropes se composent de 5
sous-unités parmi les six classes de sous-unitél {, 6, p ete), chaque classe présentant
plusieurs isoformes. Il existe de nombreux récaptéBABA, en raison du nombre de
combinaisons possibles. Chaque sous-unité possédieméines transmembranaires. Leur
activation ouvre un canal chlore (Bormann, 2000)fdhction de la composition du récepteur
GABA,, la sensibilité a I'éthanol, ainsi gu’'a d’autregstances comme les benzodiazépines,

difféere (Pohorecky and Brick, 1988, Deitrich etlcdl989, Nutt and Peters, 1994, Faingold et
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coll., 1998, Grobin et coll., 1998, Santhakumatadk., 2007). Le mécanisme d’interaction de
I'éthanol avec le récepteur GARAY est pas tout a fait élucidé, il pourrait étreedt (Olsen et
coll., 2004, Santhakumar et coll., 2007) ou indirpar I'intermédiaire de neurostéroides
(Morrow et coll., 2001, Sanna et coll., 2004). ltian de I'éthanol sur le récepteur GABA

n'est pas clairement établie chez le rat.

L’éthanol pourrait provoquer aussi ses effets sfdgiar interaction avec les
récepteurs aux acides aminés excitateurs (glutaetatsparte), plus particulierement le
récepteur N-méthyl-D-aspartate (NMDA) et dans ur@ngire mesure les récepteurs non-
NMDA : a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole (AMPA) et kaie, les effets de I'éthanol
étant similaires a ceux d’antagonistes spécifiqdagt and Peters, 1994, Faingold et coll.,
1998). La participation des deux systemes GABRANMDA aux effets comportementaux et
sédatif a été établi dans une étude sur le rataWis 200 a 250 g (Beleslin et coll., 1997).
Certains auteurs ont rapportés la possible paaticip des opioides endogénes (Olson et coll.,

1984) mais elle semble inconstante (Lignian et cb883).

L’antagonisme et I'agonisme de ces différents rémeg : GABA, et NMDA n’ont

pas été testés lors de nos travaux et leur pafiicipae peut étre discutée avec nos résultats.

Dans notre étude, les altérations de la conscieecsont apparues que chez des
individus présentant une hypothermie marquée, cetteiere a pu participer a l'altération de

la conscience des rats.
—~ o~ O —~ o~

L’observation d’hypothermies lors de I'administoatide doses massives d’éthanol est
cohérente avec le déreglement du systeme de thégalation qu’il déclenche. Lors de notre
étude, la température des chambres de pléthysmaogrefdnt inférieure a la température

corporelle, I'éthanol a eu un effet hypothermis@fteund, 1973, Myers, 1981, Rezvani et
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coll., 1986, Wasielewski and Holloway, 2001) etyplothermie a été dose-dépendante
(Freund, 1973, Linakis and Cunningham, 1979, Mugtgoll., 1986), plus marquée pour la
dose a 4,5 g.kjque pour 3 g.K§ Ce déréglement de la thermorégulation a fait &blle
nombreuses études et pourrait étre imputé a l'actel’éthanol au niveau de I'hypothalamus
(sur de nombreux médiateurs cérébraux : dopamioggphédrine, sérotonine, histamine,
aceétylcholine, acides aminés, neuropeptides) pligslg modification du métabolisme ou a la
déperdition d’énergie observées (Lomax et coll.81)9qui en seraient les conséquences
(Kalant and Le, 1983). L’évolution de la températueste dépendante des conditions
ambiantes (Freund, 1973), bien qu’il semble s’dgin déplacement de la valeur de contrble
(Kalant and Le, 1983). Ce déplacement est imputé mlarticulierement a I'action de
I'éthanol sur la libération de la sérotonine etfel la norépinephrine au niveau du noyau
préoptigue de I'hypothalamus (Huttunen and Myer8851 Huttunen et coll., 1988,
Wasielewski and Holloway, 2001) quoique cette hlgpse reste encore discutée (Murphy
and Lipton, 1983, Ticho et coll., 1992, Carltoncetl., 1995). La cinétique et l'intensité de
I'hypothermie sont donc influencées par la temp#eatambiante, le type de mesure de la
température (rectale ou centrale), la dose enkétigue de I'éthanol (conséquence pour partie

de la voie d’administration).

Apres comparaison de nos résultats a ceux publigs ges modéles équivalents, il
s’avére que quelques auteurs ont rapporté des tsmoies dés 1,5 g.Kochez le rat Sprague-
Dawley (Silveri and Spear, 2000, Taylor et col00Q) alors que nous n’en avons observé que

pour les groupes a 3 et 4,5 g'kg

Dans leur étude, Silveri et Spear ont observé ypethermie similaire pour des doses
de 1,5 et 4,5 g.kjchez des rats Sprague-Dawley de 8 semaines (éeptidanotre modéle).
Les principales différences entre leur étude etdt@e viennent de l'utilisation de boites de

contention opaques et de sondes rectales non auden@es deux facteurs ont pu déclencher

Page 154 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES

2012
RECREATIVES : GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A ’ETHANOL

un stress différent de celui généré par notre poi¢o D’ailleurs plusieurs études rapportent
que certaines situations, comme la manipulationat@®aux lors de la prise de température
rectale, les stressent et accentuent I'hypotheimaigite par I'éthanol (Peris and Cunningham,
1986, Cunningham and Bischof, 1987, Peris and Qighaim, 1987, Ristuccia et coll., 2007).
De son coté, Taylor qui a utilisé des sondes dariélrie, a travaillé avec des animaux plus
ages (12-13 semaines), or, en vieillissant, laibgits des rats Sprague-Dawley a I'effet
hypothermique varient en fonction des doses etdeditions expérimentales (Ristuccia and
Spear, 2004, Ristuccia et coll.,, 2007, Ristuccia 8pdar, 2008). Enfin, avec un protocole
similaire au n6tre (voie d’administration et conication des solutions), Huttunen et coll. ont
trouvé une hypothermie analogue chez le rat SprBguwdey male de 380 g pour une dose de
3 g.kg" & 20°C (Huttunen et coll., 1998), et Gallaher ghdt, avec des rats Wistar males de
11 a 19 semaines, rapportent des hypothermiesqredaux nétres pour des doses de 2 a 6

g.kg* (Gallaher and Egner, 1985).

Nous avions choisi de standardiser le protocoldegtconditions ambiantes afin
d’optimiser le stress et ses conséquences loreteé pléthysmographique. Ces précautions
ont abouti a un protocole unique d’administration,tous les rats sont manipulés de la méme
maniere dans les mémes délais. Nous eémettonslalgpsthese qu’en dehors de l'effet dose
ou concentration de I'éthanol, le stress géneéré lesméme pour tous les animaux.
L’hypothermie observée lors de I'étude pléthysmphbrque aurait donc pour origine
I'éthanol. Par contre, nous ne pouvons pas exclume participation deffets non
pharmacologiques comme le stress généré par utegiom ou une géne locale de la zone

d’administration.

~~0~~
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Dans la littérature, plusieurs études rapportestaftets respiratoires pour I'éthanol.
Lors d’'une étude récente sur le rat male de 1800ag2Rejniuk et coll. ont observé une
réduction de f (bradypnée) dans les 3 heures guaiemt I'administration intragastrique
d’une dose environ 1,4 fois supérieure a laddkn soit environ 20,5 g.kY(Rejniuk et coll.,
2008). Une bradypnée a été aussi rapportée parkddtaet coll. aprés administration
intragastrique d’une dose de 6 gkthez des rats Sprague-Dawley males de 300 g (&ttack
et coll., 1994). Aprés perfusion intraveineuse @bl a des doses cumulées de 0,6 .kg
qu'ils estimaient produire une concentration sangule 7,5 g.', Pagala et coll. ont observé
une réduction de 83 % de f chez des rats SpragudeRale 150 g (Pagala et coll., 1995).
Haggard rapportait en 1940 un arrét respiratoiez dbs rats a des concentrations sanguines
de 9,3 g.[* (Haggard et coll., 1940). Les auteurs rapportastbradypnées ne semblent pas
avoir étudié les volumes respiratoires Wu Ve or malgré la baisse de fréquence, la

ventilation a pu étre conservée.

Ce type de modification du mode respiratoire a ia@ss rapporté pour d’autres
espéces animales : chez le chien dés # gl¥thanol dans le sang, quand l'intoxication
alcoolique s’est poursuivie, ils sont décédés pegt aespiratoire principalement (Loomis,
1952, Klingman et coll.,, 1958), chez la souris li{@h and Collins, 1983) et chez le chat

anesthésié (Rosenstein et coll., 1968).

Apparemment, nos observations ne corroborent pas @sultats. L'étude
pléthysmographique que nous avons menée n'a pedisserver qu'une tendance a
l'augmentation de f (tachypnée) pour le groupekgjylors de la premiére heure et pour le
groupe 4,5 g.K§ aprés la premiére heure. Cette derniére obsenvatibaccompagnée d'une
tendance a la réduction de fhais \k est préservé. Ces résultats peuvent étre la coeiségu
des caractéristiques de notre protocole. Ainsin lnjge la plus forte dose, 4,5 gkgsoit

supérieure a la Djy14;d’un facteur de prées de 1,25, les concentratiangusnes, auxquelles
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la bradypnée a été observée par certains auteomnik, 1952, Klingman et coll., 1958,

Pagala et coll., 1995), n'ont pas été atteintesdé&ki post-opératoire minimal de 4 jours
aprés installation de la sonde de télémétrie nassira de la compléte élimination des
anesthésiques, alors que Brackett initiait 'expéntation 90 min apres la récupération du
réflexe de redressement en s’étant assuré de taafitd d’'un certain nombre de paramétres
cardiovasculaires, métaboliques et neurologiquee &absence de toute interaction cinétique
et métabolique sur I'éthanol (Brackett et coll.94R Pour autant apres un délai si court, il ne
peut étre exclut qu’une interaction d’ordre dynameicpit eu lieu, provoquant la dépression
respiratoire observée. Les effets respiratoires @t attribués a I'éthanol alors qu'ils

pourraient étre dus a un phénomeéne ou une substasceié (Johnstone and Witt, 1972).

La tachypnée que nous avons observée a été rappanté’autres equipes. Borison et
coll. rapportent un breve stimulation de la redmraaprés perfusion intracranienne d’éthanol
chez le chat anesthésié (Borison et coll., 1972tufen et coll. ont observée la tachypnée
indirectement chez le chien beagle anesthésié, aloke de 1 g.ky le Vy ayant
significativement décru alors que:était conservé (Kettunen et coll., 1983). Bondraad.
rapportent une tachypnée chez le chat intact eli@&apres perfusion IV et maintien d’'une
éthanolémie & 1,2 gL lls émettent 'hypothése d’'une action de I'étHasur les afférents
vagaux mais ne peuvent exclure une activité de-cektir un site rostral du SNC (Bonora et

coll., 1984).

Haji et Takeda excluent I'implication des afférenegaux et des sinus carotidiens
dans leur observation du raccourcissementglgTils attribuent a I'action de I'éthanol sur le
centre de contréle de la respiration situé damsilee rachidien, avec modifications des influx
nerveux commandant les muscles des voies aérisupesieures (Haji and Takeda, 1987,
Takeda and Haji, 1990). L'éthanol pourrait agir patermédiaire du systeme glycinergique

gu’il potentialise (Sebe et coll., 2003, Eggers &@wmiger, 2004), le systeme glycinergique
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ayant un role dans le génération du rythme regpieatt la modulation de la résistance des
voies aeriennes supérieures (Busselberg et c001,2Dutschmann and Paton, 2002b, 2002a,
Paton and Dutschmann, 2002). Budzinska confirmeeffet sur le nerf hypoglosse chez le
lapin mais l'attribue a l'action de I'éthanol s $ystéme sérotoninergique (Smith et coll.,
1975b, 1975a, 1976, Budzinska, 2005). La baisstodes musculaire (pharynx, larynx et
langue) et 'augmentation des résistances des \a@gennes supérieures seraient d’ailleurs
aussi a l'origine des apnées du sommeil observpess alcoolisation (Robinson et coll.,

1985, Robinson and Zwillich, 1985, Altose and Hud@@86).

Enfin, Hellstrom et Tottmar ont rapporté que I'atdéhyde, métabolite de I'éthanol,
pourrait aussi participer a I'accélération de f l(steom and Tottmar, 1982). Certaines
substances directement actives sur le nerf vagueseirritants pulmonaires stimulent ce
dernier. Cette stimulation est a l'origine d’un@uwétion du E et du T, puis a plus fortes
concentrations de I'apparition de pauses expimgoiiVijayaraghavan et coll., 1993). Or
I'éthanol et ses métabolites : I'acétaldéhyde atdtate sont des irritants pulmonaires (de
Ceaurriz et coll., 1981, Appelman et coll., 1982¢lsen and Alarie, 1982, Krumpe et coll.,
1984, Moser and Balster, 1985, Gagnaire et cdll022, ils pourraient alors activer le nerf

vague.

La tendance a la baisse de d conséquemment la tachypnée observées aux fortes

doses d’éthanol dans notre modele pourraient pkgeée par ces propriétés de I'éthanol.
_—~ o~ O —~ o~

Comme aucun effet respiratoire dépresseur n'‘a ésereé aux doses d'éthanol
choisies, contrairement a d’autres études, desiegsed’ hypercapnie et d’hypoxie exogenes
aigues intermittentes ont été réalisées chez ldraié par I'éthanol & 3 g.Kg Ces tests

augmenteraient la sensibilité des mécanismes deedpiration a l'action dépressive de
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certaines xénobiotiques (Goineau et coll., 2016itecaction a été rapportée pour les opiacés
(van den Hoogen and Colpaert, 1986, Nettleton #t, @07) et permettent de mettre en

evidence une éventuelle activité de I'éthanol apmiwation des chemorécepteurs :

- lors d’hypercapnie exogene : des chémorécepteuighgéques artériels sensibles a
la PaCQ et des chémorécepteurs centraux (bulbe) indiretesensible a la PaGO

pas I'intermédiaire du pH du liquide céphalorachidj

- lors d’hypoxie exogene, des chémorécepteurs péiqles artériels sensibles a la
PaQ, principalement les corps carotidiens et plus séawmement les corps aortiques

(Jordan, 1982, Teppema and Dahan, 2010).

La teneur respective de 5 % de £ de 12 % d’@pour les tests en hypercapnie et hypoxie
est comparable a celle rapportée dans la littégfaylor et coll., 2005, Bavis et coll., 2006,
Davis et coll., 2006, Fuller et coll., 2006, Baws coll., 2007, Montandon et coll., 2007,
Fuller et coll., 2008, Bell and Haouzi, 2009, Fulet coll., 2009, Kervern et coll., 2009,
Kinkead et coll.,, 2009, Liu et coll., 2009, Nianeo®ll., 2009, Wenninger et coll., 2009,
Goineau et coll., 2010, Pokorski and Antosiewid2l@. Comme décrits precédemment, les
animaux ont été exposés a de breves périodes ddagee modérée ou d’hypoxie modérée
(~ 5 min) entrecoupées de périodes en air. Si & ran ceuvre de cette technique a été pour
partie validée par les mesures de la compositionCén et en Q des chambres de
pléthysmographie avant et aprés les mesures, lgpa@son des variations respiratoires
observées sur les valeurs basales avec d’autrdgséachéve cette validation. Ainsi nos
résultats obtenus en hypercapnie sont comparablesua obtenus dans des conditions
similaires avec des rats Wistar méale de 400 g ‘gguipe de Goineau (Goineau et coll.,
2010). De méme en hypoxie, nos observations sonpamables a celle faite par Wenninger

et coll. sur des rats Fisher male de 3 a 4 moisfWhger et coll., 2009).

