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coefficient de distribution apparent

rapport des concentrations entre les globules rouges et le plasma

coefficient de distribution réel
rapport des concentrations entre les globules rouges et l'eau plasmatique

ou le tampon isotonique

compartiment

espace virtuel de distribution dans lequel le médicament est
instantanément réparti de maniére homogéne, puis s'élimine ou s'échange
avec d'autres compartiments suivant une cinétique identique en tous les

points du compartiment

temps d'égquilibre de distribution entre plasma et globules

rouges

temps au bout duquel les concentrations libres non ionisées de part et

d'autre de la membrane du globule rouge sont égales

Ab s vl atd

Cl2h, concentration & 12 heures aprés la prise
Cgr, concentration dans les globules rouges
Cmax, concentration maximale

Cp, concentration dans le plasma



Cpo,

Csg,

ct,

D apparent,

D réel,

£,

Jo,

J5,

J32,

concentration plasmatique initiale

concentration dans le sang total

concentration dans le tampon

coefficient de distribution apparent

coefficient de distribution réel

fraction libre plasmatique

fraction libre globulaire

hématocrite
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jour 5
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INTRODUCTION



Un médicament, administré & un patient, suit dans l'organisme
différentes étapes : résorption, distribution, métabolisme et

limination. Son temps de séjour dépendra de ses propriétés

D~

physicochimiques ainsi que des caractéristiques biologiques,

physiologiques et pathologiques de chaque sujet.

Dans la circulation générale, la molécule médicamenteuse se
répartit entre les différents constituants du sang : le plasma (eau,
protéines) et les éléments figurés (globules rouges, leucocytes,
thrombocytes..) .

Parallélement & cette distribution intrasanguine, la fraction
médicamenteuse libre passe a travers les différentes membranes
cellulaires et pénétre en plus ou moins grandes quantités dans les

tissus.

La mesure de la concentration plasmatique totale ne traduit pas
directement la concentration au niveau des sites d'action compte tenu des
variations inter et intraindividuelles de liaison des médicaments aux
protéines plasmatiques et de distribution dans les cellules sanguines. La
connaissance de la concentration plasmatique libre permettrait de pallier
ce manque d'information, mais sa détermination pose socuvent de nombreux
problémes analytiques [En effet, les méthodes dites classiques ne
permettent pas toujours de mesurer avec précision les fractions liées de
médicaments présentant des pourcentages de liaison trés importants

(supérieurs a 95 %)1].



Néanmoins, les relations existant entre la concentration en forme libre
dans le plasma et les concentrations totales dans le plasma et dans le
sang permettent généralement l'utilisation des concentrations totales
pour les contrdles thérapeutiques mais également pour les études
pharmacocinétiques. La distribution, qui met en jeu certains facteurs
physioclogiques, tels que les volumes liquidiens de 1l'organisme et la
fixation sur les protéines, n'est bien souvent qu'approchée globalement

et théoriquement.

Ce mémoire se propose de comparer le passage intraérythrocytaire
d'un antiarythmique, le disopyramide, in vitro et chez des malades
traités, dans le but d'envisager la possibilité de proposer un modéle

expérimental d'étude de distribution.

Nous commencerons tout d'abord par montrer les différents mécanismes de
passage d'un médicament dans le globule rouge et les liaisons qu'il y
forme, ainsi que les implications en pharmacocinétique. Nous retiendrons
également les protocoles expérimentaux possibles pour 1'étude de ce

passage.

Puis, nous décrirons la méthode de dosage par chromatographie liquide du
disopyramide et sa mise au point dans différents milieux (plasma, tampon

isotonique, ultrafiltrat plasmatique).

Ensuite, nous étudierons, par la méthode d'incubation, d'une part, le
passage du disopyramide dans les globules rouges a partir d'un tampon
isotonique ou du plasma, et d'autre part, le passage inverse, c'est a

dire & partir des globules rouges dans le tampon et le plasma. Nous



.8 -

utiliserons cette technique pour déterminer de fagon indirecte 1la
fraction liée aux protéines plasmatiques; les résultats seront comparés a
ceux obtenus par la méthode d'ultrafiltration.

Par cette méthode nous déterminerons également le temps nécessaire a
l'équilibre de distribution entre le plasma ou le tampon et les globules

rouges, et de fagon indirecte, la fraction liée érythrocytaire.

Dans le derniere partie, & titre d'exemple en situation rélle, nous
comparerons ces reésultats in wvitro & ceux obtenus lors d'une é&tude
pharmacocinétique effectuée chez des malades traités, étude pour laquelle
les dosages de disopyramide ont été effectués dans le plasma et dans le

sang total.






Iére partie : ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE

I.1.MECANISMES DE PASSAGE GLOBULAIRE DES MEDICAMENTS

I.2 FACTEURS INFLUENCANT LE PASSAGE GLOBULAIRE DES

MEDICAMENTS

I.3.COMPORTEMENTS DES MEDICAMENTS A L'INTERIEUR DU

GLOBULE ROUGE
I.4.CONSEQUENCES PHARMACOCINETIQUES

I.5.METHODES D'ETUDE IN VITRO DU PASSAGE GLOBULAIRE DES

MEDICAMENTS



Etude bibliographique

La répartition des médicaments dans les globules rouges a fait 1l'objet de
nombreux articles ces 30 derniéres années, comme si l'on wvenait de
découvrir un nouveau compartiment. Son importance allait dépendre de la
molécule étudiée : Maren (67) montrait lors de 1'étude in wvitro du
passage érythrocytaire de 18 sulfanolamides, que leur concentration
érythrocytaire représentait, selon la molécule étudiée, 4 a 55 % de leur
concentration sanguine.

