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Résumé

Le présent travail met en évidence les variations
nycthémérales des facteurs du complexe prothrombinique chez le
rat par une dose unique de 2 mg/Kg d’acénocoumarol. L'examen
des courbes de variation des facteurs du complexe
prothrombinique met en lumitre Ia faible activité
prothrombinique chez les témoins 3 20h et 3 2h enpériode noctune
(phase d’activité) par rapport & celle observée & 8h et a 14h en
période diurne (phase de repos). L'administration de
I'scénocoumarol & 20h, débutde 1a période nocturne, donne 1'effet
le plus important par rapport aux autres points temporels du
nycthémere. L’administration 2 8h, 14h et 2h se traduit par un effet
statistiquement non variable.

Mots clés : Nycthémere - Acénocoumarol - Complexe
prothrombinique - Rat
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Summary

The preseni study shows circadian  variations in the
prothrombinic complex activity inrat and in treated with asingle
dose of acenocoumarol at 2 mg Kg. Acenocournarol is given and
blood is sampled once in 24 hours at differents hours (Ti = 2h, 8h,
14h and 20h). Observation of circadian variation in
prothrombinic complex factors show weak prothrombinic ac-
tivity in the controls at 20h and at 2h (night period, active phase
of the rat) in comparison with those at 8h and at 14h (day period,
rest phase of the rat). Administration of acenocoumarol at 20h, in
the early night period has the most important effect compared
with other times of the nycthemeral, whereas any administration
at 8h, 14h and 2h show statistically no variable resuit.

Key words: Nycthemer - Acenocoumarol - Prothrombinic
complex - Rat
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INTODUCTION

Le développement récent de la chronobiologic a permis
de montrer que la plupart des fonctions des organismes
vivants oscillent spontanément cn 24 heures (1), 1) est
admis que ces rythmes circadiens sont enpendrds par
plusicurs oscillateurs (2).

Lesrongeurs, notamment ke rat, n’échappent pas a cetie
regle comme le montrent certains travaux relatifs, par
exemple, & P'étude des rythmes circadiens en Jonction de
leur alimentation (3), de leur activité (4) ou de leur
tempér tare centrale (5). De méme, un grand nombre
d’exemples expérimentaux concernant la chrono-
pharmacologie circadienne chez animal et ' Homme ont
faitPobjet de publications: Chlorazépate (6), Digoxine (7),
Lidocaine (8), Phenylbutazone (9).

Le présent travail se propose de meitre en évidence
'existence de tels rythmes circadiens dans le domaine de Ia
thérapeutique antithrombolique utilisant un anti-vitamine
K & savoir I'acénocoumarol ou 3-(ct -(4' nitrophenyl)- B
acéty? hyl)- 4 Hydroxy coumarin (Sintrom), anticoagu-
lant utilisé depuis plus de 20 ans (10).

La vitamine K agit comme cofacteur de carboxylation
des résidus glutamyles des peéeurseurs de facteurs 11V
IX et X (1), Durantcetie réaction lavitamine K est oxydée
en Vitanune K ¢poxyde qui est ensuite réduste par une
Cpoxyde-réductase (12). Les anti-vitaumines K osont des
antagonistes indirects de la vitamine K car ils inhibent
I’époxyde-réductase (13).

La mesure du temps de QUICK (14) est utilisée pour
suivre le traitement anticoagulant et il a é&té montré
Pabsence de corrélation entre son allongement et la con-
centration plasmatique de Pacénocoumarol chez homme
(15). Or, le test de QUICK a inconvénient de donner des
résultats variables d un Iaboratoire 2 un autre i, de ce fait,
il est parfois difficile 2 interpréter (16). C'est pour cetie
raison qu une standardisation du temps de QUICK est en
cours dans les laboratoires de Biologic. Avee la
standardisation du temps de QUICK et des vanations
nycthémerales, il deviait &tre plus aisé d adapter la
posologic des anti-vitamines K selon les indications
thérapeutiques.