Page 159 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES

2012
RECREATIVES : GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A ’ETHANOL

Lors des tests en hypercapnie exogéne, aucune ioabidih respiratoire significative
n'a été observée lors de notre étude chez le cakde. Dans une étude ultérieure, Il
conviendra d’augmenter I'’hypercapnie exogene vedis87% voire 10 % afin d’écarter toute

activité de I'’éthanol apres activation des chémepézurs sensibles a la Pa{f au pH.

Dans la littérature, une étude rapporte I'effet dépeur de I'éthanol en condition
d’hypoxie, chez le chien anesthésie, lors d’'uneokigplus prononcée (10 % dOet a des
concentrations d'éthanol supérieures (> 5,3 'gtle sang veineux) (Loomis, 1952).
Malheureusement, en raison d’'un probleme d’appr@wgement, I'étude en hypoxie exogene

n'a pas pu étre menée a terme. Le nombre mininradigidus témoins n’est pas suffisant.
_—~ o~ O _~ o~

L’analyse des gaz du sang a été menée selon umadee déja éprouvée dans notre
équipe et les valeurs basales correspondent & addi@ rapportées (Gueye et coll., 2001,
2002, Megarbane et coll., 2005a, Megarbane et, @lD5b, Megarbane et coll., 2006, Villa
et coll., 2007, Pirnay et coll., 2008, Chevillatdcell., 2009). Malgreé la différence de souche
ou de protocole, ces valeurs basales restent aubéravec celles déterminées par Brun-
Pascaud apres 202 mesures chez 77 rats Wistar deaks0 a 380 g éveillés (Brun-Pascaud
et coll., 1982), ou par Wang avec des rats Sprapwley adultes anesthésiés ventilés (Wang
et coll.,, 2000), ou encore par Cho avec des ratagbp-Dawley males de 260 a 300 g

cathétérisés au niveau de la carotide (Cho et ¢6104).

A fortes doses (3 et 4,5 g:Kg I'éthanol a provoqué chez notre modéle anima un
acidémie avec une tendance a la baisse des biedesosanguins. Cette acidémie est
contemporaine de la hausse des acétates, ce qublestent avec l'acidose métabolique
rapportée pour I'éthanol chez le rat et 'hommegjRae and Maeeniaeae, 1964), bien que

d’autres acides organiques formés directement diveictement depuis I'éthanol, comme les
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acétoacetates et I@shydroxybutyrates, aient pu participer a cette éeiet (Forsander and
Raiha, 1960, Forsander et coll., 1965, Forsand#f)l Les lactates n’ont pas participé a
cette acidémie, aucune variation de leur conceotrat'est contemporaine du phénomene.
Avec un modéle animal équivalent au noétre, I'équdpeMurray conclut aussi a une acidose
métabolique induite par I'éthanol aprés adminigirabrale (Murray et coll., 1986). D’autres
études ont pu rapportée des modifications impatades gaz du sang, en particulier chez la
souris, mais ces observations sont a considérar préeaution puisque les parameétres ne
semblent pas avoir été corrigés par la températaréanimal (Gilliam and Collins, 1982,

1983).

Dans notre étude, les groupes ayant présenté deénaes: 3 et 4,5 g.Kgont
présenté des tachypnées soit transitoire et désalépeu intense mais sans modification du

Vg, de la Pa@ou de la PaC®

1.3 Modele

L'étude des cinétiques sanguines et des effetsratsipes de I'éthanol a permis de
mettre en évidence chez le rat male Sprague-Dagder a 9 semaines, apres administration

IP d’éthanol :

- une cinétique non linéaire, qu'il a été possiblendadéliser avec une approche en
population selon un modele a un compartiment avesoration d’ordre un et
élimination de type Michaelis-Menten, lan¥ décroissant avec la dose. Cette
réduction de la vitesse d’élimination pourrait &ltee : (1) a I'hypothermie induite par
I’éthanol qui diminuerait I'activité enzymatique2)(aux conséquences physiologiques
de I'nypothermie ou de lintoxication alcoolique nome la baisse de la perfusion

sanguine, et/ou (3) a une inhibition des enzymes$epa substrat ;
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- une différence artérioveineuse entre les conceotien éthanol et en acétates. Pour
I’éthanol, cette différence est perceptible lorslalgghase d’absorption et serait due
aux meécanismes de distribution. Pour les acétaliesest observable pendant toute la
durée de [I'expérimentation et serait due a la ocomsation par les tissus

extrahépatiques des acétates circulants ;

- une acidémie métabolique & des doses supérie@eskg’, expliquée pour partie par
la synthese directe d’acétates lors du métabolagerigthanol mais a laquelle d’autres
métabolites comme les acétoacétates di-leglroxybutyrates ont di participer. Cette
acidémie est contemporaine d’une tachypnée, cepearait étre due a l'activité de
I'éthanol soit sur le nerf vague soit sur linfluxerveux controlant les muscles

respiratoires ;

- un coma et une hypothermie qui pourraient étre alliaction directe de I'éthanol
respectivement sur le systeme GABAergique et glatargique et sur le centre de la

thermorégulation.
Tous ces phénomeénes ont pu s’influencer mutuellement

A plus faible dose, I'éthanol n’a provoqué aucuetefignificatif et I'étude en
condition d’hypercapnie exogéne n’a permis de raddtr évidence aucun effet respiratoire de
I'éthanol & 3 g.kg lors d’une hypercapnie & 5% de £@ quelques exceptions prés, les
dépressions respiratoires induites par I'éthanoieavaété rapportées a des doses et des
éthanolémies plus conséquentes, voire juste prémorNotre modele n'a pas atteint cette
limite, bien que la plus forte dose testée soitleega 1,25 fois la Dégn1a ; De telles
concentrations auraient pu étre atteintes apregnétration multiple en IP ou perfusion
intraveineuse (IV) de I'éthanol mais ces technigpkss contraignantes n’avaient pas été

envisagéea priori.

Page 162 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES
RECREATIVES . GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A ’ETHANOL

2012

Chacune des observations liées a I'administratiéthdhol dans notre modele a déja été

rapportée chez I'homme :

les cinétiques sanguines de I'éthanol sont noraiieé (Wilkinson, 1980, Kalant, 1996,

Jones, 2000) ;

- les métabolites formés sont les mémes et les ermymmaines du métabolisme de
I'éthanol sont similaires (Hawkins and Kalant, 1912eber, 1975, Matsumoto and

Fukui, 2002) ;

- les perturbations de la thermorégulation induites ligghanol sont analogues (Kalant

and Le, 1983, Wasielewski and Holloway, 2001) ;

- une acidose métabolique soit de type acidose laetqit de type cétoacidose est parfois
observée (Eiser, 1987, Kraut and Kurtz, 2008) etdiascience est altérée (Vonghia et

coll., 2008).

En médecine humaine, I'action de I'éthanol sur dapiration est encore discutée. Certains
auteurs rapportent des dépressions respiratoiiekgibnan et coll., 1968, Casali et coll., 1977,
Adanir et coll., 2008) ou une stimulation de lapiestion (Hitchcock, 1942, Bellville et coll.,
1976) mais pour d’autres, isolément I'éthanol n'a geu d’effets respiratoires (Higgins, 1917,
Bobo, 1972). Les effets qui lui sont attribués marasoit la conséquence de pathologies
associées soit dus a la coadministration d’unetaobs active, potentiellement dépresseur de la

respiration (Dundee et coll., 1970, Johnstone aitt ¥972, Johnstone and Reier, 1973).

Notre modéle animal présente donc des similituges Bhomme et son utilisation parait
intéressante pour la compréhension des mécanisxigsi¢s de I'éthanol. Nous n’avons trouvé
aucune étude cinétique ni respiratoire de I'éthammalvrant une aussi large gamme de doses
chez le rat. Les différents champs envisageés tique signes cliniques, respiration, gaz du
sang détaillent les caractéristiques de notre neogel sert de base a I'étude des conséquences

respiratoires de I'association de I'éthanol a desisubstances.
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2 Association de I'’éthanol et du THC

Utilisé comme source de fibres textiles, en médedors de pratiques religieuses et a
des fins récréatives depuis quelques millénai@esnabis sativderait partie des premieres
plantes domestiquées par I’'homme (Fleming and €]akR98). Amplement cultivé a des fins
textiles tout au long de I'histoire moderne de I'lamté, I'emploi duCannabiscomme
médicament n’est envisagé en Occident qu'au®®Psiecle. Cette exportation d'utilisation
depuis les Indes vers I'Europe et les Etats-Unisitsde fait de Sir William Brooke
O'Shaughnessy, médecin de la compagnie de Indagalgs. L'introduction de ces nouveaux
usages va initier I'étude diCannabis & la fin du XIX™ (Fankhauser, 2008). La
popularisation en Occident de la consommatio€denabisa des fins récréatives daterait du

milieu du XXM siécle.

Les cannabinoides n’ayant été isolés qu'au débsitat@ées 1940, leurs propriétés
pharmacologiques ne sont investiguées que deptis période. L'intérét porté a ces
substances ayant pour origine deux motivationsxploration de leurs propriétés a des fins
thérapeutiques et la connaissance des propriéyghqectives a l'origine de leur usage
récréatif et traditionnel. De ces études, il estaapmue le THC est la principale substance
psychoactive parmi la soixantaine isolée a partirCdumnabis Le THC possede quelques
propriétés pharmacologiques intéressantes, a iharige I'autorisation de vente a des fins
médicinales duCannabisdans certains pays voire a la mise sur le mareh&pecialités
pharmaceutiques. Ces médicaments ont pour indicaéiostimulation de I'appétit chez
certains immunodéprimés et la suppression des eaust vomissements lors des
chimiothérapies (Pertwee, 2006). Depuis leur emplocune intoxication mortelle, ni aucun

effet secondaire persistant n'a été rapporté (RqQb2061). Bien entendu, I'essentiel de
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'usage duCannabisest récréatif et en fonction de la Iégislationpdtys autorisé, dépénalisé

ou interdit et réprime.

L’essentiel des propriétés pharmacologiques du Tdé@ait dO a lactivation de
récepteurs speécifiques et aux perturbations memibeanqu’il peut provoquer. En effet, le
THC, fortement lipophile, peut modifier les propég physiques de membranes constituées
de phospholipides et de cholestérol (Gill, 197@ .nibde d’action, décelé avant la découverte

des récepteurs spécifiques, ne peut étre totaledeante (Pertwee, 2006).

Le THC est agoniste de 2 a 4 récepteurs spécifiqugscannabinoides. Les deux
premiers récepteurs ont été découverts et déctdsfia des années 1980. Nommeés;@&B
CB,, ces deux récepteurs couplés a protéined@bent une adénylate cyclase ou activent une
protéine kinase. CBpeut aussi étre couplé, toujours par l'intermédiaiune protéine-Ga
certains canaux ioniques (+/- potassium ; - cal¢ianpar I'intermédiaire d’'une protéines&
une adénylate cyclase (Pertwee, 2006). CB1 et GB2 ®us deux des protéines a sept
domaines intramembranaires et partagent 48 % d’lagi®o La composition protéique de ces
récepteurs est similaire a plus de 80 % pour CEX &t pour CB1 entre 'humain, le rat et la
souris (Howlett et coll., 2002). Les récepteurs; GBraient principalement présynaptiques au
niveau de terminaisons nerveuses centrales ethgéigpies ou leur activation inhibe la
libération de neurotransmetteur (Freund et col003 Mackie, 2008). Leur répartition
centrale explique les propriétés hypokinétiquesaleptique et analgésiques des agonistes
CB; (Howlett et coll., 2002, Pertwee, 2006). Les réeeps CB, essentiellement localisés sur
les cellules immunocompétentes, participent dok@réition des cytokines et a la migration des
cellules de 'immunité, cependant ce récepteur ssiaété décelé au niveau du SNC sur les
cellules microgliales (Pertwee, 2006). Deux nouvegeepteurs sensibles aux cannabinoides
ont été mis en évidence, le premier TRPV1 (transieogptor potential vanilloide 1) qui

serait insensible au THC et le GPR55, sensible MG €t insensible au WIN 55,212-2. Ce

Page 165 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES

2012
RECREATIVES : GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A ’ETHANOL

dernier est couplé a une protéine-G et partage nu@nd0% d’homologie avec Gt CB

(Sharir and Abood, 2010). Il a été localisé darSNEC, au niveau intestinal et osseux.

2.1 Effets du THC

Dans notre étude, les animaux ayant recu uniquecemtHC ont présenté les mémes
symptomes que ceux rapportés dans la littératuertwBe, 2006) : hypomobilité (ou
hypokinésie), catalepsie, hypothermie (Duarte dt,c010). L’antinociception rapportée n'a
pas été vérifiée. Ces effets sont dose-dépendaaias plus intenses ou plus fréquents a la
dose de 8,4 mg.kg Ils seraient dus a I'action du THC sur les Q®iley et coll., 2002,
Pertwee, 2006, McMahon and Koek, 2007). Dans legga 3 mg.kg, plusieurs animaux se
sont redressés ou se sont maintenus contre la gngesition verticale. Cette observation
pourrait ne pas étre anecdotique puisqu’une augtientde I'activité verticale a été observée
chez le rat Sprague-Dawley aprés administratiodel FHC. Dans notre étude, ce phénomeéne
intervient & 3 mg.kg alors que dans I'étude rapportée, & cette dosefiee a disparu mais

leur durée d’observation était quatre fois inférgeada nétre (Sanudo-Pena et coll., 2000).

Pour notre étude, nous avons choisi deux dosesnetidn de nos précédents résultats
(Duarte et coll., 2010), I'une, 3 mg-kgne provoquant pas d’effet respiratoire signiffcet
l'autre, 8,4 mg.kg, en provoquant. Les résultats de cette présemide étonfirment les
précédents : les rats du groupe T3 n'ayant pasept&sde variation significative de leur
respiration, ceux de T8 ayant respiré plus lenteéragite a une augmentation du [es doses
employées sont restées tres en deca de g DT jours (D7 ) établie pour la voie IP chez

le rat Holtzman & 373 mg.Kgpar I'équipe de Forney (Forney, 1971, Phillipsat., 1971b)

Dans la littérature, peu d’études rapportent léstefespiratoires des cannabinoides et
plus particulierement du THC, GRByant longtemps été considéré comme absent daggen

respiratoires (Howlett et coll., 2002). Chez I'homntes études sont anciennes et les effets
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respiratoires semblent plutét faibles (Weil et ¢dlB68, Schwin et coll., 1973, Johnstone et

coll., 1975, Malit et coll., 1975, Abboud and Sarsjd 976, Wu et coll., 1992).