Nous essayerons a travers cet exposé de dégager les axes principaux

de ces recherches.

I.1.MECANISMES DE PASSAGE GLOBULAIRE DES MEDICAMENTS

Parmi les mécanismes généraux de passage de molécules endogenes et
exogénes a travers les membranes biologiques, cing systémes de transport
se rapportent & la membrane du globule rouge (63, 75-78). Ces mécanismes

seront trés briévement rappelés.

I.1.1.Diffusion passive

Elle concerne une grande majorité de médicaments. Le passage se
fait toujours dans le sens du gradient de concentration existant de part
et d'autre de la membrane du globule rouge : le transfert s'effectue de

la région a forte concentration vers la région a faible concentration.



Elle ne nécessite pas d'apport d'énergie; sa vitesse est décrite par la

Loi de FICK (46, 62) :

d DSP

EE'—TAC
ou D est défini comme la quantité de soluté diffusant par seconde a
travers une surface de 1 cm? pour un gradient unitaire. Il est fonction
de la taille et de la forme de la molécule, mais aussi des résistances de
frictions dues a la viscosité du solvant. S représente la surface de la
membrane; P, le coefficient de partage entre la phase lipidique et 1la

phase aqueuse; AC, la différence de concentration de part et d'autre de

la membrane et a, l'épaisseur de la membrane.

I.1.2.passage de cextains ions par l'intermédiaire de
ionophores

Un grand nombre de substances antibiotiques, appelées ionophores,
sont capables de provoquer le passage a travers la membrane du globule
rouge, de certains ions (Nat, ca?%, k*.). Par exemple, la valinomycine,
la nigéricine (63) sont des composés ayant une structure annulaire avec
une périphérie hydrophobe et une région centrale hydrophile, a
l'intérieur de laquelle l'ion K' peut se loger grdce a des liaisons de
coordinance. La périphérie hydrophobe de ces molécules permet au complexe
antibiotique-K* de se dissoudre et ainsi de passer & travers la couche
hydrocarbonée non polaire de la structure membranaire. La gramicidine,
(63) ayant une structure linéaire, entoure le cation monovalent pour

former une structure annulaire qui ressemble & celle de la valinomycine.



I.1.3.piffusion facilitée

Elle se fait dans le sens du gradient de concentration et par
conséquent ne nécessite pas d'apport d'énergie. On suppose qu'un
composant membranaire spécifique sert de transporteur pour la molécule :
il s'agit probablement d'une protéine qui contient un site de liaison
complémentaire.
L'un des systémes de diffusion facilitée 1le plus connu dans les
érythrocytes humains est celui du transport du glucose (63, 75). Le
tansporteur du glucose fixerait le sucre par trois groupes hydroxyls
équatoriaux. Il est capable de transporter d'autres sucres comme le D-
mannose, le D-xylose, le D-arabinose et le D-ribose aussi bien que des
dérivés non naturels comme le 2-désoxy-D-glucose et le 3-0O-méthyl-D-
glucose. Deux substances, la phlorétine et la trihydroxyacétophénone sont
des inhibiteurs compétitifs du transport du glucose dans les

érythrocytes.

I.1.4.Filtration

Les anions de petite taille (PM inférieur a 100) pénétrent a
l'intérieur du globule rouge par les pores membranaires de 4A, autour
desquels une charge positive est répartie (76). Ce passage nécessite
d'une part un courant d'eau résultant d'une différence de pression
osmotique ou hydrostatique et d'autre part 1l'hydrosolubilité de 1la

molécule.

I.1.5.Iransport actif

Il assure le transfert a l'intérieur des globules rouges, contre un
gradient de concentration, de molécules comme les cations (Nat, ca?t,

K*..); il nécessite un apport d'énergie et la présence d'un transporteur
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membranaire. Bien plus que l'énergie, c'est la quantité de transporteur
disponible qui est le facteur limitant de ce phénoméne. Ce processus de
transport existe pour un certain nombre de substances naturelles, telles
que les vitamines ou les acides aminés. Hagenfeldt (39) met en évidence 6
mécanismes différents de transport pour les acides aminés dans les
globules rouges, par l'étude des corrélations entre les coefficients de
distribution apparents obtenus et les caractéristiques chimiques de
l'ensemble des acides aminés.

Pour qu'un médicament suive ce type de transport, il faut qu'il présente

une structure tridimensionnelle proche de ces composés (76).

Pour le lithium, il a été décrit plusieurs mécanismes de passage associés
assurant sa répartition entre les globules rouges et le plasma (33)

-un transport actif faisant intervenir l'adénosine triphosphatase,

-un transport par diffusion passive,

-un mécanisme d'échange par diffusion entre le sodium et le lithium.

I.2.FACTEURS INFLUENCANT LE PASSAGE GLOBULAIRE DES

MEDICAMENTS

L'intensité du passage d'une molécule a travers la membrane du globule
rouge va dépendre de différents facteurs, dont les 3 principaux sont la

dissociation ionique, la liposolubilité et la liaison plasmatique.