De notre cOté, nous avons jugé que les variations dues
A heure d’administration des anti-vitamines K et A ceile
des prélevements pendant e nycthémere ne sont pas prises
en considération. Pour ¢ela, nous avons entamé ce travail
avec le souhait de coniribuer & apporter de nouvelles
indications,

@ Actes Editions, 1992

MATRRIELS ET METHODES

Quarante rats males de souche Wistar , pesant
(40 + 10 ¢ sont répartis en 8 lots & raison de 5 animaux par
cage et placés 15 jours avant le début de I'expérimention,
dans unc animalerie ou la température, la pression
atmosphérique et I'hygromérie sont ambiantes,

L'animaleric est A éclairage natrel, Les expériences
ont &6 réalisées en juin-juillet 1988, Les animaux regoivent
nourritures et boisson ad libitun.

L'acérocoumarol pur (CIBA - GEIGY, (Suisse)) est
mis en suspension dans une solution tampon phosphate
pH =74, Autemps ™ (i = 2h, 8h, 14h ¢t 20h), les rats sont
ancsthésiés avece de Pether et acénocoumarol est
administré oralement par tubage gastrique a la dose de
2 mp/Kg. Aubout de 24 b, les animaux sont ancsthésiés ct
4.5 ml de sang environ sont prélevdés, a partir de Panere
abdominale, dans des flacons contenarn. 0,5 ml d’une so-
lution de citrate trisodique & 3,8% et ce a différents points
temporels: 2h, 8h, 14h ¢t 20h.

Apres centrifugation 2 4 000 tours / mn pendant § mn,
le plasma est préleve et le dosage des facteurs 1, Vet VI
+ X est effectué de la fagon suivante:
dans un tube, onintroduit successivement 0,1 mlde nlasma
dilué extemporanédment au /10 avee le tampon de
Michachs pH =735, puis 0,1 ml du colacteur H, V, ou VII
+ X. Le tout est maintenu 4 37°C  pendant 2 min, puis
addinonné de 0,2 ml de thrombolastine calcique et
simultanément le chronometre est déclenché pour noter le
temps de coagulation,

Les réactifs utilisés provienncnt de Bioméricux
(Ref. 68791, 68687, 68701, respectivement pour les
facteurs 11, V, VII + X ct Ref. 68801, 68701, pour la
thromboplastine et le tampon de Michaclis).

Les résultats exprimés en pourcentage d’activité, sont
déduits d’unc courbe d’éalonage réalisée avee un plasma
témoin qui, par définition, a 160% d activité.

RESULTAS ET DISCUSSION

Fex résullats, retragant la variation des protéines
plasmatiques “facteurs de  oagulation™, responsables de Ia
coagulation sont représenics d'une part dans les tableaux |
et ei dlantre part par les chronogrammes (yrure= 1203

ctd ).
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INTODUCTION

Le développement récent de la chronobiologic a permis
de montrer que la plupart @ :s fonction des organismes
vivants oscillent spontanément en 24 heures (1). 11 est
admis que ces rythmes circadiens sont engendrés par
plusicurs oscillatcurs (2).

Les rongeurs, notammesit le rat, n’échappent pas a cetic
reple comme le montrent certaing travanx relatifs, par
cxemple, i I'étude des rythunes circadiens en fonction de
leur alimenwtion (3), de leur activité (4) ou de leur
température centrale (5). De m&me, an grand nombre
d’e~emples expérimentaux concernant fa chrono-
pharmacologie circadienne chez Panimal et I'Homme ont
fait 'obict de publications: Chlorazépate (6), Digoxine (7),
Lidocaine (8), Phenylbutazone (9).

Le présent travail se propose de mettre en évidence
Uexistence de tels rythmes circadiens dans le domaine de la
thérapeutique antithrombolique utilisant un ani-vitamine
K 2 savoir 'acénocoumarol ou 3-(e0 -(4' nitrophenyl)-
acétyléthyl)- 4 Hydroxy coumarin (Sintrom), anticoagu-
lant utilis€ depuis plus de 20 ans (10).