Quelgues expérimentations plus récentes rappodent effets respiratoires chez
I'animal. En 2003 et 2004, I'équipe de Szabo rafgent les effets respiratoires d’agonistes
des récepteurs GBet CB (WIN55,212-2 et CP55940) chez le rat Wistar aresé apres
administration intraveineuse ou intracisternale.sLae chacune des études, une bradypnée a
été observée accompagnée d’une baisse gdww d'une insuffisance respiratoire, aprés
administration de CP55940, matérialisée par ungsbadu pH artériel (< 7,3) et de la B4©
80 mm de Hg) et une hausse de la PaCO60 mm de Hg). L'emploi d'un antagoniste
spécifigue de CB(Rimonabant), d’'un antagoniste spécifique desptéces aux opioidgs, 6
et « (Naloxone) et d'un analogue cannabinoide inadiifiN55,212-3) leur a permis
d’incriminer plus spécifiguement un récepteur ;C&ntral sans pouvoir en préciser la
localisation, ni exclure la participation de mésameés periphériques (Szabo et coll., 2002,
Schmid et coll., 2003, Pfitzer et coll., 2004). EA03, Padley et coll. rapportent apres
injection de WIN55,212-2 dans le bulbe ventroldtéoatral (siege du générateur de rythme
respiratoire chez les mammiferes (Funk and Feldm885, Ramirez and Richter, 1996,
Kolesnikova, 2011)) de rats Sprague-Dawley anesbésune excitation du systeme
sympathique, une hypertension et une réductiom deniction respiratoire jusqu’a I'apnée. lls
ont confirmé la présence de CHans le bulbe ventrolatéral et plus globalememsda
rhombenceéphale, cette zone participant au conttélia fonction cardiorespiratoire (centres
inspiratoire et expiratoire dans le bulbe rachidetrcentres pneumotaxique et apneustique
dans le pont de Varole) (Padley et coll., 2003usklurs auteurs avaient, préecédemment,
rapporté une réduction de la fréquence respiraggres administration de THC chez le rat ou

le chat anesthésiés (Graham and Li, 1973, Li, 1Bg8ada et coll., 1987).
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Par contre, chez le singe rhésus, seuls lestWe sont réduits apres administration
intramusculaire (IM) de doses croissantes de TH&S éffets du THC étant inhibés par le
rimonabant et non par la quadazocine (antagopisieet k), I'activation de CB1 expliquerait
les observations (Vivian et coll., 1998). Enfin zhdes chats vagotomisés, le THC est
rapporté comme induisant plus une réduction de ¢ da \f. D’aprés les auteurs, le
ralentissement de la respiration serait di a utieradirecte du THC sur le générateur de

rythme respiratoire au niveau du bulbe (Dohertyodit, 1983).

A I'exception de I'étude sur les singes, tous legears rapportent chez les animaux
tant conscients qu'anesthésiés une bradypnée. Hre étude, les rats ayant recu une dose
de 8,4 mg.kg ont respiré plus lentement aussi, ce résultatelsérent avec les constats
précédemment rapportés. Cette bradypnée pouri@it @mme origine une action inhibitrice
du THC via un CB sur le centre générateur du rythme respiratoiree sdans la zone
ventrolatérale rostrale du bulbe (Tree et coll1®0 Pour autant, une action périphérique ne
peut étre tout a fait exclue. Quelques auteursapyorté I'implication possible de récepteurs
périphériqgues aux cannabinoides. Ainsi l'actionigiérique du THC pourrait expliquer la
réduction du nombre d’apnées du sommeil observée lehrats Sprague-Dawley (Carley et
coll., 2002). Enfin, la présence périphérique deepéeurs aux cannabinoides: :CB
(Calignano et coll., 2000) ou GB(Patel et coll., 2003, Cui et coll., 2007) dans le
terminaisons axonales de nerfs des voies respeatpiourraient expliquer les variations de

contractilité bronchique apres administration denadinoides.

Par contre, nous n'‘avons pas observe, lors de éattde ni lors de la précédente
(Duarte et coll., 2010), de variations significavdes volumes respiratoires. Ces différences

pourraient s’expliquer en raison des différenceprd¢ocole :
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- par une susceptibilité difféerente des espéces susdaches de rats (singe Rhésus,

chats, rats Wistar/Sprague-Dawley) (Howlett et.c@D02) ;

- par I'état de conscience des animaux (anesthégiés)viLake et coll. ayant rapporté
que l'anesthésie modifiait certains effets cardsowdaires des cannabinoides, en

particulier ceux liés au tonus sympathique (Lakeodt, 1997) ;

- par [I'évolution de la température corporelle (terapdre maintenue a
37°Cltempérature libre), le THC provoquant une ligponie a forte dose. Cette
variation de température pourrait avoir des conséges directes ou indirectes sur

I'observation de variation detV/

- par les voies dadministrations (intraveineusedaisternale/intrabulbaire/intra-
musculaire/intrapéritonéale) et leur conséquencéashiodisponibilité du THC (Abel
et coll., 1974) mais aussi sur le taux de ses mitiab@t en particulier celui de 11-

hydroxy-THC (110OHTHC), métabolite actif du THC (Naski et coll., 2005).

Les cinétiques sanguines du THC et de ses deuxigaiunc métabolites : le 11-hydroxy-THC
et le 11-nor-9-carboxy-THC (THCCOOH), initialememgrévues n’'ont pas pu étre
déterminées. Or les variations cinétiques indyiiasle patrimoine enzymatique des especes

ou le mode d’administration peuvent avoir eu uneségaence sur les effets observés.

Le THC fortement lipophile (Log Rianoreany= 7,6) est métabolisé essentiellement
dans le foie, en deux étapes. Dans une premigpe émfonctionnalisation (phase I), le THC
est hydroxylé par les cytochromes P450 (CYP). Blusi composés différents sont formes
selon la position de la fonction alcool. Parmi oe&tabolites, le 11OHTHC serait le seul a
conserver une activité pharmacologique. Ce demseformé suite a I'action plus spécifique
des cytochromes de la sous-famille CYP2C, cheztiine, le rat et la souris. Le 110HTHC

est ensuite oxydé en THCCOOH. Le CYP3A4 égalemetitt sur le THC produit d’autres
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composeés hydroxylés apparemment inactifs. Danbdaell, les métabolites hydroxylés sont
conjugués a l'acide glucuronique et excrétés pade Mmliaire. Dans les intestins, les
glucuroconjugués sont hydrolysés, libérant le 1188Tet le THCCOOH qui peuvent ainsi
étre réabsorbés selon un cycle entérohépatiquenthiiau et coll., 1990, Watanabe et coll.,
1993, Huestis, 2007, Watanabe et coll.,, 2007). dd&rences interespeces dans le
métabolisme du THC ont été mises en évidence. Alestochon d’'inde présente un profil
métabolique différent de I'homme, alors que leetathomme présentent un profil similaire

(Valiveti and Stinchcomb, 2004).

Le métabolisme hépatique du THC est établi commjnitere mais d’autres tissus
extrahépatiques ont cette capacite. Lors de ce bol&me extrahépatique, des voies
enzymatiques alternatives prédominent et aboutisgela formation de métabolites soit
différents soit en proportions différentes (Hues2i307). Ainsi Watanabe et coll. ont rapporté,
chez la souris, le rat, le cochon d’inde et ledapnh métabolisme cérébral du THC, distinct de
I'hépatique, qui aboutit a la formation de 4-hydreiHC et 5-hydroxy-THC, potentiellement
actifs, dans des proportions espéces dépendantasmrfsbe et coll., 1988). Au sein d’'une
méme espece, Tseng et coll. rapportent une diférele concentration cérébrale en THC
entre les males et les femelles en rapport avetalsse graisseuse corporelle mais aussi des
concentrations différentes de 110OHTHC conséquencmed difference d’équipement

enzymatique (Tseng et coll., 2004).

Au final, le métabolisme spécifique du THC pourrgéut étre expliquer les

différences observées dans les effets respiratoires

- lors d’administration intracérébrale. Cette voieingction engendrerait des
métabolites actifs et spécifiques du cerveau elems des proportions difféerentes de

celles obtenu aprés une administration périphérique
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- lors d'un changement de modele animal, puisqué&despements enzymatiques et la

masse graisseuse different entre les especes ;

- lors de la co-administration d’autres substancéivesccomme les anesthésiques qui
pourraient inhiber ou induire une voie enzymaticuerticuliere et modifier les
concentrations en substances actives ou interagir raveaux des membranes

cellulaires.

En raison des faibles volumes de sang prélevabisglk la réalisation d’'une étude cinétique
chez les petits animaux et des concentrations gsagjuelativement faibles (de 0,1 a 100
ng.L"), le dosage du THC et de ses métabolistes néeesdia mise & disposition

d’équipement de chromatographie couplée a un gpmretre de masse voire des

spectrometres de masse en tandem. Ces équipemanteistivement colteux. Les études
pharmacologiques du THC sont ainsi rarement accgngss de cinétiques sanguines chez
'animal. La microdialyse cérébrale, qui donne ace@ix concentrations locales dans le
cerveau, parait actuellement difficilement envisdgje puisque les prélevements et les

concentrations sont encore plus faibles.

Ainsi dans les études rapportées, le plus souventdbsages sont effectués apres
sacrifice de l'animal sur le cerveau entier et sur prélevement sanguin de volume
incompatible avec une cinétique (0,5 a 1 mL). Liegt@ques sont constituées d’'un animal par
point (Tseng et coll., 2004, Quinn et coll., 2008¢ule I'équipe de Valiveti a rapporté des
cinétiques plasmatiques aprés analyse en chronagtugrliquide couplée a la spectrométrie
de masse mais les animaux étaient anesthésiévgWand Stinchcomb, 2004, Valiveti et

coll., 2007).
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Pour les études futures concernant les effets amsabinoides et en particulier ceux
issus du Cannabis, il apparait important de digpdasg cinétiques sanguines voire cérébrales

afin de pouvoir juger et comparer les expérimeotetientre elles.

2.2 Effet de I'association de I'’éthanol et du THC

Ne pas disposer des cinétiques sanguines du THd: etes métabolites oblige a
prendre quelques précautions quant a l'interpaatdies résultats obtenus lors de I'étude de
son association a I'éthanol. Si les interactionarptacocinétiqgues entre les deux substances
pouvaient étre attendues, le mode d’administrgtieut aussi avoir eu des conséquences sans
gue I'on ait pu les mesurer (Hollister, 1976). Hiete le THC trés lipophile est commercialisé
sous forme de solution éthanolique a fins d’expéntation. En vue de son administration, il
est dilué dans une solution de chlorure de sodaotonique additionnée de 5 % de Tween
80. Lors de la co-administration simultanée degsla®e THC et d’éthanol, I'alcool présent en
grande quantité peut avoir modifié la solubilitéretirectement I'absorption du THC et par

conséguence sa biodisponibilité et sa cinétique.

Peu d’études concernant l'influence cinétique dmrfinistration d’éthanol sur la
disponibilitt du THC ont été publiees. Dans sonpih@a concernant l'interaction entre
I'éthanol et le THC, Siemens en rapportent 3 quictwent a I'absence d’interaction dans

I'élimination de I'éthanol par le THC et inversemé8temens, 1980).

~~O~~

L’administration de I'association du THC & 3 et &4.kg" et de I'éthanol & 1 g.kga
induit une augmentation des effets cliniques obsenéla plus faible dose de THC, les
animaux alcoolisés présentaient plus d’'incoordimatet d’hypomobilité que ceux n'ayant
recu que du THC. A la plus forte dose de THC, @estanimaux alcoolisés ont présenté des

signes de coma alors qu’aucun coma n'a été obsgmés I'administration isolée de THC.
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Par contre, lorsque le THC est associé & 3'gdkgthanol, les signes cliniques observés sont

les mémes que pour la dose d’éthanol administodénent.

Chez le rat Harlan, la durée de sommeil et la ddfdemobilité augmentent apres
administration IP de doses croissantes de THC &ss0a 2 ou 3 g.khd'éthanol, jusqu’a la
dose de 10 mg.Kgde THC a partir de laquelle un effet plateau agipaiForney, 1971,
Phillips et coll., 1971a). L'action synergique desgbstances facilitant la transmission
GABAergique (I'éthanol en fait partie) sur la caadie induit par le THC a été montrée
(Pertwee et coll.,, 1988). De plus, l'activation dEB1 affecte la transmissionia les
récepteurs NMDA et AMPA (Li et coll., 2010). Ceiteie de transmission est aussi affectée

par I'éthanol, les deux substances pourraient @vssi une action synergique a ce niveau.

Dailleurs la potentialisation des effets du THQ pathanol (et inversement) a déja

éte rapportée :

- pour l'incoordination motrice chez la souris CD{l'adénosine cérébrale et les
récepteurs a I'adénosine; &t aux cannabinoides CB1 seraient impliqués datis c

synergie (Dar, 2000) ;

- pour les troubles de la mémoire chez le rat « Mgrahi Sardinian préférant

I’éthanol » (Ciccocioppo et coll., 2002).

Le but de notre étude était 'observation des effespiratoires, I'étude des signes
cliniques n’a pas été optimisée et ne décrit pffssamment ceux-ci, en particulier dans leur
intensité. Cependant, I'observation d’état comatieux de I'association des doses de THC a
8,4 mg.kg" et d'éthanol & 1 g.kh alors qu'isolément ces doses ne provoquent pasffes,

est en faveur d’'une synergie d’effet.
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~~0~~

Le THC et I'éthanol provoquent tous deux, dans cargditions expérimentales, une
hypothermie. Pour toutes les associations étudigetse hypothermie provoquée est soit
d’intensité soit de durée supérieure a celles éedlement induites par les substances
isolément, ce qui est cohérent avec de précédetssrvations (Pryor et coll.,, 1977) et
correspond a un effet synergique. Comme il a gipalgé préecédemment, le THC provoque
une hypothermie par activation des récepteurs CBais mintervention dautres
neurotransmetteurs a été mise en évidence. Chest Bprague-Dawley, le récepteur a la
dopamine D2, dont les agonistes potentialisenplitiyermie induite par le THC alors que les
antagonistes l'inhibe, serait impliqué (Nava etl.c@000). Chez le rat Wistar, le systeme
sérotoninergique et plus particulierement les rénept 5-HTA participeraient a
I’hypothermie induite par le THC, particulieremeeiux du noyau raphé médian dont certains
neurones se projetent dans I'hypothalamus (FenrasdyTaylor, 1977, 1978, Malone and
Taylor, 1998, 2001). L'effet sur la thermorégulatiba I'éthanol pouvant provenir aussi de la
participation de ces neurotransmetteurs (Kalant laend1983). Un effet synergique a ces
niveaux ne peut étre exclu d’autant que I'hypothkes@lus récente implique I'action de

I’éthanol sur le centre de thermorégulation du nogy@optique au niveau de I'hypothalamus.