I.2.1.Dissociation Jonique
La fraction de médicament sous la forme ionisée dépend de son pKa

et du pH du milieu. L'équation d'HENDERSEN-HASSELBACH (62) permet de



déterminer la fraction non ionisée du composé en fonction de son pKa et

du pH:

_ (ionisée) .
pPH = pKa + log {non lonioée) (pour un acide)
(non ionisée)
pPH = pKa + log (pour une base)

(ionisée)

Seule la fraction non ionisée peut passer a travers la membrane du

globule rouge, comme l'ont souligné Shanker et Bres (12, 75-78).

Par exemple, le peu d'affinité pour le globule rouge de 1l'amiodarone (14,
66, 88) et l'ouabaine (1) peut en partie s'expliquer par le fait qu'ils

soient principalement & pH 7,4 sous forme ionisée.

I.2.2.Liposolubilité

Elle est représentée par le coefficient de partage, mesuré in vitro
entre une phase lipophile (chloroforme, acétate d'éthyle ou octanol) et
une phase aqueuse. Plus il est élevé, plus la vitesse d'entrée, décrite
par la Loi de FICK (62), de la molécule médicamenteuse a l'intérieur du
globule rouge est rapide et plus le temps d'obtention de 1l'équilibre

entre le globule rouge et le plasma est faible (Tableau Ia).



Tableau la : coefficient de partage et temps d'équilibre de quelques médicaments

composé coefficient temps réf
de partage
chloroforme/eau | d'équilibre

acide 5-nitrosalicylique 6,8 rapide 76

acide p-aminobenzoilque 4,0 rapide 76

acide salicylique 1,4 rapide 76

aniline 20,9 rapide 78

antipyrine 23,9 rapide 78

phénol 23,4 rapide 76

sulfadiazine 10 rapide 76

sulfathiazole 441,0 rapide 76

amiodarone T25% 5 minutes 88

indapamide 32% 10 minutes 87
phénytoine 170,0%* 10 minutes 60, 81

acide sulfanilique 0,194 1 heure 76

acide hippurique 0,217 1 heure 76

acide sulfosalicylique 0,052 2 heures 76

serotonine 0,0003 3 heures 78

acide p-aminohippurique 0,031 supérieur a 76

8 heures
tensilon inférieur a 0,0001 supérieur a 78
8 heures
légende : * , coefficient de partage entre octanol et eau;

rapide, inférieur a 5 minutes.



La proportion de forme liposcluble (forme non ionisée) dépend de son

degré d'ionisation, donc de son pKa et du pH du milieu.

Les globules rouges ont une membrane lipidique poreuse (pores chargés
positivement) qui agit comme une barriére s'opposant a la pénétration des
molécules.

Les petites molécules liposolubles pénétrent dans le globule rouge par
dissolution dans la phase lipidique ou par passage par les pores de 4 A,
Les molécules liposolubles plus grosses entrent seulement par dissolution
dans la phase lipidique.

Les molécules hydrophiles et les anions ne dépassant pas une certaine
taille (PM inférieur & 100) passent par les pores de 4 A.

Les cations sont repoussés par les charges positives situées au niveau

des pores et leur passage ne peut se faire que par transport actif.

I.2.3.Liaison aux protéines plasmatigques

Dans le plasma, les médicaments se fixent en majorité sur
l'albumine. Les médicaments basiques se lient également a l'alpha 1-
glycoprotéine acide. Enfin, une fixation sur 1les lipoprotéines
(médicaments plus lipophiles; chlorpromazine, imipramine, propranolol,
quinidine..) et sur les gammaglobulines (imipramine..) est parfois mise

en évidence.
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Par suite de sa liaison aux protéines , le médicament existe dans
le plasma sous 2 formes en équilibre réversible : une forme libre et une
forme liée. Seule la forme libre est considérée comme active, car elle
seule en théorie peut diffuser vers les tissus et atteindre son site

d'action (46, 62).

Maren (67) constate, dés 1960, que dans la série des sulfonamides, leur
passage dans les globules rouges dépend de fagon prépondérante de leur
liaison aux protéines plasmatiques. Pour des molécules de méme pKa, les
coefficients de distribution apparents (rapport des concentrations
globulaires et plasmatiques) augmentent avec la fraction libre

plasmatique (f)

£ D apparent pKa
sulfacétamide 0,84 0,50 5,4
sulfaéthylthiazole 0,14 0,05 5,4
sulfadiazine 0,83 0,40 6,5
sulfaméthoxypyridazine 0,40 0,13 6,7

Un faible passage globulaire est également observé pour le dipyridamol
(58), le ag—tétrahydrocannabinol (30), la digitoxine (1), l'indométacine
(65), l'amiodarone (88), la phénytoine (60), la propafénone (84), dont
les concentrations libres plasmatiques sont inférieures a 10 % des
concentrations plasmatiques totales. A l'inverse, le passage dans les
globules rouges est important pour le sulpiride (12), le sultropide (12),
l'imipramine (7) et la pentazocine (27) qui sont des médicaments

faiblement liés aux protéines plasmatiques (tableau Ib).



