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Résumé

Le présent travail met er évidence les variations
nycthémérales des paramétres pharmacocinétiques chez 40 rats
sniles treités & 2 mg/kg d’acénocoumarol en une dose unique.
L’examen des valeurs des différents paraméires
pharmacocinétiques et plus particulitrement celui de la
résorption gastro-intestinale de 1'acénoccumarcl met en
lumitre une différence statistiquement significative au cours du
nycthémere. Les concentrations maximales sont plus
importantes et rapidement atteinies aprés les adminisirations
nocturnes.

Mots clés : Nycithémére - Acénocoumarol - Paramétres
pharmacocinétiques - Rat
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Summary

The present study shows circadian variations in the
pharmscocinetic parameters in 40 male rats treated with s
single dose of acenocoumarol at 2 mg/kg. The values of
different pharmacocinetic parameters, particularciy that of
gastrointestinal resorption, show weak statistically significant
difference int part nycthemeral, Where as maximale concentra-
tions has the most important and quickly reach after night
period sdministration.

Key words : Nycthemer - Acenocoumarol - Pharmacocinetie:
parameters- Rat
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INTRODUCTION

Dans l¢ domaine de la chronopharmacologie,
I"obligation #e considérer I'influence des variations
circadiennes, sur le devenir et P'effet du médicament, se
fait de plus en plus pressante,

Ka ce qui concerne les anti-coagulants, des recherches
ot nis de suivre les effets ainsi que la cinétique des
anti-.itamines K. L’internalisation hépatique de
"acénocoumarol ou 3-(c(4' nitrophényl)-B acétyléthyl)-
4 hydroxy coumarin (Sintrom) est plus rapide que sa
biotransformation (1). Son élimination A partir du foic ¢st
plus lente qu’a partir du plasma (2).

Cependant, il existe une structure hépatique chez le rat
qui fixe fortement le(s) énantiomere(s) d’acénocoumarol
ainsi que sa distribution dans lc foic en fonction du temps

(3).

De méme, il convient de rappeler que les vitesses
relatives de carboxylation chez 1= rat sont similatres dans
divers tissus (4).

Ence qui nous concerne, nous nous sommes intéresss ;
a I'étude chronopharmacocinétique de I’acénovnuraarol.
Cette étude a pour but d’évaluer la concentration de
I’acénocoumarol dans le plasma, aprds adminisiration
orale de ladose 2 mg/Kg, réalisée a différents moments du
nycthémere,

MATERIELS ET METHODES

Quarante rats males de souche Winstar, pesani
25010 g, sont répartis dans huit cages de 5 animaux et
placés 15 jours avant le début de 1'expérimentation, dans
une animalerie ol la température, la pression
atmosphérijue et hygrométrie sont ambianies; les
animaux recoivent nourriture ¢t boisson ad libitum.
L’animalerie est & éclairage naturel, les expériences ont
é1€ ralisées en juin-juillet 1989,

L’acénocoumarol pur (CIBA GEIGY, Suisse) est mis
en suspension dans une solution tampon phosphate
pH=74, Al'heure Ti (i=2h, 8h, 14h et 20h), les rats sont
angsthési€s avec de I'éther et acénocoumarol est
administré oralement par tubage gastrique A la dose de
2 mg/Kg. Au point temporel Ti, nous avons ¢ffectué les
prélévemenis sanguins (1,5 mlde sang , 5011 25 gouttes par
préiévement) par section codale. Mous avons réalisé des
séries de 4 préldvements sur chaque rat. Les échantilions
sanguins coagulés sont ensuite centrifugés pendant
10 min pour isoler la partie sérique qui servira pour le
dosage de I'acénocoumarol.
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Extraction

1 ml de plasma et 0,05 ml d’acide chlorhydrique
(3 mol/L) sont introduits dans un tube Sovirel & bouchon
vissé. 5 ml de dichloro-1,2 éthane sont ajoutés. Le tube est
agité mécaniquement pendant 15 min, Aprés 5 min de
centrifugation pour séparer les phases, la couche
inféricure de dichloro-1,2 éthane, aspirée a 'aide d’unc
seringue munic d’une aiguille non bisautée, cst agitée
dans un nouveau tube avec 3 ml de tampon phosphate
0,1 mol/t. ApH 6.

