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SOMMAIRE

Le propofol est un agent anesthésique intraveineux qui jouit d’'une popularité
grandissante dans la pratique vétérinaire. Dans le cadre clinique, il est avantageux de
tenir compte de la variabilité de la pharmacocinétique des médicaments ‘et d’ajuster la
dose en fonction des caractéristiques du patient pour I'obtention d'un effet optimal. De
nombreuses études ont été menées pour I'étude pharmacocinétique du propofol chez le
chien, mais elles se sont déroulées dans un cadre contrélé ne tenant pas compte de la
variabilité rencontrée en pratique clinique. Cette étude a pour objectif de déterminer les
facteurs de variation de la pharmacocinétique du propofol chez des chiens en

croissance dans un cadre clinique.

Les chiens ayant participé a I'étude sont des chiens guides de travail et ont été
anesthésiés a six mois (n = 34), douze mois (n = 24) et vingt quatre mois (n = 40) pour
des procédures diagnostiques de dysplasie de la hanche. Deux types de
prémédications ont été utilisés : Un groupe (prémédication 1) a recu de I'acépromazine
seule (0,05 mg/kg IM); et un deuxiéme groupe (prémédication 2) a regu une
combinaison d’acépromazine (0,05 mg/kg IM) et de butorphanol (0,1 mg/kg IM).
L’anesthésie était induite via un cathéter céphalique par une dose bolus de propofol (5
mg/kg environ ), puis maintenue par une perfusion (0,360 mg/kg/min initialement). Les
doses étaient ajustées aux parametres cliniques observés individuellement et des
bolus supplémentaires étaient administrés si cela s’avérait nécessaire. Des échantillons
sanguins ont été prélevées at =0, 2, 4, 6, 10, 15, 20, 30, temps de déglutition,‘femps
sternal, temps debout, temps mobile, 120, 180, 240, 300 min. Le plasma a été analysé
par une méthode chromatographique liquide a haute performance avec une détection

fluorimétrique validee.

Les profils et les parametres pharmacocinétiques obtenus demontrent une
grande variabilité. Les clairances moyennes sont de 30.0 ml/min/kg a six mois, 21.0 ml
/min/kg a douze mois et 25.5 ml/min/kg a vingt quatre mois. Les volumes de distribution
se situent dans un intervalle compris entre 0.9 et 6.6 L/kg. La moyenne obtenue est de
2.35 L/kg, 2.02 L/kg et 2.02 L/kg a six, douze et vingt quatre mois respectivement. La
moyenne des temps de demi-vie est de 115.87 min a six mois, de 150.50 a douze mois,

et de 134.5 min a vingt quatre mois. Le temps moyen de déglutition est de 15 min, le



il

temps moyen de maintenance de la position sternale de 28.19 min et le temps de
maintenance de la position debout de 61.45 min. Les concentrations au réveil obtenues
sont les suivantes : Concentrations au temps de déglutition comprises entre 24 et 82

ug/ ml et concentrations au temps de mobilité comprises entre 1.3 et 2.2 ug/ ml.

La dose de maintien ainsi que les concentrations au moment du recouvrement de
la position sternale sont diminuées dans le groupe ayant' recu la combinaison
acépromazine et butorphanol (p< 0.05) a six mois, douze mois et vingt quatre mois. Ce
résultat démontre que la profondeur d'anesthésie est plus élevée avec cette
prémédication. Les temps de réveil tendent a étre plus longs avec la prémédication 2

mais sans atteindre une signification statistique.

L'age s’est avéré affecter la concentration au réveil, la clairance et la dose de
maintien. La clairance diminue entre six et douze mois de 30 % pour augmenter par la
suite a vingt quatre mois de 15%. La clairance et la dose de maintien plus élevées a six
mois sont attribuées au débit sanguin plus élevé dans ce groupe d'age. Leur
augmentation & vingt quatre mois de 15% est di probablement au métabolisme basal

plus élevé a cet &ge.

D'autre part une interaction pharmacocinétique entre le butorphanol et le propofol
a été observée chez les chiens males de six mois. Cette interaction est attribuée a une
dépression respiratoire plus importante chez les males qui sont plus sensibles au

butorphanol.

Aussi, les femelles tendent & montrer des temps et des concentrations de réveil
plus importants que les males, mais la grande variabilité des résultats ne permet pas de

conclure en un effet statistiquement significatif.
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CHAPITRE I : INTRODUCTION




Un traumatisme infligé a I'organisme, qu'il soit provoqué par un accident ou par
une opération chirurgicale, engendre toujours les mémes réactions: Un signal de
douleur (nociceptif) traverse la corde spinale pour déclencher une batterie de reactions
développées a l'origine pour la protection de I'organisme: La sensation de douleur
consiste en fait en un avertissement signalant qu'il faut poser une action pour arréter le
traumatisme, et la cause du traumatisme est mémorisée de maniére a 'éviter dans le
futur. Une réaction autonome est initiée par 'augmentation, entre autres, du rythme
cardiaque afin de maintenir le débit sanguin ainsi que la pression sanguine a un niveau
acceptable en cas de pertes sanguines. De plus, une réponse somatique est
déclenchée par 'augmentation de la tension musculaire au niveau du site ou a eu lieu le
traumatisme. Les tissus sont ainsi protégés d’une pénétration plus importante de 'agent
I'ayant provoqué et un mouvement de rétraction est initié pour expulser la source de la
lésion, voire de la blessure’. Cette série de réactions est indésirable au cours d’une
opération chirurgicale. Les agents anesthésiques sont de ce fait utilisés pour les
contréler ou les éliminer, et leur introduction en médecine au 19°™ siécle a transformé
les chirurgies initialement douloureuses et dans plusieurs cas aboutissant a un échec,

en opérations sécuritaires et dont les résultats sont souvent predictibles.

En pratique vétérinaire, 'anesthésie générale est nécessaire aussi bien pour des
raisons humanitaires que pour faciliter I'intervention et protéger les opérateurs. Elle est
utilisée pour I'immobilisation de I'animal pour réaliser des procédures contraignantes
telles les radiographies ou le nettoyage dentaire, pour réaliser une opération

chirurgicale, pour le contréle de convulsions, ou pour I'euthanasie’.

L'anesthésie locale et régionale bloque le signal nocicepteur avant qu'il
n’'atteigne le systéme nerveux central. L’anesthésie générale, elle, contrble la réponse
du systéme nerveux central a différents niveaux. L’analgésie, l'inconscience, et la
relaxation musculaire en sont les principaux éléments. Les analgésiques agissent au
niveau de la corde spinale et des structures profondes du cerveau en supprimant le
signal nociceptif avant que la conscience et que les réponses autonomes et somatiques
ne soient activées. Les hypnotiques semblent agir au niveau de la reponse et en
particulier de l'altération de I'état de conscience. Enfin, les relaxants musculaires
contrélent la réponse somatique des muscles striés au niveau de la jonction

neuromusculaire.



Les anesthésiques volatils tels I'éther ou le chloroforme produisent ces trois
effets et ont largement été utilisés pendant plus d’une centaine d’années. lls induisent
une anesthésie générale rapidement et le réveil est tout aussi rapide. |l est apparu
cependant que la profondeur de I'anesthésie produite n’est pas suffisante a des doses
thérapeutiques ne provoquant pas de dépression respiratoire trop importante®. Les
anesthésiques intraveineux alors existant procuraient une profondeur d’'anesthésie
adéquate mais leur durée d’action était trop longue. Une alternative & ce probléme a été
de les utiliser pour 'induction de I'anesthésie, tout en utilisant des anesthésiques volatils
pour son maintien. |l demeurait cependant intéressant d’éviter I'utilisation de ces
derniers en raison de la nécessité de disposer d’une installation colteuse pour leur
administration ainsi que du risque de pollution atmosphérique qu’ils engendrent. Des
agents anesthésiques intraveineux puissants et dont la duree d'action est courte ont
alors été développés pour permettre aussi bien linduction que le maintien de
lanesthésie®. La figure 1 présente la structure chimique d’agents anesthésiques
intraveineux représentatifs. Ceux-ci, bien que possédant des structures chimiques tres
différentes, produisent leur effet pharmacologique par un mécanisme commun
impliquant la modulation positive de la fonction inhibitrice du neurotransmetteur appelé

acide y-aminobutyrique via les récepteurs GABAA".

Le propofol (2,6-diisopropylphénol) est un agent anesthésique intraveineux qui
gagne de plus en plus en popularité. L’induction de I'anesthésie au propofol est rapide
et elle peut étre maintenue par perfusion intraveineuse ou par administration de bolus
itératifs. Il est devenu lanesthésique de choix dans le cadre de la chirurgie
ambulatoire®.  Son avantage majeur réside dans le fait que les phénoménes
d’accumulation sont trés peu marqués, permettant un réveil rapide sans effets résiduels
négatifs méme aprés une perfusion de trés longue durée®. |l est utilisé en Europe
depuis quelgues années pour induire et maintenir 'anesthésie en médecine humaine et
vétérinaire ( pour I'anesthésie des chiens et des chats). Il a été commercialisé aux Etats
Unis et au Canada en médecine humaine sous le nom commercial Diprivan depuis 1989
seulement, et en médecine vétérinaire sous le nom commercial Rapinovet, pour

I'anesthésie des chiens en 1992 et des chats, depuis 1999.



Figure1 : Structure chimique de quelques agents anesthésiques intraveineux
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A- PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES ET FORMULATION

Le Diprivan® et le Rapinovet® sont des émulsions injectables de propofol & 1%
poids/volume. Le diisopropyl 2,6-phénol possede un pKa de 11 et il se trouve sous
forme non ionisée au pH sanguin. Il est peu soluble dans I'eau au pH physiologique. En
revanche, son coefficient de partage octanol - eau est élevé (15 a pH = 7,4)%. Cette
propriété a orienté la mise en forme galénique vers une incorporation dans la phase
huileuse d’'une émulsion huile/eau (H/E), constituée d’huile de soja, de glycérol et de
lécithines d'ceuf et d’eau pour préparation injectable: L'intralipide® & 10% (Kabi

Pharmacia).

B- MECANISME D’ACTION

En 1980, suite & la découverte des propriétés anesthésiques du diéthyl 2,6-
phénol chez la souris, James & Glen’ ont étudié I'activité pharmacologique des alkyl
phénol et ont découvert que la lipophilicité et le degré d’encombrement stérique
engendré par les substituants en position ortho jouent un réle majeur dans leur

efficacité, leur cinétique et leur puissance en tant qu’hypnotiques.

Plusieurs études ont démontré pendant la derniere décennie, que la
neurotransmission inhibitrice GABAergique représente le site majeur dans l'action
hypnotique du propofol®. Le GABA est le neurotransmetteur le plus important dans le
systeme nerveux central des vertébrés. |l agit sélectivement via deux récepteurs
appelés GABA 5 et GABAg. Les récepteurs GABAg sont couplés aux canaux Ca %" et K*
alors que les récepteurs GABAa sont couplés aux canaux chlorure. Ce sont ces
derniers récepteurs (GABA,) qui présentent 'affinité la plus grande avec le propofol. Il a
été démontré qu'il module *'° et qu'il active " directement ce récepteur. Les GABA,
sont composés de sous-unités formant une structure pentamérique et contenant un
canal chlorure au centre. Plusieurs classes d’anesthésiques (benzodiazépines, béta-
carbolines, barbituriques, alcools) exercent leur effet en interagissant avec un site
spécifique de ce récepteur. Le site d’action du propofol est différent de celui des
benzodiazépines et des barbituriques™. De plus les sites via lesquels le propofol agit de

maniere allostérique sont différents de ceux via lesquels il agit directement sur les



canaux chlorure ' ' Les sous-unités beta semblent participer a P'action GABA

mimétique du propofol.

En dehors des récepteurs GABA, le propofol interagit avec plusieurs autres
récepteurs®. Parmi eux on compte les récepteurs glycine qui sont aussi liés aux canaux
chlorure'™ ™, les récepteurs nicotiniques™, les récepteurs glutamate', les récepteurs
muscariniques’ et les canaux sodiques™. Tout comme les autres anesthésiques, le
mécanisme d’action du propofol est complexe, car des interactions au niveau de
différents sites d’action sont impliquées. Celles-ci s’exer¢ant a des concentrations
thérapeutiques, il peut étre déduit que I'anesthésie générale induite par le propofol est le

résultat de la contribution de toutes ces interactions moléculaires individuelles™.

C- EFFETS PHARMACOLOGIQUES DU PROPOFOL

1- ACTION SUR LE SYSTEME NERVEUX CENTRAL

Le propofol, par le mécanisme décrit précédemment, provogue une dépression
dose dépendante du systeme nerveux central. |l réduit I'activité métabolique générale
du cerveau®. Il diminue la pression intracranienne, le débit sanguin cérébral de 26%*' &
51%?%2 et la pression de perfusion cérébrale de 25%%. Cependant, I'autorégulation du
débit sanguin cérébral aux variations de pression artérielle est conservée ainsi que les

réponses vasomotrices aux variations de PaCO0,.%

Similairement aux barbituriques, le propofol peut réduire la pression
intracrénienne, la pression intraoculaire et il diminue le besoin métabolique cérébral en
oxygéne. De ce fait, il a été démontré qu’il atténuerait ou préviendrait les lésions
induites par lischémie cérébrale chez le chien??. En effet, au cours de l'ischémie
cérébrale, la faillite énergétique cellulaire et la libération excessive de glutamate, le
neuromédiateur excitateur le plus répandu dans le cerveau, induisent le développement
des phénomenes d’excitotoxicité neuronale conduisant a la mort cellulaire; et il a été
demontré que le propofol module négativement la transmission glutaminergique via les

récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA) .

On a aussi pu montrer que de faibles doses de propofol, non hypnotiques, sont

sédatives chez 'lhomme et I'animal®.



En plus de ses propriétés hypnotiques et sédatives, le propofol posseéde des
effets anti-épileptiques. Ce dernier effet a été I'objet d’une controverse car d’une part,
des mouvements anormaux et épileptiformes ont été rapportés % et d’autre part, des
etudes systématiques ont démontré son activité anticonvulsivante 2252, Malgré cette

controverse le propofol est recommandé pour les patients épileptiques.

Enfin, contrairement & plusieurs anesthésiques volatils comme Iisoflurane et
I'halothane, le propofol ne potentialise pas les récepteurs de la sérotonine. Ces derniers
contrélant le vomissement, leur insensibilité au propofol serait la cause de la faible

incidence de nausées et de vomissements au moment du réveil de ’'anesthésie.

2- ACTION SUR LE SYSTEME CARDIOVASCULAIRE

Chez 'homme et chez le chien, le propofol diminue significativement la pression
artérielle systémique et le débit sanguin. Les mécanismes sont en théorie soit
cardiaques par diminution de la précharge et du débit cardiaque et par diminution de la
contractilité myocardique, soit au contraire vasculaires par diminution de la post- charge
et des résistances vasculaires systémiques. Alors que les effets cardiaques sont
controversés®, |a plupart des études ont montré que le propofol diminuait les
résistances vasculaires systémiques, suggérant un effet vasodilatateur direct 3" 3. Cet
effet serait d0 & un mécanisme mettant en jeu l'inhibition de I'entrée de calcium dans la
cellule musculaire lisse®. In vitro, le propofol a principalement un effet vasodilatateur
sur le muscle vasculaire. Celui-ci est cependant modulé par Ia dépression endothéliale
de l'activité du NO concomitante induite par le propofol. Malgré Ia dépression vasculaire

induite, la fréquence cardiaque est peu modifiée®.

3- ACTION SUR LE SYSTEME RESPIRATOIRE

Le propofol produit une dépression respiratoire avec une baisse de la fréquence
respiratoire et du volume courant. Lors de l'induction d’une anesthésie, une apnée
concomitante a l'induction possiblement liée & apparition du pic plasmatique a été
rapportée * ** ¥ Pour une dose donnée, la vitesse de linjection influence la

dépression respiratoire induite. Chez le mouton, Zheng & coll * ont montré que cela est



di au fait qu’une injection plus rapide engendre des concentrations artérielles plus
élevées immédiatement apres l'injection. Chez le chien, le maintien de 'anesthésie au
propofol provoque une dépression respiratoire modérée et une intubation endotrachéale

ainsi qu’une administration d’oxygéne sont recommandées.

4- ACTION SUR LES AUTRES ORGANES

Le propofol ne ralentit pas le transit digestif chez le chien et n’est pas
responsable d’altérations hépatiques®. Aux doses cliniques, il est dénué d'effets
notables sur la fonction rénale et corticosurrénalienne. Il naugmente pas non plus le
taux d’histamine plasmatique, ni d'immunoglobulines. Il ne provoque pas de réaction

anaphylactique.

Des études menées chez 'homme n'ont pas mis en évidence de coagulation
sanguine due au propofol. D’autre part, il semble induire une broncho-dilatation chez

'homme, attribuée a un effet direct sur le muscle lisse des bronches.

Aussi, il a été montré que le propofol possede des propriétés antioxydantes
similaires & celles de la vitamine E*® *“2_ Cette propriété en fait un piégeur de radicaux

libres.

D- RELATION CONCENTRATION - EFFET

La relation concentration — effet du propofol a été étudiée chez 'homme par
Vuyck et coll®®. Une courbe concentration — effet de forme sigmoide a été établie en
augmentant la dose par palier de 0,5 pg/ml toutes les 12 minutes. D’autre part une
hystérese a été observée due a I'équilibration lente entre les concentrations artérielles et
cérébrales. Les concentrations plasmatiques nécessaires pour abolir la réponse et
induire I'hypnose chez 50% sont de 3,4 pg/ml. La concentration plasmatique de
propofol nécessaire pour abolir la réponse a l'intubation a été mise en évidence. En
labsence de toute prémédication, elle varie entre 5 a 7 ug/ml. Chez le chien, Nolan &
Reid * ont évalué la concentration nécessaire pour abolir tout mouvement a une incision
de la peau a 5,7 pg / ml. Une prémédication neurolepanalgésique constituée de
papaveretum et d’acépromazine avait cependant été administrée. La concentration

artérielle produisant une hypnose, lorsque le propofol est administré seul a été



déterminée par plusieurs auteurs® “® 4 Elle varie entre 10 et 12 pg/ml. Les

concentrations plasmatiques nécessaires sont dépendantes du type de chirurgie®.

La concentration plasmatique a laquelle survient 'ouverture des yeux chez
'homme varie entre 0,74 et 1,66 ug/ml aprés une perfusion. Chez le chien, le moment
du réveil est plus difficile a déterminer. Il se rapproche du moment ou 'animal parvient a
se maintenir en position sternale (sur I'abdomen). Aprés une  perfusion, les
concentrations obtenues sont différentes selon les études. Elles varient entre 1pug et 4
ug ‘% Les limites de concentration plasmatique efficace de propofol sont cependant

variables selon les agents anesthésiques associés et le type de prémédication.

E- INTERET DE LA PREMEDICATION

Lorsque I'administration de propofol est précédée d’'une prémédication constituée
d’'un opioide ou de médétomidine, la dose d’induction est diminuée significativement. La
dose d’induction de propofol est d’environ 6 a 7 mg/kg IV pour un chien auquel aucune
prémédication n'a été administrée. Une prémédication peut réduire cette dose de 25 a
75% 54% et réduire par conséquent les effets secondaires du propofol sur le systéme
cardiovasculaire et respiratoire. Chez le chien, une dose d’acépromazine de 0,02 a
0,04 mg / kg IM permet de diminuer la dose de propofol nécessaire au maintien de
'anesthésie de 25 a 30 %. La xylazine (1 mg/kg ) et la médétomidine (5-10 pa/kg 1V)
diminuent la dose de propofol de 50 a 75 % mais elles provoquent une augmentation de
la pression artérielle accompagnée d'une bradycardie. Les opioides permettent eux
aussi de diminuer la dose requise pour linduction de | ‘anesthésie chez les petits
animaux®. De plus la combinaison d’un tranquillisant et d’'un analgésique est courante
en médecine vétérinaire. Elle induit une neuroleptanalgésie et permet de réduire
significativement la dose requise. Le tableau | présente les doses de propofol
nécessaires pour induire et maintenir 'anesthésie selon le type de premédication.

Tableau | : Effet de la prémédication sur la dose nécessaire pour induire et
maintenir 'anesthésie générale chez le chien®.

Prémédication aucune | acépromazine | Xylazine | Médétomidine | Opioide | Neuroleptanalgésie
Dose d'induction (mg/kg) 6-7 4-5 34 2-3 2-4 1-2

Dose de maintien | 0,4-0,5 03-04 0,2-0.3 0,2 0,1-0,2 0,1
(mg/kg/min)




F- PHARMACOCINETIQUE DU PROPOFOL

La pharmacocinétique du propofol est décrite chez le chien par un modele

ouvert a deux compartiments®. Deux fonctions exponentielles constituent ce modéle :
La distribution rapide du plasma vers les tissus, et la clairance métabolique rapide a
partir du plasma. Chez 'homme, le modéle a trois compartiments est celui qui décrit le
mieux sa pharmacocinétique. En plus des deux fonctions exponentielles décrites pour le
modele & deux compartiments, ce modéle en compte une troisiéme correspondant au

retour lent du propofol des tissus faiblement perfusés vers le plasma.

L'induction rapide de I'anesthésie au propofol est due au passage rapide de cet
agent trés lipophile a travers la barriére hématoencéphalique. D’autre part, le réveil
rapide aprés une administration d’un bolus ou d’une perfusion (méme de longue durée)
est le résultat de sa redistribution rapide du cerveau vers les tissus périphériques ainsi
que de son métabolisme rapide®. Le propofol posséde un volume de distribution et une

clairance élevés

Il existe une relation linéaire entre la dose de propofol administrée (entre 1et 4
mg/kg) et la concentration plasmatique ainsi que la durée de I'anesthésie®™. || existe
cependant une grande variabilité interindividuelle dans les parametres cinétiques et les
concentrations plasmatiques a 'équilibre aussi bien chez '’homme®® que chez le chien.
Le tableau Il présente les paramétres pharmacocinétiques du propofol publiés dans la

littérature.

1- DISTRIBUTION

Chez le chien le propofol est lié a 98,1 & 98,9 % aux protéines plasmatiques. Ce
taux de liaison est similaire & celui observé chez 'lhomme (97,7 4 98,2%)*. Une étude
montrant que le taux réduit d’albumine chez des patients souffrant de déficience
hépatique (35,39 g/l versus 50,85 g/l) n’altére pas la liaison aux protéines, suggére que
le propofol peut se lier a différentes protéines: Dans le plasma, le propofol se lie
fortement a 'albumine (95%) et a une moindre échelle, & I'acide alpha 1 glycoprotéique
(54%)®.  Zamacona & coll®® ont rapporté quiil se lie aussi aux lipoprotéines par
solubilisation dans leur partie lipidique. Cette derniére observation a été remise en

question par Mazoit & coll.®’
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Selon son étude, I'albumine est la seule protéine plasmatique a laquelle le propofol se
lie. La liaison aux lipoprotéines observée par Zamacona serait le résultat de la
solubilisation du propofol dans les composants lipidiques entourant la partie lipidique
des lipoprotéines. Le propofol se lie aussi fortement aux érythrocytes ( 50% ) au niveau
de la membrane (40%) ainsi qu’a l'intérieur des cellules (60% ). Cette liaison jouerait le
méme réle que les tissus faiblement perfusés, absorbant une grande quantité de

propofol rapidement puis la libérant petit a petit par la suite 2.

Le propofol étant un agent trés lipophile, il se distribue rapidement et largement
du compartiment sanguin vers les tissus périphériques. Son volume de distribution est
de ce fait élevé. Il varie de 2,46 a 9,7 L/kg chez le chien. La capacité des sites de
redistribution du'propofol est élevée et la vitesse d’équilibration avec le compartiment
central est lente. Il en résulte qu'aprés l'arrét d’'une perfusion, la concentration de
propofol dans le compartiment central est plus élevée que celles des compartiments
périphériques et la redistribution continue de se produire méme aprés une perfusion de
longue durée, compte tenu du volume de distribution élevé. La concentration
plasmatique diminue donc trés rapidement pour atteindre des valeurs en dega de celles

nécessaires pour induire 'hypnose ou la sédation.

2- METABOLISME

La figure 2, adaptée de la publication de Simon & coll®®, présente les voies
métaboliques du propofol chez le chien. Chez 'homme plus de 50% de la dose
administrée est métabolisée par conjugaison a I'acide glucuronique et a I'ion sulfate pour

8485 Chez le chien par contre, les

former le propofol glucuronide et le propofol sulfate
métabolites majeurs sont les dérivés conjugués (glucuronides et sulfates) du 2,6-
diisopropyl-1,4 quinol. Ce dernier intermédiaire n’'a pas pu étre caractérisé dans les
fluides biologiques des espéces pour lesquelles le métabolisme du propofol a été étudié.
La biotransformation du propofol en 4-hydroxypropofol est I'étape limitant la vitesse
d’élimination du propofol. Les isoenzymes responsables du métabolisme de phase | ont
été caractérises chez 'lhomme. Plusieurs isoformes du CYP450 sont impliqués % Par
ordre d’'activité ce sont les suivants : 2C9, 2A6, 1A1, 2C8, 2C18, 2C19, 1A2. Le 2C9
s'est révélé le plus important dans la biotransformation de phase | du propofol chez

'hnomme eu égard a son activité enzymatique et a son abondance relative.



Figure 2 : Voies métaboliques du propofol chez le chien
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Récemment, Kraus & coll ®” ont utilisé des essais sur des microsomes hépatiques pour
caractériser les isoformes responsables de 'hydroxylation du propofol. Le CYP 2B11
(équivalent au CYP 2B6 chez 'homme) a montré les meilleures corrélations dans les
études d’inhibition, d’immuno-inhibition et d'activité enzymatique et jouerait par
conséquent un réle majeur dans la biotransformation du propofol. Le CYP 2D15 y

participerait aussi mais a un degré moindre.

Chez I'hnomme, un métabolisme extrahépatique a été mis en évidence lors d'un
pontage hépatique et d’'une phase anhépatique *®*°. De plus la clairance du propofol est
supérieure au débit sanguin hépatique. Gray & coll ° ont montré que le propofol
glucuronide était le métabolite majeur lors d’une transplantation hépatique. D’aprés une
étude in vitro™", l'intestin et le rein sont des sites de biotransformation extrahépatiques
possibles. D’'autre part, le métabolisme pulmonaire du propofol reste controversé. > 7
Aucune activité enzymatique responsable de la biotransformation du propofol n’a été

identifiée jusqu’a présent’™.

3- ELIMINATION

Les valeurs de clairance totale du propofol publiées dans la littérature sont trés
variables. Elles varient entre 34,4 et 114,8 ml/min/kg. Malgré cette grande variabilité, les
auteurs s’accordent a dire quelle est élevée. Le coefficient d’extraction hépatique du
propofol est trés élevé (0,90) . Bien que le réveil d’une anesthésie au propofol soit
rapide, et que sa clairance soit élevée, son temps de demi-vie est long. |l correspond
au retour lent du propofol des tissus adipeux vers le compartiment central. Sa valeur

dépend de la durée de prélévement’®. Il varie entre 3 et 44 heures.
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La pharmacocinétique du propofol peut varier considérablement selon le type de
prémédication ainsi que la dose a laquelle elle est administrée, selon le mode
d’administration (bolus ou perfusion), et enfin selon les caractéristiques individuelles des
sujets. De nombreuses études pharmacocinétiques ont été menées chez le chien. La
plupart ne comportaient qu’'un nombre restreint d’animaux. De plus elles se sont
déroulée dans un cadre controlé et rigide (administration de doses préétablies) qui n’est
pas représentatif du cadre de la pratique clinique. Cette étude se propose donc de
décrire la pharmacocinétique du propofol chez des chiens en croissance devant subir

une procédure de diagnostic de la dysplasie de la hanche et de tenter de déterminer ses

facteurs de variation.