Tableau Ib : Valeurs des coefficients de distribution réel et apparent et de la fraction
libre plasmatique (f), de quelques médicaments.

composé D réel D apparent £ réf
amiodarone 0,386 0,003 88
A9 - tétrahydrocannabinol 12,500 0,370 0,030 30
digitoxine 1,370 0,090 0,130 60
dipyridamol 4,880 0,150 0,030 58
imipramine 4,000 1,000 0,850 7
indométacine négligeable négligeable 0,100 65
pentazocine 2,680 1,060 0,390 2
phénytoine 4,330 0,220 0,030 60
sulpiride 1,000 0,860 12
sultropide 0,964 0,900 12




Des modifications dans les liaisons protéiques, soit d'origine
pathologique, soit dues a des associations médicamenteuses, entraineront

des variations dans la distribution globulaire.

Le passage dans les globules rouges de la diphénylhydantoine, parait
légérement augmenté chez les malades cirrhotiques ou urémiques : cette
augmentation est consécutive a une diminution du taux de protéines
plasmatiques et donc de la fraction liée plasmatique (60). En effet, 1la
fraction de médicament qui passe dans les globules rouges est reliée
directement & la fraction libre dans le plasma et par conségquent a la
concentration en protéines plasmatiques.

Le calcul des rapports des concentrations en diphénylhydantoine dans le
plasma et les globules rouges, pourrait servir de méthode rapide et
simple permettant le dépistage de déficiences ou d'anomalies aux niveau

des protéines plasmatiques (méthode indirecte).

La fraction 1liée plasmatique de 1la pentazocine est en moyenne, de
61,1 3,0 % (n = 20) chez les wvolontaires sains et de 65,8 6,0 %
(n = 22), chez les sujets malades (27).

Cette différence est due a 1la prise d'autres médicaments
(diphénylhydantoine, phénobarbital, sulfonamides et pénicilline), mais

aussi & la variation de la concentration en protéines plasmatiques ou a

l'altération de leur structure.

Lors d'associations médicamenteuses, la liaison d'un médicament aux
protéines peut étre modifiée par compétition sur les mémes sites
récepteurs avec un autre médicament. C'est ainsi que 1l'acétazolamide

déplace a l'intérieur de l'érythrocyte la chlortalidone de sa liaison a
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l'anhydrase carbonique (5). De méme, la phénylbutazone déplace le
dicoumarol de ses sites de liaison aux protéines plasmatiques, ce qui
entraine une forte augmentation de la forme libre dans le plasma et de sa

concentration globulaire (16).

I.2.4.putres facteurs

Le passage globulaire peut également dépendre de fixations
additionnelles sur les leucocytes et les plaquettes [la chlorpromazine,
le N hydroxyéthylprométazine, le sulfoxyde de la chlorpromazine (2)
l'imipramine (7, 68, 79)] et de wvariations physiologiques ou
pathologiques au niveau des globules rouges eux mémes (anémies..) ou au
niveau de la membrane érythrocytaire (maladies enzymatiques ou génétiques
de la membrane). Une anomalie de la membrane du globule rouge a été
décrite dans certains états dépressifs justiciables d'un traitement par

le lithium (33).

I.3.COMPORTEMENTS DES MEDICAMENTS A L'INTERIEUR DU

GLOBULE ROUGE

Les médicaments se retrouvent dans les globules rouges soit
uniquement sous forme libre [l'indométacine (65), le pentobarbital (26),
la sulfadiazine (677 ; la sulfamethoxypiridazine (67), la
sulethylthiadazole (67) et le sulfisoxazole (67)], soit sous une forme
libre et une forme liée en équilibre réversible [la sulfanilamide (67),
le phénobarbital (65), l'acétazolamide (5, 67, 89), la chlortalidone (23,
28), 1l'indapamide (87), la chlorpromazine (2, 7, 92), la digoxine (1,
42), la digitoxine (1), la quinidine (50), la pentozacine (27), 1la

methazolamide (67)].



Dans le tableau Ic, sont regroupées les fractions libres globulaires de
ces médicaments, quand cela est possible. En effet, les auteurs ont
employé des termes semiquantitatifs pour traduire la liaison globulaire

de certains médicaments.

Tableau Ic : fraction libre globulaire de quelques médicaments

composé concentration fraction réf
dans le sang libre
total (pg/ml) globulaire
4,4 négligeable
acétazolamide 11,12, 0,14 67
44,4 0,31
digitoxine *69 ng/ml 0,93 1
méthazolamide 11,8 négligeable 67
47,2 0,31
pentazocine 0,1-1,4 0,3 27
phénobarbital 10,0-25,0 0,5 65
3,4 0,5
8,6 0,46
sulfanilamide 34,4 0,62 67
68,8 0,62
344,0 0,76




L'interaction entre le médicament et les hématies se produit aussi

bien au niveau de la membrane cellulaire (4), [chlorpromazine (7),

digoxine (42), propranolol (52)], gu'au niveau des constituants
intracellulaires (4), telles gque 1l'hémoglobine [digoxine (42),
guinidine (50)] et 1l'anhydrase carbonique [acétazolamide (5, 88),

chlortalidone (23, 28) et indapamide (87)].

I.4.CONSEQUENCES PHARMACOCINETIQUES

Une importante distribution globulaire a des implications sur la
pharmacocinétique des médicaments.