Apres centrifugation et ¢limination de Ia phase
aqueuse supérieure, 'extractum organique est désseché
par du sulfate de sodium anhydre ¢t évaporé i sec 2 60°C
sous un courant d’azote. Le résidu scc est dissout dans
0,1 ml de méthanol et un volume de 0,05 ml est injecté
dans le chromatographe.

Analyse chromatographicue

L’acénocoumarol a été dosé par HPLC a I'aide dce .

- un chromatographe en phase hiquide SP 9770 constitué
d’une pompe isocratique 2t ¢'une vanne d'injection 3
boucle;

- un détecteur spectrophotométrique UV, 3 longucur
d’onde vartable fixée & 307 nm pour Panalyse, utilisé 2
la sensibilité 2,5;

- une colonne en acier inoxydable 15 x 0,48 cm (diameue
intéricur) remplie, classignement par voic humide, de
Lichrosorb RP 18,

L.a phase mobile cst préparée A partir de 45 volumes
d’cau disuli¢e ajustée & pH 4,0 2 I'aide d’un tampon
acétique 0,02 mol/l. ct S5 volumes de méthanol. Le
mélange est filtré et dégazé sur filtre GF/F (0,5 pm).

Le débit de la phase mobile est de 1,6 ml/min ; la
pression est fixée & 318 bars, atténuation 4 64 ; la vitesse
du déroulement du papier est réglée A (,25 cm/min ¢t la
longueur d’onde 4 307nm,.

Une solution mere 2 100 mg/L. d’acénocoumarol est
préparce dans le méthanol. La gamme étalon st préparée
dans les mémes conditions que les échantillons A analyser.

Tous les réactifs acide chlorhydrique, acide
acétique, ac€tate de sodium, hydrogénophosphate de
sodium, sulfate de sodium anhydre, dichloro 1,2
¢thane et méthanol utilisés sont qualité pour
analyses (MERCK).



RESULTATS ET DISCUSSION

1. Dosage de Pacénscoumarol dans le plasma

Les résultats obtenus, illustrés par la figure 1,
montrent I'évolution de la concentration plasmatique en
acénocoumarol aux quatre points temporels.

Les concentrations maximales sont plus importanics ct
sap.dcment atteintes aprds les administrations nocturnes.

Ly A Concentration en acénocoumarci
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Figure L. Varlations nycthéndrales de In concentration plasmatique
en scénocoumnrel

2, Etude de la rythmicité circadienne des paramétres
pharmacocinétiques

Dans le tableau I, nous avons représenté les valeurs de
la moyenne des paramdires pharmacocinétiques.

» Vitesse d’apparition (résorption) de ’acénocoumarci

L’analyse duchronogramme (non montré) ainsi que la
comparaison des moyennes deux a deux confirment que
la constanie des vitesses de résorption Ka est
significauvement différente A 20h, début de la période
nocturne, et & 14h par rapport aux autres poinis lemporels:
8h et 2h. Ainsi, la constante d’apparition Ka oscille
entre une valeur maximale a 20h (64 £ 6mn-1), début de
la période nocturne et des valeurs minimales a 8h
cta 2h,

Il en résulte que ie temps de demi-vie d apparition
(ty 1/2) est significativement variable lui 2ussi dans le
nycthémere avec un maximum & 20h, début de la phasc
nocturne (phase d’ativité de 'animal).

L’ensemble des résultats permettent de constater que
la résorption est statistiquement différente 2 20h et & 14h
par rapport aux autres points temporels du nycthémére 8h
¢t 2h. De méme, les deux parametres évoluent en sens
opposé, autrement dit, plus la constante de résorption est
¢levée, plus le temps de demi-vie est réduit,

» Concentrationn maximale : C max

Lesrésuliats dutableau] permettent de remarquer que
la concentration plasmatique Cmax varic entre une valeur
maximale & 2h (34,2 £ 1,49 pg/ml), milicu de la phase
nocturne, ¢t des valcurs minimales aux autres points
temporels.