CHAPITRE Il : VALIDATION DE LA METHODE D’ANALYSE DU
PROPOFOL DANS LE PLASMA ET ETUDE DE COMPATIBILITE
AVEC LES CONTENANTS.
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A- INTRODUCTION

Il'y a environ une trentaine d’années, B.B. Brodie a suggéré qu'il est préférable
de relier 'effet pharmacologique d’'un médicament & sa concentration plasmatique plutét
qu'a la dose administrée’. Parallélement, les techniques analytiques disponibles sont
devenues plus sensibles et plus spécifiques. Par conséquent, l'analyse des
médicaments dans les liquides biologiques s’est développée de fagon importante. Pour
décrire la pharmacocinétique d’'un médicament il faut déterminer I'évolution des
concentrations dans les liquides biologiques. Par conséquent, la mise au point d'une
technique analytique fiable est primordiale, avant I'établissement de protocoles et le

calcul des parametres pharmacocinétiques.

1. ANALYSE QUANTITATIVE EN PHARMACOCINETIQUE

1.1 LIEU DE PRELEVEMENT

Les échantillons analysés pour les études pharmacocinétiques, sont en général

prélevés au niveau d’une veine périphérique’, car ce lieu de prélévement est le plus
commode et le moins invasif comparé une veine centrale ou une artére. Il existe
cependant un délai de mélange du principe actif dans la biophase. Ce temps de latence
est une source d’erreur dans le calcul des paramétres pharmacocinétiques. En effet les
méthodes compartimentales supposent que le mélange du médicament dans les
compartiments centraux et périphériques est instantané. Le volume de distribution, le
temps de demi-vie et la clairance peuvent étre sous-estimés si le médicament n’est pas
encore mélangé a la biophase lors du prélévement %, Le délai de mélange dans les
veines périphériques étant prolongé par rapport aux veines centrales, cette erreur est
plus grande lorsque les échantillons sanguins proviennent d’'une veine périphérique

plutét que d’une veine centrale®.

Des différences dans la concentration sanguine de propofol, selon le lieu de
préléevement (sang artériel, périphérique et veineux central) ont été observées les 60
premiéres secondes apres une administration en bolus IV (2 mg/kg en 60 s)*. Deplus la
méthode compartimentale ne permet pas de prédire les concentrations artérielles si le
propofol est administré rapidement (100 mg en 30 s, 100 mg en 2 min et 100 mg en 5
min). Par contre I'écart entre les concentrations observées et prédites s’amoindrit au fur

et a mesure que le temps d’administration augmente, et disparait pour une perfusion de
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plus longue durée (450 mg en 45 min)®°. Le sang veineux périphérique constitue donc
une alternative acceptable au prélevement artériel dans les études pharmacocinétiques
et pharmacodynamiques, quand le propofol est administré en perfusion, et en bolus, a

condition d’attendre la fin de la période d’équilibration (60 s).

1.2 LE MILIEU BIOLOGIQUE

Les milieux biologiques constituent un mélange complexe de molécules
endogeénes. Peu de techniques analytiques sont suffisamment spécifiques pour y doser
un meédicament directement. La premiere étape a franchir est donc d'isoler le

médicament des molécules susceptibles d’interférer avec son signal.

Les liquides biologiques les plus courants permettant de tracer le profil
pharmacocinétique d’'un meédicament sont l'urine, le sang entier et le plasma. La salive
est aussi utilisée pour effectuer le suivi thérapeutique des médicaments antiépileptiques.
Malgré la simplicité de prélevement de cette méthode, son utilisation reste restreinte a
cause de difficultés rencontrées dans l'analyse : contamination potentielle, volume
insuffisant, interférence possible avec l'acide citrique, faible résolution de la méthode
chromatographique, et des facteurs multiples affectant la concentration des

meédicaments antiépileptiques dans ce milieu .

L’urine ne contient pas de protéines ni de lipides; Iisolation du principe actif en
est simplifice et son prélevement n'est pas invasif. Elle présente cependant le
désavantage d’engendrer des résultats pharmacocinétiques peu précis eues égard aux
périodes de collectes, aux variations de pH et aux interférences. Le sang entier est le
liquide biologique le plus complexe. C’est un liquide clair tamponné dans lequel des
eélectrolytes, des protéines et des lipides sont en solution, et des solides et des cellules
(érythrocytes) sont en suspension. La manipulation du sang entier est délicate. La
rupture des globules rouges par une agitation mécanique, une hausse de température,
un cycle de gel et dégel, ou un changement de la force ionique du milieu par 'addition
d’eau, peut libérer des composants indésirables et rendre la séparation du principe actif
plus difficile. Les ions ferriques libérés par les érythrocytes peuvent par exemple chélater
le 2-hydroxydesimipramine et diminuer de ce fait le pourcentage de recouvrement ®. Le
dosage d’un principe actif dans le sang entier est particulierement utile pour déterminer
le coefficient d’extraction dans les organes d’élimination & partir de la clairance

sanguine. Il est pertinent d’évaiuer les parametres de clairance et de volume de
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distribution aussi bien a partir du sang entier que du plasma ou du sérum. Mais c'esten
général les concentrations plasmatiques et sériques qui sont utilisées. En effet c'est a
partir des concentrations obtenues de ces milieux biologiques qu'ont été effectuées les
corrélations concentrations — effets thérapeutiques (a I'exception de la ciclosporine qui
se dose dans le sang total); de plus leur manipulation pose moins de difficultés que le

sang entier.

Il a été démontré qu’il est préférable d’observer la pharmacocinétique du propofol
& partir d’échantillons plasmatiques que d’échantillons sanguins ®®. En effet, un temps
de latence dans la redistribution du propofol vers les globules rouges a été observé® , et
il existe une meilleure corrélation entre la profondeur de [I'anesthésie et les
concentrations plasmatiques (les globules rouges agissant plutét comme compartiment

de réserve)®.

1.3 PREPARATION DES ECHANTILLONS

Le sérum ne difféere du plasma qu’en ce fait qu’il ne contient pas de fibrinogéne et
de facteurs de coagulation. Le plasma et le sérum contiennent une grande quantité de
protéines qui sont chimiquement et physiquement différentes de la plupart des
médicaments. |l existe cependant une grande affinité entre ces deux entités (liens de
Van Der Walls ou électrostatiques) et il est nécessaire avant d’effectuer toute analyse de
les séparer. |l existe trois techniques principales de séparation® : la déprotéinisation
chimique, I'extraction liquide-liquide, et I'extraction solide-liquide. La méthode la plus
simple est de précipiter les protéines et d’isoler le filtrat. Les protéines sont dénaturées
par la précipitation et perdent leur capacité de lier le médicament. La déprotéinisation
peut étre réalisée soit par la modification de la force ionique du milieu (solution saturée
de sulfate dammonium) ou la modification de la constante diélectrique (acétonitrile,
méthanol..), soit par des enzymes protéolytiques, ou par la précipitation de sels
insolubles (entre les anions et les groupes aminés chargés des protéines en milieu
acide, et entre les cations et les groupements carboxylates des protéines en milieu
basique). Cette derniére technique de déprotéinisation est peu courante car elle tend &
former des savons difficiles & extraire, et les conditions du milieu favorise la dégradation

des principes actifs.

L'extraction par un solvant consiste a ajuster le pH de maniére a ce que le

principe actif se trouve sous forme non-ionisée et de 'extraire avec un solvant organique
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pour lequel son coefficient de partage est élevée. Cette méthode est efficace mais elle

est parfois longue et fastidieuse.

L’extraction solide-liquide fait appel aux principes de la chromatographie
d’adsorption, de partage ou d’échange d’ion. Les substances a doser sont dans un
premier temps retenues par la phase stationnaire, alors que les protéines et les
impuretés sont éliminées par lavage (avec un solvant plutét polaire pour lequel elles ont
beaucoup d’affinité et pour lequel le principe actif peu polaire a peu d’affinité). Dans un
deuxieme temps, I'élution des substances a doser s’effectue par un solvant pour lequel
elles ont une grande affinité. Le passage des solutions au travers de ces colonnes
s’effectue par gravité ou sous vide. Ces techniques présentent 'avantage d’étre rapides
et les possibilités d’automatisation les rendent de plus en plus populaires malgré leur
colt élevé.

Ces trois méthodes ont été proposées pour le propofol dans la littérature. Le
tableau Il présente 'ensemble de ces méthodes, les conditions dans lesquelles elles
sont réalisées, le nombre d’étapes qu’elles comportent ainsi que les pourcentages de

recouvrement obtenus.

1.4 METHODES D’ANALYSE

Les principaux facteurs & prendre en compte dans le dosage des échantillons

prépares sont les suivants : les caractéristiques physico-chimiques du principe actif, la
spécificité de la méthode d’analyse en raison de la présence de métabolites, de
protéines résiduelles et d’autres substances endogenes dans le milieu, et sa sensibilité.
La précision est importante mais elle est considérée comme acceptable jusqu’environ
10%.
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Auteur Milieu Méthode | Conditions Etapes Temps Taux de
(min) recouvrement
Adam & all, T=25°C 1-Ajout du
1981 & Sang Extraction en | Evaporation sous | standard inteme
Plummer & | entier phase liquide | azote 2-Ajout du solvant 30 98-104 %
all, 198787 avec le Sl: thymol dextraction .
Yu & all, Tissu cyclohexane 3-Centrifugation
199688 hépatiq | ou chloroforme 4-Préléevement de Limite de
Elbast & all, | ue’ la phase detection:
199689 organique 2 ng/mi
5-Evaporation du
solvant
6-Dissolution
dans phase
mobile
Précipitation T=0°C 1-Ajout du
Vree & all, | plasma | des protéines | Sl:dibutylphtalate | standard interne 15 99,5+ 0.5%
19874 plasmatiques et du solvant de
Pavan & all, avec précipitation Limite de
19921 I'acétonitrile 2-Centrifugation détection:
Vree & all, 3-Prélévement du 200 ng/ml
199992 surnageant
Pullen & all, | Plasma | Extractionen | Colonne 5 pm 1-Injection de Pas de
198892 ou sang | phase solide Débit 1mi/min I'échantillon dans | préparation 97-103%
entier (pré colonne T=25°C la colonne de
greffée de 2-Lavage de la Péchantillon | limite de détection
tripeptides colonne 1ug/mi
hydrophobes)
Mazzi & all, | Sang Extraction en | T=25°C 1-Précipitation
1990894 entier phase solide Colonne C1s 1 ml | des protéines 96%
Phase mobile: avec I'acétonitrile 20
méthanol/eau | 2-Elution & travers limite de
Sous vide la colonne détection
3-Lavage de la 20pg/mi
colonne
4-Seéchage de la
colonne
Altmayer & | Sang Extraction en | T=25°C 1-Injection de Pas de
all, 1996°% | entier phase solide Colonne Cs I'échantillon et préparation
Elyazigi& | ou 37-50pum élution avec de 100%
all, 1896™97 | Urine Phase solvant polaire I'échantillon
ou mobile:tampon 2-Elution avec limite de détection
Plasma phosphate et phase mobile Resultats en 5ng/ml__
acétonitrile analytique 6mn 20 ng/mli
Débit 1,3 mi/min | automatique

Tableau Il : Méthodes d’extraction du propofol a partir des milieux biclogiques
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Un diagramme présentant les domaines de concentrations mesurables par les
différentes techniques d’analyse a été développé par de Silva®. La figure 3 présente
une adaptation de ce diagramme actualisée aux méthodes développées aujourd’hui. Le
dosage des médicaments peut étre réalisé par des techniques chromatographiques ou

" et plus rapides car ils

par des dosages immunologiques. Ceux-ci sont trés sensibles
ne nécessitent pas de préparation de I'échantillon au préalable, mais ils sont onéreux.
lls trouvent leur application dans la médecine Iégale, la détection des substances d’abus
et ils sont peu utilisés pour la détermination de la pharmacocinétique des médicaments
depuis le développement du couplage des méthodes de séparation avec la

spectrométrie de masse ou la spectrométrie de résonance magnétique.

Ce sont les méthodes chromatographiques combinées a des méthodes de

détection sélectives qui sont les plus utilisées en pharmacocinétique.
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Figure 3 : Domaine des concentrations mesurables par les techniques analytiques
utilisées pour la quantification des médicaments en milieu biologique.
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1.4.1 Chromatographie en phase gazeuse

1.4.1.a Principe

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode de separation
sur colonne de substances volatiles véhiculées par un gaz inerte appelé gaz vecteur. Le
type de colonne conditionne le type de chromatographie qui peut étre une
chromatographie de partage entre la phase stationnaire de la colonne et le gaz vecteur,
ou une chromatographie d’adsorption sur phase stationnaire. La séparation des
composés est réalisée en fonction de leur tension de vapeur et de leur interaction avec
la phase stationnaire (forces de dispersion, liaisons hydrogenes, forces de Van der
Walls..). Ainsi deux composés de méme tension de vapeur peuvent étre séparés si leur
affinité pour la phase stationnaire est différente pour une température donnée. En CPG,
la mise au point d'une séparation se résume ainsi au choix du type de colonne et d'une

température. La phase mobile ne joue que le réle de transporteur.

1.4.1.b Mode de détection

Le choix du détecteur est fonction de la nature physico-chimique du produit a
analyser et de la sensibilité & atteindre. Le tableau IV présente les différents détecteurs

existant ainsi que leur domaine d’application.

Tableau IV : Domaine d’application des détecteurs couplés a la chromatographie
gazeuse, utilisés pour la quantification des médicaments en milieux biologiques

Détecteur Domaine d’application

Detecteur a capture d’électrons (ECD) | Composés comportant des groupements
ioniques

NPD Interférences avec agent plastifiants au phosphate

provenant des contenants en polypropyléne

Spectrométrie de masse Universel
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1.4.2 Chromatographie en phase liquide

1.4.2.a Principe

En chromatographie en phase liquide, la séparation est fondée sur des
différences de partage dynamique des composes contenus dans un échantillon, entre
une phase stationnaire et une phase mobile. La phase stationnaire peut étre composee
de silice (phase normale), de silice greffée de longues chaines carbonées (phase
inverse) ou d’'une matrice inerte greffée de deux groupements ionogéniques, 'un fixé de
maniére covalente et I'autre étant un contreion lié par interaction électrostatique. Trois
acteurs participent a la séparation et ceci est représenté par la figure 4. Ainsi,
contrairement a la CPG, la phase mobile n'est pas inerte vis & vis du soluté qu’elle
solvate. Elle présente donc lavantage d'avoir un paramétre supplémentaire
d'optimisation de la séparation. Elle est utile pour des composés thermiquement

instable et c’est la méthode la plus utilisée en pharmacocinétique.

Phase
stationnaire

<> Phase
mobile

Phase
stationnaire

" ¥ "

Chromatographie liguide Chromatographie gazeuse

Phase
mobile

Figure 4: Equilibres existant en chromatographie liquide et en chromatographie
gazeuse

1.4.2.b Mode de détection

La détectior peut étre réalisée par spectrométrie UV, par fluorimétrie, par

détection électrochimique ou spectrométrie de masse.
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i. Structure moléculaire et spectrométrie ultraviolette et fluorimétrie

Les molécules qui absorbent dans le spectre UV-visible et qui ont la propriété
d’émettre de la fluorescence, possédent des électrons dans les orbitales pi (doubles ou
triples liaison), dont la transition vers un état énergétique supérieur (pi*) est facilitée car
de plus faible énergie®™. Les facteurs suivants influencent 'aromaticité ( systéme riche
en électrons- pi) d'une molécule et augmentent ses propriétés d'absorption et
d’émission. La fusion de cycles benzéniques (naphtalene, anth}acéne), ou de cycles
benzéniques avec des hétérocycles tels les quinolines, isoquinolines, indoles, et des
groupements fonctionnels  électro-donneurs  (amine, alkyl, alcool) augmentent
I'absorption de radiation ou leur émission en enrichissant le noyau aromatique. Par
contre les groupements électro-attracteurs (carbonyles, nitrile, halogénes) tendent a
délocaliser le nuage électronique pi et & diminuer I'absorption ultraviolette ou I'émission
de radiation. La détection de molécules non absorbantes dans l'ultraviolet ou non
fluorescentes est possible par couplage & des composés chromophores (réactif de

Gibbs) ou fluorescents®.

Le propofol est un dérivé phénol comportant deux groupements phényles
électrodonneurs en position ortho. Il absorbe les radiations ultraviolettes 3276 nm®eta

la propriété d’émettre de la fluorescence a 313 nm>2.

ii. Fluorimétrie et spectrométrie ultraviolette

La fluorimétrie est une technique de détection plus sensible que la spectrométrie
d'absorption UV. Dans les méthodes d’absorption c'est une différence entre deux
signaux qui est mesurée (signal incident et signal de sortie). La sensibilité est alors
gouvernée par la capacité & les distinguer, et pas seulement par la stabilité de I'appareil.
En fluorimétrie, c’est une différence entre zéro et un nombre fini qui est mesuré. La
limite de détection est dans ce cas, fonction de la stabilité et la sensibilité du détecteur,

et de lintensité de la source.
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iii. Détecteurs électrochimiques

Les détecteurs électrochimiques permettent de quantifier les substances
oxydables ou réductibles en mesurant le flux d’électrons résultant de ces réactions.
Dans la plupart des détecteurs électrochimiques le médicament est converti en sa forme
oxydée, pour libérer un ou plusieurs électrons. Le courant instantané est proportionnel a
la concentration de médicament dans la cellule. La sensibilité obtenue avec ces types
de détecteurs rivalise avec celle des fluorimétres. Le propofol est phénol et par
conséquent un donneur d’électrons qui en présence d'un accepteur peut s’oxyder. Son
potentiel d’oxydoréduction est inférieur a +0,60 V et peut étre détecté par

électrochimie®.

iv. Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse couplée a la chromatographie gazeuse permet
J'atteindre des limites de sensibilité trés basses méme s'il s’agit de matrices complexes.
Il s’est cependant avéré nécessaire de développer une interface entre un systéme HPLC
et un spectrométre de masse pour pouvoir effectuer I'analyse de métabolites peu volatils
ainsi que des médicaments trés polaires et labiles comme les polypeptides. La difficulté
dans un tel couplage est que la phase mobile est liquide et qu'elle doit étre a l'état
gazeux pour pouvoir étre introduite dans I'enceinte du spectrométre de masse. Or les
volumes de vapeur produits sont trop importants : 18 ml d’eau produisent 22,4 L de
vapeur dans les conditions standards de pression et de température. Plusieurs
interfaces ont été congues. La plus utilisées dans I'analyse des médicaments en milieu
biologique [I'utilisation d’'un thermospray ou bien des techniques impliquant la

nébulisation de I'échantillon avant son entrée dans le spectrométre de masse.

1.4.3 Electrophorése capillaire

L’électrophorése capillaire est une méthode de séparation en développement et
prometteuse car elie est rapide, avec un grand pouvoir de résolution et une grande
sensibilité. Dans cetie méthode d’analyse, les particules chargées sont entrainées par
un champ électrique a travers le capillaire. Le tube capillaire est ouvert & ses extremites,
il est constitué de verre de silice, il est de trés faible diamétre ( 30-100um), sa longueur

varie entre 0.3 et 1 metre, et il est rempli d’'une solution tampon. Les extrémités
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plongent dans deux solutions élecrolytiques, auxquels on applique une différence de
potentiel. L’échauffement du capillaire est limité car lintensite de ces conditions ne
dépasse pas 100uA. Le tube est cependant maintenu dans une enceinte thermostatée.
L’¢lectrolyte est un mélange soigneusement filtré et dégazé. Le pH est maintenu
constant grace & une solution tampon. La plupart des médicaments sont des acides ou
des bases et portent une charge résultante dont la grandeur dépend du pH. Cette
charge provient de la fixation, a leur surface, d’ions contenus dans le milieu tampon.
Pour des ions de taille comparable, les vitesses de migration sont plus grandes s'ils sont
porteurs de charges plus importantes. Pour effectuer I'analyse d’un composé, le pH est
en général ajusté au pKa car de légéres modifications autour de cette valeur affectent
de maniére importante sa mobilité et par conséquent sa séparation permettant son
optimisation®. Les protéines sont analysées par cette technique'®'; Des interfaces entre
les colonnes capillaires et la spectrométrie de masse se développent augmentant ainsi

la limite de détection'®.

Plusieurs méthodes ont été développées pour I'analyse du propofol dans le
plasma ou le sang entier. Le tableau V les décrit sommairement. La méthode utilisée
pour la quantification du propofol dans le plasma dans la présente étude est celle de
Plummer autrement dit, la chromatographie liquide & haute performance avec détection

par fluorimétrie.
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Méthode de Méthode Standard Méthode de Limite de

préparationde | chromatographique interne détection détection

I'échantillon
Adam & Extraction au Liquide en phase Thymol Spectrométrie en | 25 ng/ml
all, 19818 | cyclohexane inversée ; UV-visible ;

couplage a un
réactif de Gibbs.

Plummer | Extraction au Liquide en phase | Thymol fluorimetrie 2 ng/ml
& all, cyclohexane inverse ; colonne
19878 C18.
T.B. Précipitation Liquide en phase Spectrométrie en | 100 ng/ml
Vree% des protéines inversee. UV-visible

plasmatiques a

['acétonitrile
Pullen & | Extraction Liquide en phase Spectrométrie en | 1ug/ml
all, 1988% | solide-liquide inversée ; colonne UV-visible

C18.

Mazzi & Extraction en Liquide en phase Thymol Electrochimique 20 ng/ml
all, 1990% | phase solide ; inversée ; colonne

colonne C18 phényle.
Uebel & Extraction Liquide en phase chlorprothixene | Electrochimique 80 ng/ml
all, 1990%° | liquide-liquide inversée ; colonne C8

avec acétate

d'éthyle
Yu & all, Extraction Gazeuse : colonne de | Pentadécane lonisation de | 10 ng/ml
199388 liquide-liquide silice greffée flamme (FID)

avec le

chloroforme
Altmayer | Extraction en Liquide en phase Fluorimétrie 5 ng/ml
& all®s phase solide ; inverse ; colonne

colonne C18 C18.
Elyazigi & | Extraction en Liquide en phase Méthyldopa Fluorimétrie 2 ng/ml
all, 1996% | phase solide inverse ; colonne C18
Elbast& | Extraction Gazeuse Thymol Emission 0.3uM
all, 19968 | liquide liquide atomique

avec Spectrométrie de | 0.1uM

chloroforme et masse

acetate

d'éthyle.
Knibb& Précipitation Liquide en phase Thymol fluorimétrie 400 ng/l
all, des protéines inverse
1998103 avec

I'acétonitrile

Tableau V: Méthodes d’analyse pour la quantification du propofol publiées dans
la littérature.
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2 STABILITE DE LA PREPARATION VETERINAIRE RAPINOVET®

2.1 STABILITE CHIMIQUE DU PROPOFOL

Le propofol, comme il a été mentionné plus haut est un phénol et peut étre oxydeé

en présence d'oxygéne. Ce caractére réducteur du propofol a été mis en évidence par

Iidentification de deux produits de dégradation®.

Un dimére ou tetra-isopropyl 3,3’,5,5' — dihydroxy-4, 4’ biphényle ;

Une quinone ou diisopropyl 2,6 — quinone.

Le potentiel d’oxydoréduction du propofol est inférieur & 0.6 V*, ce qui évoque
une probabilité non négligeable d'interaction avec des molécules oxydantes. Cette
propriété exclut le recours & des conservateurs dans la formulation, dont la stérilité ne

peut étre maintenue que par l'intégrité du récipient final.

2.2  STABILITE PHYSICOCHIMIQUE DE L’ INTRALIPIDE®

Lintralipide® est une émulsion huile dans eau constituee d’huile de soja, de
lécithine d'ceuf, de glycérol et d’eau pour préparation injectable. La stabilité de
Pémulsion est principalement obtenue gréce aux charges négatives apportées par les
lécithines autour des gouttelettes lipidiques dispersées. Ces charges entretiennent des
forces de répulsion entre les gouttelettes et s'opposent & la floculation, au crémage voire
3 la coalescence . i existe un risque de déstabilisation de I'émulsion en présence de
cations minéraux, organiques (calcium, magnésium, acides aminés dibasiques), ou

d’acides (acide citrique).
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2.3 COMPATIBILITE AVEC LE CONTENANT

Dans le flacon de verre dans lequel le Rapinovet® est commercialisé, on note

une bonne stabilité et une absence d’adsorption sur le bouchon de bromobutyle.

Dans les seringues en polypropyléne permettant une administration en bolus a
Paide d'une pousse seringue, dans un modéle statique (seringues de 20 et 50 mi
pendant 24 h) et dans un modéle dynamique (seringue de 50 ml, 4 h de repos et 20
heures de perfusion), une perte de propofol inférieure a 5% a été observeée sans
présence de produits de dégradation, ce qui fait penser a un phénoméne

d’adsorption'®.

Dans le nécessaire & perfusion il a été démontré que le passage de I'émulsion de
propofol dilué 1/5 dans le glucose au travers d'un filtre 5 pum n'entraine pas de
modifications de la composition du médicament, ce qui autorise cette pratique pour la
rétention de particules émanant du conditionnement'®; d’autre part le propofol tapisse
(phénoméne d’adsorption et éventuellement pénetre (phénomene de diffusion) les
tubulures en polychlorure de vinyle : une étude statique (ligne de 2 m pendant 2 h) met
en évidence une perte de 31 a 35 % de propofol au bout de 2 h (sans apparition de
produits de dégradation). Ce modéle favorise la perte de propofol puisque le modele
dynamique (débit de 1,75 ml/min) ne met pas en évidence des pertes quantifiables au
bout d’'une heure; une perte de 8 % est observée aprés deux heures. Ces résultats
s’expliquent aisément par les caractéristiques hydrophobes du propofol et du PVC | et
incitent a une grande prudence vis a vis de ces poches. En effet une autre étude visant
a déterminer limportance de la séquestration in vitro du propofol dans un circuit de
circulation extracorporelle (oxygénateur @ membrane, réservoir et tubulures) montre une
perte de 35 % 5 minutes aprés le début de la perfusion et de 75 % 120 minutes apres).

Ce phénoméne n'est pas un phénoméne isolé. Plusieurs médicaments
(anesthésiques en particulier) sont absorbés ou adsorbés au niveau des dispositifs de
perfusion. On compte parmi eux le diazépam, le fentanyl, la nitroglycérine et le
thiopental’. Peu d’études ont été publiées a propos de la compatibilité du propofol

avec le plastique.
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La présente partie de ce mémoire a pour objectif, dans un premier lieu de
présenter la validation de la méthode d’analyse utilisée pour la quantification du propofol
dans des échantillons plasmatiques; et dans un second lieu de déterminer sa

compatibilité avec les contenants de polypropyléne et avec les dispositifs de perfusion.
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B. MATERIEL ET METHODE

1. ANALYSE QUANTITATIVE DU PROPOFOL

1.1 MATERIEL

Du propofol et du thymol de grade analytique (respectivement a 97% et 98 % de

pureté) ont été achetés chez ICN biomedicals. Tous les solvants utilisés étaient de
grade analytique. L’acétonitrile et le méthanol de grade HPLC proviennent d’Anachemia

Science, Montréal, Canada.

1.2 PREPARATION DES SOLUTIONS

Les solutions ont été conservées a 4 °C a I'abri de la lumiere.

1.2.1 Propofol

Une solution étalon de propofol (10 mg/ml) dans I'acétonitrile a été préparee, puis

diluée dans un mélange acétonitrile eau (50/50 % v/v) pour obtenir une solution de 100

png/mi.

1.2.2 Thymol

Une solution étalon de thymol a été préparée en mettant en solution 20 mg de
thymol dans 10 ml de méthanol. Une dilution 1/1000 a éte effectuée dans le méthanol

pour obtenir une solution étalon de thymol (2 pg/ml).