Une forte liaison aux protéines érythrocytaires a pour conséquences

-une diminution de la distribution du médicament dans 1l'organisme
entrainant une modification de son volume apparent de distribution

-une mise en réserve provisoire du médicament, puisque le
médicament capté par les globules rouges n'est ni métabolisé, ni filtré
au niveau rénal.

-un ralentissement de la vitesse globale d'élimination & partir du
sang total, puisque la fraction liée n'est ni métabolisée, ni filtrée au
niveau du glomérule rénal. Plus le pourcentage de liaison aux protéines
est élevé, plus la vitesse d'élimination est faible. Il en résulte un
augmentation du temps de demi-vie biologique.

-une diminution des clairances métaboliques et rénales.

Dans la zone des concentrations thérapeutiques, lorsque les liaisons
globulaires formées sont concentration dépendante, la cinétique de

passage dans le globule rouge n'est pas linéaire, comme pour l'indapamide
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(87), la digoxine (42), l'acétazolamide (59, 67, 89) et la chlortalidone
(28). Du point de vue pharmacocinétique, une captation érythrocytaire
saturable peut entrainer une non-linéarité des cinétiques (28). Ainsi, la
pharmacocinétique de la chlortalidone (28) est compatible avec un modéle
non linéaire & trois compartiments : un compartiment central, un
compartiment tissulaire et un compartiment érythrocytaire. Dans ce
dernier, la chlortalidone est pour une fraction en équilibre avec celle
du compartiment central, les vitesses de transfert étant d'ordre 1;
l'autre fraction, plus fortement liée, suit une cinétique de Michaelis

Menten.

Un dernier facteur important en pharmacocinétique est le temps au bout
duquel l'équilibre de distribution d'un médicament entre les différents
constituants du sang est atteint.

D'une part, un passage dans les érythrocytes ou un retour des
érythrocytes vers le plasma particulierement lents peuvent nécessiter
l'introduction dans le modéle d'un compartiment supplémentaire (80); dans
ce cas, la demi-vie d'élimination & partir des érythrocytes est plus
longue que celle évaluée a partir du plasma (32).

D'autre part, 1l'importance de 1la cinétique de ces échanges sur le
métabolisme hépatique des médicaments a également été souligné (73, 91);
lorsque les échanges entre plasma et globules rouges sont rapides, la
clairance métabolique hépatique n'est pas limitée par le débit
plasmatique mais par le débit sanguin, alors que lorsque le médicament
est réparti uniquement dans le plasma, c'est le débit plasmatique qui

devient le facteur limitant.

En pharmacologie clinique, la connaissance de la concentration

globulaire de certains médicaments permettrait l'ajustement de la



« 35 .

posologie pour chaque patient et ainsi éviterait les sous ou surdosages
dont les <conséquences peuvent s'avérer graves. Le rapport
érythroplasmatique des concentrations de lithium, déterminé in vitro sur
le sang du patient, permet de prévoir ses effets toxiques et d'en adapter
la posologie (33). Dans le cas de la butaperazine, la réponse
thérapeutique est mieux correlée a sa concentration globulaire qu'a sa
concentration plasmatique (32). De plus, le passage intraérythrocytaire
des médicaments agissant au niveau du systéme nerveux central peut servir
de modéle de distribution permettant d'évaluer un éventuel passage au
niveau des neurones (1, 6) ou méme dans le cerveau (74). Il est possible
que les facteurs membranaires permettant le passage d'un médicament dans

les globules rouges soient semblables & ceux déterminant sa diffusion

dans un autre type de tissu.

I.5.METHODES D'ETUDE IN VITRO DU PASSAGE GLOBULAIRE DES

MEDICAMENTS

Ces études ont été réalisées soit in vitro en utilisant les
méthodes de dialyse a 1l'équilibre (7, 12, 16, 22, 27, 43, 50, 65, 67, 68,
79, 87) et d'incubation (1, 2, 5, 28, 39, 53, 59, 82, 88, 89), soit in

vivo chez 1l'homme (26, 28, 32, 33, 66, 92) ou l'animal (2, 67).

I.5.1.Dpialyse & Jl'équilibre

Cette méthode est la plus couramment utilisée pour déterminer les
parametres de liaisons plasmatiques et érythrocytaires. Elle est
appliquée entre autres par Maren en 1960 (67) aux sulfonamides, par Mac

Athur en 1971 (65) & l'indométacine, le phénobarbital et les salicylés,
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par Bickel en 1975 (7) & l'imipramine et par Cruze en 1975 (18) & l'acide
salicylique et au sulfathiazole..

Le pourcentage de liaison de la molécule aux différents constituants du
sang, les constantes d'affinité et les capacités maximales de liaison

sont ensuite déterminés par la méthode de SCATCHARD (46, 61, 83).

5.1.1.Principe

Un équilibre est réalisé entre un compartiment 1 contenant le sang total
ou une suspension de globules dans un tampon isotonique pour éliminer la
liaison aux protéines plasmatiques, et un compartiment 2 contenant un
tampon isotonique surchargé en médicament, & une concentration C2 (t=0):
les deux milieux sont séparés par une membrane de dialyse. A 1l'équilibre,
la fraction liée aux protéines du sang ou des globules rouges est

déterminée par le calcul.