Tableau 1. Parsmdtre pharmacocinétiques de PMacéaocoumarol 2prds adminlstration erale de 2mg/Kg

11 8 heures 14 heures 20 heures 2 heures
X ESM X ESM X ESM X ESM

Ka (mn?) 47 42 39 + 4 64 16 50 13

"a 1f2 (mn) 53 +3 42 + 3 40 14 49 14
Ke (mn") 5,52 + 0,18 5,27 +0,18 7 +0,14 6 + 0,08
ta 1/2 (h) 722  +£0,21 742 1034 345  +0.12 6.15 10,09
i max (h) 303 £0,10 240 X011 2,20 0,11 746 40,07
C max (ug/ml) 217 + 2,67 25,8 t 1,65 28,6 +2.29 342 + 1,49
I (ng/mlh") 0,07 10,69 988 11,10 1260 £1.69 1235 +0.63
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L'analyse statistique, par comparaison des moyennes
deux & deux, confirme que Cmax est statistiquement
différente a 2h par rapport aux autres points temporels.

Par contre, aucune différence significative n’est
observée entre les autres points temperels du nycthémere.

* Temps maximal : T max

7 Ce paramdtre oscille entre une valesr maximale A 8h
(3,03 £ 0,10 h) début de la phase diurne ct une valeur
minimale 2 20h (2,20 + 0,11 h), début de la phase noc-
turne.

Le T max désigne, en réalité, I'intervalle du temps qui
s’écoule entre le moment ol commence la résorption et
celui o la concentration plasmatique maximale est
ateinte. I estdonc ¢ autant plus lent que la résorption est
lenie et ' élimination est au contraire rapide.

* Indice d’appavition : I = C max /T max

L’étude de 1, qui correspond A la résorption dc
Pacénocoumarol, permet de constater que cet indice
présenic les valcurs maximales a 20h (12,65 £ 1,69
mg/mLh-1), 2 2h (12,35 £ 0,63 pgmlh-1) et a 14h
(9,88 + 1,10 ug/ml) pendant la phase diumne (phase de
repos de P’animal).

» Vitesse d'élimination

Comme la vitesse de résorption, ia vitesse
«’élimination se traduit pa. Jaconstante de vitcsse Keetle
temps de demi-vie d’élimination (1,1/2), désigné
couramment par le temps de demi-vie, est le temps au
bout duquel la concentration plasmatique diminue de
moitié. Il st d’autant plus long quc la vitesse
d’'éliminatiun, et par conséquent, Ke est plus faible.
Autrement dit, plus la vitesse d’€élimination est réduite,
plus le temps de demi-vic est long et vice-versa.,

L’analyse statistique de ce parmétre (IK¢) révele une
variabilité significative en fonciton de I’heure
d’administration au cours du nycthémere. De méme, le
temps de demi-vie d’élimination est statistiquement
variable avec un maximum 3 14h, milicu de la phase
diurne, et un minimum 3 20h, début de 1a phase nocturne.

CICLUSION

L’étude e la chronocinétique de 1’acénocoumarol,
apres adminisiration orale, nous a révél€ que du point de
vue chronobiciogie, la résorption gastro-intestinale de
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I’acénocoumarol présente une différence significative
dans le nycthémere. Les concentrations maximales sont
plus importantes et rapidement atieintes apres les admi-
nistrations nocturnes.

Pour expliquer ces variations, plusieurs hypothescs
ont &6 avancées, comme ics degrés de vacuilé ou
plénitude de I'estomac, certainement différents suivant
les divers moments du nycthemere qui semblent influer
sur 1'absorption de I'acénzcoumarol,

En ecffct, avec la carbamazépine, la variation
circadienne des parametres pharmacocinétiques observés
chez les animaux nourris ad libitum persiste chez lcs
animaux 2 jedin et indice de résorption (C max /T max)
de cette substance estindépendant de la prise alimentaire (6).

Cependant, concernant 1a phénylbutazone il ne faut
pas raisonner en terme exclusif de plénitude ni de vacuité
du tractus intestinal, mais il convient d’incriminer toutes
les variations de la physiologie du tractus digesuf
conditionnées par la prise alimentaire, tels que Ja mobilité
gastrique et intestinzle, la vascularisation, Ics séerélions
et le role du pH sur le degré d’ionisation de la substance
administrée (7).

Qucl que soit le mécanisme invoqué, il n’ecn demeure
pas moins vrai que cette variabilité de ré€soption doit Etre
prisc en compte ¢n pharmacologic puisqu’elle entraine
des taux sanguins et des cffets différents suivant I’heure
d"administration,
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