1.3 PREPARATION DES ECHANTILLONS PLASMATIQUES

Toutes les manipulations ont été réalisées dans des tubes de verre et non de
plastique. Les échantillons sont préparés par précipitation des protéines plasmatiques
sur la glace a 0 °C : 100 pl d’étalon interne ( thymol 2pg/ml) et 650 pl d’acétonitrile ont
été ajoutés a 250 pl de plasma. Le mélange est ensuite agité au vortex (5 s) place dans
un bain a ultrasons pendant 10 min, et centrifugé 10 min a 3200 rpm dans une
centrifugeuse IEC centra — 7 centrifuge (International Equipment Compagny). Le

surnageant est recueilli et transféré dans des fioles de verre pour une analyse HPLC.
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1.4 APPAREILLAGE

Le systéme HPLC comporte une pompe Waters 501, un fluorimetre (Hitachi

modéle F-1080), un injecteur automatique (shimadzu modele SIL- 9A), un intégrateur
(Shimadzu modéle CR 60), et une colonne chromatographique CSC Inertsil, 5 um (15 x
0.46 cm) .

1.5 ConDITioNs HPLC

Les conditions chromatographiques sont les suivantes : 50 pl d’échantillon sont

¢lués a un débit de 1,2 ml/mn, dans une phase mobile Acétonitrile :Eau:TFA
(58:42:0.05 % v/v) ajustée a un pH compris entre 3.25 et 3.30. Dans ces conditions, les
temps de rétention observés a des longueurs d’'ondes d’excitation et d’émission de 276

nm et 313 nm, sont de 4.5 et 8 min pour le thymol et le propofol respectivement.

1.6 _COURBES D’ETALONNAGE

Le domaine de linéarité de la courbe d’étalonnage est compris entre 35 et 2000
ng/ml. Les échantillons dont la concentration dépassait cette limite ( temps de

prélevement inférieurs au temps de position sternale ) étaient dilués par un facteur de 5.

Les courbes d’'étalonnage (35-1600 ng/ml) ont été préparées a partir de plasma
canin vierge et des solutions standard de propofol. La concentration de propofol a éte
déterminée a l'aide du ratio des surfaces sous les courbes des pics de thymol et de

propofol.
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2. ETUDE DE COMPATIBILITE AVEC LE CONTENANT.

La compatibilité du propofol avec les contenants suivants a été étudiée dans

plusieurs conditions ( température, solvant, cycles de gels et dégels) :

» le polypropyléne dans lequel les plasmas sont conserveés,
e les poches de PVC utilisées pour 'administration du propofol en perfusion,

o les seringues en polypropyléne a haute densité utilisée pour 'administration en

Bolus,

e lestubes de verre.

2.1 COMPATIBILITE DU PROPOFOL AVEC LE POLYPROPYLENE

Cette étude de compatibilité a été réalisée d’'une part avec le propofol en solution
dans l'eau pure et d'autre part avec le propofol en solution dans les échantillons

plasmatiques.

2.1.1 Compatibilité du propofol en solution dans I’eau pure, avec les

contenants de polypropyléne et de verre.

Trois séries de solution (20 ml & 200, 1000 et 2000 ng/ml) ont été préparées
dans l'eau pure. Elles ont été divisées en quatre solutions de 5 ml et les essais

suivants ont été réalisés dans des tubes de verre et des tubes de polypropyléne:

e cycles de geis et dégels

Une premiére série a été placée dans trois tubes de polypropylene et ont subi
des cycles de gels & —10 °C et dégels & 25°C. La période de gel était de trois
heures et la période allouée au dégel était d’'une heure trente. Un volume de 250 pl
a été prélevé a la suite de chacun des dégels et a été analysé selon le protocole

expérimental décrit précédemment.
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o A une température de 25 °C

Une deuxiéme série a été placée dans trois tubes de polypropylene et a été
maintenue & une température de 25°C a I'abri de la lumiere. Des échantillons de

250 pl ont été prélevés a des intervalles de 12 heures et ont été analysés.

2.1.2 Diffusion du propofol a travers le contenant.

Ces essais ont été réalisés en duplicata, en utilisant des tubes de verre et de
polypropylene

Une solution de propofol (0,5 mg/ml dans I'eau et 'acétonitrile 80:20 % v/v) a eté
placée dans un tube de polypropyléne. La concentration de propofol était inférieure a sa
solubilité dans le solvant utilisé d’au moins 10 %. Ce tube scellé de polypropylene
contenant 3 ml de solution a été plongé dans le tube de verre contenant un melange
d’acétonitrile et d’eau (20:80 % v/v). Ce dispositif a été scellé. Deux dispositifs ainsi
décrits ont été préparés : L'un a été maintenu a une température de 37°C dans I'étuve,
et 'autre a été maintenu a une température de 25°C. La solution contenue dans le tube
contenant initialement 'acétonitrile a été prélevée et analysée a des intervalles de 24 h.
Deux témoins ont aussi été préparés et placés dans I'étuve : Il s’agit du méme dispositif
décrit ci-haut ; le tube intérieur contenant le propofol consistait en une ampoule de verre

scellée manuellement.

2.2 PROPOFOL DANS LES ECHANTILLONS SANGUINS.

Cet essai comportait deux objectifs : Le premier était de déterminer la distribution
du propofol entre le plasma et les globules rouges, et de vérifier la concordance de ces
résultats avec un hématocrite ; le deuxiéme était de déterminer dans un intervalle d'une
semaine, la stabilité du propofol dans le plasma quand il est conservé dans un tube de

polypropylene ou de verre.
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2.2.1 Distribution entre le plasma et les globules rouges aprés un

bolus iv.

Un bolus IV (2 mg/kg) a été administré a un chien de 30 kg. Des échantillons de
15 ml ont été prélevés au niveau d’une veine périphérique a 3, 5, 10, et 15 min apres
Iinjection. A chaque prélévement, une portion de 10 ml a été centrifugée et le plasma a
été prélevé. Le reste du sang entier a été maintenu & une température de 4 °C. Une
mesure de I'hématocrite et I'analyse de ces échantillons ont été réaliseés selon le

protocole décrit au paragraphe 11.B.1.3.

2.2.2 Stabilité du propofol dans le plasma

Une courbe d’étalonnage ainsi qu’une série de témoins (500, 1000 et 2000
ng/ml) ont été préparés, conservés a 4°C et analysés immédiatement, puis a des
intervalles de 24 heures pendant une semaine selon le protocole décrit au paragraphe

I1.B.1.3. Cet essai a été effectué en duplicata, dans des tubes de verre et des tubes de

polypropyléne.

3. COMPATIBILITE DU PROPOFOL AVEC LES CIRCUITS EXTRACORPORELS.

L’objectif de cet essai était d’évaluer la séquestration du propofol dans les

dispositifs utilisés pour son administration en bolus et en perfusion.

3.1 COMPATIBILITE AVEC LE DISPOSITIF DE PERFUSIONS.

Deux dispositifs pour perfusion comportant un burétrol composé de
polypropyléne, un tuyau de PVC (chlorure de polyvinyle), et une pince permettant
d’ajuster le débit. Une solution de propofol (10 mg/ml) a été diluée par un facteur de 5
dans une solution de glucose 5% dans l'eau tel que recommandé par le CPS
(Compendium des produits et spécialités pharmaceutiques). Un échantillon témoin (a T=
0 h) de la solution ainsi obtenu (2 mg/ml) a été prélevé. 100 mi de cette solution ont été
placés dans le burétrol Le tuyau de PVC a été raccordé et rempli. Le débit a été ajusté
a 1ml/min et des échantillons de 2 ml ont été prélevés toutes les 15 min pendant2 h |
puis analysés selon le protocole décrit au paragraphe 1. L’hypothese de départ est que

la perte de propofol dans ce dispositif n’excéde pas 5 % de la solution initiale.
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3.2 COMPATIEILITE AVEC LE DISPOSITIF POUR ADMINISTRATION EN
BOLUS ET EN PERFUSION A L’AIDE DE POUSSE-SERINGUES.

Le dispositif pour I'administration du propofol en bolus consiste en une seringue
de polypropyléne a haute densité. L’émulsion de propofol (10 mg/ml) a été introduite
dans une seringue. Des échantillons de 25 pl ont été prélevés a des intervalles de 24 h,

et analysés apres les avoir dilués par un facteur de 1000.
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C. RESULTATS

1. ANALYSE QUANTITATIVE DU PROPOFOL

1.4 COURBE D’ETALONNAGE

Les concentrations des courbes d’'étalonnage sont comprises entre 35 et 2000
ng/ml. La concentration de propofol a été déterminée a 'aide du ratio des surfaces sous
les pics de thymol et de propofol. La linéarit¢é des courbes d'étalonnage a éte
déterminée par la méthode des moindres carré. Les coefficients de détermination
étaient compris entre 0.991 et 0.999. L’équation moyenne des droites obtenues est:y =
0.0004224 x + 0.0011347 et I'écart type des cinq pentes calculées est de 8 %. Un
exemple de courbe d’étalonnage du propofol extrait de plasma canin est présenté a /a

figure 5.

Ratio (aire des pics)

0 500 1000 1500 2000 2500
concentration (ng/mi)

Figure 5 : Exemple de courbe d’étalonnage du propofol dans le plasma canin.

Le ratio représente le rapport de I'aire des pics correspondant au thymol ( temps de
rétention de 4,5 min) et de l'aire des pics correspondant au propofol (temps de rétention

de 8 min).



Le tableau VI présente les paramétres de cing courbes d’étalonnage du propofol
dans le plasma canin. a représente la pente de la droite d’étalonnage et b, 'ordonnée a

lorigine et R? est le coefficient de corrélation.

Courbe r a b
1 0.9922 4.99E-04 1.20E-03
2 0.9925 4.66E-04 5.10E-03
3 0.9999 4.93E-04 3.07E-03
4 0.9915 4.81E-04 5.45E-03
5 0.9946 5.25E-04 7.99E-03
Moyenne 0.9941 4.93E-04 4.56E-03
Ecart type 2.20E-05
CV (%) 4.5

Tableau VI : Coefficients de corrélation, ordonnées a I'origine et pentes obtenus
pour cing courbes d’étalonnage du propofol dans le plasma canin.

L’équation de la droite est la suivante :

Rapport (aire du pic thymol / aire du pic propofol) = a X ( concentration de propofol) +b

1.2 EXACTITUDE ET PRECISION

1.2.1 Entre les séries d’analyse

L’exactitude et la précision ont été déterminées par la mesure de controles de
qualité : Trois contréles de qualité dont les concentrations etaient différentes de celles
mesurées pour I'étalonnage, ont été préparés en duplicata et analysés avec chaque
courbe d’étalonnage. Les concentrations utilisées étaient de 60, 150 et 1000 ng/ml pour
les faibles, les moyennes et les fortes concentrations. L'exactitude est exprimée par le
pourcentage de différence entre la concentration mesuree et la concentration prévue
(biais) observée pour cing différentes séries d'analyse. La précision est exprimée parle

pourcentage de variation observé entre cing différentes séries d’analyse. Le coefficient
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de variation et le pourcentage de biais sont présenté dans le tableau Vil: Le
pourcentage de biais était compris entre 2,56 et 3,48, ce qui démontre que P'exactitude
de la méthode d’analyse est bonne. Les coefficients de variation démontrent que la
méthode d’analyse présente une précision acceptable, ces derniers étant tous inférieurs
a 10% (entre 3,05 pour les concentrations de 1600 ng/ml et 9,48 pour les concentrations

de 150 ng/ml).

Tableau VIl : Précision et exactitude obtenues pour 5 séries d’analyse.

courbe |contréles de qualité (ng/mi) concentrations étalon (ng/ml)
60.00 | 150.00 1000.00 | 35.00 | 50.00 | 75.00 | 100.00 | 250.00 | 400.00 | 600.00 | 1200.00 | 1600.00
1 65.72 | 146.06 1017.33 | 37.87|46.09|66.12| 106.59 | 250.63 | 416.11 | 619.06 | 1145.75 | 1630.77
64.23 | 126.78 1019.53
2 58.85 | 136.17 890.87 |38.45|45.75|67.66| 98.41 |249.35 | 440.07 | 574.51 | 1226.76 | 1560.73
63.75 | 160.09 1007.71
3 62.76 | 12870 877.19 | 34.35|50.58|81.02| 89.13 |263.63 | 440.15 | 561.89 | 1108.09 | 1632.78
63.74 | 14479 888.61
4 50.87 | 160.11 962.03 | 35.68|49.41|69.60 | 102.47 | 282.46 | 413.13 | 525.49 | 1191.32 | 1613.51
55.37 | 146.21 1020.56
5 7132 | 16874 975.15 | 33.57|57.62|81.62| 99.73 | 250.33 | 390.84 | 654.49 | 1121.18 | 1522.67
5872 | 15563 993.14
moyenne | 6153 | 147.33 965.21 |35.9949.89|73.20| 99.27 |259.28 | 420.06 | 587.09 | 1158.62 | 1592.09
Ecart-type | 5.76 13.97 58.28 213 | 480 | 751 | 6.47 | 14.22 | 20.75 | 50.38 | 49.58 | 48.51
coefficient | 9.36 9.48 6.04 593 | 9.61 |10.26| 652 | 549 | 494 | 858 | 4.28 3.05
de variation
Biais 2.56 -1.78 -3.48 282 |-022|-240| 073 | 371 | 501 | -215 | -345 | -0.49
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1.2.2 A Pintérieur d’'une méme série d’analyse

La précision et I'exactitude observées a lintérieur d'une méme série d’analyse

ont été déterminées de la méme maniére que celles déterminées entre les séries

d'analyse & lexception du fait que six contréles de chaque concentration ont été

préparés (Tableau VIII).

Tableau VI : Précision et exactitude de la méthode dans une méme série
d’analyse
Courbe Contrdles de qualité Concentrations des étalons plasmatiques
60.0/150.0{1000.0
0 0 0 35.00/50.00| 75.00 {250.00| 400.00 600.00 |1200.00{1600.00
56.89|155.46 | 978.34 |34.39 51.15 73.49 104.21 417.00 615.29 1162.68 1589.98
58.441140.48 | 1009.84
1 67.90{143.31 | 1115.20
53.94|146.10 | 936.46
67.59]144.92 | 966.62
70.46|164.97 | 972.26
moyenne |62.54 | 149.21 | 996.45
Paramétres de la courbe d'étalonnage: Ratio = a x (concentration)
+ b
Ecart-type| 6.92 | 9.24 | 6274
courbe r? a b
CV (%) [11.07] 6.19 6.30 1 0.9979 0.000358 0.020686
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1.3 POURCENTAGE DE RECOUVREMENT

Les aires des pics correspondant au propofol et au thymol extraits du plasma
sont comparées aux aires des pics correspondant aux mémes concentrations de
propofol et de thymol non extraits. Six échantillons correspondant aux trois
concentrations suivantes sont préparés dans le plasma ainsi que dans I'acétonitrile : 60,
150 et 1000 ng/ml. Le pourcentage de recouvrement moyen est exprimé par le rapport
entre les aires observées des échantillons extraits et celles des échantillons non extraits.
Le pourcentage de recouvrement était en moyenne de 99.3% et le coefficient de

variation de 0.2%.

Tableau IX : Pourcentage de recouvrement de la méthode d’extraction

Controles de qualité Hauteur des pics correspondant au propofol % de recouvrement
(ng/mi) contréles de qualité extraits| contrles de qualité non extraits

60 16072 16155 99.5

16818 16915 99.4

150 28351 28613 99.1

25235 25476 99.1

1000 131833 132760 99.3

131083 132202 99.2

moyenne 99.3
{ng/ml)

Ecart-type 0.2
(ng/ml)

coefficient de 0.2

Variation {%)
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2. ETUDE DE COMPATIBILITE AVEC LE CONTENANT.

2.1 COMPATIEILITE DU PROPOFOL EN SOLUTION DANS L’EAU PURE AVEC LES
CONTENANTS DE POLYPROPYLENE ET DE VERRE.

Trois courbes standard de propofol ont été construites. Les solvants de dilution
étaient constitués d’un mélange acétonitrile/eau (50:50 % v/v). Lors de ces essais, le

thymol a été ajouté quelques minutes avant 'analyse.

2.1.1 Cycles de gels et dégels

Les coefficients de variation et les ratios des aires des pics de propofol et de
thymol, observés pour cing concentrations (250, 500, 1000, 1500, 2000 ng/ml), lors de
trois cycles de gel et dégel consécutifs sont présentés dans le tableau X. On note une
petite augmentation lors du premier et du deuxieme dégel, puis une diminution de la
concentration en propofol au troisieme dégel. Le phénomeéne d’augmentation des
concentrations est plus important pour les petites que les grandes concentrations ( entre
10 et 19% pour les concentrations comprises entre 250 et 1500 ng/ml ; de 19% pour
1000 ng/ml). Au troisieme dégel, on observe une diminution plus importante du taux de
propofol pour les fortes concentrations que pour les petites concentrations (de 3% pour
250 ng/ml a 19% pour 2000 ng/ml).

Tableau X : Stabilité du propofol en solution dans 'eau et ’acétonitrile (50:50 %
vlv) aprés trois cycles de gel et dégel

Nombre| 250 ng/ml 500 ng/ml 1000 ng/ml 1500 ng/ml 2000 ng/ml
Ratio | Ecart | Ratio| Ecart | Ratio | Ecart | Ratio | Ecart | Ratio | Ecart
de dégel (%) (%) (%) (%) (%)

0 0.113 0 (0.248 0 0.490 0 0.678 0 1.031 0

1 0.131 16 0.274 10 0.5563 13 || 0.806 19 1.046 1

2 0.122 8 10.269 8 0.511 4 0.747 10 1.041 1

3 0.110] -3 |0.214 -14 0.437 | -11 | 05697 | -12 }0.834 | -19
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Le tableau XI présente la variation pendant quinze jours des concentrations
d’une solution de propofol @ 2000 ng/ml dans le verre et dans le polypropyléne. On
observe une diminution graduelle de la quantité de propofol dans le tube de
polypropyléne, atteignant 56 et 70% le quinziéme jour. Dans le verre, on note des
variations en dent de scie de la quantité de propofol, entre une diminution de 27 % le

huitiéme jour et de 0.3% le quinzieme jour.

Tableau XI : Stabilité a long terme du propofol dans I'eau et I'acétonitrile (50:50 %
viv) aprés gels et dégels.

Temps Ecart (%)
{heure) Polypropyléne Verre
essai 1 essai 2 essai 1 essai 2

0 0 0 0 0
24 0 -19 0 -6
48 -26 -43 -1 -6
72 -45 -33 -15 -28
96 -41 -30 -13 -28
120 -38 -49 -20 -29
168 -38 -48 -28 -29
192 -40 -51 -28 -29
216 -44 -53 -23 -23
240 -46 -59 -23 -22
264 -50 -61 -16 -22
312 -55 -68 -15 2.2
336 -b5 -69 -29 -19.4
360 -56 -71 -0.3 -14.9
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2.1.2 A une température de 25 °C

Les ratios des aires des pics de propofol et de thymol, ajoutés quelques minutes
avant I'analyse, et les coefficients de variation observés a des intervalles de 12 heures
sont présentés dans le tableau XlI. Les concentrations en propofol diminuent fortement
apres 60 heures pour les concentrations de 1000, 1500 et 2000 ng/ml (de 44, 51 et 53
% respectivement). Le coefficient de variation des concentrations plus faibles de 250 et

500 ng/ml démontrent une stabilité du propofol dans les tubes de polypropyléne.

Tableau XIl : Stabilité du propofol en solution dans I'eau et I’acétonitrile (50:50 %
viv).

Temps | 250 ng/ml 500 ng/ml 1000 ng/ml 1500 ng/ml 2000 ng/ml
(heure) || ratio |[Ecart ( % | ratio |[Ecart { %) ratio [écart ( %)| ratio |écart ( %)| ratio | écart ( %)
0 0.113 0 0.248 0 0.490 0 0.678 0 1.031 0
12 [10.114 1 0.218 -12 0.416 -15 0.631 -7 0.863 -16
24 0.102 -10 0.200 -19 0.421 -14 0.586 -14 0.861 -16
60 0.100 -12 0.205 17 0.276 -44 0.331 -51 0.482 53

Le tableau Xlll présente la variation pendant quinze jours des concentrations
d’une solution de propofol a 2000 ng/ml dans le verre et dans le polypropyléne. La perte
de propofol est notable dans le polypropyléne et dans le verre (82% dans le

polypropylene et 42% dans le verre).

Temps Ecart %) Tableau XIlI: Stabilité a long terme

(heure) Polypropyléne Perre du propofol a 2000 ng/ml en

lessai 1 |essai 2 |essai 1 __ |lessai 2 solution dans I’eau et I'acétonitrile

0 0 0 0 4 dans le polypropyléne et dans le

24 0 -39 -30 -15 verre.

48 -38 -40 -8 -4.3
72 -b8 -bb -18 -14
96 -9 -57 -10 -14
120 -67 -66 -26 -22
168 -72 -72 -28 -22
192 -73 -71 -23 -22
216 -74 -76 -35 -27
240 -78 -72 -29 -22
264 -81 -81 -33 -27
312 -84 -84 -30 -48
336 -84 -84 -33 -564
360 -83 -82 -35 -59
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La figure 6 présente la variation du taux de propofol dans des tubes de polypropylene
et de verre maintenus a une température de 0°C ou de 25°C. On observe la perte en
propofol la plus faible lorsque ce dernier est conservé dans le verre (10% a 0°C et 30%
a 25°C en quinze jours). Dans le polypropyléne cependant, on note une diminution plus
importante du taux de propofol dans la solution eau:acétonitrile (50:50% v/v) (56 et 70%
en quinze jours a 0°C et 83 et 82 % a 25 °C).

10
. wase e polypropyléne 0 C
10 e [ s
20 v fyree verre 0 C
< -30 A e
£ -40
g i 0y propyléne 25 C
w50
-60
70 iy yerr€ 25 C
-80 R —

0 48 96 168 216 264 336
temps ( heure)

Figure 6: Stabilité d’une solution de propofol & 2000 ng/ml dans 'eau et
’acétonitrile (50 :50) dans le polypropyléne et le verre.

2.2 DIFFUSION DU PROPOFOL A TRAVERS LE CONTENANT.
L'analyse de l'acétonitrile contenue dans le tube de polypropylene montre la

présence de propofol et par conséquent, qu’'un phénoméne de diffusion a travers la
paroi des tubes de polypropyléne a eu lieu. Ce phénomeéne n’a été observé ni dans le
verre, ni dans les dispositifs contrdles. Il est a noter qu'une coloration jaune des parois
de verre et de polypropyléne est apparue aprés 24 heures dans 'étuve a 35 °C. Le

tableau X1V et la figure 7 présentent les résultats obtenus.
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de verre et de polypropylene est apparue apres 24 heures dans I'étuve a 35 °C. Le

tableau XIV et la figure 7 présentent les résultats obtenus.

Tableau XIV: Phénoméne de diffusion a travers les parois des tubes de
polypropyléne.

Ratio
Temps —
(heure) Polypropyléne controle
Tube extérieur 1 | Tube extérieur 2 || Tube extérieur 1 | Tube extérieur 2
0 0.000 0.000 < limite de détection | < limite de détection
24 0.0756 0.000 < limite de détection | < limite de détection
48 0.074 0.015 < limite de détection | < limite de détection
72 0.147 0.092 < limite de détection | < limite de détection
96 1.255 2.055 < limite de détection | < limite de détection
120 1.480 2.472 < limite de détection | < limite de détection
168 2.566 3.678 < limite de détection | < limite de détection
192 2.380 < limite de détection
216 5.93b < limite de détection

La figure 7 permet de visualiser les résultats présentés dans ce tableau. Le
contréle consiste en une ampoule de verre fabriquée manuellement dans laquelle une

solution de propofol ( 2 mg/ml ) avait été placée au préalable.

Tube de verre ‘,

Extérieur

< Solvant pur
propofol

Propofol
(2 mg/ml)

Tube de

polypropyléne
ou de verre ( témoins)

Intérieur

T =0h T>24h

Figure 7 : Phénomeéne de diffusion a travers les parois des tubes de
polypropyléne.
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2.3 PROPOFOL DANS LES ECHANTILLONS SANGUINS.,

2.3.1 Distribution entre le plasma et les globules rouges aprés un

bolus IV de 2 mg/kq.

La mesure de 'hématocrite et des concentrations de propofol dans le sang
complet et le plasma a permis de déterminer la distribution du propofol entre les globules
rouges et le plasma ; cette derniére est exprimée par le rapport entre la quantité de
propofol présente dans le plasma et la quantité présente dans les globules rouges. Les
résultats présentés au tableau XV montrent que la concentration est plus importante
dans le plasma que dans les globules rouges 3 minutes apres I'administration du bolus ;
le rapport plasma /globules rouges est alors de 1.1. Ce rapport tend & décroitre 2

minutes plus tard et atteint une valeur de 0.8.

Tableau XV : Distribution du propofol entre le plasma et les globules rouges
aprés 'administration en bolus d’une dose de 2 mg/kg.

Temps concentration { ng/ml ) hématocrite distribution du propofol
(min) |plasma| globules rouges | sang complet entre plasma et globules rouges
3 751 682 573 50 1.1

5 358 463 408 50 0.8
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2.3.2 Stabilité du propofol dans le plasma

La variation de la concentration en propofol dans le plasma a été déterminée a
4°C, dans un intervalle de 48 heures (tableau XVI), et apres une série de trois gels et
dégels (tableau XVII) consécutifs. Les coefficients de variation des concentrations
plasmatiques de propofol étaient de 3 % a 4 °C et de 3 et 5% aprés des cycles de gel et

dégel.

Tableau XVI : Compatibilité du propofol en solution dans le plasma avec les tubes
de polypropyléne a une température de 4 °C.

taux de propofol dans le plasma
Temps %
essai 1 essai 2

0 100 100

12 98 102

24 99 105

48 104 97

Moyenne 100 101
déviation standard 3 3
coefficient de variation (%) 3 3

Tableau XVII : Compatibilité du propofol en solution dans le plasma avec les tubes
de polypropyléne aprés trois cycles de gel et de dégel.

taux de propofol dans le plasma
Nombre de dégels %
essai 1 essai 2

0 100 100

1 102 106

2 101 109

3 107 112

Moyenne 102 107
déviation standard 3 5
coefficient de variation (%) 3 5
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3. COMPATIBILITE DU PROPOFOL AVEC LES CIRCUITS EXTRACORPORELS.

L’objectif de ces essais était d’évaluer la séquestration du Rapinovet® dans les

dispositifs utilisés pour son administration en bolus et en perfusion.

3.1 COMPATIBILITE AVEC LE DISPOSITIF POUR PERFUSIONS.
3.1.1 Perte dans le burétrol et le tuyau de PVC

Les conditions de température et de pression étaient stables durant toute la

durée de lessai (85 min). Le débit était compris entre 1,0 et 1,8 ml/min. Les
concentrations de propofol mesurées étaient inférieures a celles attendues, des la
premiére minute de I'expérience. Cette baisse de concentration a atteint un maximum de
29 %, 30 min aprés le début de I'expérience, et s'est ensuite amoindrie pour ne
représenter que 6,8 a 9,4 % de la concentration initiale (tableau XVIII et figure 8). On
peut constater d’aprés 'observation de la figure 6 que la perte de propofol ne provient
pas du Burétrol ; Elle représente moins de 15% de la perte totale observée dans le

dispositif de perfusion.

Tableau XVIIl : Compatibilité d’une solution de propofol 8 2 mg/ mil dans le
dextrose 5%

Temps Taux de propofol Taux de propofol
(min) Tuyau PVC (%) Burétrol (%)
0 100 100
5 85 95
15 88 97
30 70 90
45 92 97
60 93 93
75 93 90
85 91 86

Figure 8 : Mise en évidence de la source de la perte de propofol dans le dispositif
pour perfusion.
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3.1.2 Evaluation de la perte dans le tuyau de PVC

La perte dans le tuyau de PVC de 170 cm a été determinée en utilisant un
décanteur en verre en guise de Burétrol. Une diminution de la concentration de 6.9% a
été observée dés la premiére minute. Une perte maximale de 9.9 et 9.1% s’est produite
10 et 20 min aprés le début de I'expérience. Les concentrations sont revenues aux
valeurs initiales (perte de 0.1 a 0.6%) a partir de 60 min aprés le début de I'expérience.
Le tableau XIX et |a figure 9 présente les résultats décrits ci-haut.