5.1.2.Analyse des résultats
Une fois l'équilibre atteint, les concentrations de part et d'autre

de la membrane de dialyse Cj (concentration dans le compartiment 1) et C»

(concentration dans le compartiment 2) sont mesurées :

concentration libre + concentration 1liée (1)

Ci

I

Co concentration libre (2)

Si dans le compartiment 1, on place du sang total ou une suspension de
globules rouges, la fraction liée (1-f) aux protéines du sang total ou

des globules rouges, est donnée par 1l'équation



c1 - C
il = (C1 . 2) (3)
1

Lorsque le dosage du principe actif ne peut se faire que dans le
tampon (C2), la quantité liée globulaire est calculée selon l'équation

suivante

C2(t=0).-V2 = C2.V2 + C1.V1 (4)
ot Vi1, représente le volume du compartiment 1 et V2, le volume du

compartiment 2.

De l'équation 3, on déduit que

C
cy = —;_27 (5)

ou f représente la fraction libre dans le sangn total ou les globules

rouges.

ce qui donne en remplacant C2 par sa valeur dans l'équation 4

Co2.V1

(£) (6)

(C2 (£=0)-V2) = (C2.V2) +

(C2 (t=0)-V2).(£f) = (C2.V2).(f) + C2.Vi (7)

(1-f) est alors égale a

C2(t=0).V2 - C2.(V2+V]y)
(C2 (t=0).V2 - C2.V2)

(8)



5.1.3.Limites

Cette méthode, généralement considérée comme méthode de référence
nécessite un temps d'équilibre assez long, de 24 heures a plusieurs jours
le plus souvent, un volume d'échantillon important (plusieurs ml),
l'achat d'un matériel couteux. Elle n'est pas réalisée a 37°C car les
risques de dégradation des milieux biologiques sont grands, le plus

souvent, les dialyses sont réalisées a 4°C.

De plus, des variations de volume V] et V2 peuvent étre observées durant

la dialyse. Il y a passage d'un certain volume de tampon vers le sang

total, entrainant des erreurs de calcul de la concentration Cj.

I.5.2.Méthode d'incubation

Cette méthode sera utilisée tout au long de ce travail.

5.2.1.Principe

Un équilibre entre des globules rouges et du plasma ou du tampon
isotonique surchargés en médicament est réalisé, a 37° C, sous agitation
constante.

La concentration en substance médicamenteuse est dosée dans le plasma ou
le tampon isotonique avant l'incubation (t=0) , puis a différents temps
pendant l'incubation, jusqu'a 1l'obtention d'un équilibre de distribution
entre le plasma ou le tampon et les globules rouges. A l'équilibre, les
fractions libres plasmatiques et globulaires sont déterminées par le

calcul.

5.2.2.Analyse des résultats
Garrett (30,31) a développé, en détail, les équations permettant de

calculer, & partir des concentrations plasmatiques déterminées
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expérimentalement, les concentrations dans le sang total (Csg) et les
globules rouges (Cgr). Cette approche que nous dénommerons classique, a

été par la suite reprise par de nombreux auteurs, soit

Csg = Cp.(1 - H) + Cgr.(H) (1)

Csg - Cp.(1 - H)
= (2)

Cgr =

ou Cp représente la concentration dans le plasma et H, l'hématocrite.

A 1l'équilibre de distribution, le coefficient de distribution réel est
par définition le rapport de la concentration globulaire sur la
concentration plasmatique 1libre et 1le coefficient de distribution
apparent le rapport de la concentration globulaire sur la concentration

plasmatique totale :

Cgr Cgr Cgr

Dréel = o= 1ibss ~ Cct - (Cp.f) (3)
Dapparent = %ﬁf (4)

ou Ct, la concentration dans le tampon; Cp libre, la concentration libre

dans le plasma; f, la fraction libre plasmatique.

La fraction libre plasmatique est égale a

Da arent
o= Japparent
Dréel 52



A l'équilibre de distribution, les concentrations libres non
ionisées de part et d'autre de la membrane du globule rouge sont égales
si on admet que seules les formes non ionisées libres sont transférables

(45) :

Cgr libre = Cp libre = Ct (6)

ou Cgr libre représente la concentration libre dans les globules rouges.

La concentration globulaire 1libre (ou concentration dans 1l'eau
globulaire) est calculée a partir de 1l'équation de distribution d'un
médicament entre deux milieux séparés par une membrane (76, 78). Cette

équation s'écrit :

pour une base

C eau globulaire _ [1+10(PKa-pH eau globulaire)

(7)

T - [1+10 (PKa-pH tampon)
pour un acide
C eau globulaire [1+10 (PH eau globulaire-pKa) 8
cE i [1+410 (PH tampon-pKa) (8)
La fraction libre globulaire est alors donnée par :
£ = Cgr libre (9)

Cgr totale



Au terme de cet exposé, on pergoit que la connaissance de la
distribution d'un médicament dans les globules rouges et les liaisons
qu'il y forme, peut avoir de l'importance en pharmacocinétique.
L'utilisation en pharmacologie clinique, de paramétres pharmacocinétiques
calculés sans prendre en compte la liaison du médicament aux protéines
globulaires est & éviter (51); sa fixation globulaire peut modifier 1la
pharmacocinétique plasmatique et par la interférer sur les effets

thérapeutique et toxicologique.
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LE DISOPYRAMIDE

II.1 JUSTIFICATION DU CHOIX DU PRODUIT

Ce principe actif a été retenu compte tenu de la complexité de sa
cinétique en administrations répétées; en effet, cette molécule a une
liaison aux protéines plasmatiques concentration-dépendante, & capacité
limitée (86), son élimination est sensible & cette liaison. Globalement
ceci se traduit, lors d'administrations répétées, par une relation non
linéaire entre la dose administrée et la concentration plasmatique totale

a 1'équilibre des concentrations (24, 57).