La vitamine K agit comme cofacteur de carboxylation
des résidus glutamyles des précurscurs de facteurs HL VI
IX et X (11). Durantcetteréaction la vitamine K estoxydce
cn Vitamine K époxyde qui est ensuite réduite par une
époxyde-réductase (12). Les anti-vitanmnes K sont des
antagonistes indirects de la vitamine K car ils imhibent
I"¢poxyde-réductase (13).

La mesure du temps de QUICK (14) et utilisée pour
suivre le traitement anticoagulant ct o a éé¢ monir¢
I’absence de corrélation entre son allongement ¢t la con-
centration plasmatique de I'acénoccumarol chez ’homme
(15). Or, lc test de QUICK a U'inconvénient de donner des
résultats variables d'un laboratoire A un autre et, de ce fait,
il est parfois difficile 2 interpréter (16). C’est pour cette
raison qu’'unc standardisation du temps de QUICK est en
cours dans les laboratoires de Biologie. Avec la
standardisation du temps de QUICK ¢t des variations
nycthémérales, il devrait &tre plus aisé d’adapter la
posologic des anti-vitamines K selon les indications
thérapeutiques.

Dc notre ¢Oté, nous avons jugé que les varations dues
A I'heure d’administration des anti-vitamines K et a celle
des prélévements pendant le nycthémere ne sont pas prises
en considération. Pour ccli, nous avons entamé c¢¢ travail
avec le souhait de contribuer i apporter de nouvelles
indications.
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MATERIELS ET METHODES

Quarantc rats males de souche Wistar , pesant
140 + 10 g sont répartis cn 8 lots & raicon de 5 animaux par
cage et placés 15 jours avant le début de 1 expérimention,
dans unc animaleric ot la température, la pression
atmosphérigue ¢t Phygrométric sont ambiantes.

L'animalcrie est a éclairage naturel. Les expériences
ontéié réalisées en juin juitlet 1988, L es antmaux reqoivent
nourritures et boisson ad libitun.

L*acénocoumarol pur (CIBA - GEIGY, (Suissc)) est
mis en suspension dans une solution tampon phosphaie
pH =74, Autemps Ti (i = 2h, 8h, 14h c1 20h), les raws sont
anesthésiés avec de Pether et 'acénocoumarol cst
administré oralement par tubage gastrique A la dose de
2 mg/Kg. Au bout de 24 h, les animaux sont ancsthésics et
4,5 ml de sang civiron sont prélevés, A partir de 'anére
abdominale, dans des flacons contenant 0,5 ml d’une so-
Tution de ¢iteie visodique & 3,8% et ce d différents points
temporels. Ch, 8h, 14h et 20h,

Aprits centrifugation 24 000 tours / mn pendant 8 mn,
Ie plasma est prélevé et le dosage des facteurs 11, V et VI
+ X est effectué de la fagon suivante:
dans un tube, on introduit successivement 0,1 ml de plasma
dilué extemporanément au /10 avec le tampon de
Michaclis pH = 7,35, puis 0,1 mi du cofacteur 11, V, ou VI
+ X. Le tout est maintenu & 37°C pendant 2 min, puis
additionné de 0,2 ml de thrombolastine calcique ct
simultanément e chronometre est déclenché pour noter le
temps de coagula’:n.

Les réactifs utilisés proviennent de Bioméricux
(Ref. 68791, 68687, 68701, respectivement pour les
facteurs 11, V, VII + X ¢t Ref. 68801, 68701, pour la
thrombe slastine et le tampon de Michaclis).

Les résultats exprimés en pourcentage d’activité, sont
déduits d'unc courbe d’étalonage réalisée avee un plasma
témoin qui, par définition, a 100% d’activité.