Tableau XIX : Compatibilité du propofol avec le tuyau de PVC.

Temps Taux de propofol restant
{(min) { %)
mesure 1 mesure 2
0 100 100
0.5 88 99
10 84 96
30 97 91
40 90 98
50 91 102
60 102 99
70 97 98
70.5 96 102

Figure 9 : Evaluation de la perte de propofol dans un tuyau de PVC.
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3.1.3 _Evaluation de la perte dans le burétrol

Des prélevements & I'aide d’une seringue de verre ont été effectués dans le
Burétrol, simultanément aux prélévements au niveau du tuyau de PVC décrits en 3.1.1.
Les résultats de cet essai sont présentés dans le tableau XVII/ et |a figure 8. Dés les
cing premieres minutes, la concentration de propofol était inférieure a la concentration
mesurée au temps 0. Cette perte demeurait cependant dans un intervalle de 10 % 3
I'exception de I'échantillon prélevé 90 min apres le remplissage du Burétrol. Cette perte

demeurait tout de méme inférieure a 15 % (14%).

3.2 COMPATIBILIIEAVEC LE DISPOSITIF POUR ADMINISTRATION EN
BOLUS EN PERFUSION A L’AIDE DE POUSSE-SERINGUES
Des prélévements de 25 pl ont été effectués dans des intervalles de 24 h

pendant une semaine. Aucune perte de propofol n'a été observée dans les seringues
- de polypropyléne a haute densité, utilisées pour 'administration en bolus ou en
perfusion a l'aide de pousse seringues. Le coefficient de variation était de 5 %. Les

résultats sont présentés dans le tableau suivant ( tableau XX).

Tableau XX : compatibilité de I’'émulsion de propofol avec les seringues de
polypropyléne a haute densité.

Taux de propofol restant (%)
Temps
(h)
mesure 1 mesure 2

0 100 100

24 103 98

48 97 94

72 98 101
Moyenne 99.5 98.25

déviation standard 2.6 3.1

coefficient de corrélation 2.7 3.2
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D. DISCUSSION

Cette partie avait pour premier objectif de vérifier la validité de la méthode
d’analyse choisie pour I'étude de la pharmacocinétique du propofol chez des chiens en
croissance. La méthode d’analyse utilisée a été décrite par Plummer®. Il s’agit de la
chromatographie liquide a haute performance couplée a un fluorimetre. Le choix de la
méthode a tout d’abord été guidé par la disponibilité du matériel, sa sensibilité et sa
spécificité. D’apres les études pharmacocinétiques publiées précédemment les
concentrations plasmatiques produisant un effet anesthésique sont comprises entre
1000 et 4000 ng/ mi'® et les concentrations correspondant a la phase terminale
d’élimination sont de I'ordre de 100 ng/ml. Le critere de sensibilité est rencontré par la
méthode de Plummer. La limite de quantification de celle-ci est de 35 ng/mi lorsque le
volume injecté est de 50 pl, et permet de couvrir le domaine de concentrations rencontré
dans les profils pharmacocinétiques. La méthode et les conditions chromatographiques
doivent permettre de séparer les composés que I'on désire analyser (soit le propofol et
le thymol), des métabclites ainsi que des protéines résiduelles présentes dans
I'échantillon. Le temps de rétention du propofol est de 8 min et celui du thymol est de 4,5
min (Annexe [). Les métabolites du propofol sont des dérivés glucuronides et des
dérivés sulfates ®® trés polaires et par conséquent peu retenus par la colonne C18
(peu polaire). lls sont rapidement élués et leur temps de rétention est inférieur a 2 min. Ii
en est de méme pour les protéines résiduelles présentes dans I'échantillon. L’objectif
n'étant pas de les quantifier, la résolution de ces pics est de moindre importance.
Plusieurs séries d’analyses sont effectuées dans une étude pharmacocinétique. La
reproductibilité de la méthode est un facteur déterminant dans la validité des résultats
finaux. Chaque série d’analyse est donc accompagnée de la construction d’une courbe
d'étalonnage et de contréles de qualité ; et la reproductibilité de la méthode d’analyse a
eté vérifice. Le coefficient de variation des concentrations d’étalonnage extrapolées est
inférieur a 15 % pour les concentrations inférieures a 250 ng/ml et a 10 % pour les fortes

concentrations (Tableau VI).

L’échantillon a été préparé par précipitation de protéines plasmatiques. Cette
méthode présente 'avantage d’étre simple ( 4 étapes ) ; rapide ( temps de préparation
de deux heures pour une série d’analyse de 60 échantillons) et elle requiert un
minimum de matériel. Les pourcentages de recouvrement n’affectent pas I'exactitude de

la méthode mais plutét la limite de détection. En effet, c’est le rapport entre le signal du
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propofol et du thymol qui est mesuré. Une variation du pourcentage de recouvrement

108 plus

est donc pondérée par I'étalon interne. L’extraction est d’aprés Dawidowiicz
performante que la précipitation des protéines en raison de la co-précipitation du
propofol avec les protéines. Ce probléme a été contré en partie par I'ajout de plus
grands volumes d’acétonitrile (650 pl pour un volume de 250ul de plasma) et par la
sonication de I'échantillon avant I'étape de centrifugation. Le pourcentage de
recouvrement atteint par la méthode de précipitation des protéines plasmatiques est

supérieur a 95% (tableau IX).

Le second objectif de cette partie du projet concernait la stabilité du propofol et
sa compatibilité avec les contenants avec lesquels il est en contact. Les plasmas sont
conservés dans des tubes de polypropylénes. La compatibilité du propofol a d’abord été
déterminée lorsqu'il était en solution dans un solvant constitué d'eau en majorite ( 80%
d’eau et 20% d’acétonitrile). L’objectif de cette expérience était d’évaluer la tendance du
propofol a étre absorbé ou adsorbé par les contenants de polypropyléne. Le propofol est
trés lipophile. Son coefficient de partage octanol — eau est de 3. Sa mise en solution
dans un solvant polaire avec lequel il a peu d’affinité favorise sa migration dans un
contenant de plastique apolaire. Cette hypothése a été confirmée par I'expérience
effectuée a 0°C et 25°C(figure 6) : Une diminution du taux de propofol a éte observee
aux trois températures avec un maximum de 80% a 25 °C pendant une durée de 15
jours. Le propofol a donc tendance a étre absorbé ou adsorbé par la paroi des
contenants de polypropyléne. La caractérisation du phénomene a été possible par une
expérience complémentaire :Un dispositif permettant de vérifier si le propofol était
susceptible de diffuser & travers la paroi des tubes de polypropyléne a été congu.
L’expérience ( tableau XIV et figure 7 ) a montré 'existence d’'un phénomeéne de
diffusion . Or un tel phénomeéne implique une absorption ou une dissolution du propofol

dans le polypropyléne au préalable’®.

La méme étude a été réalisée lorsque le propofol était en solution dans le
plasma. Aucune diminution significative du taux de propofol n’a alors été observée : Le
coefficient de variation du taux de propofol dans le plasma a différentes températures
n‘excéde pas 5% (tableau XVI et XVII). Les protéines plasmatiques avec lesquelles le
propofol a une grande affinité (lié & 98%)*® semblent retenir suffisamment le propofol et
empécher ainsi sa migration dans les parois de polypropyléne. La préservation de leur
intégrité physico-chimique est importante pour la compatibilité du propofol avec les
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contenants de polypropyléne. Leur manipulation doit de ce fait étre délicate et des
températures supérieures a 25 °C sont a éviter. Dans un second lieu, la compatibilité du
propofol a été déterminée avec les dispositifs utilisés pour son administration en bolus
(seringues de polypropyléne haute densité), et en perfusion (burétrol). En effet plusieurs
anesthésiques sont absorbés ou adsorbés par leur contenant car ce sont tous des
agents lipophiles. Cette propriété est nécessaire pour pouvoir passer a travers la
barriere hémato-encéphalique et exercer leur effet pharmacologique. Parmi ceux ci on
compte le diazépam, le fentanyl et le thiopentone'”. Ce phénoméne peut avoir un
impact important dans la détermination des paramétres pharmacocinétiques. La dose
administrée peut étre sous-estimée et la clairance surestimée par conséquent. Il a été
rapporté que le propofol est éliminé en partie par un métabolisme extra-hépatique car la
clairance calculée est supérieure au débit hépatique. La preuve de l'existence d’'un
métabolisme extrahépatiques a été donnée par la présence de métabolites chez des
patients subissant un pontage hépatique. Il est cependant pertinent d’élucider la mesure
dans laquelle la séquestration du propofol dans les circuits extracorporels contribue a la
différence entre la clairance et le débit extrahépatique. Dans les résultats obtenus in
vitro et présentés dans la figure 8, on observe que la concentration en propofol diminue
de 30% les 15 premiéres minutes puis revient aux concentrations initiales, les tubulures
et de le burétrole de PVC étant probablement saturés. La source de cette perte comme
on peut 'observer dans la figure 6 est la tubulure de chlorure de polyvinyle et non le
burétrol qui est a l'origine de moins de 10% dans la diminution totale du taux de
propofol. Le chlorure de polyvinyle et le plastifiant utilisé dans les dispositifs pour
perfusion (phtalate de dioctyle) sont des matériaux hydrophobes. La perte en propofol
s'explique par leur affinité pour le propofol lui aussi hydrophobe. Ce phénoméne a été
observé par L. Bailey'® et par Hynynen'®". Leurs résultats sont cependant quelque peu
différents :Bailey a observé une plus faible diminution du taux de propofol que celle que
nous avons observée. La perte maximale observée par Bailey était de 16% . De plus, le
profil schématique de la perte est différent ; Bailey a observé une diminution graduelle
de la concentration pour atteindre un minimum a 120 min. A Popposé nous avons
observé une forte diminution les 30 premiéres minutes puis une stabilisation aux taux
initiaux traduisant une saturation probable des parois de plastique. Cette différence est
peut étre due a une différence dans la longueur des tubulures ou dans l'ajustement du
débit. La perte observée par Hynynen est, contrairement a Bailey, de beaucoup

supérieure a celle que nous avons observée. Elle représente 75% de la concentration
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initiale aprés 120 minutes. Cette perte est d’aprés leurs résultats, graduelle. Cette
différence peut étre expliquée par le fait que la température était ajustée a 37°C dans
leur expérience et que le dispositif étudié dans cette expérience est un circuit de
circulation extracorporel (CEC) comportant un réservoir, des tubulures plus longues et
un oxygénateur. La surface totale des parois étant plus élevée leur saturation a été
retardée. D’aprés les essais réalisés dans cette partie du projet, on constate une
tendance du propofol a étre absorbé par les parois des dispositifs a perfusion ; Cette
perte n‘est cependant pas comparable en proportion au midazolam qui atteint des
valeurs de 80 %'"°. Le propofol est formulé en émulsion huile dans I'eau. Les micelles
hydrophiles formées autour des molécules de propofol semblent les protéger, tout
comme les protéines plasmatiques de leur absorption par les parois de chlorure de
polyvinyle. La perte au total n'excéde pas 10 % de la dose totale administrée. Il est
important de diluer le propofol dans une solution isotonique (le dextrose 5%) afin de ne
pas briser 'émulsion et d’éviter ainsi son passage dans les parois du dispositif a

perfusion.

Les dispositifs pour 'administration en bolus n’affectent pas le taux de propofol
mesuré. Le matériau les constituant est différent : Il s’agit du polypropyléne a haute
densité dont les mailles sont petites et ne permettent pas linfiltration des molécules de

propofol.

Dans un troisiéme lieu, nous avons étudié la distribution du propdfol dans les
globules rouges et le plasma aprés I'administration en bolus d’une dose de 2 mg/kg.
Les trois premiéres minutes, la concentration dans le plasma est plus élevée puis ce
rapport est inversé pour favoriser la distribution du propofol dans les globules rouges.
Cela confirme I'expérience réalisée par Fan et ses collaborateurs® ainsi que 'hypothése
qu’il a formulée selon laquelle il existe un temps de latence dans la redistribution du
propofol dans les globules rouges qui jouent un réle de compartiment de réserve. Bien
que la proportion de propofol soit supérieure dans les globules rouges, c’est le propofol
présent dans le plasma qui est disponible pour agir au niveau des récepteurs ainsi que

pour sa distribution , son métabolisme et son élimination.
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E. CONCLUSION

Cette partie du projet a permis dans un premier temps de vérifier que la méthode
d’analyse du propofol par chromatographie liquide & haute performance avec détection
par fluorimétrie est une méthode précise, reproductible, exacte et suffisamment sensible

pour réaliser une étude pharmacocinétique.

Dans un deuxiéme temps I'étude de compatibilité du propofol a démontré une
tendance de ce dernier a étre absorbé par les contenants de polypropyléne. Sa mise en
solution dans le plasma et sa formulation en émulsion huile dans eau le protégent de ce
phénomeéne et réduisent de maniéere importante son absorption dans le parois des tubes

de polypropyléne ou de chlorure de polyvinyle.



CHAPITRE Il : PHARMACOCINETIQUE DU PROPOFOL, EFFET
DE L’AGE, DU SEXE ET DE LA PREMEDICATION
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L’effet pharmacologique d’'un médicament peut différer d’un individu a l'autre. La
littérature abonde d’exemples illustrant ce phénoméne : Une partie de la population est
insensible a la codéine'": A cause de convulsions associées plus fréquentes, la dose
recommandée de bupivacaine, un anesthésique local, est de 1,5 mg/kg chez les
nouveau-nés et de 2,5 mg/kg chez les enfants de plus de 6 mois''? La dose
d’imipramine requise pour la manifestation de I'effet antidépresseur est plus faible pour
les hommes que pour les femmes'?. Cette variabilité peut étre attribuée & une
différence de sensibilité des récepteurs pour le médicament (facteur
pharmacodynamique) ou a une différence au niveau de soh devenir dans 'organisme
(facteur pharmacocinétique). On compte parmi les sources de variabilité de la
pharmacocinétique, I'age, la composition corporelle, la constitution génétique, certains
états pathologiques, | ‘espéce concernée, I'exposition a des agents chimiques, la
consommation d’alcool et de tabac, la grossesse, le cycle menstruel et le sexe'. Dans
cette introduction, seuls les facteurs susceptibles d'influencer l'effet du propofol,
administré par voie parentérale, chez un groupe de chiens en croissance et en bonne
santé seront présentés. Nous ne nous attarderons donc pas sur les effets de certaines
pathologies telles linsuffisance rénale ou hépatique, ni sur I'effet de la grossesse ou de

I'exposition a des agents chimiques.

A- FACTEURS AFFECTANT LA CINETIQUE ET LA DYNAMIE
DES MEDICAMENTS

1. LA DISTRIBUTION

La rapidité, lintensité, et la durée de I'effet pharmacologique d’un médicament
dépendent de la vitesse de son absorption et de son élimination mais aussi de la
cinétique de sa distribution dans les tissus et les fluides biologiques. Les médicaments
sont transportés a leur site d’action et d’élimination par la circulation sanguine. Certains
xénobiotiques sont simplement dissous dans le sérum mais la majorité se lient de

maniére réversible aux protéines sanguines soit I'albumine, les globulines, les
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lipoprotéines, les globules et l'a-1 glycoprotéine. Mesurer la distribution d'un
médicament, c’est déterminer les compartiments ou il se concentre en fonction du temps
de séjour. Elle est donc directement reliée a la présence de I'agent au niveau des
récepteurs pharmacologiques, des enzymes de biotransformation et des organes
d’élimination.

La nature méme du principe actif détermine tout d’abord I'étendue de sa
distribution. S'il présente des caractéristiques physico-chimiques facilitant son passage
3 travers les membranes cellulaires (lipophile et de faible poids moléculaire), sa
distribution est limitée par la perfusion et le débit sanguin des tissus. S'il s'agit d’'un
agent diffusant difficilement & travers les membranes cellulaires (hydrophile ou ionisé),
sa distribution est limitée par sa vitesse de diffusion. En dehors de la nature physico-
chimique du principe actif, trois facteurs interviennent dans la distribution et la diffusion

tissulaire : le pH, la fixation protéique et le débit sanguin régional.

1.1 LEPH

Dans la majorité des cas, les médicaments traversent les membranes cellulaires
par diffusion passive. Le pH des différents tissus a une influence considérable car le
degré d'ionisation du principe actif en dépend. Le pH des tissus est légérement plus
faible que celui du plasma. Les bases faibles se trouvent donc sous leur forme non
ionisée dans le plasma et se distribuent rapidement vers les tissus dans lesquels ils
deviennent ionisés et alors incapables de se redistribuer vers le plasma. On observe
alors une accumulation du principe actif dans les tissus. L'inverse se produit avec les

acides faibles.

1.1.1. facteur de variation du pH: I’age

Le pH sanguin est légérement plus acide chez les nouveaux nés''®. Il est de
7.32-7,35. Ce facteur joue un réle important dans la liaison aux protéines plasmatiques,
particulierement l'albumine, en participant a laugmentation de la fraction libre des

xénobiotiques et des substances endogénes comme la bilirubine.
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1.2 LE DEBIT SANGUIN REGIONAL

Comme nous l'avons vu plus précédemment, I'importance du débit sanguin

intervient pour les médicaments non ionisés et lipophiles qui diffusent rapidement et
massivement & travers les parois capillaires et tissulaires. Le coefficient de partition
octanol /eau du propofol est de 15 & pH 7.4°, et le place parmi les médicaments les plus
lipophiles. La distribution de telles substances dépend du débit sanguin de I'organe qui
lui peut varier considérablement selon les tissus ( Tableau XXI). Ainsi, les poumons, le
foie et les reins sont trés perfusés alors que les tissus adipeux le sont moins. Une fois
que le principe actif arrive dans la circulation systémique, il est distribué dans une
grande proportion, pendant les premiéres minutes vers les tissus trés vascularisés. La
diffusion vers les tissus moins vascularisés est plus lente et I'atteinte de I'état d’équilibre
peut nécessiter une période de temps comprise entre plusieurs minutes et quelques
heures. Malgré sa grande lipophilicité, le propofol est d’abord distribué vers les tissus
trés vascularisés. C'est la rapidité de cette redistribution qui induit le réveil rapide
caractéristique de cet anesthésique. Plusieurs auteurs ont suggéré de calculer la dose
nécessaire a l'induction de I'anesthésie sur la base de la surface corporelle et non du
poids''®. Des cas de surdosage ont été rapportés chez des personnes obéses pour
lesquelles la dose avait été calculée en fonction de leur poids™’ . A I'état d’équilibre
cependant, le volume de distribution du propofol peut étre affecté par la proportion de

tissus adipeux.

1.2.1. Facteur de variation du débit hépatique : L’espéce

Le débit hépatique augmente en fonction de la masse corporelle selon une
fonction de puissance de 1/4'®  Pour les médicaments tels le méthotrexate ou le
propofol, qui ont un coefficient d’extraction hépatique éleve, la clairance et le temps de
demi-vie dépend du débit hépatique et par conséquent du poids de I'animal. La vie d’'un
homme est équivalente en général a sept ans de la vie d ‘un chien. Cela est di au fait
que par rapport a la durée de vie totale, le chien écoule 7,14 % de sa vie totale en 1 an
alors 'homme lécoule en 7 ans'®  Les relations allométriques déterminées
expérimentalement, relient la durée de vie d’'un animal & sa taille, et a differents
paramétres physiologiques comme le débit hépatique. La plupart se présentent sous la
forme de fonctions puissance (Y= a . M ou Y est la variable physiologique, M est la

masse corporelle, et a et b sont des constantes déterminées expérimentalement).
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Tableau XXI : Taux d’eau et débit sanguin de quelques organes humains

Vascularisation
négligeable

ligaments etc...

Organe % du volume | Pourcentage Débit
corporel d’eau sanguin
(ml/min)
Glandes 0,03 - 25
Groupe 1 endocrines
Trés vascularisés Sang
(75 % débit cardiaque) c 7 83 5000
eur 0,5 79 200
Poumon 07 79 5000
Foie Portal : 1050
Artériel ;300
Rein 04 83 1100
Cerveau 2 75 200
Groupe 2 Muscles 42 76 750
Moins vascularisés (15% Peau 18 72 300
débit cardiaque)
Groupe 3 Tissus adipeux 10 10 200
peu vascularisés (2-5%
débit cardiaque)
Groupe 4 Os 16 22 250
Tendons,
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La constante b équivaut a % lorsque le parameétre Y décrit un processus métabolique et
a % lorsque Y décrit des parametres reliés au temps comme le rythme cardiaque ou le

I""® ont utilisé 'exemple de la fréquence

débit hépatique. Boxennbaum et Campbel
respiratoire et de la fréquence cardiaque pour illustrer ce fait. Le rapport entre ces deux
paramétres est égal a quatre chez les mammiféres, qu'il s'agisse d’une souris ou un
éléphant. Les fréquences cardiaques et respiratoires peuvent étre extrapolées gréace

aux équations suivantes :

Fréquence respiratoire = 0,169 . B °® ; Fréquence cardiaque= 0,0428 . B *** ;

B étant le poids corporel

Ces deux fonctions varient selon une puissance de 0,28. La durée de vie des
mammiféres varie selon la méme fonction . On peut en déduire qu’au cours de leur vie,
les mammiféres ont le méme nombre de battement cardiaque et de respirations.
Lorsque ce nombre est atteint, 'animal meurt. La différence entre les espéces réside
dans le fait que les plus petits animaux ont une fréquence cardiaque plus élevés et ont
une durée de vie plus courte. Notons cependant que ces relations sont générales. Le
chien est une des espéces qui montre le plus de variabilité entre les races au niveau des

caractéristiques physiologiques (la morphologie, la composition corporelle etc..)

1.2.2 Facteur de variation du débit hépatique : I’adge

Dans le méme ordre d'idée, le métabolisme basal et le débit sanguin des
nouveau-nés et des enfants dont la surface corporelle est plus faible que celle de
I'adulte, est plus important. Les parametres pharmacocinétiques ne sont cependant pas
affectés par ce facteur ( la différence de débit hépatique), s'ils sont calculés par rapport
a la surface corporelle et non au poids en kg. Plusieurs auteurs ont rapporté que la
clairance des médicaments chez les enfants est plus élevée et attribuent cette différence
au fait que la masse du foie par rapport au poids corporel est plus élevée chez ceux-ci et
que la perfusion de ces tissus est par conséquent plus élevée. |l a été rapporté que la
clairance absolue du propofol chez les enfants est supérieure & celle de I'adulte’.
Pelkonen & Karki'®' ont soutenu que lactivité spécifique in vitro des enzymes
hépatiques chez 'enfant se rapprochent de celle de I'adulte, lorsque la masse hépatique
est prise en compte. Cette théorie est en fait faussée car les différences de débit

hépatiques et de paramétres d'élimination peuvent étre nivelées par le calcul des
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paramétres sur la base de la surface corporelle et non du poids'?. La prédiction du
volume de distribution & partir des relations allométriques aboutit a de pauvres résultats
pour les médicaments lipophilesm. La composition corporelle varie en fonction de I'age.
Le volume d’'eau total passe de 80% & 60% entre le moment de la naissance et la
premiére année chez 'homme. Cette diminution provient surtout de la diminution de la
proportion d’eau extracellulaire. Celle-ci passe de 45% a 26% entre la naissance et la
premiére année. Les taux d’'eau intra- et extra-cellulaires atteignent des valeurs adultes
(50% d’eau totale et 20% d’eau extracellulaire ) a I'adolescence'. La dose ajustée au
poids ou & la surface corporelle, nécessaire pour atteindre la concentration plasmatique
thérapeutique, est donc plus importante pour les enfants que pour les adultes, leur
volume de distribution étant plus important. Plusieurs études chez 'homme ont révélé
que la dose nécessaire pour induire I'anesthésie au propofol est supérieure chez les
enfants comparativement a 'adulte’®. Aussi, dans le cadre d’une étude dont le but était
dévaluer différents protocoles d’anesthésie chez les chiots agés de 1 & 3 mois', on a
rapporté que, la dose de propofol ajustée au poids, nécessaire pour induire I'anesthésie
était plus forte. La cause de cet écart est d'ordre pharmacocinétique car il a été
démontré chez 'homme que le volume de distribution du compartiment central est plus

élevé chez les enfants que chez 'adulte.

A partir de 25 ans le débit sanguin hépatique diminue de 0,3 a1,5% par année.
A rage de 60 ans, il équivaut 8 60% du débit hépatique d’un individu de 25 ans'®. De
ce fait, I'élimination observée chez les personnes agées est plus faible que celle
observée chez les sujets jeunes d'un facteur de 40%. D’'une maniére générale, les
médicaments qui ont un coefficient d’extraction hépatique élevé, et dont la clairance est
dépendante du débit hépatique, sont éliminés moins rapidement et présentent des
concentrations plasmatiques plus élevées. La diminution de la perfusion tissulaire peut

aussi retarder le temps d’atteinte de concentration maximale (Tmax).

1.2.3 Facteur de variation du débit hépatique : La médication

Certains médicaments tels les anesthésiques causent des changements
hémodynamiques de par leur propriété vasodilatatrice par exemple et peuvent diminuer
le débit hépatique et la perfusion tissulaire. Lange & coll.®® ont observé que le propofol
diminuait de débit sanguin hépatique de 14% aprés une administration en bolus de 2,0

mg/kg. Ce phénoméne a aussi été déemontré chez le chien'®. Les médicaments dont le
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coefficient d’extraction hépatique est élevé (supérieur a 0,9) ont une clairance limitée par
le débit hépathique et non par la clairance intrinseque. Cette diminution du débit
hépatique peut par conséquent engendrer une diminution de la clairance pour de tels
médicaments (débit dépendant). Des études menées avec des pompes de perfusion
contrélées par ordinateur, on permis de noter que le mode d’administration influence la
pharmacocinétique du propofol. Coetzee & coll.”® et Vuyk & coll.”®' ont suggéré que
ceci était di a une saturation enzymatique, et par conséquent que la pharmacocinétique
du propofol est non linéaire. Mais la diminution soutenue du débit sanguin hépatique
peut expliquer en partie le fait que les concentrations mesurées sont plus élevées que
les concentrations calculées a 'aide de parameétres obtenus aprés une perfusion de

courte durée ou I'administration d’un bolus'*2.

1.3 LIAISON PROTEIQUE

1.3.1 Les protéines sanquines

La liaison aux macromolécules est aussi un facteur qui influence la distribution
des médicaments : La concentration des protéines plasmatiques (I'albumine pour les
médicaments acides et l'alpha glycoprotéine pour les médicaments basiques) peut
constituer une étape limitant la distribution. La liaison protéinique joue le réle de
réservoir et de régulateur. Une forte fixation peut retarder I'effet d’'un médicament en
limitant son accés aux sites d’action et, a l'inverse, le prolonger en limitant son accés
aux organes d’élimination. Le pourcentage de liaison aux protéines plasmatiques est
aussi un autre facteur qui limite la diffusion tissulaire. Cependant si I'affinité du tissu est

supérieure a celle des protéines, le passage du médicament s’effectue vers le tissu'.

L'effet de la variation de la liaison des médicaments aux protéines plasmatiques
sur les paramétres pharmacocinétiques est résumé au tableau XXII. [l est a noter que
ces conclusions sont valables si I'on formule I'hnypothése selon laquelle toutes les autres

variables tel le débit hépatique ou la clairance intrinseque sont constantes.