II.2 FORMULE ET PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES

Le disopyramide ou 4-(diisopropylamino)-2-phényl-2-(2-pyridyl)

butyramide, de formule brute, C»1H29N30, posséde la formule développée

suivante (8)



|0I CH(CH 3 ),
*
NH, C c CH, CH, N
N CH(CH 3 )5
N/

figure 1 : formule développée du disopyramide

- - .
C , carbone asymetrique

I1 peut se trouver sous 2 formes

-base -phosphate

PM = 339,5 PM = 437,5

Le disopyramide se présente sous forme d'une poudre cristalline blanche
inodore & saveur amére. La forme base est soluble dans les solvants
organiques et peu soluble dans l'eau. Le phosphate est insoluble dans les
solvants organiques et trés soluble dans l'eau.

Le pKa de la base est de 8,34 (35).



a- Absorption ultraviolette
Le disopyramide absorbe le rayonnement ultravioclet. Il présente une

absorption maximale & 263 et 268 nm, avec un épaulement a 275 nm pour la

base (35).

b- Fluorescence
Le disopyramide ne posséde pas de fluorescence native; il présente une
fluorescence induite, en solution dans de l'acide sulfurique avec des

longueurs d'onde maximale d'excitation & 275 nm et d'émission & 410 nm.

IT.3.PHARMACOLOGIE

Le disopyramide est un anti-arythmique a effet quinidinique (classe I de

la classification de Vaughan-Williams).

II.3.1.Mode d'action

L'action anti-arythmique du disopyramide est liée a son effet
stabilisant de membrane : altération de la physiologie de la membrane
cellulaire qui perd son aptitude & permettre les échanges ioniques
nécessaires & engendrer la dépolarisation. Par cette action, il entraine
au niveau du tissu conductif cardiaque une prolongation de la période
réfractaire, une élévation du potentiel liminaire (seuil & partir duquel
une dépolarisation se déclenche) et un ralentissement de la conduction,
notamment & l'étage ventriculaire. Au contraire, la conduction intra-

auriculaire et auriculo-ventriculaire n'est que peu ralentie (36).

Le schéma du potentiel d'action d'une fibre de purkinje (36) est

représenté ci dessous (figure 2) :
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figure 2 : schéma du potentiel d'action d'une fibre de purkinje (36)

légende : Quand la microélectrode pénetre la fibre (fléche blanche), un potentiel de
repos de -90 mV est mesuré. Au moment de la stimulation (fléche noire) se produit une
ascension rapide (phase 0). Les phases suivantes sont indiquées par les chiffres 1, 2

(plateau) et 3.

Eff 1y di id ) fa1. a4 ; N
-dépression de la phase 0 du potentiel d'action
-prolongation de la repolarisation

-ralentissement de la conduction



Le disopyramide exerce un effet inotrope négatif (diminution de la
contractilité myocardique) modéré pouvant entrainer une légére diminution
du débit cardiaque.

Il existe indépendamment de 1l'effet stabilisant de membrane, un effet
atropinique se manifestant essentiellement au niveau sinusal et pouvant
entrainer une légére diminution du débit cardiaque.

Les taux thérapeutiques dans le plasma se situent entre 3 et

5 pug/ml.

IT.3.2.propriétés pharmacocinétiques

Le disopyramide, RYTHMODAN® (laboratoires Roussel, Paris) est
commercialisé en France, sous deux formes orales : Les gélules sont
dosées a 100 mg de disopyramide base. Les comprimés & libération
prolongée, sous forme de phosphate, sont dosés a 250 mg de disopyramide
bases. La forme a libération prolongée est utilisée surtout chez les
malades soumis a une thérapie prolongée.

Une forme injectable, sous forme de phosphate, est réservée aux services

hospitaliers et est dosée & 50 mg de disopyramide base.

L'absorption du disopyramide simple et & libération prolongée
atteint 90% de la dose ingérée.
Aprés administration orale d'une dose unique & 100 mg de disopyramide
base, la concentration plasmatique maximale est atteinte entre 2 et 4
heures et se situe entre 2 et 5 Ug/ml (29). La demi-vie plasmatique varie

entre 7 et 9 heures (29).



Avec le disopyramide a libération prolongée, le temps maximal est
augmenté (3 a 5 heures), la concentration maximale est de 2 a 4 Ug/ml et
sa demi-vie d'élimination apparente, par suite d'un effet Flip Flop, est
de 13 a 16 heures, selon les sujets (37). A 1l'état d'équilibre, apreés 3
ou 5 jours de traitement par disopyramide a libération prolongée (250 mg
toutes les 12 heures), les concentrations plasmatiques sont maintenues
dans le zone d'efficacité tout au long des 24 heures et sont équivalentes
aux concentrations obtenues aprés administrations répétées toutes les
6 heures de disopyramide simple (85).