RESULTAS ET DISCUSSION

Les résultats, retragant la vanaton des protéines
plasmatiques “facteurs de coagulauwon”, responsables de a
coagulation sont représentés d'une part dans les tableaux |
et Ih et dautre part par les chronogrammes (figuies 1, 2,3
el 4y



“Tableau 1. Varlation nycthémérsle de 'activité enzymatique moyenne desfacteurs du complexe prothrombinique (11, VII+ X et V) chez les rats

témolna o :

- Ti _ 8 heures 14 heures 20 heures 2 heures
Complexe prothrombinique 87 42,35 91,24 2,54 81 42,0 89,4 + 4,08
Facteur 11 87.1+4M 86,4 + 3,67 75,61+ 4,6 71,7+ 4,28
Facieur VH+X : 95+ 2,61 90,2 x 3,01 75,6 + 2,61 894 t 2,56
Factaur V 87,24+ 2,15 86,6 + 1,98 80 £ 2,01 84,6 + 2,41

Tablesy H. Varlatlon nycthéinérale de U'nctiviié enzymatique moyenne des facteurs du complexe prothrombinique (11, VII+ X et V) cliez les
rats traliés (2 mg/Kg) el pourcentages de Peffet par rapport aux témoins

Ti 8 heures 14 heures 20 heures 2 heures
Traités Liffet Tranés Effer Traiiés Effet Tranés Effet
Cchp* 1§,512,18 78,841 .71 18,7542.10 79,442.13 11,5841,03 85,7+1,65 18,342,17 19,42,26
Facteur 11 22£1,06 7412,87 200,97 76,8128 15,6£0,61 79,5542.9 17,55406,9 75,542,8
Facteur VI[+X  13,5511,94 85,7+2,14 13,0841,14 85,5%2,3% 5,4210,56 92,812,18 10,241,21 88,6t2,6
Tacteur V 89,24:2,71 2,20+42,33 81,411,32 6,042, 45 75,2£1,23 6,412 .52 78,412,4 6,64,43
* Complexe prothrombinique
Activité du complexe prothrombinique en % Activité du facteur Il en %
100 1 | - 20 , 10 %
@ 4 &= 8
.g g3 ) =
E g5 g0E 9 U #
¥ oy - N )
Eat & 2 g
o
-15 1 | o
40 - %0
- 15
£5 - 85
<10
80 # 10
75 - 75 -
- 5
O I
76 “‘O“*’ Témoins 7 - "”=Q‘" Témoins
~&—  Ratstraités 44— Rais traités
&5 T T T T T T T 0 65 P T T YT 0
8§ 10 12 14 16 18 2 22 2 B W 12 14 16 18 % 1 A
Te nos () Temps (h)

Figure 1. Vorlation nycthémirate du complexe prothrombinique  Figure 2. Variation nycthéméraie du facteur IT chez le vat traité par
chiez le rat tralié por 2 mg d'acénocoumaral par kg 2 wg d'acénocoumarol par kg

© Actes Editlens, 1992 -47-



Activité du facteur V eu %
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Figure 3. Yarlstion nycthémirale du facteur V chex e raf trajté par
2 mg d'acépocommarel par kg

Activité des facteurs VII + X en %

160 - ~ 20
) ]
£ 95 - 5
held ¢
: :
- 15 o2
1
85 =
- 19
80
75 -
»S
i e "'G““ Témolins
”‘“@““ Rats traltés
65 s sl St Rtelt S dndene Meam Sa Snsee Il |
8 10 12 14 16 18 20 22 24
Temps (h)

Figure 4. Variation nycthémiérale des facteurs VII + X chioz le rat
traité par 2 mg d'acénocoumarc! par ke

© Acten Editions, 1992

+ Etude de la rythmicité circadienne des facteurs du
complexe prothrom: ‘nique chez les témoins

Les chronogrammes (figures 1, 2, 3 et 4) des quatre
facteurs du complexe prothrombinique (II, VII+Xet V),
explorés par le test du temps de QUICK (14), laissent
apparaitre une variation nettc de 'activité enzymatique de
ces facteurs entre la période diume et la période nocturne,

En effet, on note des valeurs maximales respectivement
A 8h et & 14h et des valeurs minimales 2 20h et a 2h,

I.’analyse statistique, par comparaison des moyennes
deux A deux, montre qu’d 2h, le taux des facteurs du
complexe prothrombinique sont statistiquement plus
faiblcs que ceux enregistrés au cours de la phase diume oi
se situerait les valeurs maximales (tableau I10),