Cependant d’autres hypothéses sont envisagealdestréss tendant a potentialiser
I'hypothermie induite par I'éthanol, les effets pbgactifs du THC, non mesurables dans
notre étude, ont pu déclencher ou intensifier l4tiermie. Enfin, en l'absence des
concentrations circulantes, une potentialisatioarigine pharmacocinétique ne peut étre

exclue.
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Au niveau respiratoire, 'association des faiblesedode THC 3 mg.Kget d'éthanol 1
g.kg' a provoqué une augmentation significative dep&ndant la seconde demi-heure
d’expérimentation. L’augmentation dy @&st un effet connu du THC (Duarte et coll., 2010)
mais cette augmentation (non significative) est pardive lorsque le THC est administré
isolément. L’apparition plus précoce d'un effet gpgue du THC est en faveur d’'une
interaction pharmacocinétique ayant produit unetlgcation de son absorption. Aucun autre

effet respiratoire significatif n'a été mis en éwde pour cette association de faibles doses.

Les associations de I'éthanol & une plus forte dies&HC 8,4 mg.kg ont provoqué

plusieurs modifications respiratoires et amenemsiplirs constats.

1) Le T, n'est pas augmenté en présence d'éthanol. Danscas
lincrimination d’'un effet pharmacocinétique est m®iévidente, a moins
gue le T ait atteint son maximum. Cette hypothese est euitéravec les
précédentes observations, les valeurs dendsurées étant similaires aux
valeurs des effets maximums rapportées (Duarteokt 2010). L’effet

cinétique serait alors masqué par un effet plateau.

2) Le Te tend a étre plus faible (et conséquemment f a aaotgn) lors de
'association a la forte dose d’éthanol. La rédwuttdu T est un effet
observé de I'éthanol, le THC provoquant une augatem du E mais a
des doses supérieures a celles agissant syr(lRua@rte et coll., 2010). Cet
effet n’étant apparemment ni potentialisé ni antaéggrson observation est

en faveur d’'une additivité des effets du THC et'@dhanol sur le E.
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3) Par contre lors de 'association du THC & 8,4 m§.kgde I'éthanol & 3
g.kg?, Vi et le débit inspiratoire sont diminués. Ces vama sont
généralement observées lors de [l'obstruction desesvoaériennes
supeérieures. Le rappori/Tror (OuU régime inspiratoire) n’étant pas modifie,
Ve tend a étre réduit aussi, les parameétres étanpéiéla formule suivante :

Ve =V—T><T—' avec\_I/_—T débit inspiratoire moyen (Jordan, 1982, Kirkness e

| TOT |

coll., 2006).

Lors d’'une réduction du débit inspiratoire, le nmésme de compensation implique
'augmentation de [T(et du rapport ITtor) afin de conserver ¥(Kirkness et coll., 2006). Ce
mécanisme compensatoire ne fonctionne pas icisem#ilablement en raison de I'action du

THC sur T, ce dernier est déja a son maximum et ne peutbtasaugmente.

Les effets de I'éthanol sur la résistance des va@gnnes supérieures sont connus.
L’augmentation de cette résistance est a I'origpendant le sommeil, des ronflements voire
des apnées. L’éthanol agit sur le tonus muscuthirgénioglosse et des muscles de la nuque
mais les effets (ronflements, apnées) ne sont wélskers que pendant le sommeil (Robinson
et coll., 1985, Robinson and Zwillich, 1985, Karkas et coll., 2008, Vecchio et coll., 2010,
Horner, 2011). Paradoxalement, le THC & 10 my.kéguit le nombre d’apnée chez le rat

Sprague-Dawley de 300 a 350 g (Carley et coll.2200

L’éthanol pourrait étre a l'origine de la diminutiodu deébit inspiratoire par
augmentation de la résistance des voies aérienuEsisures mais aucune diminution du
débit inspiratoire n'a été mise en évidence ni ddse de 3 g.k§ ni & celle de 4,5 g.Kglors
de I'étude des effets respiratoires de I'adminigiraisolée d’éthanol. Seule son association

au THC a provoqué cette diminution du débit indpira. La part imputable a chacune des
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substances ne peut étre discutée a partir de mmdele animal, mais quelques hypotheses

peuvent étre émises :

Soit la diminution du débit inspiratoire est duda&tion combinée directe du THC
(via ses récepteurs sur le centre inspiratoire par pbegnet de I'éthanol (sur le tonus

musculaire par exemple) ;
Soit 'une des substances a potentialisé indireetgiteffet de I'autre

- Par l'altération de I'état de conscience (sédatamma, stress) : 'augmentation de la
résistance des voies aériennes supérieures indeate I'éthanol n’ayant de
conséquences respiratoires apparentes que lorsnamel, et le stress étant capable
de muer la dépression générale induite par le dasren agressivité chez le rat

(Carlini et coll., 1976)

- Par les variations cardiocirculatoires qu’elle agquelles ont engendrées (Kiplinger

and Manno, 1971, Manno et coll., 1971),
- Par interaction pharmacocinétique.

La diminution du deébit inspiratoire n’étant pas g@nsée par 'augmentation dy Tes rats
ayant recu l'association de THC & 8,4 mg.ket de I'éthanol & 3 g.Kgprésentent une
tendance a la réduction dy\Cette réduction est physiologique pendant le selnmais en
comparaison aux autres groupes, elle est accemoée T8E3. Dans une étude future,
I'exploration des gaz du sang pour cette associagierait importante afin de vérifier les

conséquences éventuelles de cette baisse de imtrent
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2.3 Modele

Nous n’avons pas retrouvé dans la littérature depidthysmographique du THC, en
dehors de celle menée précédemment par notre équigiétude des effets respiratoires chez
le rat de I'association du THC et de I'éthanol. Nggeupes THC ont présentés des effets

cohérents avec les précédents résultats, ce quigta robustesse de nos observations.

De I'association du THC et de I'éthanol, seulsdigmes cliniques et I'hypothermie ont
pu étre confrontées a ceux rapportés dans d’aétigdes publiées. Nos résultats restent
cohérents. L’augmentation tant en durée qu’en gitédaisse a penser qu'il existe au moins

une additivité des effets voire une synergie ecdedeux substances.

La baisse de la ventilation décelée lors de I'dssion des substances aux fortes doses
semble ne jamais avoir été rapportée. Malheureusemid’étude des cinétiques sanguines ni
I'étude des gaz du sang n'ont pu étre réaliséesbdence de ces résultats empéche toute
discussion sur l'interaction pharmacocinétiqgue éwelle et ses conséquences possibles sur la

ventilation.

Lors de I'élaboration de ces travaux, nous avomssclle standardiser les protocoles.
Cette standardisation a peut étre atteint sa lidates I'étude de I'association du THC et de
I’éthanol. Il conviendrait peut étre d’envisageadministration du THC ou d’'un extrait de
cannabis par voie IV et I'éthanol par voie IP. LaievdV mime mieux l'inhalation et

I’éventuelle interaction liée a 'administratiomsiltanée des deux substances serait évitée.

Ce protocole plus contraignant lors d’'une étude géthysmographie corps entier
présenterait moins d’'inconvénient que l'inhalatapres fumigation. Méme si, chez la souris
ICR, les effets produits par l'inhalation de fuméds Cannabis sont quantitativement
différents de ceux aprés injection 1V, I'effet hypermique en particulier étant plus modeste

apres l'inhalation. Cette variation pourrait avogomme origine laction d’autres
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cannabinoides présents dans la fumée mais ausdetoagtres composeés non cannabinoides

produits lors de la combustion des fragments végétiaichtman et coll., 2001).

Aucune bradypnée imputable au THC et aux cannat@saii aucune hypopnée n'a été
rapportée chez 'homme. Bellville et coll. rappoitedes effets mineurs du THC sur la
respiration (Bellville et coll., 1975), une baissle la résistance des voies aériennes
supérieures a été rapportée apres l'inhalatioCalenabis(Bernstein et coll., 1976, Lange,
2007, Tetrault et coll., 2007) mais les doses &ssgir ’'humain sont toujours inférieures et
non équivalentes a celles appliquées aux animagxdies expérimentations. Pour autant, la
disponibilité, méme restreinte, de formes pharmagees telles que le Marinol® 10 mg et la
vente de cannabinoides de synthése potentiellemleist actifs sur les récepteurs aux
cannabinoides que le THC augmentent le risque digbs des intoxications chez certains

patients ou usagers et des effets respiratoiresgient étre observés.

Page 179 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES

2012
RECREATIVES : GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A ’ETHANOL

3  Acide gamma hydroxybutyrique

L’acide y-hydroxybutyrique, aussi dénommé GHB, est un agides a chaine courte,
de formule brute @HsO3;. Composé endogene, il est produit dans le cerdeaunammiferes
(Roth et coll.,, 1966, Roth, 1970) a partir de Idciy-aminobutyrique (GABA), selon

I'enchainement biochimique suivant (Snead et cbfi§9).

4-aminobutyrate transamina(EC 2.6.1.1) ) o
GABA » Semi aldéhyde succiniqu

] i o Semi aldéhyde succinique uctase (EC 1.1.1.n1
Semi aldéhyde succiniqu » GHB

Seul 1 a 2% du semi aldéhyde succinique (SSA) éshiitren GHB au niveau du
cytosol, I'essentiel étant oxydé dans la mitoch@nén acide succinique qui entre dans le
cycle de Krebs. Le GHB peut étre produit a partiautfes substances naturelles : par
oxydation en deux étapes du 1,4 butanediol (1,4-BDhydratation de lg-butyrolactone

(GBL) (Snead et coll., 1989, Deveaux, 2002).

Le GHB a longtemps été considéré comme un métabdiit GABA sans activité
physiologique propre, bien que ses systemes déésat de recapture et de stockage, tous
inégalement repartis dans le cerveau laissaierdggpequ’il pouvait avoir un autre réle (Roth
et coll., 1966, Roth, 1970). L'équipe de Maitre @iyanis en évidence l'existence d'un
récepteur présynaptique spécifique au GHB (Benavatecoll., 1982a), il est maintenant

reconnu comme un neuromeédiateur a part entiere.

Une étude récente menée sur le cochon d’inde paabwiémique a montré que le
GHB pourrait étre actif sur au moins trois typesréleepteurs : le récepteur spécifique au
GHB, certains récepteurs GARAet les récepteurs GABA Ces propriétés seraient dose-

dépendantes, (1) a faible dose, le GHB activemit récepteur spécifique et/ou un GABA
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particulier (récepteur contenant la sous-unig, (2) en augmentant la dose, il active en
premier les GABA puis (3) a une dose plus conséquente, le réce@ABAA-p, Mais le
mécanisme d’activation des GARAar le GHB n’est pas encore n’est pas connu (Nakra

et coll., 2010).

Le récepteur spécifique au GHB est présent dansrieeau du rat et de 'homme. |l
présenterait 7 domaines transmembranaires cheat letr6 chez 'lhomme. Il a une forte
affinité pour le GHB, la constante de dissociatfid) est respectivement de 426 nM pour le
récepteur du rat et 114 nM pour le récepteur hunapires transfection sur cellule CHO
(Andriamampandry et coll.,, 2003, Andriamampandryc@t., 2007). Il serait donc sensible
aux concentrations synaptiques du GHB et partiaipelans des conditions physiologiques a
la modulation de la transmission GABAergique. Ld'apport exogene de GHB, ce récepteur
serait rapidement désensibilisé et son activités tréduite. Par conséquent, lors de
I'administration de doses thérapeutiques ou réme@sgtles effets induits par le GHB seraient
essentiellement dus a sa liaison au récepteurs @Adddues et plus spécifiguement aux

GABAg (Maitre et coll., 2005).

Le GHB est un ligand de faible affinité pour lesapteurs GABA, Kd de I'ordre du

UM (Felmlee, 2010). Les GABAsont des récepteurs métabotropes, hétérodiméraues
domaines transmembranaires, constitués de deuxusiiés GABAs; et GABAg,. L'unité de
type GABAg; reconnait le ligand et I'unité GABA active la protéine G couplée. Il existe au
moins deux isoformes de GABA: GABAg1a et GABAgih Les récepteurs composés de
I'isoforme By, sont couplés a une protéing-@&ur activation inhibe les canaux calciques et
module la libération des neurotransmetteurs. Ceamposés de I'isoforme ;B sont aussi
couplés a une protéine;Qeur activation active les canaux potassium,kahies canaux
calciques et entraine une hyperpolarisation du areur Le fonctionnement de ces deux

récepteurs est assez semblable, les différencesmpbalogiques observées apres leur
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activation sont plus le fait de leur localisati@uiorécepteur, hétérorécepteur, présynaptique,
post-synaptique, axonale ou dendritique), de I'@at fonctionnement de la protéine-G
couplée ou de l'effecteur et de la disponibiliteédle du lignand (Marshall et coll., 1999,

Ulrich and Bettler, 2007, Pinard et coll., 2010).

Les récepteurs GABAont déja été présentés dans la partie concerignanol. Le
récepteur GABA-p, aussi appelé GABA est constitué de 5 sous-unifgsCette sous-unité
présente plusieurs isoformes, le récepteur formé plors étre un homopentamére ou un
hétéropentameére. Son activation ouvre le canaflelde qui peut aboutir a I’hyperpolarisation
du neurone (Bormann, 2000). L’'activation des GABMrecte par le GHB ou indirecte par le

GABA produit apres administration de GHB n’a pasa@e été établie.

L’activité pharmacologique du GHB repose ainsi garcertain nombre de récepteurs
qui lui sont sensibles. Pour autant, comme il @sisé a pH physiologique (pKa = 4,7), il ne
traverse pas librement les membranes, ne se lie apas protéines plasmatiques, sa
disponibilité locale est influencée par I'existermetransporteurs (Palatini et coll., 1993) et il
est présent en plus grande quantité dans le mgselelans les tissus adipeux (Roth et coll.,
1966). Présent sous forme d’anion, le GHB est doaasporté activement a travers les
membranes. Ce transport actif a été mis en évidelmez le rat dans les intestins (Arena and
Fung, 1980), le tissus cérebral (Benavides et ct#i§2b), la barriere hémato-encéphalique
(BHE) (Bhattacharya and Boje, 2004) et dans lesllasbrénaux proximaux (Wang et coll.,
2006). L’'action des transporteunsonocarboxylate transporterMCT1, MCT2, MCT4 et
sodium-monocarboxylate transporteEMCT1 a clairement été établi pour le transplrt
GHB (Wang et coll., 2007, Wang and Morris, 2007hj &d Morris, 2009), SMCT2 pourrait

aussi étre impliquélT@bleau 23.
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Tableau 22 : Comparaison de substrats et d’inhibiteurs pour les MCT et SMCT de rat (Halestrap and Meredith, 2004, Martin et coll., 2006, Wang et coll.,
2006, Morris and Felmlee, 2008, Cui and Morris, 2009)

Protéine Localisation Substrat Km (mM) Inhibiteur Is€XUM)
MCT1 Ubiquitaire Lactate 3,5 Phlorétine 28
Pyruvate 1,0 Quercétine 14
GHB 4,6 CHC 425
MCT2 Foie, rein, Lactate 4,6 Phlorétine 14
thyroide, cerveau, Pyruvate 0,74 Quercétine 5
spermatozoides, GHB NA CHC 24
testicules
MCT4 Cceur, muscle L-Lactate 34 CHC 350
squelettique Pyruvate 36,3
GHB NA
SMCT1 Rein, thyroide, Lactate NA Fenoprofene NA
cerveau Pyruvate NA Ibuprofene NA
Acetate NA Kétoprofene NA
GHB 0,68
SMCT2 Rein Lactate NA
Pyruvate NA
Acetate NA

CHC a-cyano-4-hydroxycinnamate
NA : non apprécié

Clso : concentration inhibitrice médiane

Page 183 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES

2012
RECREATIVES : GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A ’ETHANOL

Les quatorze transporteurs de la famille des MGireportent tous douze domaines
transmembranaires, les parties N- et C-terminaiast docalisées dans le cytoplasme. Leur
spécificité de substrat serait due aux variationsséguences sur la boucle intracellulaire
(entre les domaines 6 et 7) et la partie C-terreinaés domaines transmembranaires sont
conserves, ainsi, par exemple, MCT2 et MCT1 ont @¥®4deur structure en commun. Les
MCT1, MCT2 et MCT4 capables de transporter le GHBtransportent I'anion avec un
proton (H), le processus est électroniqguement neutre et €auphradient transmembranaire

de H (Halestrap and Meredith, 2004, Morris and Felm:e§8).