D’'une maniere générale, ce sont les médicaments qui sont fortement liés aux

protéines plasmatiques qui sont sensibles a une variation dans leur liaison aux protéines

de transport.
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i. Facteurs de variation de la liaison aux protéines sanquines :

L’espéce

La composition sanguine en protéines de transport (albumine, lipoprotéines,
glycoprotéine) différe d’une espéce & I'autre’™*. Cette différence concerne aussi bien la
concentration totale et les proportions relatives des différentes protéines plasmatiques,
que la composition et la conformation de Palbumine présente dans le plasma des
différentes espéces. Le sérum humain contient d’'une maniére générale un plus haut
taux d’'albumine par unité de protéines sériques totales par rapport aux autres
mammiféres. L’albumine de rat et de bovins par exemple se comportent difféeremment
de Palbumine humaine. L’albumine de rat lie différemment I'isomére D de l'acide
desméthyl-a-(4-chlorophenoxy)-a-propionique par rapport a lisomére L alors que
Ialbumine humaine se lie indifféremment aux deux isoméres. Ces différences sont dues
en partie & une différence dans la structure et la composition en acides aminés des
protéines plasmatiques'™. Des variations importantes et statistiquement significatives
dans la liaison de plusieurs médicaments aux protéines plasmatiques sont par

conséquent souvent observées.

ji. Facteur de variation de la liaison aux protéines sanquines : L’4dge

Les concentrations d’albumine et de protéines totales sont plus faibles chez les
enfants et atteignent des valeurs similaires a celles trouvées chez I'adulte a I'age de 1
an chez 'homme'®. Chez la personne agée le taux d’albumine diminue de 12,5 %
environ'™”. L'évolution des taux de a1-glycoprotéine est moins bien définie chez I'enfant.
Chez la personne agée elle tend & augmenter. C’est une protéine qui contrairement a
Palbumine montre une grande variabilité interindividuelle. Son taux augmente lors d'un

traumatisme ou d’une infection.

L’affinité des protéines plasmatiques pour les médicaments semble-t-elle aussi,
différer en fonction de I'age : chez le nouveau-né, le phénobarbital, la théophylline et la
phénytoine par exemple sont moins fortement liés'®. Cette affinité est due aux plus
fortes concentrations de substances endogénes entrant en compétition sur les sites de
liaison, comme la bilirubine, et au pH plus acide chez les nouveau-nés. Ce dernier

phénoméne est cependant normalisé dés la premiere année. Selon Ecobichon et
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Stephen', la liaison aux protéines plasmatiques est comparable a celle de I'adulte &
p p p q

lage de 3 ans pour les médicaments acides et a I'd4ge de 7 & 12 ans pour les

medicaments basiques.

iii. Facteur de variation de la liaison aux protéines sanquines : la

médication

Certains agents peuvent déplacer les médicaments de leurs sites de liaison aux
protéines de transport. Ce sont les médicaments qui sont fortement liés aux protéines
plasmatiques (plus de 80%), qui sont les plus sensibles a une telle interaction. Le
déplacement d’une faible quantité d’'un tel agent de son site de liaison par un autre
médicament augmente de beaucoup la quantité de sa forme non liée. Par exemple, le
déplacement de leur site de liaison, de 1% seulement d'anti-inflammatoires non
stéroidiens (liés aux protéines plasmatiques a 99%), double la quantité de médicament
non lié dans la circulation systémique. Un autre exemple : Les agents de contraste

utilisés pour les radiographies prolongent la durée d’action des barbituriques chez le rat
140

iv. Facteur de variation de la liaison aux protéines sanquines : le

sexe

Le sexe influence peu la liaison des protéines plasmatiques. Le taux d’albumine
n'est pas influencé par le sexe. Par contre la concentration plasmatique d’acide a-
glycoprotéine est diminuée par les oestrogénes et les femmes ont un plus faible taux de
cette protéine que les hommes. Les autres protéines de transport telles les globulines et
les lipoprotéines ne sont pas affectées par le sexe™'. Une différence dans la liaison du
diazépam aux protéines plasmatiques a été observée entre les sexes. Cette différence

n'a cependant pas de conséquence clinique importante.
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2.3.2 Les protéines tissulaires

La liaison aux protéines tissulaires influence aussi la distribution: Les
médicaments peuvent s’accumuler dans les tissus. La liaison s’effectue souvent avec
des protéines, des nucléoprotéines ou des phospholipides et elle est en général
réversible. Ces derniers jouent alors un réle de réservoir tout comme les protéines
plasmatiques et prolongent la durée d’action du principe actif. Les tissus adipeux jouent
aussi ce réle pour les médicaments trés lipophiles comme le thiopental par simple

solubilisation %2,

Les médicaments peuvent étre ainsi divisés : ceux qui diffusent plus facilement
dans les tissus maigres ou leur volume de distribution est proportionnel au pourcentage
corporel de tels tissus. Pour ceux qui diffusent plus facilement dans les tissus adipeux,

le volume de distribution est proportionnel au taux corporel de tissus adipeux.

i. Facteurs de variation de la liaison aux protéines tissulaires :

l'espéce

La liaison aux protéines tissulaires peut aussi différer d'une espéce a l'autre. Par
exemple, le paraquat se fixe irréversiblement au niveau du poumon chez le chien et
’homme, mais pas chez le rat™. Il n'existe cependant pas de régle générale permettant
de prévoir I'affinite d’'un médicament aux protéines tissulaires ou plasmatiques des
différentes espéces a 'exception des médicaments qui sont trés lipophiles. Ces derniers
s’accumulant dans les tissus adipeux, les espéces pourvues d'une masse graisseuse
importante comme le mouton ou le cochon nécessitent en général une dose plus
importante que les especes pourvues de moins de masse graisseuse comme le chien

ou 'homme™®,

ii. Facteur de variation de la liaison aux protéines tissulaires: I'aqe

La composition corporelle varie en fonction de 'age. Chez le nouveau-né, le
pourcentage de graisse représente 16 % du poids corporel et augmente a partir de I'age
de 5 & 10 ans chez 'homme. Un médicament trés lipophile tel le diazépam voit son
volume de distribution étre bas chez les nouveau-nés et les enfants (1,3- 2,6 L/kg) et

atteindre des valeurs plus élevées chez 'adulte (1,6 — 3,2 L/kg).
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Chez les sujets agés (plus de 60 ans chez 'homme et plus de 10 ans chez le
chien), la masse musculaire diminue et la masse graisseuse tend a augmenter'?. Les
médicaments liposolubles comme le thiopental, la lidocaine et les antidépresseurs
tricycliques sont distribués dans une plus grande proporﬁbn et voient leur volume de
distribution augmenter chez les sujets 4gés. Les médicaments hydrophiles voient au

contraire leur volume de distribution diminuer.

Reid & Nolan'? ont étudié la pharmacocinétique du propofol chez des chiens
agés (8,5 — 10,5 ans) auxquels aucune prémédication n’avait été administrée. La
clairance s’est révélée plus faible que celle observée dans les études menées sur de
jeunes chiens. Schnider et ses collaborateurs'® ont noté des différences similaires chez
'homme. lls ont comparé les parameétres pharmacocinétique du propofol chez trois
groupes agés de plus de 25 ans, de plus de 50 ans et de plus de 75 ans. L’'age affectait
significativement le volume de distribution ainsi que la clairance du compartiment
périphérique, démontrant ainsi que la distribution entre les compartiments est diminuée

chez les sujets agés dont I'eau intracellulaire est diminuée.

iii. Facteur de variation de la liaison aux protéines tissulaires: le sexe

La composition corporelle varie aussi en fonction du sexe. Cette différence
commence a apparaitre au moment de la puberté'*. La masse musculaire augmente
pour les deux sexes en fonction de I'age. Cette augmentation est cependant plus forte
chez les individus de sexe masculin que chez les individus de sexe féminin a partir de la
puberté, a cause probablement d’'une sécrétion accrue de testostérone chez ces
premiers. 1l existe aussi des différences dans le taux de tissus adipeux : Les femmes
tendent a accumuler des graisses lors de la puberté alors que les hommes tendent a les
perdre. A la fin de la puberté le taux de graisse représente 12 % de la masse corporelle
chez les hommes et 25 % chez les femmes. Ces différences ont quelquefois pour
conséquence des différences dans le volume de distribution des médicaments lipophiles
qui s’accumulent dans les tissus adipeux, comme la trazodone. Kay et ses
collaborateurs'® n'ont observé aucune différence entre les paramétres
pharmacocinétiques du propofol chez les femmes et les hommes a I'exception du fait
que le rapport entre le volume de distribution a I'état d’équilibre et que le volume de
distribution dans le troisieme compartiment (correspondant aux tissus adipeux) était plus

élevé chez les hommes que chez les femmes, ces derniéres ayant un pourcentage de
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graisse plus important. Morgan & Legge'® et Watkins SB & coll™” ont cependant
remarqué que chez le chien, la dose d’induction nécessaire était légérement plus élevée
pour les méales que pour les femelles. Chez 'homme, des conclusions contraires ont été
amenées : Gan et ses collaborateurs ont observé que les femmes se réveillaient d’'une
anesthésie au propofol plus rapidement que les hommes'*. Cette différence a été
attribuée a une différence de sensibilité des récepteurs, mais aussi, a des différences
pharmacocinétiques. Il est a noter qu'il s’agissait d’'une étude pharmacodynamique.
Les concentrations plasmatiques n‘avaient pas été mesurées, mais une simulation a
partir des paramétres obtenus dans des études ayant incorporé 'effet du sexe dans le
modéle comme covariable avait été effectuée. Les résultats de cette simulation ont
révélé que le volume de distribution du propofol ainsi calculé est plus élevé chez les
femmes que chez les hommes. La redistribution vers les compartiments périphériques
plus important chez les femmes, serait la raison de cette différence. Une seconde étude
portant sur le rat'™ a permis dobserver un dimorphisme sexuel dans la
pharmacocinétique du propofol. Le temps de réveil était de 50% plus long chez les

femelles que chez les males

iv. Facteur de variation de la liaison aux protéines tissulaires : la race

La composition corporelle varie aussi selon la race. Les chiens qui font partie
des sighthound (scottish deerhound, levriers, whippet...) ont des caractéristiques
particuliéres : Parmi ces derniéres, on compte une composition corporelle faible en
masse adipeuse et forte en masse musculaire. L'influence de cette caractéristique sur

I'effet pharmacologique des médicaments n'a cependant pas été démontrée.

2. BIOTRANSFORMATION

La biotransformation est une étape déterminante dans l'action des médicaments
car c'est I'étape au cours de laquelle la structure chimique du médicament est modifiée
de sorte qu'il devienne pharmacologiquement inactif, ou actif s'il s’agit d’'un “pro-

médicament”'®°,

La biotransformation des xénobiotiques est d’abord considérée comme un moyen

de d’épuration des composés en général lipophiles. En effet les caractéristiques
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lipophiles des médicaments permettant leur passage a travers les membranes
biologiques et leur acces a leur site d’action, rendent difficile leur élimination. Peu de
médicaments sont éliminés éous leur forme inchangée par excrétion rénale. Les
composés lipophiles filtrés au niveau du glomérule, sont pour la plupart réabsorbés a
travers les membranes tubulaires. Leur biotransformation en composés moins lipophiles
est donc nécessaire pour l'arrét de leur activité biologique et leur élimination de
'organisme. Différentes observations ont cependant permis de définir le réle plus large
de la biotransformation : Le second réle que joue la biotransformation est I'activation de
certains xénobiotiques en composés soit pharmacologiquement plus actifs, soit plus
toxiques. Un exemple : les hydrocarbures polyaromatiques benzo (a) pyrénes. Leur
époxydation par le cytochrome P450 les transforment en composés carcinogéenes. Le
troisieme réle de la biotransformation est le métabolisme des substances endogénes, en
particulier les stéroides. |l a été démontré que le cytochrome P450 joue un réle central

dans la biotransformation du cholestérol en hormones stéroidiennes ',

Les parties de la cellule dans lesquelles se tiennent les réactions de
biotransformation sont principalement le réticulum endoplasmique et le cytosol, et a un
degré moindre, dans les mitochondries, I'enveloppe nucléaire, et la membrane
plasmatique. On distingue deux grands types de réactions de biotransformation : Les
réactions dites de phase | sont des réactions d’oxydation, de réduction et Vd’hydrolyse.
Ce sont des réactions de fonctionnalisation impliquant la modification ou la création de
groupements fonctionnels. Les réactions dites de phase Il sont des réactions de
conjugaison avec un des composés endogénes suivants: [l'acide glucuronique,

glutathion, acides aminés, l'ion sulfate ou 'ion méthyl'.

Réactions de phase |

Les réactions de phase | sont des réactions d’oxydation, de réduction,
d’hydrolyse, de déshydratation ainsi que d'autres réactions plus rares telles
lisomérisation'. Elles ont la particularité de faire intervenir directement I'oxygéne
moléculaire. Elles sont conduites par les mixed function oxydase (MFO) ou d'autres
enzymes telles que l'alcool déshydrogénase, 'aldéhyde déshydrogénase, la xanthine
oxydase. Les mixed function oxydase (MFO) sont des enzymes qui conduisent un
nombre important et dans une proportion importante les réactions de fonctionnalisation.

Elles sont localisées dans les microsomes (réticulum endoplasmique) de plusieurs
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cellules (surtout du foie mais aussi du rein, du poumon, et de lintestin). Elles
constituent le systéme enzymatique permettant la tenue des réactions de
fonctionnalisation dites de phase |, soit, un systéme de transport d’électrons (NADPH
cytochrome P450 b5 réductase et NADH cytochrome b5 réductase), un ou plusieurs
isoenzymes catalysant la réaction (un ou plusieurs isoformes du cytochrome P450). Le
cytochrome P450 est une famille d'isoenzymes catalysant une grande variété de
réactions (hydroxylation aromatique, hydrogénation, aromatisation...). Elles siegent
dans les microsomes hépatiques principalement mais aussi dans les tissus intestinaux,
rénaux, pulmonaires, cérébraux et cutanés et plus spécifiquement, au niveau du
réticulum endoplasmique et du cytosol. Le cytochrome P450 constitue une famille de
protéines hémiques. Elles sont classifiées en familles, sous familles et isoenzymes.
Selon la nomenclature établie, le premier chiffre indique la famille (plus de 40% des
séquences d’'acides aminés communes), la lettre qui suit indique la sous famille (plus de
59% des séquences d’acides aminés communes), et enfin le dernier chiffre identifie un
isoforme en particulier. La majorit¢ des CYPs présents chez les mammiferes
appartiennent aux familles 1, 2, 3, et ce sont les isoformes suivants : 1A1, 1A2, 2A6,
2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4,3 A5, et 3A7'%.

Réactions de phase ll

Les réactions de conjugaison sont des réactions dans lesquelles un xénobiotique
ou un métabolite forme un lien covalent avec une molécule endogéne’™’. Des molécules
plus hydrosolubles sont formées ce qui facilite leur excrétion. La formation de conjugués
résulte d’une réaction spontanée entre le xénobiotique ou le métabolite électrophile avec
le centre nucléophile des macromolécules endogénes (glutathion, acide glucuronique).
Ces réactions nécessitent la participation de transférases spécifiques a I'exception de la
conjugaison a des acides aminés. Nous concentrerons notre attention sur la
glucuronidation et la sulfatation car ce sont les seules voies de conjugaison du
propofol®®. La glucuronoconjugaison est une réaction trés fréquente. Elle aboutit ala
formation d’éthers ou d’ester selon que la substance est conjuguée a un alcool ou a un
acide. Il existe des réactions de conjugaison sur des groupements aminés ou thiols. Le
mécanisme de la réaction implique la formation d’acide glucuronique activé (uridine
diphosphoglucuronique) a partir d'UDP-glucose par 'UDPG déshydrogénase. L'acide

glucuronique activé se combine au substrat sous I'action d’'une glucuronyl transférase
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(UGT). Au moins 18 isoformes de cette enzyme ont été dénombrés chez 'lhomme. La
nomenclature des uridines 5-diphosphate glucuronosyltransférase (UGT) est basée sur
I'évolution différente des genes contrélant leur expression. Les UGTs ayant au moins
50% d’homologie partagent le méme premier chiffre arabe. La lettre qui suit décrit la
sous famille commune et le dernier chiffre décrit un géne particulier (ex: UGT 1A1).
Elles catalysent le métabolisme de substances endogeénes (bilirubine, ethinylestradiol) et
de substances exogénes (morphine, paracétamol). La spécificité de ces substrats n'a
cependant pas encore été tout a fait caractérisée. Les UGT siégent dans les tissus
hépatiques mais aussi dans les tissus rénaux, pulmonaires, intestinaux, cutanés et
adrénaliens. Dans le foie, cette enzyme est plus précisément localisée dans les
membranes du réticulum endoplasmique hépatique, permettant facilement la
conjugaison des meétabolites de phase |. La sulfoconjugaison est réalisée sous
linfluence de sulfokinases présentes dans la fraction hydrosoluble de la cellule
hépatique surtout mais aussi rénale et intestinale; Elle présente un spectre d’activité
étroit. Les métabolites obtenus sont des dérivés sulfoniques ou sulfamates. Comme
pour la glucuronoconjugaison, la réaction nécessite I'activation du groupement sulfate
conjugué sous forme de 3-phosphoadénosine 5'-phophosulfate. Par suite de la faible
capacité du pool sulfate, cette réaction est moins fréquente. C’est une réaction dirigée
vers des substrats comme les phénols , les alcools ou les hydroxylamines, produits en
geénéral par les réactions de phase |, pour produire & son tour des esters de sulfates
facilement excrétables. Les sulfotransférases sont hydrosolubles et sont présentes dans
divers tissus dont le foie, le rein, l'intestin. Il semble qu’il existe aussi des isoformes des
sulfotransférases. En effet certaines d'entre elles métabolisent les stéroides et d’autres
qui sulfatent les médicaments. Il est a noter que les réactions de sulfatation sont
quantitativement de moindre importance par rapport ala glucuronoconjugaison. Cela
est di en partie a la biodisponibilité réduite des sulfates inorganiques. C’est une voie
de biotransformation quelquefois saturable'™' Les voies de biotransformation peuvent
varier de maniere qualitative ou quantitative : Un médicament peut étre biotransformé
par une voie metabolique plutét qu’une autre (qualitative); ou bien, une voie métabolique
peut étre favorisee par rapport & une autre (quantitative). Les facteurs influengant le
metabolisme des médicaments sont nombreux. Nous exposerons dans ce chapitre les
facteurs susceptibles d'influencer le métabolisme du propofol chez des chiens en
croissance, soit le sexe , larace , I'dge, le génotype, I'espéce et la co-médication. Nous

ne nous attarderons pas sur les facteurs physiologiques acquis (grossesse ou
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pathologie), ni sur les facteurs environnementaux (exposition a des agents chimiques ou

nutrition).

2.1 FACTEUR DE VARIATION DU METABOLISME :L’ESPECE

Comme nous l'avons vu plus haut, des corrélations allométriques permettant de
prévoir les variables pharmacocinétiques de différentes espéces en fonction de leur
poids aboutissent certaines fois (lorsque le coefficient d’extraction hépatique est élevé) a
de bons résultats. Mais il arrive aussi qu’elles aboutissent a de faibles corrélations. La
faiblesse des corrélations pour les médicaments a faible coefficient d’extraction
hépatique peut étre reliée non seulement a des différences de liaison aux protéines mais
aussi a des différences dans leur métabolisme. Ces différences sont dues a trois
facteurs: le premier réside dans le fait que certaines espéces sont dépourvues
d’enzymes spécifiques nécessaires au métabolisme d’un composé donné : Le rat ne
peut par exemple pas N-hydroxyler les amines aliphatiques; le chat ne peut
glucuronider les acides aromatiques; le chien ne peut acétyler plusieurs amines
primaires’™'. Dans un second lieu, certaines réactions métaboliques sont propres a
certaines espéces particulieres. Par exemple, seuls 'lhomme et le singe glucuronident
la sulfadimethoxine et conjuguent les acides aryles acétiques a la glutamine. Enfin en
troisiéme lieu, bien que les différentes espéeces aient la capacité de conduire les méme
réactions métaboliques, il existe des différences considérables dans l'importance d’une
voie métabolique par rapport a l'autre lorsque le xénobiotique est un substrat pour plus
d’une réaction compétitive. La figure 10 provient d’un article de Simon® et présente les

différentes voies de biotransformation du propofol chez différentes especes.

Réactions de phase |

Des études in vitro des microsomes hépatiques ont permis d'évaluer I'activité des
enzymes de biotransformation de différentes espéces. La fiabilité de ces études dépend
de la méthode utilisée pour la détermination de l'activité enzymatique. La difficulté des
méthodes utilisant des substrats spécifiques réside dans le fait que la spécificité
enzymatique pour un substrat donné peut différer d’'une espéce a l'autre mais étre la
méme pour un autre substrat: L’activité de la N déméthylase évaluée avec [I'éthyl

morphine est différente chez le mouton et les bovins mais elle est similaire chez ces



Figure 10 : Métabolisme du propofol chez différentes espéces®
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deux especes si l'activité de cette enzyme est déterminée avec la benzophétamine
comme substrat. La méthode utilisant des anticdrps monoclonaux permet de
caractériser avec plus de certitude l'activité enzymatique des isoformes du CYP450.

Cette méthode a été utilisée pour caractériser la sous famille 2A, 2C, 2D et 3A'%? .

L'activité des enzymes appartenant a la sous-famile des CYP1A est

comparable chez le chien, 'lhomme, le cheval et le chat'®?.

L'activité de la famille d'isoenzymes CYP2A est plus élevée chez 'homme que
chez les autres espéces avec un rapport de 8 fois pour le chat, de 6 fois chez le chien et

de 4 fois chez le cheval 12163,

Les isoenzymes appartenant a la sous-famille des CYP3A ont été isolées chez le
rat, le chien et 'homme. Chez ces trois espéces elles catalysent les méme réactions et
elles sont inhibées par les mémes composés. Chez ces trois espéces, ce sont des
enzymes catalysant des réactions impliquant des substrats lipophiles, pouvant étre
volumineux. Les réactions dépendant des CYP3A sont inductibles par les stéroides, les
barbituriques, les anticonvulsivants, et les antibiotiques macrolides. Chez le rat, Il existe
un recouvrement dans la spécificité des enzymes 3A et 2C : Chez ce dernier le CYP2C
catalyse I'oxydation de la nifédipine et la déethylation de la lidocaine et le CYP3A
catalyse I'hydroxylation de la S-méphénytoine. Par contre, chez 'homme, c'est le
CYP3A qui catalyse I'oxydation de la nifédipine et la déethylation de la lidocaine et le
CYP2A qui catalyse I'hydroxylation de la S-méphénytoine. Les substrats réagissant
spéecifiquement avec les CYP3A chez le chien et 'homme, réagissent aussi avec la sous
famille des CYP2C.

Les enzymes appartenant a la sous familles des CYP2D présentent la méme
sélectivité et la méme pour les substrats chez ’'homme, le rat, le chien et le chat. Leur

"2, Ces enzymes

activité est cependant significativement plus élevée chez le cheva
comportent un site de liaison acide pour les groupements nitro des substrats, et
catalysent les réactions d’hydroxylation & une distance de 5 A de I'atome d’'azote, surle
cycle aromatique ou sur un groupement alkyle. Le métabolisme catalysé par cette
enzyme est saturable, il ne concerne pas seulement les médicaments lipophiles, et il
n'est pas inductible. La clairance intrinséque des médicaments éliminés par cette voie
est en général plus élevée chez le rat que chez le chien et chez 'homme alors gu’elle

est similaire chez les deux derniéres especes citées.
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L’activité des CYP 2E1 est la méme chez le chien, 'lhomme et le chat "',
Cette enzyme est importante car elle est responsable de la formation de métabolites
électrophiliques de l'acétaminophénol et de lisoniazide. Elle est induite par l'alcool

ethylique et la phénytoine.

Les enzymes appartenant a la sous famille des CYP2C sont celles pour
lesquelles il existe des différences importantes entre les especes. Chez 'homme, leur
site actif lie les molécules hydrophiles ou formant les ponts hydrogenes alors que ce
n'‘est pas toujours le cas chez le chien et chez le rat. Il existe des différences
stéréosélectives dans le métabolisme catalysé par le CYP2C19. La méphénytoine est
biotransformée en s-mephenitoine par les microsomes humains et en R-mephenitoine
par les microsomes canins ** 5 |’activité de ces enzymes est plus élevée chez
I'homme que chez le chat (20 fois plus élevée). Le taux d’activité chez le chien est trés
faible ce qui explique que ce dernier ne métabolise pas la tolbutamide alors que le rat et

'homme biotransforment ce “marqueur métabolique” par hydroxylation.

Réactions de phase Il

Les réactions de conjugaison varient selon les mémes facteurs que les réactions
de phase |. Certaines espéces n'ont pas la capacité de conduire certaines d’entre elles
(tableau XXllla) . Les données décrites au tableau XXllla et b ne peuvent étre
généralisées : les substrats affectés sont variables. Par exemple l'inhabilité de conduire
des réactions de glucuronidation par les félins s’applique pour beaucoup de substrats

mais pas tous.

Tableau XXllla : Inhabilité de certaines espéces a conduire certaines réactions de
conjugaison classiques

Espece Réaction non réalisée

Chats et autres félins | Glucuronidation des acides de petite masse et des phénols.

Chiens et renards N-acétylation pour tous les substrats connus sauf la S-aryl

cystéine.
Cochon Sulfatation
Chauve souris Formation d’acide hippurique

Cochon indien Formation d’acide mercapturique
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Certaines réactions de conjugaison sont particuliéres a quelques espéces.

Le tableau XXIllb en présente quelques exemples.

Tableau XXIllIb : Réactions de conjugaison classiques propres a des espéces
particuliéres

Réaction Espéce
Conjugaison de I'acide phénylacétique a la glutamine Homme et singe
N-glucuronidation de la sulfaméthoxine Primates

O-methylation de I'acide 4-hydroxy-3,5-ddisobenzoique | Homme et singe

N-glucuronidation et quaternisation de la cyproheptamine | Hommes et singes

Conjugaison des acides arylacétique a la taurine Toutes mais plus
déeveloppée chez les
carnivores

Fenclofenac ; acide clofibrique Chien et carnivores

Les différences existant dans les réactions de conjugaison concernent
aussi l'importance d'une voie métabolique en particulier lorsque plusieurs
réactions compétitives sont possibles. |l existe beaucoup d’exemples illustrant
cette différence. Un exemple important concerne le phénol. Il est métabolisé par
glucurono-conjugaison ou sulfo-conjugaison et I'importance de 'une de ces voies
varie en fonction des espéces. Chez 'hnomme, la sulfo-conjugaison prédomine,
alors que chez les autres primates, les deux voies présentent la méme activité

Chez le chien la sulfoconjugaison est un processus saturable.
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2.2 FACTEUR DE VARIATION DU METABOLISME : LE PROFIL
GENETIQUE

Le metabolisme des xénobiotiques peut varier en fonction du profil génétique.

Un exemple classique de polymorphisme génétique est le métabolisme de
'hexobarbitone par des lignées différentes de souris. |l en résulte des différences
importantes dans la durée de l'effet pharmacologique de cet anesthésique. Chez
Fhomme, ce ne sont pas toutes les voies de biotransformation qui sont sujettes a un
polymorphisme génétique et la proportion de la population en présentant un, dépend de

la race.