Tabtesu {11, Comparalson de Pactivité enzymatique moyenne du
facteur Ul chiez les rats témolns au cours du nycthémére

Classe Mexp Mth Texp/Tth Conclusion

Co-Cy N 87,1 2,29/2,10 +DS 2 5/100
Cr-Ci4 7.7 86,4 2,46/2,10 +DS 2 5/100
Ca-Cy0 7 75,6 0,58/2,10 DNS A 5/100
Cg-Cr4 87,1 86,4 0,11/210  DNS 3 5/100
Cg-Cop 87,1 75,6 0,14/2,10 DNS & 5/100
Ciq- Cao 86,4 75,6 1,70/2,10  DNS & 5/100

M: Activité enzymatique moyenne; Lxp: expérimental; Th: Théorique

« Effet de "acénocoumarol sur la rythmicité du
complexe prothrombinique

L’analyse des tableaux I et 11 et du chronogramme de la
figure 1 montreat que I’administration de I’acénocoumarol
se traduit par unc chute du complexe prothrombinique qui
est maximale a 20h (début de l1a période nocturne) par
rapport a des valeurs moyennes pour les autres points
temporels Zh, 8h et 14h du cycle nycthéméral.

La conparaison des moyennes, deux A deux, permet de
constaier qu'il n’y a pas de différence statistiquement
significative de I'effet de I’acénocoumarol entre les points
temporels, excepté le point 20h, début de la phasc nocturne
(phase d'activité de 1'animal) ou Peffet de
"acénocoumarol cet statistiquement différent des pointe
8h, 14h et 2h,

* Réponse individuelle des Tacteurs du complexe
prothrombinique 3 Yacénocoumarol

L’ensemble des résultats illustrés par les tableaux 1 et 11
nous permet de faire les approches suivantes: 1'effet de
I'acénocoumarol sur le facteur V reste inchangé. Pour le
factcur 11, I'effet ne présente pac de variation

. 48 .



statistiquement significative au cours du nycthmére.
Cependant, pour les facteurs VII+X, on cnregistre
2 20h un effet statisquement différent de celui de 8h et de
14h. Cette variabilité tient probablement :

. w-~alademi-viedes facteurs vilamine K dépendants (facteurs

11, VIl et X);
- au délai d’action et A la demi-vie de I'acénocoumarcl
utilisé,

En général, aprés une période de 4 3 S temps de demi-
vie qui suit la modification de I'équilibre, une situation
stable scra de nouveau atteinte,

CONCLUSION

Les résultats obienus permettent de faire les conclu-
siong suivantes :

- I'activité prothrombiniquc chez les témoins 2 20 het 4 2h
est statistiguement plus faible que celle observée a 8h et
a 14h;

- Padministration de 1'acenccoumarol & 20h, début de la
période nocturne, donne effet le plus important par
rapport aux autres points temporels du nycthtmere.
Toute administration 3 8h, 14h, 2h se traduit par un effet
statistiquement non variable,

Faut-il baisser davantage 1a dose administrrée pour
mieux déiccter les éventuelles variations nycthémérales de
Veffet anticoagulant de 'acénocoumarol et pour obtenir
des chutes des facteurs de coagulation comparables i celles
recherchées en clinique?

L’observation approfondie de Pactivité prothrom-
binique au début de la phase nocturne chez les témoins et
celle de Peffet de I’acénocoumarol A cette méme période,
nous permet d’entrevoir ou tout au moins de supposer une
prédisposition de I'organisme & connaitre par ses propres
moyens, ou grice A un apport cxtéricur, une activité
prothrombinigue moins importante qu'au reste du
nycthémere. Cependant, ces données chronesthésiques et
chronophysiologiques ne nous permettent malheureu-
sement pas d’opter pour unchoix de I’ heure optimale caron
ne sait pas quelle serait la réalité chironopathologique chez
le malade 2 qui on se propose d’administrer un anti-

vitamine K.,
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