D’'un fonctionnement différent, les transporteurs lde famille SMCT ont une
spécificité de substrat similaire a ceux de la fiemMICT. Actuellement seuls deux membres
de la famille des SMCT ont été clonés : SMCT1 etC3i. Ces protéines comportent 13
domaines transmembranaires. Elles cotransporteraremanion carboxylate et 1 a 4 cations

sodium (N4), le processus étant électrogénique (Martin dt, @006, Cui and Morris, 2009).

Ces transporteurs participent aux influx et efficedlulaires de monocarboxylates,
selon leur type, leur affinité et leur localisatidis modulent ainsi I'absorption, la distribution

et I'élimination du GHB et influencent conséquemmarngharmacocinétique de celui-ci.

3.1 Cinétiques sanguines du GHB

Toutes les doses testées sont inférieures, au max@n/3 %, a la Dig4jdéterminée
a 2,2 g.ki par la méthode « up-and-down ». Cette valeur @sérente avec celle rapportée

par Laborit chez le rat & 1,7 gkdes rats décédant d’'une dépression respiratoire.

~~O~~

Le premier objectif de la détermination des conegians sanguines du GHB apres

administration IP était de vérifier 'adéquationsddoses aux concentrations sanguines
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humaines observées lors de l'usage thérapeutiqueréoteatif du GHB, voire lors
d’intoxications létales. Les Cmax artérielles méssr pour les doses IP de 100 a 1000
mg.kg® sont comprises entre 60 et 880 mb.LElles correspondent aux concentrations
sanguines de GHB associées a des intoxicationsihesyaapportées entre 30 et plus de 2000
mg.L* (Caldicott et coll., 2004, Couper et coll., 208hudsen et coll., 2010, Kugelberg et
coll., 2010). Des cas de conducteurs automobildeoconsommateurs ont aussi été rapportés
a plus de 300 voire 400 mg‘L(Jones et coll., 2007, Kugelberg et coll., 20M}itre de
comparaison, les concentrations sanguines de GHiBgeme ont été déterminées chez 55

volontaires entre de 0,9 & 3,5 mg.{Yeatman and Reid, 2003).
—_—~ o~ O _—~ o~

Suite a I'étude sur 4 heures des concentratiorgusags du GHB, le modele cinétique
validé lors de la modélisation est a un compartinaset absorption d’'ordre 1 et élimination
non linéaire de type Mickaelis-Menten. Ce modeleralmre les constats établis lors de

I'analyse non compartimentale :
- les concentrations sanguines en GHB augmententiavese (Cmax et AULC 240) ;
- CL/Fp décroit avec la dose ce qui est en faveur d’undrédtion non linéaire ;
- I'absorption tend a augmenter avec la dose, I'adigor peut étre d’ordre 1.

Par contre, nous n’avons pas trouvé dans la littesade modélisation de population
concernant les concentrations sanguines de GHB lehet apres administration IP. Seule
une étude des conséquences cinétiques de lintaradu 1,4-BD et de I'éthanol a été
rapportée. Fung et coll. proposent une modélisaean une approche par population mais
les valeurs validées pour le GHB administré isolénme sont pas rapportées et ne peuvent
donc pas étre comparées aux nétres (Fung et2@08). Nos données sont alors comparees a

celles rapportées lors d’études cinétiques plussidaes.
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Absorption — Distribution

Aucun article rapportant la cinétique sanguine tiB&pres administration IP chez le
rat n’ayant été trouvé dans la littérature, la cehée des valeurs déterminées est difficile a
vérifier. Seules quelques études rapportent destigues plasmatiques aprés des
administrations autres qu’intraveineuse. Aprés adstration orale chez le rat méale Sprague-
Dawley pesant de 260 a 340 g, les Tmax observésserd avec la dose (Lettieri and Fung,
1979). Aprés administration sous-cutanée d’une des®48 mg.kg de GHB chez le rat male
Sprague-Dawley de 275 a 300 g, le Tmax observée80 min, notre estimation du ka est

cohérente puisque supérieur a celle rapportée @aghd Boje, 2007).

L’absorption et la distribution du GHB sont réga son transport actifia certains
MCTs et SMCTs. Ce transport a été modélisé et ré@mmmme suivant une cinétique non
linéaire (Felmlee et coll., 2010b, Lam et coll., @0Morse et coll., 2012a, Roiko et coll.,
2012). Ainsi aprés administration IV, le Tmax pladigue du GHB est de 5 min alors que
son Tmax cérébral est de 50 min (Roiko et coll}2Q aprés administratigmer osle Tmax
plasmatique est de 50 min alors que le Tmax cdréstade 120 min (Raybon and Boje,
2007). Ce délai de distribution a été mis en éwdedans |'étude des effets du GHB sur
I'électroencéphalogramme (EEG) du rat méale Wistak8@ a 420 g par la présence d’un

hystéresis entre 'EEG et les concentrations pléaguomes (Van Sassenbroeck et coll., 2001).

Enfin, ces études rapportent des modélisationsux dempartiments ou plus, en
considérant soit le cerveau (Raybon and Boje, 260xko et coll.,, 2012), soit le rein
(Felmlee et coll.,, 2010b), mais notre protocoleim@e pour la pléthysmographie et les

données obtenues ne nous ont pas permis d’envisaggpe de modélisation.
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Métabolisme et élimination

A faible dose, le GHB est principalement éliming peetabolisation (plus de 90 %),
par voie urinaire sous forme inchangé (5 a 7 Wpet biliaire (2%) (Lettieri and Fung, 1976,

Morris et coll., 2005).

Chez le rat, le métabolisme du GHB s’effectue dans I'animal. Il est trés rapide,
aprés une administration intraveineuse de GHB mamuécarbone 14 sur sa fonction
carboxyl, du dioxyde de carbone 14 est décelé arespiration au bout de 4 min, 60% de la
dose étant éliminé dans I'air expiré en moins de bt (Roth et coll., 1966). Dans une étude
récente, Zhang et coll. ont confirmé, par métabajom, que le catabolisme du GHB dans le
foie de rats Sprague-Dawley a jeun de la veillesatii3 voies distinctes (Zhang et coll.,

2012).

(1) Le GHB est oxydé en positionen SSA puis en succinate, celui-ci rentre alors

dans le cycle de Krebs. Deux systémes enzymatujggscts participent a cette réaction.

- Le premier est cytosolique, il comprend Khydroxybutyrate dehydrogenase
(EC 1.1.1.61 ou 4-hydroxybutanoate: NAD+ oxidorddae) et la succinate-
semialdehyde dehydrogenadeC 1.2.1.16 / EC 1.2.1.24 / EC 1.2.1.79 ou swatein
semialdehyde: NAD(P)+ oxidoreductase). Ce systéemat pgdre couplé a la
glucuronate reductas¢EC 1.1.1.19 ou L-gluconate: NADB-oxidoreductase) ce qui
a pour conséquence de maintenir le taux de cofaf@ufman and Nelson, 1991). Ce
systeme enzymatique a été mis en évidence damseladfi hamster (Kaufman and
Nelson, 1981), dans le cerveau, le rein et le neudel rat (Kaufman and Nelson,

1987).

- Le second systéme est mitochondrial, il nécesaiferésence d’'un accepteur dé:H

hydroxyacide-oxoacide transhydrogeng&sC 1.1.99.24 ou (S)-3-hydroxybutanoate:
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2-oxoglutarate oxidoreductase). Cette enzyme ané&té en évidence dans le foie, le

rein et le cerveau du rat (Kaufman and Nelson, 1991

L’étude du catabolisme du GHB marqué a montré lan&bion, entre autre, de GABA,
glutamate et glycine marqués. Ces trois neurom&dist sont produits en raison de
I'incorporation des métabolites du GHB dans le eya# Krebs et de I'existence des shunts du
GABA et du glyoxylate. Le GABA peut provenir ausig la transformation du SSA en raison
de la réversibilité de la 4-aminobutyrate transasén (Hechler et coll., 1997, Gobaille et

coll., 1999, Zhang et coll., 2012).

(2) Le GHB est oxydé en positighce qui aboutit a la formation de glycolyl-CoA,

d’acétyl-CoA, de 3-hydroxypropionyl-CoA, de Gét d’'ion formiate (Zhang et coll., 2012).

(3) Le GHB est oxydé en positiance aboutit a la formation de 3-hydroxypropionyl-

CoA et d’'ion formiate (Zhang et coll., 2012).

Comme les monocarboxylates endogénes a courteecbarbonée, les GHB est filtré
par le glomérule rénal et réabsorbé au niveau duldutroximal par des transporteurs des
familles MCT et SMCT. Ces mécanismes sont satusabiesi lors de l'administration
exogene de GHB, I'élimination rénale croit aveadtsse, sa part relative par rapport a la
clairance totale passe de 3 % pour une concentrplismatique a I'équilibre de 220 md.&

32 % pour 680 mg.t (Morris et coll., 2005).

L’élimination du GHB est donc le fait de plusieyr®cessus saturables : une clairance
métabolique et une réabsorption rénale, toutes decxpacité limitée, ainsi la clairance du
GHB est dose-dépendante et sa cinétique est néanien (Lettieri and Fung, 1978, Lettieri

and Fung, 1979, Felmlee et coll., 2010b).
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Quelques études présentent des estimations,deet de Km auxquelles les notres
peuvent étre comparées. Morris et coll. rapportemndz le rat Sprague-Dawley male de 260 a
350 g apres administration IV, une élimination Hiogaire de type Mickaelis-Menten avec
Vinax = 2,3 + 0,3 mg.mif.kg™* et Km = 0,063 + 0,047 mg.mfi(Morris et coll., 2005). Lettieri
and Fung, avec un modéle animal similaire, rappome Vi de 7,1 + 1,2 mg.mihkg* et
un Km = 0,338 + 0,134 mg.mL(Lettieri and Fung, 1979). Avec une souche diffiéeede
rats, Van Sassenbroeck et coll. rapportent cheatl®Vistar male de 250 a 480 g apres une
administration intraveineuse de 390 mg‘kgne élimination non-linéaire de type Mickaelis-
Menten avec Wax = 2,5 * 0,5 mg.mifkg® et Km = 0,060 + 0,055 mg.nmL (Van
Sassenbroeck et coll., 2002) et aprés une adnatistrintraveineuse de 400 mgkgune
élimination non-linéaire de type Mickaelis-Menterea Vinax = 3,4 + 0,2 mg.mit.kg” et Km
= 0,075 + 0,012 mg.mi(Van Sassenbroeck et coll., 2003). Notre étude reoysermis
d’estimer des valeurs comparables;¥V= 3,1 + 0,4 mg.fi.kg® et Km = 0,071 + 0,016

mg.mL™. Seules les valeurs de Lettieri et Fung se diséngdes autres.

Ainsi, bien que l'influence du transport actif diHB n’ait pas été considérée sous une
forme particuliere lors de notre modélisation, eeBmations corroborent celles rapportées et
le modéle validé est satisfaisant. Il pourra sedérbase a la construction de modeles plus
élaborés qui intégreraient d’autres compartimeotsme le cerveau, le foie et le rein. En
effet la diversité des transporteurs et des réoeptesensibles au GHB nécessite la

connaissance de la disponibilité locale de celuswitout aux vues des effets observeés.

3.2 Effets du GHB

Le GHB est sédatif. Cet effet, mis a profit poun ®mploi comme anesthésique, est
rapporté aussi chez les rongeurs. Il est dose-dépéret aboutit a fortes doses au coma

(Lettieri and Fung, 1979, Carai et coll., 2001, \Wieuwenhuijzen and McGregor, 2009,
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Koek et coll., 2010). Dans des études sur le rde rB@rague-Dawley de 275 a 320 g, la
relation entre les effets sédatifs du GHB et lescentrations plasmatiques et cérébrales est
rapportée (Raybon and Boje, 2007, Felmlee et @ll0a). L’augmentation avec la dose des
effets sur la conscience observée dans notre éttddors cohérente. Le mécanisme de cette
dépression centrale reste encore discuté. Une idagbauteurs relatent un effet du GHB sur
la transmission GABAergiqueia le GABAg. Cette activation du récepteur GABA éte

incriminée :

chez la souris méale DBA de 25 a 30 g (Carai et,c@0l01, Castelli et coll., 2003) ;
- chez le rat male Sprague-Dawley de 200 a 250 gé{lia coll., 2003) ;

- chez la souris male BALB/c de 23 a 26 g (Kaupmarook., 2003)

- chez le rat male Wistar de 300 g (van Nieuwenhnigred McGregor, 2009) ;

- ou chez la souris male C57BJ/6J de 26 a 37 g (Kbedlle 2010).

~—~0~~

L’effet sédatif du GHB est souvent rapporté assacign effet hypothermisant mais
I'effet sur la température corporelle que nous avoipservé est plus complexe qu’'une simple
hypothermie. La majorité des auteurs rapportent hypothermie dose-dépendante pour le
GHB chez les rongeurs : chez le rat male Spragweldyade 250 a 300 g (Lin et coll., 1979),
de 300 a 400 g (Kaufman et coll., 1990), chez laisaC57B16/129Sv sauvage (Queva et
coll., 2003), chez la souris male BALB/c de 3 a &isn(Meerlo et coll., 2004, Jacobson et
coll., 2006), chez la souris male C57BL/6J de 2B87ag (Koek et coll.,, 2010). Quelques
auteurs rapportent par contre, lors de 'adminiistnade fortes doses de GHB, une évolution
triphasique de la température corporelle : hypatigr hyperthermie et hypothermie, comme

celle que nous avons observée : chez le rat maés apiministration de GBL & 400 mgkg
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(Borbely and Huston, 1972) et chez le rat WistaB3@é g apres administration de GHB de

250 & 1000 mg.ky(van Nieuwenhuijzen and McGregor, 2009).

Seuls Lin et coll. et Kaufman et coll. ont rappantée hypothermie isolée chez le rat
(Lin et coll.,, 1979, Kaufman et coll., 1990), lestr@s études rapportant cet effet chez la
souris. La différence interespéces pourrait exglidiabsence d’hyperthermie transitoire chez

la souris.