Réactions de phase |

Dans la catégorie des réactions de phase |, les isoenzymes concernées sont le
CYP2C19, 2D6,1A1, 1A2. 20% des asiatiques et des afro-américains et 5-6% des
caucasiens ne possede pas de CYP2C19. 5-10 % des caucasiens et 1-3% des
asiatiques et des afro-américains ne possédent pas d'isoforme 2D6 du cytochrome
P450™'. 1l en résulte que la vitesse métabolique par 'une de ces voies est diminuée
voire nulle. Il existe un polymorphisme aussi au niveau du récepteur Ah (hydrocarbone
aromatique). Ce recepteur est un facteur de transcription ; il contréle I'expression de
genes codant pour certaines isoenzymes du CYP et participe au mécanisme de
Finduction de leur activité. Les isoformes induits par le récepteur Ah sont le CYP 1A1,
1A2 et 2E1. Il résulte de ce polymorphisme une différence dans I'affinité de ce récepteur
pour les enzymes qu'il induit et ainsi une différence dans leur linductibilité. Les
génotypes dont le récepteur Ah présentent une grande affinité et développent dans une
plus grande proportion le cancer du poumon, dd a I'induction du CYP 1A provoqué par

la fumée de cigarette®,

Réactions de phase Il

Dans la catégorie des réactions de phase I, un polymorphisme génétique a été
observé pour l'isoenzyme de la N-acétyltransférase, la thiopurine S-méthyltransférase,
'UDP glucuronyltransférase, le glutathion S transférase et 'époxyde hydrolase™®. |I
existe des différences ethniques importantes pour 'enzyme catalysant les réactions de
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N acétylation. Par exemple, moins de 10% de japonais, 50% des caucasiens et 92%
d’égyptiens sont des acétylateurs lents'®. Une déficience dans cette enzyme engendre
I'accumulation de bilirubine dans le sang. Au niveau de la glucurono-conjugaison, un
polymorphisme génétique a été observé et caractérisé pour TUGT1A seulement. Ce
sont des mutations génétiques qui semblent engendrer I'hyperbilirubinémie non
conjuguée. 1% de la population souffre de cette déficience. Depuis que des isoformes
de 'UGT sont disponibles, des mutations ont été observées au niveau des genes de
F'UGT1 et de TUGT2. Cependant a cause du fait que I'on ne dispose pas encore de
substrat spécifique pour chacun des isoformes, aucun autre polymorphisme n’a été
caractérisé. Selon certains auteurs, la glucuronidation du paracétamol, est métabolisé
difféeremment chez les Chinois et les Caucasiens. D’autres auteurs cependant restent
sceptiques a de telles conclusions, car ce médicament est métabolisé par plusieurs

isoformes™®.

Il semble que le propofol soit métabolisé differemment selon le profil génétique
des sujets. L'importance de I'hydroxylation en position para est peut étre sujette a un
polymorphisme, car ces voies métaboliques ont été démontrées inexistantes chez une
patiente caucasienne. Les voies métaboliques pour le métabolisme du propofol étant
nombreuses, une déficience dans une enzyme n'a pas affecté la clairance™. Le
polymorphisme génétique d’occurrence naturelle a surtout été étudié chez 'homme.
Récemment un polymorphisme génétique a été observé chez le chien. Le temps de
réveil aprés une anesthésie aux barbituriques est plus long chez les greyhounds que
chez les autres races. Il a été démontré que ce prolongement de [laction
pharmacologique de cet agent est di a la clairance intrinseque hépatique plus faible
chez cette race. L’induction des enzymes hépatiques avec le phénobarbital a eu pour
effet de réduire leur temps de réveil pour correspondre aux temps de réveil observés
chez les autres races de chiens croisés. D’autres agents anesthésiques dont le propofol

158,159 Des

et le méthohexital sont aussi éliminés plus lentement par les greyhounds
différences dans l'activité enzymatique responsable de I'hydroxylation du propofol,
déterminée in vitro ont permis de confirmer I'existence d’un polymorphisme génétique
chez ce type de chiens. Cette observation suggere qu'un isoforme spécifique du

CYP450 est impliqué. 1l s’agit du CYP2 B 11 équivalent au CYP 2B6 chez Phomme®'.
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2.3 FACTEUR DE VARIATION DU METABOLISME :L’ AGE

La plupart des systémes enzymatiques responsables de la dégradation des
xénobiotiques sont présents a la naissance. Cependant leur concentration est
considérablement plus faible chez les nouveau-nés que chez les adultes'®. Une
sensibilité accrue aux médicaments en découle chez ce groupe de sujets. La capacité
de métaboliser les xénobiotiques se développe par la suite difféeremment selon le sexe,
'espéce ou d’autres facteurs, jusqu’'a I'age de la sénescence au cours duquel les
fonctions hépatiques diminuent considérablement en raison de la diminution de la

masse du foie.

Réactions de phase |/

Chez 'homme, des études in vitro ont démontré que I'activité- du CYP et du
NADPH-cytochrome c réductase chez le nouveau-né représente la moitié de leur activité
chez l'adulte. Des études in vivo corroborent cette observation'®'. De plus, les
différents systemes métaboliques responsables du métabolisme des médicaments ne
sont pas matures au méme moment et peuvent étre influencés différemment au cours
du développement ou par I'exposition & des agents inducteurs'®. La figure 11 '*°
présente les différents schémas d'évolution possibles de quelques systémes

enzymatiques de phase I.

Chez 'nomme, en général, les vitesses d’hydroxylation sont grandement
diminuées a la naissance alors que la capacité de déalkylation I'est moins. Le
métabolisme de médicaments tels la phénytoine ou I'indométacine est de ce fait ralenti.
La littérature comporte plusieurs études permettant d’observer les conséquences de la
réduction de lactivitt enzymatique chez les nouveaux nés'®. Le tableau XXIV
présente I'effet de I'dge sur l'activité métabolique in vivo du CYP450', Peu d'études
ont été conduites pour évaluer l'effet de la puberté sur les systemes enzymatiques
responsables du métabolisme. La seule étude portant sur une voie métabolique

1 par la mesure du dioxyde de carbone

particuliére est celle menée par Lambert & col
respiratoire. Cette étude suggére que la clairance de la caféine (métabolisée par

demethylation par le CYP1A2) diminue au moment de la puberté.
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Figure 11: Schémas d’évolution de lactivité enzymatique
fonction de I’age '*.
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Figure 4.5 Developmental patterns for phase 1 metabolism.

]
>
[
= \
% .
B 150-
@ .-
>
2
},100“ T
:g /B
8 /
z 504 /
. /
[=4 0 o -
w . == : 1 T *
. . Birth Adult

Figure 4.8 The developmental patierns of glucuronidation in the rat. Curve A is late foetal cluster
(p-nitrophenol as substrate); B is neonatal cluster (bilirubin as substrate).
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Cette diminution est dépendante du sexe : elle est observée chez les jeunes filles plus
tét que chez les jeunes gargons. Un autre exemple de variation du métabolisme chez
les adolescents est celui de la triméthadione (TMO), utilisé en général pour évaluer
Pactivité hépatique. La TMO est métabolisé par le CYP2C, 2E1 et 3A. La clairance de
ce composeé augmente des la naissance, atteint une valeur maximale a 'adolescence et

diminue a I'age adulte.

Chez le chien, peu d’études ont été publiées concernant le développement des
enzymes métaboliques. Peters'® a noté une variation de I'activité enzymatique entre
des chiens croisés &gés de 7 a 10,5 mois, et des chiens adultes. Les protéines
microsomales, les constituants du CYP450, le glucose —6-phosphatase, la glucuronyl
transférase ont été mesurées en utilisant deux substrats. lls n'ont cependant pas évalué
Iactivité enzymatique des isoenzymes du CYP450. Alt-Graham et Pegg'® ont rapporté

que la dose nécessaire pour induire I'anesthésie augmente jusqu’a I'dge de 2 mois et
| demi. Au-dela de cet age, les doses requises sont équivalentes a celles de chiens
adultes. Aucune indication ne permettait de déterminer I'origine de cette observation, a
savoir si cela est d a la plus grande proportion d’eau extracellulaire, & une perméabilité
membranaire accrue, a une différence pharmacodynamique ou a une activité
métabolique réduite. Kawalek et El Said'® ont étudié in vitro I'évolution de I'activité et
du taux d’enzymes responsables du métabolisme hépatique des médicaments chez des
chiens Beagles 4gés de 3 semaines a 10 ans. Peu de changements ont été observés
aprés I'age de 1 mois et 1 semaine. La capacité métabolique des chiens &gés de moins
de 30 jours est grandement diminuée par rapport aux adultes. L'activité de NADPH-
cytochrome P450 réductase augmente en fonction de I'age de 2 mois a I'age de 10 ans
pour atteindre une valeur équivalente au double de celle mesurée chez les trés jeunes
chiens. De plus Vesell et coll et Alt-Graham et coll ont observé que l'activité des
enzymes métabolisant I'antipyrine et des agents anesthésiques augmente en fonction
de lage™ . Alberola et ses collaborateurs ont étudié l'effet de I'age sur le
métabolisme de la théophylline'®. Il a lui aussi observé une augmentation de la
clairance et une diminution du temps de demi-vie en fonction de I'age jusqu’a 'age de 1
mois puis une stabilisation de ces parameétres a des valeurs maximales jusqu’a I'dge de
4 mois et enfin, une diminution pour atteindre des valeurs stables aprés 'age de 12

mois.
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Tableau XXIV : Effet de I’Age sur P’activité in vivo des isoformes du CYP450

CYP Nouveau-nés Enfants Adolescents Personnes gu;)csitfli'at:es
(moins d'un mois) | (moins de | (moins de 19 agées P 9
1 an) ans)

1A2 diminution équivalent | augmentation | diminution Caféine,
théophylline

2C9 diminution équivalent | équivalent diminution Tolbutamide,
ibuprofene

2C19 diminution équivalent | équivalent diminution Méphénitoine,
diazépam

2D6 inconnu équivalent équivalent Débrisoquine,
codéine

2E1 équivalent équivalent | équivalent diminution Acétaminophéene

3A3/4 diminution équivalent | équivalent diminution Nifédipine,
midazolam

Métabolisme | diminution équivalent | équivalent diminution Antipyrine

non sélectif

Plusieurs

CYPs

Réactions de phase Il

Les changements au niveau des réactions de phase Il en fonction de I'age ont un
impact clinique important. Des effets indésirables importants chez le nouveau-ne, dus
au chloramphénicol leur sont attribués™'. L’activité des enzymes catalysant les
réactions de phase |l varie considérablement en fonction de I'dge, surtout chez les
enfants. A la naissance, la seule voie de biotransformation comparable & celle de
Iadulte est la formation de conjugués sulfates'®. Dutton et coll ont démontré qu'il existe
deux types (A et B) de développement des réactions de glucuronidation (figure 1 17%%)
81 Selon le développement de type A (ex: salicylamide, acétaminophéne) I'activité
enzymatique augmente jusqu'a la naissance pour atteindre une valeur maximale,
diminue légérement, puis atteint des valeurs adultes. Selon le développement de type B
(ex : bilirubine, chloramphénicol) I'activité enzymatique est trés faible a la naissance puis
elle augmente fortement pour atteindre des valeurs adultes trés rapidement. Ces

groupes commencent & étre mieux caractérisés car différents isoformes de 'UDPG-
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glucuronyl transférase ont été identifiés in vitro par la méthodes des anticorps
monoclonaux. Les variations de I'activité de 'UGT responsables de la conjugaison de la
morphine au cours du développement sont les seules données obtenues in vivo.
L’extrapolation des données qui ont été obtenues in vivo est difficile. La spécificité des
substrats et des isoformes, et les sites réactionnels ne sont pas encore bien
caractérisés. De plus, des voies alternatives de biotransformation peuvent aussi exister.

974170 et a été proposé pour

Le propofol est conjugué a I'acide glucuronique par 'TUGT1A
I'‘évaluation de l'activité de cette isoenzyme in vivo'”'. Mais c’est un anesthésique a
coefficient d’extraction hépatique élevé. Sa clairance est par conséquent dépendante du
débit hépatique et non de lactivité enzymatique. Aucune donnée sur l'impact du

développement sur 'activité de cette enzyme n’est disponible.

Chez le chien, peu d’études ont été publiées sur la variation de l'activité des
enzymes de conjugaison en fonction de I'age. Celles qui ont été menées ont porté sur
une race particuliere (beagle) et les données ne peuvent étre extrapolée aux autres
races. On sait toutefois qu'a 'age de 2 mois et demi, les fonctions métaboliques de
phase Il sont comparables a celles des adultes. Il semble que la capacité de former des
dérivés glucuroniques et sulfate par les chiens nouveau-nés est comparable a celles des
chiens adultes™® "', La sulfatation de 'acétaminophéne diminue pour laisser a deux
mois, la glucuronoconjugaison devenir la voie de conjugaison majeure. Les études
effectuées in vitro'® n’ont pas permis de différencier 'activité des différents isoformes
de I'UDPGA glucuronyl transférase. L'activité de la glutathion S- transférase est

augmentée chez les chiens agés.

iv. Facteur de variation du métabolisme : Le sexe

De nombreuses études ont e€té menées pour évaluer l'effet du sexe sur le
métabolisme et I'élimination'?. Les benzodiazépines illustrent bien le fait que le sexe
affecte le métabolisme et la pharmacocinétique. Greenblatt et Ichs ont tous deux
observé une clairance du diazepam plus faible chez les femmes®®. De plus l'age
diminue significativement la clairance du diazépam chez 'homme mais pas chez la
femme. Des différences semblables ont été observées pour plusieurs
benzodiazépines'™. Ces quelques exemples montrent d'une part, qu'il existe des
différences entre les sexes au niveau du métabolisme systémique des xénobiotiques, et

d'autre part que l'dge peut n’affecter que l'un des deux sexes. De plus des
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médicaments faisant partie d’'une méme classe pharmacologique peuvent étre affectés
différemment par le sexe. |l existe des enzymes métaboliques spécifiques a chaque

sexe.

Les androgénes endogénes agissent via 'hormone de croissance pituitaire sur le
type de métabolisme (masculin ou féminin), et déterminent I'établissement de voies
métaboliques masculines ou féminines en induisant, en inhibant ou en maintenant les
isoenzymes spécifiques a chaque sexe'™ Les hormones féminines de croissance
engendrent une diminution du CYP 2C11 et une augmentation du CYP 2C12 en altérant
la transcription du géne leur correspondant. L’activité de la 16 a hydrolase (associée au
CYP2C11) en est diminuée alors que Iactivité de la 15a hydrolase en est augmentée
(associée au CYP 2C12). Les différences entre les sexes dans le métabolisme des
médicaments sont trés importantes chez le rat, la souris ou certains animaux de ferme

comme les chévres mais chez 'homme elles sont moindres .

Chez 'homme, les seules enzymes présentant une différence relativement
significative sont le CYP3A4 et la dihydrouracil déshydrogénase. Bien que le CYP3A4
soit responsable de la catalyse de 50% des médicaments les différences entre femmes

173

et hommes dans lactivitt enzymatique n'excede pas 25% La dihydrouracil
déshydrogénase est la seule autre enzyme dont l'activité est dépendante du sexe de
maniére évidente chez I'homme. C’est une enzyme hépatique catalysant le
métabolisme de l'antinéoplasique fluorouracil'™. Deux études ont rapporté que la
clairance de ce médicament est beaucoup plus faible chez la femme que chez 'lhomme.
Les réactions de phase Il sont, elles aussi, influencées par le sexe. La glucurono-

conjugaison est plus rapide chez les hommes que chez les femmes par exemple.

Chez le chien, peu d’études ont été menées pour évaluer I'effet du sexe sur les
réactions métaboliques et elles ont abouti a des résultats contradictoires. Amacher et
Smith®*® ont effectué une étude in vitro et ont évalué leffet du sexe sur l'activite
enzymatique de microsomes de chiens beagle. lls ont noté des différences qualitatives
et quantitatives dans les caractéristiques métaboliques des femelles et des males. Les
isoenzymes n'ont pas été caractérisés lors de cette expérience. Trois isoenzymes ont
été détectées chez les femelles en quantité importante et cing chez les méles, deux en
grande quantité et trois en petite quantité. Ces données n'ont pas été vérifiées par
d’autres publications. Les autres auteurs n’ont pas noté de différence significative entre

les enzymes métaboliques des méles et des femelles'™
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v. Facteur de variation du métabolisme :La co-médication

Les enzymes de biotransformation peuvent étre le siége d'interactions
médicamenteuses. Un médicament peut altérer la biotransformation d'un autre
médicament au niveau d'un isoforme du CYP, soit en Finduisant c'est a dire en
augmentant l'activit¢ de cette enzyme, soit en linhibant. Linduction enzymatique
nécessite généralement une exposition répétée de lisoenzyme a 'agent inducteur (ex :
phénobarbital). Par contre un médicament peut étre inhibé par I'administration d’'une
seule dose de linhibiteur. L’autre mécanisme d'interaction est la compétition entre deux
médicament pour un méme site de liaison enzymatique, et ainsi la diminution de la
vitesse de biotransformation pour celui qui présente la plus faible affinité pour
lisoenzyme. Le propofol semble inhiber le métabolisme du midazolam, & des
concentrations supérieures aux concentrations cliniques, et de lalfentanyl a des
concentrations cliniques élevées. Le métabolisme de phase | du propofol ne semble
pas étre inhibé par d’'autres médicaments car ses voies de biotransformation sont
nombreuses®. D’aprés des études in vitro, certaines co-médications semblent toutefois
avoir le potentiel d’'inhiber la glucuronoconjugaison du propofol. On compte parmi elles
Pacide acétyl salicylique, le ketoproféene, 'oxazépam, le fentanyl, etle chloramphénicol’™.
Cette étude peut permettre d’expliquer en partie les rares interactions médicamenteuses
rencontrées entre le propofol et le chloramphénicol ou le fentanyl , par exemple. Les
concentrations utilisées pour cette étude étaient cependant supérieures a des
concentrations rencontrées in vivo. In vivo, le fentanyl peut diminuer la clairance et le
volume de distribution du propofol lorsque ce dernier est utilisé pour maintenir
Ianesthésie (perfusion) mais pas lorsqu'il est utilise en bolus pour induire seulement
lanesthésie'™. Il est peu probable cependant que cette inhibition soit due a une
interaction métabolique, et la diminution du débit hépatique semble plutot en étre la

cause.

3. EXCRETION

Les médicaments sont éliminés de 'organisme par trois voies. La voie majeure
est Pexcrétion rénale. Pour pouvoir &tre excrétés par cette voie, ils doivent avoir été

biotransformés en métabolites hydrosolubles. Les feces, et en particulier la bile
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constitue la seconde voie d’excrétion importance. La troisieme voie d’élimination

s’applique aux composés volatils. Il s’agit de la voie pulmonaire.

3.1 EXCRETION RENALE

Les médicaments et les métabolites suffisamment polaires et hydrosolubles sont

éliminés de 'organisme par deux mécanismes majeurs'®: La filtration glomérulaire et |a
sécrétion tubulaire. Au niveau de la filtration glomérulaire, seule la fraction libre de
médicament est filtrée par un mécanisme passif. La vitesse de filtration glomérulaire est
évaluée par la mesure de la créatinine, car c'est un composé endogéne facilement
mesurable dans les fluides biologiques qui permet d’éviter d’administrer des composés
exogénes. La mesure de la clairance de la créatinine seule ne suffit cependant pas et
nécessite de prendre en considération la concentration en créatinine, I'age, le poids
corporel et le sexe. En effet, la concentration de ce composé qui est un produit du
métabolisme musculaire dépend de la masse musculaire, et par conséquent des
facteurs cités plus haut. Une fois filtrée, une partie peut étre réabsorbée par un
processus de résorption tubulaire. La quantité ainsi réabsorbée dépend des propriétés
physico-chimiques du médicament, de son pH et du gradient de concentration entre le
filtrat et le plasma. La sécrétion tubulaire a lieu dans le tubule proximal. C'est un
processus actif qui nécessite la participation de protéines de transport. Deux systémes

de transport ont été identifiés : un pour les cations et un pour les anions™'.

Le rein subit des changements anatomiques et physiologiques en fonction de
I'age. A la naissance, la fonction rénale normalisée a la surface corporelle est plus faible
chez l'enfant que chez l'adulte. Les fonctions tubulaires et glomérulaires deviennent
matures entre 'age de 6 & 8 mois chez 'homme’®’, et & I'4ge de 1 mois chez le chien
14 A partir de 40 ans, la masse du rein diminue. On observe souvent des
différences entre les espéces au niveau de 'excrétion urinaire des acides faibles
et des bases faibles car le pH de I'urine varie de fagon importante selon I'espéce.
La filtration glomérulaire est affectée par I'espéce car elle dépend de la liaison
aux protéines plasmatiques. Il peut exister aussi des différences dans la
sécrétion rénale. La co-médication peut aussi affecter I'excrétion rénale par

modification du gradient de pH par acidification ou alcalinisation des urines
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(action sur la réabsorption) ou par compétition au niveau des phénoménes de

sécrétion tubulaire rénale.

3.2 EXCRETION BILIAIRE

L’excrétion biliaire est la voie d’élimination fécale la plus importante des

médicaments et de leurs métabolites. Les métabolites polaires formés dans les tissus
hépatiques, dont le poids moléculaire est élevé (supérieur & 300 g/mol) peuvent étre
excrétés dans le tractus intestinal et dans la bile. Ces métabolites peuvent alors étre
excrétés dans les féces, mais ils sont en général réabsorbés pour étre éliminés par la
voie urinaire. Les anions organiques, dont les dérivés glucuroniques, et les cations
organiques sont filtrés dans la bile par deux systemes de transport actif non sélectif et
distincts. Les stéroides et leurs dérivés sont filtrés dans la bile par un troisieme
systéme de transport. L’élimination hépatique est peut étre limitée par le cycle entéro-
hépatique : Le contact des composés solubilisés dans la bile, avec les systemes
enzymatiques de la flore intestinale (dans lintestin gréle) les conduit a subir des
hydrolyses enzymatiques reformant ainsi des composés déconjugués plus lipophiles,

réabsorbés dans 'organisme pour étre finalement éliminés par voie rénale.

L'excrétion biliaire differe selon I'espéce' pour les composés de poids
moléculaires intermédiaires. Elle dépend des substrats. Une classification des especes
dans deux groupes, un regroupant les espéces qui excrétent les substrats dans la bile
de maniére importante et un autre regroupant les espéces ne présentant pas une
excrétion biliaire importante, n'est pas possible. I semble toutefois que le rat ait
tendance a étre un “excréteur biliaire” rapide. L’age influence la fonction biliaire, chez
le nouveau né'®. Elle se développe dés le premier mois chez 'homme et dés la

premiére semaine chez le chien™*.

4. FACTEURS AFFECTANT LA DYNAMIE DES MEDICAMENTS

L’action biologique des médicaments résulte de leur liaison @ un récepteur
spécifique. Les récepteurs ont une conformation de surface spécialisée avec des
charges électriques spécifiquement orientées. Les récepteurs sont par conséquent
discriminatifs et ne se lient qu'avec avec les molécules de médicament spécifiquement

orientées et qui peuvent s’adapter convenablement & la molécule de récepteur™’. Les
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types de liaison sont des liens électrovalents, soit ioniques dipolaires, soit hydrogénes,
soit apolaires. lls sont en général réversibles. Le degré de liaison d’un médicament
avec un récepteur est en relation avec la capacité de liaison du médicament (affinité), et
la concentration des molécules du médicament au niveau du site récepteur. Quelques
modéles décrivent ce mode de relation de maniére quantitative. Dans le modele le plus
simple, le rapport de la concentration du medicament et de occupation du récepteur se
décrit par une courbe de saturation hyperbolique. Ce modéle montre que chaque
récepteur se combine avec une seule molécule de médicament et que la liaison d’'une
molécule médicamenteuse a un récepteur n'influence pas la liaison du médicamenta un
récepteur voisin. Dans quelques systémes cependant, on a montré qu’un récepteur
peut avoir plus d’un site de combinaison pour la méme ou pour différentes molécules, et

que l'occupation d’un site du récepteur peut influencer I'occupation sur d'autres sites.

La liaison agoniste — récepteur produit une modification de la conformation de la
macromolécule, d’un transfert de charge ou de radical. Ces modifications induisent a
leur tour des réactions diverses : augmentation de 'AMP cyclique intracellulaire ou
modification de la perméabilité ionique de la paroi cellulaire par exemple. La relation
quantitative de la dose d’'un médicament et de la réponse ( effet ) s'exprime par des

courbes dose — réponse.

Il est en général plus simple de déterminer les facteurs affectant la
pharmacocinétique que ceux qui affectent la pharmacodynamie, car cette derniére est
difficile @ mesurer précisément. La perception de la douleur est difficile par exemple a
évaluer. |l a ce pendant été rapporté que la pharmacodynamie était entres autres

affectée par I'age, le sexe et 'espece.

4.1. FACTEUR DE VARIATION DE LA DYNAMIE : LE SEXE

Les femmes montrent par exemple des signes d’effets secondaires plus sévéres
que les hommes pour les agents antipsychotiques comme la chlorpromazine. Il a été

177,178 Ila

suggéré que les taux d’oestrogénes étaient responsables de cette différence
été démontré que les oestrogénes agissaient comme antagonistes de la dopamine et
pouvaient ainsi influencer I'effet des agents psychotiques. Aussi, 'affinité des récepteurs
de la sérotonine est plus élevée chez les femmes que chez les hommes. Une étude a

rapporté qu'il existe une différence entre les sexes dans la pharmacodynamie du
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propofol. Les femmes semblent moins sensibles a l'effet du propofol car elles

présentent des concentrations plasmatiques plus élevées au réveil™".

4.2 FACTEUR DE VARIATION DE LA DYNAMIE : LA CO- MEDICATION

La co-médication peut engendrer des interactions au niveau de ces récepteurs
pharmacologiques par potentialisation ou par inhibition. L'effet synergique de deux
médicaments est le résultat soit de la protection de I'agent actif au niveau des sites
récepteurs, soit de la sensibilisaton de ces derniers au médicament ou de

'augmentation de l'affinité du récepteur pour le médicament.

L'effet antagoniste de deux médicaments est le résultat d'une compétition au
niveau des récepteurs ou d'une diminution de la sensibilité du récepteur par
I'antagoniste. Le propofol est doué de propriétés sédatives et hypnotiques mais pas de
propriétés analgésiques'™. Lorsque l'administration de propofol est précédee de
prémédications telles des opioides ou la métédomidine, la dose nécessaire pour
linduction de Panesthésie est diminuée de 25 a 75 %'. Il a été démontré que la
métédomidine n’influengait pas la pharmacocinétique du propofol. La synergie
observée est donc probablement d’origine pharmacodynamique'®'. Il existe aussi une
synergie entre les benzodiazépines et le propofol dans la production d'un effet
hypnotique. Et I'association d'une benzodiazépine et d’'un opioide potentialise encore
plus l'effet du propofol et réduit la dose nécessaire a l'induction de I'anesthesie de 50%.
Bien que la diminution du débit sanguin produise une interaction pharmacocinétique, un

synergisme au niveau pharmacodynamique se produit également.

4.3 FACTEUR DE VARIATION DE LA DYNAMIE : LE PROFIL GENETIQUE

Le profil génétique affecte aussi la pharmacodynamie des médicaments. Deux
lignées de souris ont été isolées et sélectionnées pour leur sensibilité a I'ethanol et au
propofol (long réveil et réveil rapide). Le géne codant pour cette différence de sensibilité

a été identifie"®2.
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Le propofol a fait 'objet de nombreuses études pharmacocinétiques “*> mais
elles se sont déroulées pour la plupart dans un environnement contrélé. Par
conséquent, la variabilité interindividuelle que I'on rencontre dans la pratique vétérinaire
ne peut étre déterminée dans ce genre de protocoles. Le but de cette étude est
d’évaluer la pharmacocinétique et l'effet anesthésique du propofol dans un cadre
clinique chez des chiens en croissance et de tenter dlidentifier les sources

physiologiques de variation de celles-ci.
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B. MATERIEL ET METHODE

1. ANIMAUX

Les animaux utilisés au cours de ce projet sont des chiens de travail appartenant
a la fondation Mira inc. lls ont été amenés en consultation & I'hopital vétérinaire
d’enseignement de l'université de Montréal pour un examen radiographique servant au
diagnostic précoce de la dysplasie de la hanche. Ces chiens ont été anesthésiés a 6,
12 et 24 mois pour ces procédures diagnostiques. Les chiens de chaque sexe étaient
distribués équitablement entre deux groupes de prémédication (acépromazine 0.05
mg/kg avec ou sans butorphanol 0.1 mg/kg) selon une séquence aléatoire. Au cours de
cette période de deux ans, plusieurs de ces chiens ont été castrés. Les animaux qui
seront repris dans cette étude sont ceux dont un profil pharmacocinétique complet a pu
étre déterminé. Les données démographiques concernant les chiens ayant participé a

cette étude sont présentées au tableau XXV.

Tableau XXV : Données démographiques des chiens avec profil complet a I'age
de six mois, douze mois et vingt quatre mois.