Plusieurs raisons peuvent justifier la discordagrmiee les résultats des études chez le
rat. (1) Les équipes rapportant un effet hypothguaiisolé ont toutes utilisé des sondes
rectales, celles rapportant un effet triphasiquecaune hyperthermie intermédiaire et
transitoire ont toutes employé des sondes de tél@&Emiénplantées dans I'abdomen des
animaux. (2) Seule I'équipe de van Nieuwenhuijzeénlae nbtre avons testé des doses
supérieures & 750 mg.kgar voie IP (van Nieuwenhuijzen and McGregor, 30@9 nous
n'observons d'ailleurs cet effet qu'a partir deltzse de 600 mg.Kg En augmentant les doses
testées, Kaufman et coll. qui ont étudié I'effet@HB jusqu’a 500 mg.Kg auraient peut étre
observé cette évolution triphasique de la tempégtiaufman et coll., 1990). A I'exception
de la dose & 300 mgKgLin et coll. ne rapportent que les réductions emes observées
sans préciser ni le mode de calcul, ni la fréquede= relevés températures utilisées pour
celui-ci, si nous avions utilisé ce type de cake@40 min, nous aurions rapporté alors qu’une

hypothermie dose-dépendante, comme eux (Lin et @8I79).

De leur coté, Borbely et coll. observent une évotutriphasique de la température
aprés une administration IP de 400 md.kde GBL (Borbely and Huston, 1972). La dose
équimolaire de GHB est de 483 mg'kgdonc insuffisante & déclencher I'évolution
triphasique. Mais le GBL, substance non ioniséél @pysiologique, présente des cinétiques

d’absorption et de distribution différentes du GelBhécessite d’étre transformé en ce dernier
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pour étre actif. Ces variations pharmacocinétiqpesirraient étre a l'origine d’une

disponibilité différente a l'origine de I'observati de I'effet thermique a « moindre dose ».

Au cours de leur étude, van Nieuwenhuijzen et anik tenté d’antagoniser I'effet
thermique de la dose de 1000 mg'kte GHB en employant un antagoniste GARAe SCH
50911, un antagoniste des benzodiazépines : leaflanil, un antagoniste des opioides : la
naltrexone, un antagoniste des récepteurs D1 gpantioe : le SCH 23390 et un antagoniste
des récepteurs 5HA»c a la sérotonine. Seul le SCH 50911 a réduit l@elule sédation et
bloqué I'hyperthermie transitoire sans réduire fibthermie (van Nieuwenhuijzen and
McGregor, 2009). Cette observation est en faveuna’participation des récepteurs GABA

a I'hyperthermie transitoire déclenchée par degsissipérieures & 600 mg-kde GHB.

Par contre, la participation de GABA I'hypothermie est discutée. Chez le rat male
Wistar, van Nieuwenhuijzen et coll. observent ugpdihermie plus marquée en présence
d’antagoniste des GABA (van Nieuwenhuijzen and McGregor, 2009). Avec desris
mutées n’exprimant pas GABA et ne disposant pas par conséquent de récepteBAGA
fonctionnel, soit le GHB ne provoque pas d’hypothier(Kaupmann et coll., 2003, Queva et
coll., 2003) soit I'hypothermie est moins marquéacpbson et coll., 2006). L'implication de
GABAg dans I'hypothermie provoquée par le GHB restepoggr. Des essais d’antagonisme
par le NCS-382, antagoniste spécifique du réceeauGHB, et par des antagonistes des
GABA,, pourraient compléter ses études et infirmer ouficoar I'implication de ses

systemes dans les effets du GHB sur la températuperelle.
_—~ o~ O _~ o~

Seuls les animaux des groupes ayant présenté uretiévotriphasique de leur
température corporelle : de 600 & 1600 md.kant montré des variations significatives du

rythme respiratoire sans modification conséquent¥gden effet, méme si ponctuellement,
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les groupes & 1600 mgkget 600 mg.kd ont présenté des gV respectivement
significativement inférieure ou supérieure aux témpices variations sont restées dans
I'intervalle des valeurs des témoins au cours dgpérimentation. Le ¥ a été conservé a

toutes les doses de GHB.

De maniere dose-dépendante, aucun animal des gro@¢B n'a présenté
d’augmentation du débit respiratoire a 10 min. Soét effet a été masqué par les
modifications respiratoires précoces induites marGHB, soit I'effet sédatif du GHB a
rapidement calmé les animaux. Enfin, le débit irsdpire des animaux du groupe 1600
mg.kg" est transitoirement diminué de 150 & 180 min,eceiininution est associée a une

réduction transitoire et non significative de.V

Le rythme respiratoire a donc été significativemahiéré par I'administration de
GHB. Avec des modeles animaux similaires au nddes baisses de f consécutives a
'administration de GHB ont déja été rapportéessdanlittérature, soit isolément chez le rat
male Sprague-Dawley (Bania and Chu, 2005), soit @e@servation du pchez le rat male
Sprague-Dawley de 270 a 330 g (Morse et coll., BR1Rans cette derniére étude, I'activité
d’antagonistes des récepteurs GABASCH 50911 et des récepteurs GABAbicuculline a
éte testée sur cet effet. Seul le SCH 50911 inleibeffets respiratoires du GHB incriminant

le GABAg dans cette activité respiratoire (Morse et cabl2b).

L’emploi d’'un pléthysmographe barométrique nousrperde détailler les effets sur le
rythme respiratoire en termes de variations de €I Te. L'étude des traces
pléthysmographiques révele l'apparition d’'une regn de type apneustique apres
administration de GHB & des doses supérieures angOKg". La respiration apneustique se
caractérise par un accroissement de I'activitéifasgpre avec une pause de fin d’inspiration

(St-John and Paton, 2000). Seuls Tarakanov etardlkapporté chez le chat anesthésié I'effet
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apneustique de I'administration IV de 200 mg'ldjhydroxybutyrate de sodium (Tarakanov
et coll., 1992, Tarakanov et coll., 1993, artictas russe avec résume en anglais cités par
Kolesnikova, 2011). Deux autres équipes ont ragparte respiration apneustique chez le
chat décérébre, anesthésié et vagotomisé apréesiattation de baclofene, agoniste GABA
(Taveira da Silva et coll., 1987, Pierrefiche eli.cd993). Cet effet du baclofene sur le T
avait déja été rapporté chez le chat anesthés® @&l soit fait mention de respiration
apneustique (Lalley, 1983, 1986). Dans notre étladpause, que nous avons nommeée apneée,

a été observée en fin d’'inspiration mais aussired’&xpiration.

Cet allongement du,est contemporain de celui dg, Tmais des variations cinétiques
observées tant sur les tracés pléthysmographigéesiction de I'apnée inspiratoire alors que
I'apnée expiratoire persiste ; que sur les tracédtiques : augmentation rapide dedés 10
min avec un plateau entre 30 et 90 min alors queghentation deglest plus progressive de
20 min a 90 min, nous ont incités a décomposerdsggirations en quatre composanteg; T
A, Tec et Ae. L'étude de ces composantes confirme une diffé&rerinétique des phases

inspiratoire et expiratoire :

- La phase inspiratoire corrigée Y croit avec la dose pour atteindre un maximum vers
0,4 s. De 600 & 1600 mg:kgle Tic se maintient & ce maximum pendant une durée
proportionnelle a la dose et les, Apparaissent lors de ce plateau, traduisant
vraisemblablement l'augmentation de la durée deaflik nerveux déclenchant
l'inspiration ;

- La phase expiratoire corrigéegd) présente une cinétique distincte. Le groupe 100
mg.kg® expire plus rapidement lors de la premiére hetr®ee croit avec la dose
jusqu’a un maximum d’environ 0,5 s. Il présenteTimax vers 30 min, puis décroit

progressivement. Aucun groupe ne présente de eliitér significative de gt aprés
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120 min alors que J reste significativement supérieur pour la dosd &0 mg.kg
jusgu’a 240 min. A la différence duT l'aire sous la courbe dugf présente un
maximum atteint vers 1000 mg:kgles cinétiques des groupes 1000 et 1600 rifg.kg
étant superposées. Enfin, les Maximales ne sont contemporaines ni degs T
maximaux, ni des Amaximales : Tmax desgAvers 90 min, Tmax desgf vers 30

min et Tmax des Avers 40 min.

La disparition compléte de la bradypnée induitelpaBHB lors du prétraitement par
le SCH 50911 (Morse et coll., 2012b) et la conterapéité de I'allongement de, €t Te
incriminent le GHB quant a leur déclenchement nhessdifférences de cinétiques dans ces

deux effets sont en faveur de I'existence de méoaes distincts.

L’allongement du Tet du & a déja été rapporté chez le rat male Sprague-Datde
250 a 350 g anesthésié et vagotomisé apres lésiportt de varole (Morrison et coll., 1994).
Pour leur part, Jodkowski et coll. ne I'ont obseméec un modéle animal similaire , qu’apres
lésion du pont de Varole et administration de ghate (Jodkowski et coll., 1997), sans le

glutamate seul le etait modifié (Jodkowski et coll., 1994).

Dans notre étude, les rats ne sont ni anesthésiégchauffés, ni vagotomisés. Ces
trois conditions ont pu influencer les paramétespiratoires, en particulier le nerf vague dont
I'influence sur la respiration n’a pas été abdlie pu participer a 'augmentation dy €t a

la conservation du ¥(Gromysz et coll., 1980).

En conjuguant nos résultats avec ceux rapportggadthese d’'un effet apneustique du
GHB via un récepteur GABA au niveau des centres respiratoires pontiquesnte ¢es
centres pontiques et médullaires peut étre émise efla doit étre vérifiee a partir d’autres
modeles, par exemple : par la mesure de I'acthiténerf phrénique chez le rat anesthésie,

vagotomisé aprés administration de 1000 m{.Kg de GHB. La vagotomie infirmera ou
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confirmera alors la participation du nerf vaguealdngement du F aprés administration de

GHB.

Lors de I'épreuve d’hypercapnie exogene intermieapres I'administration de 300
mg.kg® de GHB, le T a été significativement augmenté. Cette augmemtaibservée tant
lors de la ventilation de repos que lors de I'’hgpenie exogéne est restée proportionnée.
Ainsi entre la respiration de repos et I'hypercapgxogene, la variation de du groupe GHB
n'est pas différente de celle des témoins. Ledd groupe GHB a été préservé pendant
I'hypercapnie, les modifications detV Tg et T/Ttor traduisant vraisemblablement un
phénomene d’adaptation alors quee$t « pharmacologiquement » augmenté. Ce réssitat
cohérent avec la préservation du fonctionnementhdémorécepteurs lors de I'administration

de baclofene chez le chat (Taveira da Silva et,cd®B7, Pierrefiche et coll., 1993).
—_—~ o~ O _~ o~

Le GHB a induit des variations du rythme respir@oiout en conservant gy
conséquemment il n’a pas été mis en évidence diéib@ d’origine respiratoire des gaz du
sang. Seule une alcalose métabolique accompagnée dugmentation des bicarbonates a
été décelée. L'alcalose métabolique induite pa@BHB a déja été rapportée chez le rat male
Wistar de 280 a 450 g. Elle serait due au métamelidu GHB qui aboutit a I'incorporation
de succinate au cycle de Krebs et a la consommaéiateux H par molécule de GHB (Van

Sassenbroeck et coll., 2002).

3.3 Modele

L'étude des cinétiques sanguines artérielles eeffets respiratoires du GHB chez le
rat male Sprague-Dawley agé de 7 a 9 semaines agmamistration par voie IP a mis en

évidence :
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- une cinétique non linéaire, qu’il a été possiblendadéliser avec une approche en
population selon un modele a un compartiment avesoration d’ordre un et
élimination de type Michaelis-Menten. La cinétigde GHB est influencée par de
nombreux mécanismes dont les principaux sont le(fransport transmembranaire du
GHB par I'intermédiaire d’au moins deux familles wlansporteurs : MCT et SMCT
qui participent a l'absorption, la distribution Bé¢limination du GHB ; et (2) le
métabolisme du GHB selon au moins trois voies mis#s :a-, - et y-oxydation.
Tous ces mécanismes sont saturables ce qui congilauaon linéarité des cinétiques

de GHB ;

- des effets sur la température corporelle. Danscooslitions expérimentales, ou la
température ambiante est inférieure a la températarporelle, le GHB a des doses
supérieures a 300 mg:kga provoqué une évolution triphasique de la tempéega
corporelle des rats: hypothermie-hyperthermie-hypimhie. Si  I'hyperthermie
transitoire semble due a [lactivation des récepte@ABAs par le GHB,
I’hypothermie (ou les hypothermies) reste insemsibl'antagonisme des GABAvan
Nieuwenhuijzen and McGregor, 2009). Dans des étuglgentes, le GHB a des doses
supraphysiologiques semble activer d’autres réceptomme le récepteur spécifique
au GHB et certains GABA I'hypothermie pourrait résulter alors de I'actidmecte

ou indirecte du GHB sur ces récepteurs ;

- des effets sur le rythme respiratoire. Aux mémessiapie celles ayant provoqué
I'évolution triphasique de la température corpaelle GHB a provoqué une
respiration de type apneustique. Cet effet pouétaé dd, lui aussi, a l'activation de
récepteurs GABA et ses conséquences sur les centres respirataessgui
expliquerait I'observation contemporaine des effetspiratoires et thermiques. Bien

que provoquant une respiration de type apneustikpsministration du GHB n’a
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modifié le V& ni en ventilation de repos ni en hypercapnie eregegue. Le GHB ne
semble pas altérer les mécanismes de compensh#oventilation étant conservée,
les modifications du rythme respiratoire n'ont gmevoqué d'altération des gaz du

sang, I'alcalose rapportée étant d’origine métajuei

La transposition des effets observés chez le rfdtadnme reste délicate mais les
enzymes, les transporteurs et les récepteurs ipariicaux effets du GHB chez le rat sont
présents chez 'lhomme. En effet, les équipementgnesitiques nécessaires a la synthese et
au catabolisme du GHB ont été mis en évidence dagmmbreuses especes de mammiféres
dont ’lhomme (Maitre, 1997). Les transporteurs thmilles MCT et SMCT sont présents
chez 'homme et la participation des MCT 1 a 4 husau transport du GHB au niveau de
l'intestin, du rein et de la BHE a été établie (Baeharya and Boje, 2006, Wang et coll.,
2007, Wang and Morris, 2007b, Morris and Felml€#)8& Lam et coll., 2010)T@bleau 23
& Tableau 24. L'existence de récepteurs GARAt GABAg (Young and Chu, 1990) et du
récepteur au GHB (Andriamampandry et coll., 200@nhins est avérée et ces récepteurs
montrent des similitudes avec ceux des rats damgdaectionnement et dans leurs agonismes

et antagonismes (Johnston, 1996, Bowery et c@022Andriamampandry et coll., 2007).