£ A~ At . . Acépromazine et Nombre
édication
Premedi Acepromazine butorphanol d’animaux
R - avec profil
Sexe . Male | femelle Male Femelle complet
Nombre de chiens 10 4 9 11 34
-‘é’ Nombre de chiens castrés 0 0 0 0 0
El g Bouvier bernois 2 1 0 4 7
©18 Labernois 7 2 7 5 21
o Labrador 1 1 2 2 6
Nombre de chiens 4 10 4 6 24
v)
g Nombre de chiens castrés 3 1 4 0 8
~ o Bouvier bernois 1 3 0 1 5
- | &8 Labernois 3 6 4 4 17
o Labrador 0 1 0 1 2
Nombre d’animaux 8 12 8 12 40
% Nombre de chiens castrés 8 2 8 8 26
E R Bouvier bernois 4 3 1 3 11
d |9 Labernois 4 4 5 7 20
14 Labrador 0 5 2 2 9
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2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Le protocole expérimental était conforme aux directives du Canadian Council on
Animal Care et a été approuvé par le comité de bioéthique de la faculté de médecine
vetérinaire.

Un jeline a été maintenu 12 heures avant l'anesthésie. Tous les chiens ont étée
pesés et soumis & un examen physique ainsi qu'a une prise de sang veineux le jour
méme avant la procédure. Cet examen consistait en la mesure de 'hématocrite, des
solides totaux plasmatiques, de I'urée sanguine, de la frequence cardiaque, respiratoire

et de la température rectale.

2.1. PREMEDICATION

De fagon aveugle, chaque animal a été assigné dés la premiere anesthésie a un

groupe de prémédication (groupe1 : acépromazine seule; groupe 2 : acépromazine et
butorphanol). La méme prémédication a été administrée par voie intra-musculaire a

chacune des périodes. Le tableau XXVI présente les doses de prémédications

administrées.

Tableau XXVI : Dose de prémédication administrée dans chacun des groupes de
prémédication.

Dose de
prémédication Groupe 1 Groupe 2

(mg/kg) Male femelle Male femelle
o Acépromazine 0,05 0,050 0.050 0,050
‘©
E'| Butorphanol 0 0 0,100 0,100
2 Acépromazine 0,050 0,050 0.050 0,050
=
o Butorphanol 0 0 0,100 0,100
_g Acépromazine 0,050 0,050 0.050 0,050
<]
by Butorphanol 0 0 0,100 0,100
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2.2. INDUCTION DE L’ANESTHESIE
Vingt minutes aprés I'administration de la prémédication, des cathéters

intraveineux ont été placés dans les veines céphaliques gauche et droite pour permettre
administration du propofol et la prise d’échantillons sanguins. L’induction de
Panesthésie a été réalisée par 'administration de plusieurs doses de propofol en bolus a
raison de 1.25 mg/kg toutes les 15 secondes pour totaliser une dose permettant
lintubation endotrachéale de I'animal. Ce tube était alors connecté par un circuit

d’anesthésie a une source d’oxygéne a 100%.

Tableau XXVII : Doses d’induction administrées aux chiens des différents groupes
de prémédication.

Groupe 1 Groupe 2
Méle Femelle Male femelle
moyenne 4.4 4,3 4.1 42

(7]
;.,‘ g Ecart type 0,7 0,9 0,2 0,5
> © | valeurs extrémes | [3,85-6,36] | [3,57 —5,42] | [3,57 —4,44] | [3,33-5,26]
E ) moyenne 3,8 3,9 3,1 3,6
c 0
2| E Ecart type 0,8 0,5 0,38 1,7
= N
2 ~ | Valeurs extrémes [3,0-5,0] [3,21-4,52] | [2,73 -3,5] [2,9 -4,0]
© moyenne 3,34 4,47 3,3 3,7
2| o _
a g Ecart type 0,6 1,1 0,8 0,9

S | Valeurs extrémes | [2,44 - 3,82] [2,7 - 5,0] [2,4-47] [2,3 - 5,15]

Groupe 1 : acépromazine seule;  groupe 2 : acépromazine et butorphanol

2.3. MAINTIEN DE L’ANESTHESIE
Suite a son induction, I'anesthésie a été maintenue par 'administration de

propofol en perfusion pendant la durée du protocole visant & diagnostiquer la dysplasie
de la hanche. La vitesse de perfusion initiale était de 0,360 mg/ kg /min et était ajusté
au poids de I'animal et aux paramétres cliniques observés chez chacun. Ces signes
cliniques étaient la fréquence respiratoire, la fréquence cardiaque ainsi que les
réactions et le comportement de chaque chien. Des doses de charge supplémentaires

(1 mg/kg) ont été administrées au besoin en cas de signes de réveil. Les procédures
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diagnostiques consistaient en une série de radiographie selon deux procédures
standardisées (OFA et PennHIP ). Une ponction de larticulation coxo-fémorale a été
réalisée dans le but de prélever du liquide synovial. Une fois le protocole diagnostique
achevé, la perfusion a été arrétée et les animaux sont gardés sous observation jusqu’a

4 heures apres le réveil.

2.5. PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS SANGUINS

Des échantillons veineux (2 mL) ont été prélevés avant et 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20,
30, 45, 60, 120, 150, 180, 240, 300 minutes apres l'induction d’anesthésie, ainsi qu'aux
temps d'arrét de la perfusion, de la réapparition du réflexe de déglutition, des
recouvrements des positions sternale et debout, ainsi que lorsque le chien redevient
mobile. Le plasma a été récolté aprés centrifugation a 4 °C puis conservé a — 70 °C

jusqu’au moment de leur analyse.
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3. LES PARAMETRES MESURES

Des paramétres pharmacodynamiques et pharmacocinétiques, ainsi que la dose

requise pour l'anesthésie ont été mesurés lors de cette étude.

3.1 LES TEMPS ET CONCENTRATIONS DE REVEIL

Les concentrations au moment du réveil de I'animal ont été mesurées (tableau

XXVIII). Les signes de réveils sont tout d'abord le recouvrement du réflexe de
déglutition, la capacité de se tenir en position sternale (couché sur le ventre), puis en
position debout et en fin le recouvrement des réflexes psychomoteurs et la capacité

d’'étre mobile.

Tableau XXVIII : Temps de réveil mesurés

Tdéglu Moment de déglutition et 'extubation
Tsternal Moment de position sternale
Tdebout Moment de position debout
Tmobile Moment ou I'animal est mobile

3.2. ANALYSE PHARMACOCINETIQUE

3.2.1. Profils des concentrations en fonction du temps

La dose administrée et les temps d’arrét sont propres a chaque animal. Ces
paramétres étaient ajustés en fonction du comportement de I'animal et de la durée des
examens diagnostiques. Les concentrations plasmatiques ont été exprimées par
rapport a la dose totale individuelle administrée et sont exprimées en ng/ml.mg. Les
temps correspondant & ces concentrations ont été ajustés au temps d’'arrét de la
perfusion et sont exprimés en min. Le temps zéro correspond donc au moment de
Parrét de la perfusion. A partir de ces profils, les paramétres suivant ont été

déterminés :
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Concentrations a ’équilibre : C’est la concentration plasmatique atteinte
a 'état d’équilibre, lorsque la vitesse d’élimination egale la vitesse d’absorption. Elle a
été déterminée par la mesure de la concentration plasmatique au temps d'arrét de la

perfusion ou quelques minutes avant.

Phase de distribution : C’est le temps au cours duquel le médicament
est distribué dans les compartiments périphériques et éliminé. Elle a été déterminée

graphiquement en convertissant 'échelle des ordonnées en échelle logarithmique.

3.2.2. Paramétres pharmacocinétiques

Les profils de concentration plasmatiques en fonction du temps ont été analysés
par méthode non-c:ompartimentale182 avec le logiciel Winnonlin 1.6 (Pharsight Corp.
Cary NC, USA). Les aires sous la courbe (AUC) et l'aire sous le premier moment de la
courbe (AUMC) ont été déterminées en utilisant la méthode des trapézes log-linéaires,
puis extrapolées jusqu’a I'infini avec la pente terminale Az. Les paramétres suivants ont

été calculés :

Clairance: constante de proportionnalité reliant la concentration de médicament au site

_ASC

Equation 1
D (Eq )

de prélevement, a son élimination : CL

Ou D est la dose totale de propofol administrée

Clairance métabolique : La clairance métabolique est la clairance ajustée au poids
métabolique : CL mét.= CL/M°™® (Equation 2)

Ou M est le poids de I'animal.
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Temps de séjour moyen (TSM): Le temps moyen durant lequel les molécules de

médicament demeurent dans le systéme : 7TSM = Ajgéc +0.5- 71 (Equation 3)

Ou Tl est la durée de la perfusion

Volume de distribution: Constante reliant la concentration de médicament au site de

prélévement & la dose administrée : Veq=CL-TSM (Equation 4)

Temps de demi-vie: Le temps nécessaire pour I'élimination de la moitié de la dose lors

de la phase terminale d’élimination: t1, (ke) = lnIEZ) (Equation 5)
e

3.3. ANALYSE STATISTIQUE
La signification statistique a été déterminée par des tests de t gtéce au logiciel
excel. Les valeurs de clairance, de volume de distribution ont été transformés en

données logarithmiques®®. Le seuil de détermination a été fixé a 0,05 (a = 0,05).



C. RESULTATS

1. DOSES ADMINISTREES

1.1 CHIENS AGES DE SIX MOIS
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Cette partie de I'étude comportait 34 sujets au total, distribués aléatoirement

entre deux groupes de prémédication et en fonction de leur sexe. Les poids des

animaux était homogénes (25,4-26,8 kg). On constate que la prémédication influence

la dose nécessaire pour maintenir 'anesthésie. Les doses requises de propofol sont

inférieures lorsque la prémédication est composée de butorphanol et d’acépromazine

(p<0,05). De plus, les chiens auxquels l'acépromazine seule a été administrée, ont

nécessité plus fréequemment I'administration d’'une dose de charge supplémentaire pour

le maintient de 'anesthésie (p< 0,05).

Tableau XXIX : Doses de propofol administrées pour induction et le maintien de
'anesthésie des chiens dgés de six mois.

Prémédication

sexe
Poids (Kg)

Dose de
maintien
(mg/kg/min)
Dose
d’'induction
(mg/kg)
Dose totale
(mg/kg)*
% des chiens ayant
regu un bolus

(

Dose de propofol
mg)

Acépromazine

Male femelle
2613 252
[22 - 33] [24 — 28]
0,39 +£0,07 0,38 £ 0,04
444+07 4309
30,2+7,8 239 1,2
70% 100%

« pour une anesthésie de 62 min en moyenne

Acépromazine et butorphanol

Male femelle
25+3 24+ 4
[20 - 29] [20 - 30]
0,31 +£0,05 0,32+0,06
41+02 42105
235+42 221+2.2
20% 20%
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1.2 CHIENS AGES DE DOUZE MOIS

Cette partie de I'étude comportait 24 sujets au total, distribués aléatoirement
entre deux groupes de prémédication. Les poids des animaux était compris entre 26 et
46 kg. Le tableau XXX décrit les doses de propofol administrées pour induire et
maintenir l'anesthésie. On observe aussi & 'adge de 12 mois que la dose nécessaire
pour induire et maintenir I'anesthésie est plus faible lorsque la prémédication est
composée de butorphanol et d'acépromazine. Cette différence n'est pas significative
pour les doses d'induction. Elle ne 'est pas non plus pour les doses de maintien chez
les males (p= 0,06). La dose de maintien est significativement plus élevée chez les
femelles (0,005). Aussi, les animaux qui ontregu la prémédication avec butorphanol ont
nécessité moins fréquemment I'administration de doses de charges supplémentaires

(p<0,05).

Tableau XXX : Doses de propofol administrées pour 'induction et le maintien de
anesthésie des chiens dgés de douze mois.

Prémédication Acépromazine Acépromazine et butorphanol
Sexe Male Femelle Méle femelle
. 3616 33+4 352 3215
Poids ( kg) [30 — 46] [28 - 38] [33 - 39] 26 — 39]
_ Dose de
“g maintien 0,36 £ 0,05 0,35+ 0,09 0,21 £ 0,05 0,28 £ 0,03
S __ (mg/kg/min)
oo 5 .
o £ Dose d'induction
§ = (mg/ka) 3806 3,9+£0,5 3,1+£0,2 36104
8 Dose totale * 17,00+£3,58 19,50 +5,90 11,36 + 3,59 16,00 £ 6,18
(mg/kg)
% des chiens ayant 75% 50% 15% 15%

regu un bolus

*Pour une durée d’anesthésie de 43 minutes en moyenne.
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1.3 CHIENS AGES DE VINGT QUATRE MOIS

Cette partie de I'étude comportait 40 sujets au total , distribués aléatoirement
entre deux groupes de prémédication. Les poids des animaux était compris entre 25 et
55 kg. On observe au tableau XXXI que la dose de maintien et la dose totale
administrées aux males ayant regu la prémédication sans butorphanol, est plus élevee
que celle des méales ayant regu la combinaison acépromazine et butorphanol (p< 0,05).
La dose requise pour Iinduction de 'anesthésie n'est cependant pas affectée par la
prémédication chez les males. Les femelles par contre, ont nécessité des doses de
maintien sensiblement plus élevées avec la prémédication2 (p= 0,38); mais la dose
administrée pour induire 'anesthésie était plus faible avec la prémédication 2 (p=0,02).
La dose totale administrée aux femelles s’est révélée équivalente dans les deux
groupes de prémédication. Le pourcentage de chiens qui ont nécessité des doses de

charge supplémentaires est plus faible avec la prémeédication 2 (p< 0,05).

Tableau XXXI : Doses de propofol administrées pour I'induction et le maintien de
’anesthésie des chiens 4gés de vingt quatre mois.

Prémédication Acépromazine Acépromazine et butorphanol
sexe Male Femelle Méle femelle
. 42+8 33+5 37+7 33+6
Poids (kg) [ 33 - 55] [ 27 - 46] [ 24 - 39] [25 - 45]
_ Dose de
9 maintien 0,39 + 0,02 0,36 + 0,06 0,35+ 0,03 0,41+0,2
o (mg/kg/min)
g Dose
P d’induction 3,310,6 45+1,1 3,3+0,8 3,7+09
o (mg/kg)
2 *
: Dose totale 2018+312 1915 £+450 15,30 + 3,49 19,00 + 4,30
(mg/kg)
% des chiens ayant 25% 25% 0% 10%

recu un bolus

* Pour une durée d’anesthésie de 40 min en moyenne
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1.4. EFFET DE L’AGE SUR LA DOSE DE PROPOFOL REQUISE

Tous groupes de sexe et de prémédication confondue, les doses pour l'induction
de I'anesthésie sont significativement plus élevées a 6 mois qu'a 12 ef 24 mois
(p<0,05). La dose de maintien s’est avérée significativement plus élevee a 24 mois qu’a
12 mois. Elle est plus élevée a 6 mois qu'a 12 et 24 mois mais cette différence n'est pas
statistiquement significative. De plus, les chiens &gés de 24 mois ont nécessité moins
de dose de charge supplémentaire que ceux qui sont 4gés de 6 mois et 12 mois (figure
14). Les différences observées entre les sexes différent quelque peu en fonction de
I'age : On voit que la prémédication affecte la dose administrée chez les chiens ageés de
six et douze mois de la méme maniére pour les méles et les femelles. A l'age de 24
mois cependant la prémédication affecte la dose requise différemment. Les femelles
dont la prémédication était composée d’acépromazine seule ont nécessité de plus fortes
doses pour le maintien de 'anesthésie contrairement a I'age de six et douze mois. Les
males par contre n‘ont pas réagit de différemment par rapport a I'age de six et douze
mois. Ceux dont la prémédication était composée de butorphanol et d’acépromazine ont
nécessité moins de propofol pour le maintien de I'anesthésie. La dose requise pour
linduction de I'anesthésie par contre était supérieure chez les femelles du groupe de

prémédication avec butorphanol .
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Figure 12: Effet de I’Age sur la dose requise pour le maintien de Panesthésie
I'animal.

Figqure 12a :

Figure 12b :
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Figure 13 : Effet de ’dge sur la dose requise pour I'induction de I'anesthésie
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2. PHARMACOCINETIQUE

2.1 EFFET DE LA PREMEDICATION ET DU SEXE

2.1.1 Chiens agés de six mois

Les chiens ont été séparés en fonction de la prémédication administree
(acépromazine avec ou sans butorphanol) et en fonction de leur sexe. La figure 15
présente les profils de tous les animaux agés de six mois ayant participé a I'étude. On
peut noter la grande variabilité des profils pharmacocinétiques de ce groupe de chien

agés de six mois.

Figure 15 : Profils pharmacocinétiques de tous les chiens dgés de six mois
(n=33)
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Le tableau XXXII présente un sommaire des paramétres pharmacocinétiques
pour les chiens agés de six mois et les figures 16a, 16b, 17a et 17b représentent les
profils pharmacocinétiques moyens des animaux appartenant & un méme groupe de
prémédication et de sexe. Elles permettent de voir I'effet du sexe et de la prémédication
sur la pharmacocinétique du propofol. VLa durée des prélévements était comprise entre

240 et 300 min. La durée de la perfusion était comprise entre 40 et 95 min.

On constate que les parametres pharmacocinétiques obtenus sont tres
variables. On voit aussi que le groupe des males ayant recu la prémédication avec
butorphanol a tendance & se démarquer des autres groupes par leur clairance plus
faible (p<0.05), leur volume de distribution plus faible (p<0.05) et par la durée de la
phase de distribution plus élevée. Cet effet de prémédication n'est pas observé chez

les chiens de sexe féminin.

Tableau XXXII : Paramétres pharmacocinétiques obtenus chez les chiens dgés de
six mois.

Prémédication Acépromazine Acépromazine et butorphanol
Sexe Male Femelle Male Femelle
Clairance 32+ 14 34 + 11 22+ 14 34119
(ml/min.kg) [16 =59 ] [19 -44] [13 -23] [18 - 83]
. 119 £ 104 124,50 + 58,.8 81,44 £ 26,32 139,50 £ 80,26
T1/2 (min)
[30 -378] [83 -190] [42 -132] [34 -29]
2015 22+ 25 1408 25+16
Vss (L/kg)
[0,8-5,2] [0,8 - 5,9] [0,5 -3,5] [0,9 - 6,6]
. 76 63 63+ 56 64 + 26 78 £ 35
MRT (min)
[9,33 - 223,72] [24 - 142] [33,99 - 109,46] [35,08 - 161,25]
Conc. A
I'équilibre 7,02+71 7,08+8,0 9,12 +7,1 8,13%7,5
(ng/mi.mg)
Durée phase de 25 £17 25 1 11 34 114 27116
distribution
(min) [2-62] [13-38] [15-55] [9-60]

(moyenne £ EC; [valeurs extrémes])
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Figure 16a : Effet de la prémédication sur le profil pharmacocinétique du propofol
chez les femelles agées de six mois.
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Figure 16b: Effet de la prémédication sur la pharmacocinétique du propofol chez
les males agés de six mois.
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Figure 17a : Effet du sexe lorsque la prémédication est composée d’acépromazine
et de butorphanol.
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Figure 17b : Effet du sexe lorsque la prémédication est composée d’acépromazine
seule.
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2.1.2 chiens dgés de douze mois

L'effet de la prémédication et du sexe a été analysé chez les chiens &gés de 12
mois. Ce groupe de chiens comptait 16 femelles et 8 méles. Les résultats obtenus

montraient la méme variabilité observée chez les chiots agés de six mois ( figure 18).

Figure 18 : Profils pharmacocinétiques de tous les chiens dgés de douze mois
(n= 26).
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Le tableau XXXIll présente les paramétres pharmacocinétiques obtenus pour
les chiens agés de 12 mois. Les figures 19a, 19b, 20a, et 20b sont les profils des
concentrations en fonction du temps et permettent de visualiser I'effet du sexe et de la
prémédication sur la pharmacocinétique du propofol. La durée des prélevements sont

compris entre 180 et 300 min. Les durées de perfusion sont de 23 a 77 min.

La grande variabilité des parametres obtenus ne permet pas de conclure en un
effet prémédication ou sexe significatif statistiquement. On observe que Ia
prémédication a tendance a affecter le volume de distribution. La prémédication
composée d’acépromazine et de butorphanol tend & diminuer le volume de distribution
du propofol. Cette prémédication ne semble cependant pas affecter significativement
les concentrations plasmatiques a I'équilibre ( tableau XXXIll et figure 19a, b,c et d). On
peut noter tout de méme que les concentrations a I'équilibre des méles ayant regu la

prémédication 2 sont plus élevées que celles des autres groupes (tableau XXXIII et
figure 19b).

Tableau XXXIII : Paramétres pharmacocinétiques obtenus chez les chiens dgés de

douze mois

Prémedication Acépromazine Acépromazine et Butorphanol
Sexe Male femelle Male Femelle
. . 23+7 20+5 2243 1942
Clairance (ml/min.kg) [19-34 ] [11-30] [19- 28] [17 - 23]
. 181+ 41 156 + 75 134 £ 35 131 £ 42
172 (min) [140-239] | [61-309] | [108-187] | [83-138]
29 +13 21+09 15402 1602
ves (Lkg) [13-43] | [08-38] | [14-17] | [1.3-2,1]
. 143 + 46 105 + 46 69 13 87 + 20
MRT (min) [110-176] | [50-192] | [58-87] [79-119]
Conc. a I'équilibre
o 2o 16 £2 20 +9 248 1642
T (phase de distribution) 32:17 31 212 33143 38 £ 26
(min) [11-54] [14 260 ] [4-97] [14-74]
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Figure 19a : Effet de la prémédication sur la pharmacocinétique du propofol des
femelles dgées de douze mois.

Cette figure présente les profils pharmacocinétiques moyens des femelles agées de
douze mois, appartenant a chacun des groupes de prémédication. Ces profils ont été

tracés pour les temps suivants I'arrét de la perfusion.
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Figure 19b: Effet de la prémédication au butorphanol chez les chiens méles dgés
de douze mois.

On observe dans cette figure un léger effet de la prémédication sur les concentrations a
I'équilibre des males. Ces dernieres sont plus élevées chez ceux qui ont regu la

prémédication 2 (acépromazine et butorphanol).
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Figure 20a : Effet du sexe lorsque la prémédication est composée d’acépromazine
seule.

Cette figure présente les profils des concentrations en fonction. On ne voit pas de
différence significative entre les profils des méles et des femelles . ( F : femelle;

M :maéle; 01 : non castrée-acépromazine; 11 :castré-acépromazine)
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Figure 20b : Effet du sexe lorsque la prémédication est composée
d’acépromazine et de butorphanol.

Cette figure présente les profils des concentrations en fonction du temps, observés chez
les chiens agés de 12 mois. On n'entrevoit pas de différence entre méles et femelles.
(F: femelle; M: méle; 02: non castrée-prémédication 2; 12: castré-prémédication 2)
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2.1.3 Chiens agés de vingt quatre mois

Les chiens ont été séparés en fonction de la prémédication administrée
(acépromazine avec ou sans butorphanol) et en fonction de leur sexe. La figure 21
présente les profils de tous les animaux agés de vingt quatre mois qui ont participé a

I'étude (n = 42). Les profils obtenus montrent encore une fois une grande variabilité.

Figure 21 : Profils pharmacocinétiques de tous les chiens 4gés de vingt quatre
mois (n=42).
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Le tableau XXXIV présente les paramétres pharmacocinétiques obtenus pour
les chiens agés de 24 mois. Les figures 22a, 22b et 22c sont les profils des
concentrations plasmatiques de propofol, en fonction du temps. Elles montrent I'effet du
sexe et de la prémédication sur la pharmacocinétique du propofol. La duré des
prélévements sont compris entre 257 et 431 min. Les durées de perfusion sontde 16 a

64 min.

On observe que le sexe tend a affecter la pharmacocinétique du propofol. La
clairance des méales est en moyenne inférieure a celle des femelles et le volume de
distribution de ces dernieéres est légérement plus élevé. Il semble aussi exister une
interaction entre la prémédication et le sexe. En effet, les femelles qui ont regu la
prémédication 2 (avec butorphanol) se démarquent des trois autres groupes et
présentent un volume de distribution un peu plus élevé ainsi qu’une phase de
distribution un peu plus longue. La moyenne des concentrations & I'équilibre des males
ayant regu du butorphanol est plus élevée que celle des trois autres groupes mais la
grande variabilit¢ des données ne permet pas de conclure que les différences

observées soient statistiquement significatives.

Tableau XXXIV :Paramétres pharmacocinétiques obtenus chez les chiens dgés de
vingt quatre mois.

Prémédication Acépromazine Acépromazine et butorphanol
Sexe Male femelle Male Femelle
. . 22 + 4 28 +7 2417 28 £ 20
Clairance (ml/min.kg) [17 -28] [19—42] [16—34] [17 - 23]
. 142 + 42 129 + 46 123 + 95 144 +123
T172 (min) [80-183] | [65-221] | [50-319] | [63-513]
21+08 24+08 1,9£0,9 3,022
Vss (Lkg) [11-29] | [12-34] | [09-39] | [08-66]
. 93 + 25 89 + 39 90 +71 123 + 112
MRT (min) [65-135] | [28-172] | [28-241] | [49-455]
Conc. A I'équilibre
ot 1492 £277 | 13,435,095 | 1863834 | 14,92+2,77
T(phase de distribution) 19110 25 £15 27+ 12 3012
(min) (8- 38] [5-50] [3— 69] [15-55]
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Figure 22a : Effet de la prémédication au butorphanol chaz les femelles igées de

wingt quiatre mois.
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Figure 22b: Effet de [a prémédication au butorphanol chez les chiens miles dgés

de vingt quatre mois.
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Figure 22c: Effet du sexe et de la prémédication sur les profils
pharmacocinétiques des chiens 4gés de vingt quatre mois.

A la figure suivante, on n'observe pas de différence entre les males et des
femelles lorsque la prémédication est de I'acépromazine seule. Les concentrations
plateau des males ayant regu du butorphanol sont supérieures a celles des trois autres
groupes. Cette différence est cependant moins marquée comparativement a la méme

différence observée lorsque les chiens sont 4gés de six mois

D
o

W
(0)}

w
N

-6~ Femelle acep
~@- Femelle acep + b
-3 male acep

-~ male acep + but

N
0]

N
D

Py
[&)]

conc._ajustée_(ng/ml.mg)
N
o

-
N

temps_ajusté_(min)




119

2.2 EFFET DE L’AGE SUR LA PHARMACOCINETIQUE DU PROPOFOL

2.2.1 Effet de ’aqe sur la clairance

La clairance est significativement plus élevée a 6 mois qu'a 12 et 24 mois
(p< 0,05).0n observe aussi une augmentation de 20% de la clairance entre 12 et 24
mois ( p< 0,05). D’autre part, I'interaction pharmacocinétique entre le butorphanol et le
propofol n'est significative qu'a I'age de 6 mois.

Figures 23a et 23b : Variation de la clairance ajustée au poids et de la clairance
métabolique du propofol en fonction de I’age, du sexe, et de la prémédication.
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2.2.3. Effet de I’age sur le volume de distribution

Tous groupes de sexe et de prémédication confondus, le volume de distribution
augmente entre 6, 12 et 24 mois. Le volume de distribution des chiens &gés de 24 mois

est significativement plus élevé que celui des chiens 4gés de 6 mois (p=0,05).

Figure 24 : Effet de I’age, de la prémédication et du sexe sur le volume de
distribution
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2.2.4. Effet de I’dge sur le temps de demi-vie

Aucune différence significative n’a été notée au niveau du temps de demi-vie.

Figure 25 : Effet de ’age sur le temps de demi-vie
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2.2.5. Effet de I’Age sur les profils pharmacocinétiques

2.2.5.a. Femelles ayant recu la prémédication 1

Figure 26a :Effet de I’age sur les profils pharmacocinétiques des femelles ayant

regu une prémédication composée d’acépromazine.