De plus, 'administration de GHB a des fins thérampies, récréatives ou d’essai
clinique a permis I'observation d’un certain nombieffets similaires a ceux observés avec
notre modele. Les cinétiques sanguines du GHB isontlinéaires chez ’homme avec une
absorption et une élimination a capacité limitéel @ coll., 1975, Lettieri and Fung, 1979,
Arena and Fung, 1980, Ferrara et coll., 1992, Palat coll., 1993, Scharf et coll., 1998,
Abanades et coll., 2006, Jones et coll., 2009)ea dbses thérapeutiques, moins de 2% de la
dose sont éliminés sous forme inchangée dans ieesunumaines (Ferrara et coll., 1996,

Abanades et coll., 2006). Enfin, les effets tox&xde GHB observés lors de I'admission en

Page 198 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES

2012
RECREATIVES : GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A ’ETHANOL

milieu hospitalier consistent principalement en deeression du CNS et de la respiration et
une hypothermie, les effets cardiovasculaires gaddifs étant moindres (Okun et coll., 2001,
Mason and Kerns, 2002, Miro et coll.,, 2002, Caldicet coll., 2004, Liechti and
Kupferschmidt, 2004, Liechti et coll., 2006). Unggaentation de la température cutanée a
aussi été observée dans la premiere heure suiadntihistration (Thai et coll., 2006). Des
alcaloses métaboliques ont été observées chez disntp sédatés au GHB (Van

Sassenbroeck et coll., 2002).

Notre modéle animal d’étude des effets du GHB pri&sedonc des similitudes avec
I’'hnomme et parait intéressant pour la compréhendeEsmécanismes toxiques du GHB. Il a
d’ailleurs été utilisé afin de modéliser le trangpwansmembranaire du GHB et de tester
I'inhibition de sa recapture rénale afin d’augmerdgen élimination (Morris et coll., 2005,
Wang et coll., 2006, Wang and Morris, 2007a, Wahgodl., 2008a, Wang et coll., 2008b,
Felmlee et coll., 2010a, Felmlee et coll., 2010lordé et coll., 2012a, Morse et coll., 2012b,
Roiko et coll., 2012). Cette nouvelle approche,apnisiste en 'emploi de lactates rentrant en
compétition avec le GHB au niveau des transportedrsaux afin d’en augmenter
I'élimination, pourrait étre une technique complétagre intéressante au traitement de
I'intoxication au GHB. L’inhibition du transport dGHB avait déja été envisagée afin de

réduire ses concentrations cérébrales (Bhattaclkeuy®oje, 2006).

Actuellement, la prise en charge des intoxicatiamssHB consiste essentiellement a
une surveillance cardiovasculaire et une intubatindotrachéale si nécessaire, voire a une
administration de benzodiazépines en cas de caomul8ien que plusieurs traitements
antidotiques aient été proposés (physostigminepxoak, flumazenil), soit leurs risques
associés, soit leur efficacité relative, tendemteapas recommander leur emploi. L’emploi
d’antagonistes des GABa été proposé mais il n’existe aucune étude clenigt la toxicité

humaine n’est pas connue (Schep et coll., 2012).
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Tableau 23 : Caractéristiques des transporteurs MCT1, 2, 4 et SMCT1 humains (Halestrap and Meredith, 2004, Srinivas et coll., 2005, Ganapathy et coll.,
2008, Morris and Felmlee, 2008, Cui and Morris, 2009)

Nom de la Nom du géne Substrat principal Mécanisme de Localisation tissulaire
protéine humain transport

MCT1 SLC16A1 Lactate, pyruvate et Cotransport de H  Ubiquitaire
corps céetoniques

MCT2 SLC16A7 Lactate, pyruvate et Cotransport de H  Testicule, foie, rein, muscle squelettique coeenveau, rate, pancréas
corps céetoniques

MCT4 SLC16A3 Lactate, pyruvate et Cotransport de H  Fibres blanches du muscle strié, leucocytes, aloogtes, testicules,
corps cetoniques poumon, placenta, coeur tumeurs, cerveau, reiestintgréle,

épithélium pigmentaire rétinien

SMCT1 SLC5A8 Lactates, pyruvate eCotransport de Na Intestin, reins, cerveau, rétine.
corps cétoniques

SMCT2 SLC5A12 Lactates, pyruvate eCotransport de Na Muscle squelettique, rein, intestin gréle.

corps cétoniques
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Tableau 24 : Comparaison de substrats et d’inhibiteurs pour les MCT et SMCT humains (Halestrap and Meredith, 2004, Srinivas et coll

coll., 2008, Morris and Felmlee, 2008, Cui and Morris, 2009)

., 2005, Ganapathy et

Protéine Substrat Km (mM) Inhibiteur Ki (UM)

MCT1 Lactate 3-6 Phlorétine 28
Pyruvate 1,8-2,5 Quercétine NA
Butyrate 9 CHC 425

MCT2 L-Lactate 0,7 CHC NA
Pyruvate 0,025-0,1

MCT4 L-Lactate 28 Phlorétine 41
D-Lactate 519 CHC 991
Pyruvate 153

SMCT1 L-Lactate 0,159-0,235
D-Lactate 0,742-1,088
Pyruvate 0,387
Butyrate 0,072-0,081
GHB 0,05-2

SMCT?2 Lactate 49

CHC a-cyano-4-hydroxycinnamate
NA : non apprécié

Ki : constante d’inhibition
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4  Association de I'’éthanol et du GHB

L’étude cinétique des concentrations en GHB etthar®| a été menée apres I'étude
pléthysmographique. Le temps imparti a ces trawdrixhése ne nous a pas autorisé a tester
toutes les doses envisagées ainsi seule 'assotieis plus fortes doses de GHB et d’éthanol

a fait I'objet de dosage.

4.1 Cinétiques sanguines de I'éthanol et du GHB

La coadministration IP du GHB & 600 mgket de I'éthanol & 3 g.kgn'influe pas
sur les concentrations veineuses en éthanol parecta cinétique sanguine du GHB est
modifiée. L'absorption est ralentie : le Tmax esigmenté ; le Cmax est augmentée et
I'élimination décroit : 'AUG 40 augmente. Aucun article dans la littérature ne adpp
d’étude cinétique du GHB et de I'éthanol chez l¢ apres administration IP. Van
Sassenbroeck et coll. rapportent une étude degsadtitens pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques chez le rat méale Wistar de 3&prgs perfusion IV de solution
éthanolique et bolus ou perfusion IV de GHB maiscibncluent sur I'absence d’influence de
I'éthanol sur les cinétiques de GHB et réciproquaim®an Sassenbroeck et coll., 2003).
Cette unique étude est discordante avec la noétie les différences de protocole peuvent

expliquer les résultats divergents.

Ainsi, 'administration IV du GHB fait abstractiode la phase d’absorption. Dans
notre étude, celle-ci est nettement ralentie saita coadministration IP et perturbe la
cinétique dans son ensemble. De plus l'article de 8assenbroeck et coll. ne détaille pas les
paramétres de perfusion : concentrations et débitsfluence de celle-ci sur le volume
sanguin ne peut étre appréciée. Surtout que, lals@uiministrent le GHB en perfusion dans

une seconde sous-étude, les concentrations obseswitjusqu’a 45 % plus importantes que
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celles attendues, ce qui traduit soit une réduatiomolume de distribution, soit une réduction

de I'élimination. Enfin, leur étude pharmacocinééqumet en évidence une diminution de

I’élimination du GHB en présence d’éthanol ce ggii@mhérent avec notre étude.

Plusieurs mécanismes pourraient expliquer les tvans pharmacocinétiques du GHB

aprés sa coadministration avec I'éthanol. Ces Ingssts ne sont pas contradictoires et

pourraient coexister :

I'éthanol a pu ralentir I'absorption du GHB en misd’une interaction chimique
comme par exemple des liaisons hydrogene entferiesons hydroxyles de I'éthanol
et du GHB et/ou carboxyle du GHB. L’absorption ddEspourrait alors étre ralentie
par un effet «réservoir » de I'éthanol dans laitéaabdominale, I'éthanol étant

absorbé plus lentement ;

I'éthanol et/ou ses métabolites ont pu modifié aieg parameétres physiologiques
comme le pH sanguin, le transport transmembrargaet pour partie dépendant du
gradient de F et les débits de perfusion sanguine, en particléi débit sanguin

hépatique, et de fait modifier la pharmacocinétiqueésHB ;

I'éthanol et/ou ses métabolites ont inhibé direeenou indirectement le métabolisme
du GHB. Les enzymes a l'origine de I'oxydation desdtions hydroxyles de I'éthanol
et du GHB partagent le méme cofacteur : NADa consommation de celui-ci lors du
métabolisme de I'éthanol aurait réduit sa dispditébpour celui du GHB. D’ailleurs,
en présence d’éthanol, les concentrations de GHBIiplogiques sont augmentées

(Roth, 1970, Poldrugo and Snead, 1984, PoldrugdAaiddlorato, 1999) ;

I’éthanol et/ou ses métabolites ont inhibé le tpamstransmembranaire du GHB par
les MCT ou SMCT, par compétition : 'acétate et detres metabolites carboxylés de

I'éthanol sont des substrats de ces transporté&easgpathy et coll., 2008), ou par
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action de I'éthanol sur la membrane ou le trangportUne baisse de l'incorporation
cellulaire des lactates, qui partagent le mémespameur, a déja été mise en évidence
en présence d’éthanol et de ses métabolites. talieadtribuée a une inhibition de la
néoglucogénese mais les transporteurs des monogéatasx n'étaient pas connus
alors et leur participation ne peut étre excluegfsup et coll., 1965, Krebs, 1968,
Kreisberg et coll.,, 1971a, Kreisberg et coll., 197Llundquist et coll., 1973, Juhlin-

Dannfelt, 1977).

Quelques soient les mécanismes impliqués, la coastnation d’éthanol et de GHB a
modifié la cinétique sanguine de ce dernier. Laemen eévidence d’une interaction
pharmacodynamique est alors plus délicate en Ifaiesdes cinétiqgues du GHB au niveau des
sites d’action, en particulier le cerveau. Ainsiand des investigations futures, la
détermination des cinétiques cérébrales du GHR:sagpa coadministration IP avec I'éthanol,

sera nécessaire afin d’en établir les conséquesurda disponibilité.

4.2 Effets de I'association de I'éthanol et du GHB

Dans notre étude, certaines variations d’effet&HlIB en présence d’éthanol peuvent
étre expliqué par les modifications cinétiques. Aiea présence d’'une dose croissante
d’éthanol, le nombre d’animaux présentant un cotrla durée de celui-ci augmentent pour
les deux doses de GHB testées, ce qui est cohd@ventl’augmentation des concentrations
sanguines et la réduction de I'élimination. A I'eption des animaux du groupe GHB 600
mg.kg® et éthanol 3 g.k§ tous ceux ayant recu I'association du GHB et tharél se sont
brutalement réveillés avant la fin de I'expérimeiota De fait, il ne semble pas exister de
synergie dans l'effet dépresseur sur la conscipocggue le réveil brutal des animaux (6/8)
de G3E3 dans la derniére heure coincide avec deklianimaux de E3 (4/8). La durée du

coma induit par I'éthanol n’a pas été augmentédep&HB.
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Une nouvelle fois, cette observation est en coittiath avec celle rapportée par Van
Sassenbroeck et coll. qui ont décelé un effet sygee sur la durée du sommeil (Van
Sassenbroeck et coll., 2003). Plusieurs raisonggieuat expliquer cette discordance, (1) soit
les rats Wistar présentent une susceptibilité wdifftee des rats Sprague-Dawley, (2) soit
I'emploi de GBL, a la place du GHB, a modifié laé&iique ou les effets du GHB forme
vivo, (3) soit la durée du sommeil a été appreciee€mdifiment. En effet, dans notre étude,
aprés leur brusque réveil, les rats se rendormaepidement. Dans leur étude, Van
Sassenbroeck et coll. ne font pas mention de ceilrévutal et peut étre n’ont-ils pas
considéré ce bref épisode d’éveil comme la fin clnrweil. Dans leur étude de I'interaction
de I'éthanol et du GHB sur la sédation chez lemate albinos, McCabe et coll. rapportent
une synergie d'effet mais leurs résultats paratssarprenants. En effet, s’ils trouvent les
mémes durées d’effet que nous lors de I'associdisrsédations induites par une dose isolée
de 3 g.kg d'éthanol ou par des doses isolées de 260, 343Gtg.kg" de GHB semblent
extrémement courtes, toutes inférieures a 30 mutuAe indication n’étant donnée quant a
I'appréciation de ce parametre, il est impossiblesair si nous avons appreécié la sédation

ou le coma de la méme facon (McCabe et coll., 1971)

Les effets sur la conscience de I'association diB@Hde I'éthanol ne semblent pas
différents de ceux pour chacune des deux substauiremistrées isolément. L'augmentation
de leur durée est en accord avec les modificapwasmacocinétiques observées. Dans notre

étude, aucun signe de synergie pharmacodynamiquétémis en évidence.
_—~ o~ 0 _~ o~

De méme, aucun élément ne permet de conclure &ymeggie dans les effets sur la
thermorégulation. En effet, I'hypothermie marquéeddiite par la dose de 3 gkg'’éthanol

dans le délai de I'expérimentation n’est pas ol&etars de son association aux deux doses
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de GHB. Pendant les trois premieres heures de Iewpatation, les modifications de
température corporelle des animaux de G3E3 et G&iadblent essentiellement dues aux
effets du GHB, soit une évolution triphasique déelapérature d’autant plus marquée que la
dose de GHB est importante. En présence d’éthéihgperthermie transitoire tend a durer
plus longtemps ce qui reste cohérent avec les matidns pharmacocinétiques observees.
Par contre, la derniére température relevée a 2dahense distingue pas significativement de

celle du groupe ES.

Seuls Cook et coll. rapportent les résultats d'étele de I'association du GHB et de
I'éthanol sur la température corporelle de sourdles Swiss-Webster de 25 a 35 g. lIs
concluent aux effets synergiques de I'associatioGHB a faibles doses (100 mgkgt 300
mg.kg?) avec I'éthanol sur I'hypothermie observée, madstec synergie disparait & 1000
mg.kg* de GHB (Cook et coll., 2006). Nos résultats sostalidants, mais chez la souris,
comme il a été discuté précédemment, les effet$GHIEB sur la température corporelle

semblent différents.

Dans notre étude, chez le rat male Sprague-Davdeéyal9 semaines, I'association du
GHB et de I'éthanol provoque une variation de terapge similaire a celle provoquée par le
GHB administré isolément pendant les trois premsieheures. Apres ce délai, seule
I'association a la dose de 3 gkg’éthanol provoque une hypothermie comparableliz ce
induite par I'éthanol administré isolément. Aucwsymergie, ni aucune additivité des effets

n'a été observée.
—~ o~ 0 —~ o~

Enfin, I'association de I'éthanol au GHB n’a pas difi@ la nature des effets
respiratoires induits par celui-ci. Ainsi, 'augntation de T suit celle des concentrations

sanguines et aboutit a la plus forte concentrafionne respiration de type apneustique.
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L’éthanol retardant I'absorption du GHB, l'accrassent du T est retardé. La phase
inspiratoire, apnée incluse, tend, non signifiGatent, a augmenter lors de I'association a

I’éthanol, ce qui est cohérent avec 'augmentadiea Cmax.

A la difference de Morse et coll.,, nous n'observpas de baisse der\(Morse et
coll., 2011) mais & 600 mg.Rgen présence d'éthanol & 3 gkgune augmentation
conséquente deglune diminution de ¥ et du débit inspiratoire moyen. Cette différence
d’observation peut étre due aux différences deopode et de technique, (1) leurs animaux
sont cathétérisés au niveau des veines jugulairdéneorales et (2) ils ne semblent pas
corriger les volumes expirés en fonction de la ®mapre (Morse et coll., 2012b). Pour

autant, la réduction dupéa été observée dans les deux études.

Lors de l'association des plus fortes doses de @HB’éthanol, deux phénomeénes
sont apparus: un accroissement de diune part et dans les deux derniéres heures

d’expérimentation une baisse du débit inspiratageompagnée d’'une baisse de V

L’accroissement de glavait déja été observé lors de 'administratiariée de GHB
mais en présence d’éthanol, le phénomene sembberyéa La décomposition de cette phase
expiratoire en deux éléments cTexpiration « vraie » et Aapnée expiratoire révele un

mécanisme plus complexe qu’une simple augmentdgor.

En comparaison, lors de la phase inspiratoire, tieusation nerveuse continue
provoque une augmentation de la durée de lingpiraui se traduit par des apnées
inspiratoires lorsque les capacités pulmonaires inmeles sont dépassées. Les centres
inspiratoires continuent de commander l'inspiratadors que les poumons sont « pleins » et

I'expiration n’est pas déclenchée. Lesabparaissent lorsque lg-Bst a son maximum.

Pour la phase expiratoire, le mécanisme est diffeBon augmentation retardée est en

faveur d’une implication directe ou indirecte du Bldans son apparition, mais alors que la
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Cmax du GHB est augmentée, le-Bst diminué en présence d’éthanol. Cette observatt
cohérente avec la diminution de ihduite par I'éthanol administré isolément. Latpde Tec

dans E étant réduite en présence d’éthanol, la duréddest augmentee.

L’apparition des A peut avoir comme origine un mécanisme de compensde la
respiration de type apneustique induite par le GhlBs son augmentation contemporaine a
I'alcoolisation laisse a penser que I'éthanol pgrg directement ou indirectement a ce
phénomene. Ainsi, 'augmentation des apnées exjieatpourrait étre due a I'action du nerf
vague qui (1) compenserait les variations respmegoinduites par le GHB et (2) dont

I'activité serait modifiée par I'éthanol (CI.2 Effets de I'éthandl

Certains composeés exogenes soit directement stitsulgoit irritants pulmonaires
peuvent déclencher une stimulation vagale. Celkedss effets biphasiques sur I'expiration, a
faible intensité, elle réduitgk, puis quand l'intensité augmente, elle augmentdulge des
Ae (Vijayaraghavan et coll., 1993). Par contre ceitigmentation de la durée degs Ast
légerement décalée par rapport a la diminution guev ne peut expliquer completement la

diminution de la ventilation.

En effet, en plus des variations du rythme respirat I'association du GHB et de
I'éthanol provoque lors des deux dernieres heures I'dxpérimentation une baisse
significative du débit inspiratoire. Ce type dedsai du débit a déja été observé lors de
I'association de I'éthanol au THC. Elle pourraédduire une augmentation des résistances des
voies aériennes supérieures. Comme nous l'avoasragpelé, 'augmentation des résistances
des voies aériennes suite a une alcoolisationastue (Robinson et coll., 1985, Robinson
and Zwillich, 1985, Karkoulias et coll., 2008, Véaz et coll., 2010, Horner, 2011) mais
administré isolément ni I'éthanol, ni le GHB n’aopoqué ce phénoméne. Lors de leur

association, Y est diminué mais il n’y a pas de baisse signifieatie \f. Les cinétiques
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d’augmentation du Tet du \f sont différentes, ¥ se normalisant plus rapidement que T
Apres deux heures, méme plus longues les inspigtiwobilisent un volume d’air moindre.
Les mécanismes de compensation semblent donc éépitiasitant que glreste augmente,gV

ne peut pas alors étre conserve.

La part imputable a chacune des substances neépeutclairement établie, mais
I'apparition de cette diminution du flux inspirateilors de I'association de I'éthanol au THC
et au GHB, accroit les présomptions quant a laqgiaation de I'éthanol a 'émergence de ce
phénomene. Le GHB, comme le THC précédemment, @apuaontre participé a I'apparition
de cet effet soit directement, soit indirectement rpadification du rythme respiratoire ou
altération de la conscience par exemple. D’autamt lgs effets propres du GHB, comme
précédemment du THC, ont vraisemblablement réesitclapacités de compensation d’ou

I'hypopnée.

Dans ce contexte, il serait important de détermites gaz du sang apres
administration de I'association du GHB & 600 mg.lgy de I'éthanol & 3 g.Kg afin de
déterminer si 'hypopnée observée provoque uneffinance respiratoire. Malheureusement,
il n"a pas été possible de mener cette étude addaepanne définitive de I'appareil des gaz du

sang.

4.3 Modele

L'étude des cinétiques sanguines artérielles eteffets respiratoires de I'association
de I'éthanol et du GHB chez le rat male SpraguelBavagé de 7 a 9 semaines apres

administration par voie IP a mis en évidence :

- une interaction pharmacocinétique entre I'éthandé &SHB qui modifie I'absorption
et I'élimination de ce dernier. Cette interactidavait jamais été rapportée mais ces

deux substances n’avaient pas été étudiées apreadministration conjointe par voie
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IP. Les concentrations des solutions éthanoliqoeespondent a celles des boissons
alcoolisées commercialisées et consommées. |l ng e exclu qu’une telle
interaction intervienne apres I'absorptioper os de GHB et dalcool. Ces

modifications cinétiques ont des conséquencesastinétique des effets induits ;

- aucune synergie d’'effets n’a été observée concefliadidration de la conscience, la
thermorégulation ou la respiration de type apngusti ll ne semble pas exister non
plus d’additivité pour ces effets. Les effets okésr sont ceux du GHB, les

modifications pharmacocinétiques expliquant lesatimns observées ;

- une synergie d'effet sur les apnées expiratoiresieta réduction de la ventilation a
par contre été observée. L'association de I'éthahdlu GHB a leurs plus fortes doses
testées a provoqué une augmentation importanteapledes expiratoires et en fin
d’expérimentation une diminution du deébit inspiregoavec baisse de la ventilation
minute mais les conséquences de cette hypopnédessgaz du sang n’ont pas pu étre
vérifiées.

Comme nous l'avons précisé précédemment, ['étre admumdispose de systemes
enzymatiques, de transporteurs et de récepteursadepiis a ceux du rat. S’il peut constituer
un bon modele pour 'administration isolée de chaales substances, il peut I'étre aussi pour

leur association.

Dans une étude sur les interactions pharmacocuegig@t pharmacodynamiques du
GHB et de I'éthanol chez 'homme, Thai et coll. ragpnt, apres administration orale des
deux substances, une tendance a 'augmentatiomae €t de 'AUC et a la diminution de la
clairance, ainsi qu’une baisse de la saturationorygene et une augmentation de la
température de la peau, lors de la premiere heerd,6 °C non significativement différente

de celle provoqué par le GHB seul (Thai et coll0&). L’élimination urinaire humaine du
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GHB semble aussi affectée par la coadministratiéthdhol, puisqu’elle serait réduite dans
les trois premieres heures suivants 'administraties substances (Haller et coll., 2006). Ces

résultats sont cohérents avec les notres.

L’association de I'éthanol et du GHB est souventsadrée comme synergique
(Okun et coll., 2001, Liechti et coll., 2006, Shiei coll., 2010) mais peu d’études cinétiques
ont été reéalisées et linteraction pharmacocinétiqua pas clairement été établie. Si
l'interaction pharmacocinétique que nous avons méee devait étre confirmée chez
’homme, I'appréciation des effets liés a la consmtion contemporaine d’éthanol et de
GHB devra étre réévaluée en termes de synergienglcadynamique. D’autant que cette
association est frequemment rapportée dans led’iceisxications au GHB ayant nécessité
une hospitalisation ou ayant abouti au déces duocomsteur (Miro et coll., 2002, Caldicott
et coll.,, 2004, Couper et coll., 2004, Liechti akdpferschmidt, 2004, Knudsen et coll.,

2010).

L’interaction pharmacocinétique que nous avons m@se pourrait avoir aussi des

conséquences sur:

- le traitement & mettre en ceuvre. Il conviendra reasntt de considérer I’éthanolémie,
ses effets et les conséquences du traitement sugvabution. L'interaction pourrait

réduire I'efficacité des soins prodigués voire aygr la symptomatologie ;

- Il'interprétation des concentrations sanguines eii3 @kt en clinique que toxicologie
judiciaire. En présence d’éthanol, la dose supposgEée de GHB, calculée a partir

des concentrations mesurées, pourrait étre suksstim

- la toxicité du GHB chez des individus déficitairels enzymes du métabolisme de
I'éthanol. Les mécanismes d’interaction n’ayant @gsétablis, il ne peut étre écarter

une interaction plus importante avec une augmemadiccrue du GHB sanguin.
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Chapitre 7 : Conclusion

En préambule de notre conclusion, il convient deligoer que I'ensemble de ces travaux de
thése a été focalisé sur I'étude des effets regpies des substances et associations testées
chez I'animal vigil avec toutes les contraintes @qeei impose. Par conséquent, les études
associees sur I'état de conscience des animawesefpharmacocinétiques n'ont pas été
menées selon les regles propres a chague domaiiselesarésultats obtenus n’avaient pour
seule vocation qu’a conforter notre modéle d’étdde effets respiratoires des produits seuls

Oou en association.

Au terme de ces travaux de these, les observateportées nous permettent de

répondre aux questions initiales de la fagcon stév/an

L’éthanol provoque-t-il une modification de la raspion a faible ou forte dose ?

Avec notre modele animal, aucune modification deetpiration de repos, ni des gaz
du sang, n’a été induite par I'administration deedod’éthanol comprises entre 0,125 et 1,5
g.kg"! d’éthanol. Seules les plus fortes doses d’éthaBadt 4,5 g.kd, tendent & provoquer
des modifications du mode respiratoire, a savog @ehypnées avec réduction du temps
expiratoire. Ces modifications sont sans conségqueuc I’lhématose car elles ne provoquent
pas d’altération d’origine respiratoire des gaz sdung. Les capacités d’adaptation a une
hypercapnie modérée de 5 % sont aussi conservé&asdémie observée a ces deux plus
fortes doses est métabolique et la formation dealnodites acides lors du catabolisme de

I’éthanol en est au moins partiellement a I'origine

Page 212 sur 244



CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA MORBI-MORTALITE LORS DE I’USAGE DE DROGUES

2012
RECREATIVES : GHB — THC, SEULS OU ASSOCIES A ’ETHANOL

Lors de I'association du THC a I'éthanol, les effegéspiratoires sont-ils modifiés ? Le cas

échéant, existe-t-il une potentialisation, inhibitiou addition des effets ?

Dans notre modele, I'association de I'éthanol auCTH induit une augmentation
d’intensité et de durée des signes cliniques enumdifications de la température corporelle,

ce qui est en faveur au moins d’une additivité &dilune synergie d’effet.

D’'un point de vue respiratoire, les effets du TH@nts conservés lors de son
association a 1 g.Kgd'éthanol. Seule une augmentation plus précoctenips inspiratoire
est observée avec l'association du THC & 3 mbégde I'éthanol & 1 g.Kg mais une
modification de la biodisponibilité du THC liee emode d’administration de I'association ne
peut étre exclue. L’association au THC a 8,4 m{.&gplus forte dose d'éthanol : 3 gkg
tend a diminuer la ventilation minute par réductsignificative du volume courant sans effet

sur la fréquence. La diminution du volume couragtpde l'installation de I'hypothermie.

Les effets respiratoires du GHB peuvent-ils étriecges par I'emploi de la pléthysmographie

corps entier ?

L’étude par pléthysmographie corps entier de Ipiragon du rat Sprague-Dawely
male de 7 a 9 semaines aprés administration IPHE & confirmé la bradypnée rapportée
dans la littérature. Cette bradypnée a pour origine respiration de type apneustique

observée pour les doses supérieures a 300 thg.kg
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L’éthanol administré concomitamment au GHB modileles effets de celui-ci ? Le cas

échéant, y a-t-il potentialisation, inhibition oudition des effets ?

La coadministration d’éthanol de 1 & 3 g'et de GHB de 300 & 600 mgkg notre
modele animal n'a pas potentialisé les effets glies. Les modifications de la température
corporelle et la respiration de type apneustiqueespondent a celles observées lors de
'administration isolée de GHB. Les modifications dmétique des effets peuvent étre

expliquées par l'interaction pharmacocinétique ol aprés adminsitration IP.

Par contre, 'association de I'éthanol & 3 g.kay GHB & 600 mg.ky en plus des
effets rapportés, a augmenté la durée des pausesogs avons appelées apnées expiratoires.
Cette augmentation n’est pas expliquée par la seat#ification de biodisponibilité du GHB,

il y a eu potentialisation des effets. Enfin, ldescette association, une baisse de la ventilation

minute a aussi été notée.

Cette  potentielle interaction a-t-elle une originepharmacocinétique ou

pharmacodynamique ?

Les deux types d’interactions, pharmacocinétiqu@hetrmacodynamique, ont donc
été observées. Cette interaction pharmacocinéttuait jamais été rapportée et devra étre
confirmée per osa des doses équivalentes a celles testées. Nokatrgssuggerent une
modification de I'absorption et confirment une edtéon de I'élimination mais en apportant
une traduction clinique de celle-ci. Cette étudgeanet pas d’inférer une modification de la

distribution.
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Ainsi, lors des associations de I'éthanol & 3 §.&ag THC & 8,4 mg.kbou au GHB &
600 mg.kd', il y a eu, dans les deux cas, baisse de la wéintl minute et du débit
inspiratoire moyen. Ces effets n'ont pas été olgsertors de I'administration isolée de
chacune des substances et I'évolution des parasnedspiratoires laisse a penser que les

mécanismes sont différents. Pour autant, il sergubrtant, dans une étude future :

- de vérifier les conséquences de la baisse de a®oml sur les gaz du sang.

L’hypoventilation pourrait étre a I'origine d’unesuffisance respiratoire ;

- de mesurer la résistance de voies aériennes suesid.'éthanol les augmentant, cet

effet pourrait expliquer la baisse du débit ingjpir@ moyen ;

- de compléter les études en hypoxie et en hypereggmur étudier I'origine centrale de

ces perturbations.

Enfin, toutes les substances et associations gest#eeu un effet sur la température
corporelle des animaux. Si, a forte dose, le GHBsext associations ont provoqué une
hyperthermie transitoire, en fin d’expérimentaties animaux présenté des hypothermies
marquées comme pour les autres substances. Ces&ypms, mesurées a la température du
laboratoire (20~22°C), pourraient étre plus intense des températures plus basses et

provoquer par elles-mémes un trouble de conscievice le décés par arrét cardiaque.
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