2.2.5.b. Femelles ayant recu la prémédication 2
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Figure 26b :Effet de I’dge sur les profils pharmacocinétiques des femelles ayant

regu une prémédication composée d’acépromazine et de butorphanol.
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2.2.5.c. Males ayant recu la prémédication 1

On observe que le profil cinétique des méles &4gés de six mois et ayant regu une
prémedication composée de butorphanol et d’acépromazine se démarque des profils
des méles agés de 12 mois et de 24 mois. Les Concentrations maximales sont plus

faibles pour les chiens agés de six mois et la phase de distribution est plus lente.

Figure 26¢c : Effet de I’dge sur le profil pharmacocinétique des males ayant regu
une prémédication composée d’acépromazine seule.
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2.2.5.d. Méales ayant recu la prémédication 2

Figure 26d : Effet de I’dge sur le profil pharmacocinétique des maéles ayant regu
une prémédication composée d’acépromazine et de butorphanol.
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3.1 EFFET DE LA PREMEDICATION ET DU SEXE SUR LES CONCENTRATIONS ET

LES TEMPS DE REVEIL

3.1.1. Chiens agés de six mois

On observe au tableau XXXV que les temps de réveil tendent a étre plus court

chez les femelles que chez les méales et cette différence s'est avérée significative

(p<0,05) au temps de recouvrement des réflexes psychomoteurs. D’autre part, on

remarque que les concentrations au temps de déglutition sont significativement plus

élevées chez les males que chez les femelles, dans le groupe de prémédication avec
butorphanol (p<0,05).

Tableau XXXV : Temps et concentrations de réveil observés chez les chiens agés

de six mois.

Prémédication

Acépromazine

Acépromazine et butorphanol

Sexe Male femelle Male femelle
T déglu 14+9 92+4 16 + 14 5+3
(' min)
C deglu 4935 £ 467 3067 4 742 8178 £ 523 4504 £ 973
( ng/ml)
T sternal 22412 21 +7 22+7 19+7
(' min)
C sternal 3093 + 1329 1857+ 826 4251 + 1300 3583 +2052
(ng/ml)
T debout
(min) 35+ 12 37 +1 40%9 27 16
C debout
ng/m) 2595 + 472 1862 +1041 2802 + 756 2174 + 634
qubnle 57 + 15 38 + 10 42 +1 39+ 11
(min)
Cmobile | 148141023 | 1609 £1258 1819+ 1 1832 523

( ng/ml)
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3.1.2.Chiens dgés de douze mois

On observe a I'age de 12 mois, que les concentrations au réveil tendent a étre
plus élevées chez les femelles que chez les males. Cette différence est significative
dans le groupe de prémédication 1 seulement, pour les concentrations au temps de
deglutition. De plus les concentrations de réveil tendent a étre plus faibles lorsque la
prémédication était composée de butorphanol et d’acépromazine. Cette différence est

significative au niveau de la concentration de déglutition ( p<0,05).

Tableau XXXVI : Temps et concentrations de réveil observés chez les chiens dgés
de douze mois.

Prémédication Acépromazine Acépromazine et butorphanol
Sexe Male femelle Male femelle
T deglu 13 £ 10 11+6 945 1248
( min)
C deglu 3200 + 1196 6298 + 853 2373 £ 720 3332 1 843
(ng/ml.mg)
T sternal 24 +18 20 +7 1645 31 £ 11
(min)
C sternal
(ng/ml.mg) 2885+ 732 3520 + 1008 2034 + 516 2271 + 874
T debout
(min) 32 + 31 29 = 11 34 + 11 38 +12
C debout
(ng/ml.mg) 2352 + 344 3066 + 910 1336 + 705 2119 £ 816
T mobile 48 + 31 35 + 10 43 +8 51 422
(min)
C mobile 2009 + 429 2249 + 595 1301 + 746 1660 + 773
(ng/ml.mg)
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3.1.3 Chiens agés de vingt quatre mois

On voit au tableau XXXVII que les temps de déglutition sont plus élevés lorsque
la prémedication est composée de butorphanol et d’acépromazine ( p< 0,05). On voit
aussi que les concentrations de déglutition et de recouvrement de la position sternale

sont plus élevées dans le groupe de prémédication1 (p<0,05).

Tableau XXXVII : Temps et concentrations de réveil observés chez les chiens agés

de vingt quatre mois.

Prémédication Acépromazine Acépromazine et butorphanol
Sexe Male femelle Male femelle
T deglu 1546 17+8 2817 27 £ 10
( min)
C deglu 2370 1 692 3110 + 802 2700 + 385 4700 £ 698
( ng/ml.mg)
T sternal 37 +13 32 + 11 42 + 11 52422
( min)
C sternal
(ng/mi.ma) 2609 + 945 2392 + 737 1802 + 531 1661 + 400
T debout
(min) 56 + 19 45 + 15 60 + 24 63 +26
C debout
(ng/mima) 2247 + 445 1803 + 557 1437 + 480 1609 % 349
T mobile 58 + 19 57 + 25 65 + 22 64 + 23
(min)
C mobile 2269 + 785 1446 + 458 1266 + 386 1401 + 387
( ng/ml.mg)
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3.2. EFFET DE L’AGE SUR LA PHARMACODYNAMIE DU PROPOFOL

3.2.1 Effet de ’Age sur les temps et les concentrations de position

sternale
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3.2.2 Effet de I’4ge sur les temps et les concentrations au moment

du recouvrement de la position sternale

Figure 29 : Effet de I’age sur les concentrations plasmatiques au moment de la
capacité de I’animal a se maintenir en position sternale
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Figure 30 : Effet de I’age sur le temps nécessaire pour que I’'animal recouvre la
capacité de se maintenir en position sternale
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3.2.3. Effet de ’age sur les temps et les concentrations de position

debout

Figure 31 : Effet de I’dge sur les concentrations plasmatiques au moment du
recouvrement de la capacité a se maintenir debout
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Figure 32 : Effet de ’dge sur le temps nécessaire pour le recouvrement de la
faculté de se maintenir debout aprés I'arrét de la perfusion
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3.3.4. Effet de I’age sur les temps et les concentrations de mobilité

Figure 33 : Effet de I’dge sur les concentrations plasmatiques de propofol au
moment du recouvrement des réflexes psychomoteurs aprés arrét de la
perfusion
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Figure 34 : Effet de I'dge sur le temps nécessaire aprés I'arrét de la perfusion pour
le recrouvrement des réflexes psychomoteurs
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D. DISCUSSION

L’objectif de ce projet était de déterminer les sources de variabilité¢ de la
pharmacocinétique du propofol chez des chiens en croissance. Le protocole a été
réalisé dans un cadre de pratique clinique. Les animaux qui ont participé a I'étude
devaient subir un examen radiographique pour le diagnostic de la dysplasie de la
hanche. Des positions contraignantes et douloureuses étaient imposées aux chiens lors
de cette radiographie. Une anesthésie était par conséquent nécessaire. L'intérét
d’utiliser du propofol pour l'induction et le maintien de I'anesthésie réside dans le fait
qu’étant tres lipophile, son effet hypnotique et sédatif apparait trés rapidement car il
passe facilement la barriere hémato-encéphalique, et disparait tout aussi rapidement
aprés l'arrét de la perfusion, car il est largement distribué dans les tissus; et ce, sans
laisser d’effets résiduels négatifs et sans phénomene d’accumulation, méme aprés une
perfusion de longue durée®. |l existe de plus une bonne corrélation dose effet

permettant d’obtenir facilement un niveau d’anesthésie stable.

Les études déja publiées portant sur la pharmacocinétique du propofol chez le
chien se sont déroulées dans un environnement contrélé, ou les doses étaient pour la

49-53 Ces

plupart préétablies et fixes pour tous les animaux participant a I'étude
schémas d’administration ne correspondent cependant pas a ceux pratiqués en milieu
cliniqgue ou les doses administrée sont ajustées en fonction du comportement et des
réactions individuelles de chaque animal pendant 'anesthésie. La vitesse de perfusion y
est par conséquent modulée, et des bolus supplémentaires peuvent étre administrés si
cela s’avere nécessaire. La présente étude pharmacocinétique a été réalisée dans ce

cadre.

Une telle etude présente I'avantage d’évaluer la pharmacocinétique dans un
cadre pratique et non exclusivement expérimental. Elle présente cependant aussi
linconvénient de contraintes que sont le nombre de prélévements limité pour des
raisons éthiques ainsi qu'un manque de précision quelques fois rencontré dans les
temps de préléevement. Ces inconvénients sont toutefois atténués par le nombre
important de chiens ayant participé a cette étude ainsi que par I'approche choisie pour le
calcul des parametres pharmacocinétiques. Les paramétres pharmacocinétiques ont
été calculés par une méthode non compartimentale, appliquée a un modéle de
perfusion. Cette méthode basée sur le calcul de I'aire sous la courbe est robuste, simple

et rapide. L’omission d’un point critique ou une erreur dans un temps de prélévement
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affecte trés peu le calcul de l'aire totale sous la courbe et par conséquent la valeur des

parameétres calculés.

La premiere remarque a apporter aprés I'observation des profis de
concentrations  plasmatiques en fonction du temps et des paramétres
pharmacocinétiques obtenus est leur trés grande variabilité. Cette variabilité n’est pas
due a des doses d’administration différentes étant donné que les concentrations ont été
divisées par la quantité de propofol administrée & chaque animal. Elle est
caractéristique des médicaments, tels le propranolol trés lipophile, et dont le coefficient
d’extraction hépatique est élevé. Leur clairance hépatique et leur distribution dans les
tissus sont dépendantes du débit sanguin. Or ce dernier montre une variabilité intra
individuelle et interindividuelle qui se refléte sur la distribution et I'élimination™?. Les
clairances moyennes obtenues dans cette étude ( 30.0 ml/min/kg, 21.0 mi/min/kg et
25.5 mi/min/kg a 6, 12 et 24 mois respectivement ) sont élevées mais, contrairement a
ce qui a été rapporté chez 'homme et le chien, elles demeurent inférieures au débit
hépatique de 41 ml/min/kg estimé par Boxenbaum'®. Elles sont plus faibles que la
clairance moyenne de 50.1 ml/min/kg obtenue chez des chiens Beagles ayant regu un
bolus puis une perfusion, par Nolan & Reid®! et sont comparables a celle obtenues par
Hall et ses collaborateurs® chez des chiens croisés ( 34.4 ml/min/kg ) et a celle obtenue
par Mandsager et ses collaborateurs' chez des Greyhound ( 29.8 mi/min/kg ). Ces
differences peuvent étre attribuées au fait que les races sélectionnées pour ces études

sont différentes.

Le volume de distribution peut étre évalué par trois méthodes. Le volume de
distribution obtenu & partir des microconstantes est le plus exact car il se rapporte a la
physiologie du modéle mais nécessite une modélisation. Or I'approche choisie dans
cette etude est une approche non compartimentale. Le volume de distribution obtenu
par I'extrapolation de la droite d’élimination terminale conduit & une surestimation de la
valeur et ne permet pas de tenir compte de la phase de distribution.’ Le volume de
distribution calculé a partir de I'aire sous la courbe tient compte de tous les phénomeénes
de distribution et d’élimination. Il surestime quelque peu le volume de distribution a
I'équilibre mais cette surestimation reste sans importance clinique significative. C’est
cette derniere valeur qui a été utilisée pour estimer le volume de distribution. Les
valeurs obtenues dans cette étude montrent une grande variabilité inter animal. Les

valeurs obtenues se situent dans un intervalle compris entre 0.9 et 6.6 L/kg. Les
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moyennes sont de 2.35 L/kg, 2.02 L/kg et 2.02 L/kg & six, douze et vingt quatre mois
respectivement. Elles reflétent la large distribution du propofol dans les tissus du fait de
sa grande lipophilicite. Elles sont plus faibles que celles publiées dans la littérature pour
des chiens beagle® (6.510 L/kg ), et pour des chiens croisés®™ ( 6.04 L/kg ) ayant recu
un bolus puis une perfusion de propofol. Mais elles sont comparables & celles obtenue
pour des greyhound'™ (2.26 L/kg) ayant aussi regu le propofol seul en bolus puis en
perfusion. Tout comme les différences observées pour les clairances cette différence
observée entre les volumes de distribution observés dans cette étude et ceux publiés
I*! I peut provenir des différentes races de chiens

par Nolan et all’>’ et Hall et al

sélectionnées.

Plusieurs profils pharmacocinétiques laissaient apparaitre un pic secondaire,
apres l'arrét de la perfusion. Ces pics correspondent au temps de recouvrement de la
position sternale ou mobile. De tels pics ont déja été rapportés chez 'homme et chez le

#44953145 |l sont probablement dus & un changement du débit sanguin et du

chien
rythme cardiaque au moment du réveil conduisant a la libération du propofol & partir de

tissus réservoir tels les tissus adipeux®®.

Le moment du réveil était déterminé par le recouvrement des réflexes de
deglutition, de la capacité de maintenir une position sternale, debout puis mobile. Les
temps de réveil observés dans cette étude sont un peu plus long mais toutefois
comparables & ceux publiés par Nolan & Reid* chez des chiens beagle ayant regu un
bolus et une infusion de propofol (temps moyen de déglutition de 15 min versus 7.6 min,
temps moyen de maintenance de la position sternale de 28.19 versus 20.8 et temps de
maintenance de la position debout de 61.45 min versus 30.7 min). La prémédication qui
avait eté utilisée était un mélange d’acépromazine et de papaveretum produisant une
neuroleptanalgésie. Ces différences peuvent étre dues a la différence des doses
administrées. Une étude portant sur six chiens beagle ayant regu des doses bolus de
propofol, a démontré que les temps de réveil sont dépendants de la dose administrée.
Une augmentation de la dose engendrait un prolongement du temps d’apparition des
réflexes de déglutiion®™. T. Kazama et ses collaborateurs ont aussi montré chez
'homme que plus la durée de la perfusion est courte, plus rapide est la diminution de la
concentration du propofol au site d’action, en raison du temps nécessaire pour
I'équilibration entre les concentrations plasmatiques et cérébrales. Inversement , plus la

durée de la perfusion est longue, plus les temps de réveil sont prolongés'®. Les
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concentrations au réveil dépendent de 'administration ou non de prémédication ainsi
que du type de la co-médication ou de la prémédication administrée. Celles rapportées
chez 'nomme lorsque le propofol est administré en perfusion, sont comprises entre 0.74
et 1.66 pg/ ml 18718818810 | 4 concentration au réveil chez le chien est plus élevée que
chez 'homme. Les concentrations rapportées dans la littérature sont variables. Elles
sont comprises entre 1.1 et 2.9 pg/ml “**°. Dans notre étude, les concentrations au
réveil observées sont plus élevées que celles rapportées dans la littérature
(Concentration au temps de déglutition compris entre 2,4 et 8.2 pg/ ml et concentration

au temps de mobilité compris entre 1.3 et 2.2 ug/ml) .

L’administration d’une prémédication avant I'administration de propofol est
recommandée car elle permet de diminuer la dose requise pour l'induction et le maintien
de l'anesthésie et diminuer de ce fait les effets secondaires, notamment la dépression
respiratoire, reliés a de fortes doses de propofol. L'acépromazine est une phénothiazine
douée de propriétés sédatives et tranquillisantes. Les conclusions quant & son aptitude
a diminuer la dose nécessaire a 'induction de I'anesthésie sont contradictoires. Certains
ont noté une diminution de 25 a 30 % de la dose de propofol nécessaire au maintien de
I'anesthésie'" alors que d'autres n’en ont pas noté'®? . Les morphiniques permettent de
diminuer considérablement la dose d’induction et de maintien de I'anesthésie ( d'un
facteur de 50 a 75 % ); et la combinaison d’'un tranquillisant et d’'un morphinique,
souvent utilisée en médecine vétérinaire, produit une hypnose et une analgesie
(neuleptanagésie) et permet de diminuer de maniére importante la dose requise 5,
Dans notre étude, deux types de prémédication ont été utilisés. Un groupe de chien a
recu Pacépromazine seule par voie intra musculaire, et un second groupe a recu une
combinaison d’acépromazine et du morphinique butorphanol. Le groupe ayant regu la
prémédication composée d’acépromazine et de butorphanol a nécessité en effet moins
de bolus supplémentaires au cours du diagnostique, et ce chez les males et les femelles
ainsi que dans les trois groupes d’age ( 6, 12 et 24 mois). La dose de maintien était
diminuée d’un facteur de 25% dans le groupe ayant regu la combinaison acepromazine
et butorphanol ( p< 0.05). On pouvait observer la méme tendance pour la dose
d'induction mais la différence observée n'était pas significative cliniquement et
statistiquement. La raison de cette diminution de la dose nécessaire engendrée par
ladjonction de butorphanol & la prémédication n'est pas pharmacocinétique, car
aucune différence significative n’a été observée au niveau de la clairance, du volume de

distribution , du temps de résidence moyen ou du temps de demi-vie. Une différence
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significative pouvait cependant étre observée au niveau des concentrations
plasmatiques prélevées au moment du recouvrement de la position sternale, et mobile.
Ces concentrations plasmatiques sont plus faibles dans le groupe ayant recu
I'acépromazine et le butorphanol. Cela implique que I'anesthésie au propofol est moins
profonde lorsque la prémédication ne contient pas de butorphanol. De plus, les temps
de reveil tendent & étre plus longs dans le groupe ayant regu le butorphanol, mais sans
avoir de signification statistique ou clinique ( différence de 2 & 6 min ). Cette interaction
synergique entre les opioides et les hypnotiques a déja été démontrée et ces résultats

permettent de la confirmer '921%,

Les concentrations plasmatiques aux temps de réveil se sont aussi avérées étre
influencées par I'dge. Elles sont plus élevées a 6 mois qu’a douze mois et a 24 mois.
Tres jeunes, les chiots semblent moins sensibles a I'effet hypnotique du propofol. Cette
méme observation a été notée par Vandermeersch et ses collaborateurs™. Cette
observation contredit I'idée selon laquelle la barriére sang - cerveau est plus perméable
a un tres jeune &ge. De plus, une expérience portant sur I'effet de I'age sur la
pharmacodynamie du propofol chez des rats a démontré les jeunes rats sont plus
sensibles au propofol. Ces concentrations plasmatiques au réveil plus élevées peuvent
cependant étre expliquées par le “temps de délai d’entrée dans la biophase” requis pour
I'action hypnotique du propofol. Les différences de concentration entre le sang et le
cerveau sont en effet plus marquées chez les rats 4gés de 23 jours que les rats
adultes™. Le temps de mélange du propofol a la biophase est une étape limitante pour
Paction hypnotique de ce dernier™®®'” | Ce temps de délai plus lent chez les jeunes
animaux expliquerait que des concentrations plasmatiques plus élevées chez les jeunes

chiots engendrent une méme profondeur d’anesthésie.

L’age influence aussi la pharmacocinétique du propofol. La clairance est plus
eleveée a 6 mois qu'a 12 et 24 mois ( 31.36 versus 20.70 et 26.68 ml/kg/min). On a pu
observer qu’elle diminue & douze mois de 30 % pour augmenter par la suite a 24 mois
de 15%. La forte clairance initiale est due au phénomeéne de “turnover, selon lequel le
débit cardiaque des nouveau-nés et des jeunes chiots est plus important
proportionnellement a leur surface corporelle. Cet effet est significatif statistiquement
lorsque tous les chiens sont groupés en fonction de leur 4ge sans tenir compte de leur
sexe ou du type de premeédication qui leur a été administrée. Lorsqu’il est étudié dans

les différents groupes de sexe et de prémédication, on observe la méme tendance sans
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aboutir a une signification statistique. Les résultats obtenus montraient en effet une trés
grande variabilité interanimal, ce qui diminue de maniére considérable la puissance du
test statistique si le nombre de sujets n’est pas suffisamment grand. Cette grande
variabilité ne permet pas non plus de conclure en un effet clinique significatif. Cette
élimination plus rapide, ainsi que le délai de biophase plus long engendrent la nécessité
d’administrer des doses qui ont tendance a étre plus élevées pour linduction de
I'anesthesie chez les chiots de 6 mois par rapport aux chiots de 12 mois (différence de
10% , p< 0.001 tous groupes confondus). Tout comme précédemment la grande
variabilité permet d’observer une tendance sans pour autant apporter de signification
clinique et statistique. L’augmentation de la clairance entre 12 mois et 24 mois peut étre
attribuée & une augmentation du métabolisme basal observé a cet 4ge correspondant &
Iage de I'adolescence™®. Elle est observée chez les femelles et non chez les males (p<
0.01 chez les femelles et p = 0.99 chez les males). Cette augmentation correspond a la
maturation des animaux. Chez le chien, la maturation des femelles se produit en
général un peu plus tard que celle des males mais cela varie en fonction de la race.
Soulignons une fois de plus la variabilité importante des paramétres obtenus et la
difficulté, par conséquent de conclure en un effet clinique perceptible et significatif.

Un effet combiné du sexe et de la prémédication a été observé chez les chiens
agés de six mois. La clairance du propofol est significativement plus faible et les
concentrations plasmatiques a I'équilibre sont significativement plus élevées chez les
males ayant regu la prémédication composée d’acépromazine et de butorphanol. Cet
effet s’estompe lorsque les chiens sont &gés de 12 et 24 mois. Une premiére hypothése
quant a l'origine de cette interaction pharmacocinétique est I'existence d’une interaction
métabolique. Le butorphanol est métabolisé par hydroxylation ( 50% de la dose ) puis
glucuronoconjugaison et par N-déméthylation (5 a 10% de la dose)'®®. Chez le chien, la
voie majeure de biotransformation du propofol est son hydroxylation en position para®
par le CYP 2B11 en majeure partie, mais aussi par d’autres isoenzymes telles le
CYP2D15™%. Le 2 B11 est un isoenzyme exprimé de maniére importante chez le chien
et des études ont suggéré I'existence d’un dimorphisme sexuel dans leur expression.
Une différence dans l'effet inhibiteur de ’hormone de croissance serait a I'origine de ce
dimorphisme. Chez les males, 'hormone de croissance est sécrétée de maniére
pulsatile, alors que chez les femelles, elle est sécrétée de maniére continue. Les males
possederaient de ce fait une quantité de 2B11 plus importante que les femelles. Ces

differences d’expression du CYP2B11 entre les sexes pourraient dépendre de la race.
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De telles différences ont été observées entre deux lignées de rat ?. Ce facteur peut
fournir une explication & cette interaction entre le butorphanol et le propofol chez les
males. La présence d’'une moindre quantité d’enzymes de biotransformation chez les
maéles pourrait engendrer une compétition au niveau de ces derniéres. Des expériences
appropriées doivent étre effectuées pour confirmer une telle hypothése. Le fait que cet
effet sexe sur la clairance du propofol soit estompé a 12 mois et a 24 mois peut étre du

au fait que les méles aient été castrés entre I'age de 6 mois et 12 mois.

Néanmoins, aucune inhibition métabolique par le butorphanol n’a été rapportée
dans la littérature; et les enzymes de biotransformation du propofol sont variés. Cet
agent trés lipophile possede un coefficient d’extraction hépatique élevé et son
métabolisme dépend par conséquent du débit hépatique®. Ces faits font de la premiére
hypothése une hypothése discutable. Une autre hypothése apportant une explication a
cette interaction entre le propofol et le butorphanol chez les males est I'existence d’'un
dimorphisme sexuel au niveau de la sensibilité des récepteurs opioides p. Ces
récepteurs, en plus de produire un effetAanaIgésique provoquent une dépression
respiratoire. Or le butorphanol est un agent agissant au niveau des récepteurs kappa et
des recepteurs mu. C. Cook et ses collaborateurs ont trouvé que le butorphanol
démontrait une puissance et une efficacité plus élevée chez les males que chez les
femelles au niveau des récepteurs opioides p*”'. La raison de ce dimorphisme sexuel
est peu clair . Des différences dans les systémes neurologiques endogénes participant
a la réponse analgésique seraient a l'origine de ces différences de sensibilité entre les
sexes. Par exemple, 'activité des peptides opioides est arrétée par plusieurs enzymes
protéolytiques. L'inhibition de ces enképhalinases serait plus importante chez les males
que chez les femelles?®. Une plus grande efficacité du butorphanol au niveau des
récepteurs p chez les méles augmenterait la dépression respiratoire qu’il engendre. De
plus les opioides potentialisent 'hypotension provoquée par 'acépromazine®. L'effet
combiné du sexe et de la présence d'acépromazine engendrerait une plus forte
hypotension et par conséquent une plus forte diminution du débit sanguin chez les
males que chez les femelles. La clairance du propofol dépendant du débit hépatique,
elle serait plus fortement diminuée chez les males que chez les femelles. L’altération de
cette interaction a 12 et 24 mois serait alors expliquée par le fait qu’en raison du
phénoméne de turnover, le débit sanguin est plus important a 6 mois. L'effet du

butorphanol sur serait donc plus marqué et visible a cet age.
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Il reste que les résultats obtenus étaient trés variables et que la signification
statistique et clinique des effets observés est faible. Cette variabilité est due d’'une part
a la grande lipophilicité du propofol, mais aussi au protocole lui-méme qui s’est déroulé
dans un cadre de pratique clinigue. On n’a pu observer au cours de cette étude que des

tendances. Les hypotheses émises sont a vérifier, et ce dans un cadre contrélé.



CHAPITRE IV: CONCLUSION
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Les nombreuses études pharmacocinétiques dont a fait 'objet le propofol se sont
déroulées pour la plupart dans un environnement controlé ne permettant pas de tenir
compte de la variabilité interindividuelle que I'on rencontre dans la pratique vétérinaire.
Le but cette etude etait d’évaluer la pharmacocinétique et l'effet anesthésique du
pfopofol dans un cadre clinique chez des chiens en croissance et de tenter d’identifier

les sources physiologiques de variation de celles-ci.

Les profils et les parameétres pharmacocinétiques obtenus ont démontré une
grande variabilité. Cette variabilité ne provient pas de l'analyse quantitative des

plasmas, la méthode utilisée ayant été validée et étant reproductible et exacte.

Les valeurs de clairance (30.0 ml/min/kg a 6 mois, 21.0 mi/min/kg a 12 mois et
25.5 ml/min/kg a 24 mois) et de volume de distribution (2.35 L/kg, 2.02 L/kg et 2.02 L/kg
a six, douze et vingt quatre mois respectivement) obtenus se situent dans la limite
inférieure des valeurs déja publiées. Le temps moyen de dégiutition sont de 15 min, le
temps moyen de maintenance de la position sternale de 28.19 et le temps de
maintenance de la position debout de 61.45 min. Les concentrations au réveil obtenues
sont les suivantes : Concentration au temps de déglutition compris entre 2,4 et 8.2 g/

ml et concentration au temps de mobilité compris entre 1.3 et 2.2 ug/ mil .

Les facteurs affectant la pharmacocinétique et les doses requises de propofol
sont 'age et la prémédication. De plus la prémédication composée de butorphanol
diminue la clairance du propofol chez les males agés de six mois statistiquement
significativement mais sans avoir de conséquence sur la dose requise ni sur les temps
de réveil. D’autre part les femelles tendent a se réveiller plus tot que les méles. Mais

cette différence n’était pas significative pour tous les temps de réveil ni a tous les ages

Cette étude a permis de déterminer quelques facteurs affectant la
pharmacocinétique du propofol. La trés grande variabilité due au protocole lui-méme qui
s’est déroulé dans un cadre de pratique clinique et a la nature lipophile du propofol n’a
représentait une limite dans la signification statistique des résultats. Elle représente
cependant aussi le point fort de ce protocole car elle est & image du cadre clinique de

la pratique vétérinaire.

Il serait intéressant d’effectuer une étude pharmacocinétique supplémentaire,
lorsque les chiens seront 4gés de quatre ans par exemple, correspondant a 'age adulte.
Elle permettrait d’'observer I'évolution de la clairance et de voir si son augmentation a 24
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mois est un pic di a 'age de I'adolescence . Une étude dans un cadre plus contrélée
permettant de déterminer l'effet du sexe sur la pharmacocinétique et Ila

pharmacodynamie du propofol permettrait aussi de compléter les résultats obtenus.
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