Aprés injection par voie intraveineuse, la concentration sanguine d'abord
élevée, décroit rapidement (demi-vie de distribution : 2 &4 4 minutes). La

courbe des taux sériques est ensuite analogue a celle qui est obtenue

aprés administrationn per os.

Chez le volontaire sain, le volume apparent de distribution est

d'environ 1 1/kg de poids corporel (36).

La liaison aux protéines plasmatiques est dépendante de la

concentration (19, 71). 2 classes de sites ont été déterminées : l'une a

haute affinité - faible capacité est localisée sur 1l'alpha 1-
glycoprotéine acide, l'autre & faible affinité - forte capacité est
présente sur 1l'albumine (11, 40, 72). La fixation du disopyramide est

saturable et est de 20 & 80 % pour les concentrations plasmatiques

totales situées dans l'intervalle des concentrations thérapeutiques (3 a

5 pg/ml; 20, 64).

La distribution tissulaire du disopyramide est trés mal connue chez

1'homme. Chez le rat, 2 heures aprés injection du produit marqué, la
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radioactivité est maximale dans le foie, la graisse et la rate (4 a
7 fois 1le taux plasmatique). Chez 1le <chien, 1les concentrations

myocardiques sont le double des concentrations plasmatiques (69).

Le produit est faiblement métabolisé lors de son premier passage
hépatique. Sa clairance métabolique est de 117 * 7 ml/min. Son principal
métabolite, le N-monodealkyl disopyramide a une activité antiarythmique

moindre (29).

L'élimination globale, de 90 & 100 % en 5 jours, est & la fois

urinaire et fécale (37).

L'élimination urinaire est précoce, le maximum se situant vers la 4 éme
heure; environ 60 & 75% de la dose administrée est excrétée en 12 heures
(50 & 60% sous forme de disopyramide, 20 a 40% sous forme de métabolite;
37)

Le disopyramide est éliminé principalement par filtration glomérulaire
(29) et par sécrétion tubulaire (41). Cette derniére voie est saturable
pour des doses administrées supérieures a 600 mg/jour.

Sa clairance rénale est de 125 + 17 ml/min, elle augmente
proportionellement avec la concentration plasmatique libre (19).

Lorsque la concentration maximale est atteinte, la décroissance des
concentrations plamatiques en fonction du temps est biphasique chez les

sujets sains (19). La demi-vie terminale est comprise entre 7 et

9 heures (29).

L'élimination biliaire est pratiquement nulle.



Le disopyramide posséde un carbone asymétrique (C*) en position 2
(figure 1). Le principe actif, actuellement utilisé en thérapeutique sous
forme de base ou de phosphate, est un racémique constitué a parts égales
de l'énantiomére 2 S et de l'énantiomére 2 R.

Chez l'homme, selon la configuration de l'énantiomére, 2S(+) disopyramide
ou 2R(-)disopyramide, la liaison aux protéines plasmatiques est
sélective : en effet, l'énantiomére 2S(+) a une affinité pour 1l'alpha 1-
glycoprotéine deux fois plus élévée que 1l'énatiomére 2R(-) (54). De plus,
l'énantiomére 2S5 (+) est métabolisé 40 fois plus que son énantiomére

2R (=) 435):

Des modifications pharmacocinétiques sont observées dans différents
états pathologiques :
-lors d'une insuffisance rénale, 1l'élimination du disopyramide est
ralentie et va dépendre de la clairance & la créatinine. Un allongement
de la demi-vie commence a apparaitre pour des clairances de la créatinine
inférieures & 60 ml/mn et devient nettement significatif en dessous de 40
ml/mn (53). Les variations sont cependant importantes d'un sujet a
1l'autre.
-lors d'une insuffisance hépatique, le nombre restreint des études ne
permet pas de conclure (24).
-lors d'une insuffisance cardiaque, les modifications sont nombreuses.
Les demi-vies d'absorption, de distribution et d'élimination sont
augmentées; le volume apparent de distribution diminué (49).
-lors d'un infarctus du myocarde, plusieurs phénoménes sont observés : un
ralentissement de l'absorption avec une diminution des concentrations
maximales, une augmentation de la demi-vie de distribution, l'effet est

variable sur le volume de distribution. Ces modifications sont
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directement reliées aux variations de degré de liaison protéigue. En
effet, au cours de la phase aigué de 1l'infarctus, le taux d'alpha 1-

glycoprotéine est augmenté, le taux d'albumine diminué (49).

IT.3.3.pistribution du disopyramide dans Jles globules rouges

L'étude de Hinderling en 1974 (43), de la distribution in wvitro du
disopyramide dans les globules rouges montre que 1l'équilibre des
concentrations est atteint presque immédiatement aprés la surcharge. La
répartition n'est pas influencée par la présence de N monodealkyl-
disopyramide (NMD). Le rapport de la concentration globulaire & 1la
concentration plasmatique libre est supérieur & 1 et est indépendant de
la concentration de disopyramide et de son métabolite. De plus, le
rapport de la concentration globulaire & la concentration plasmatique
totale est fonction de la concentration de disopyramide, il augmente avec
la fraction libre (f). Il augmente de 0,45 & 1,11 pour une fraction libre

allant de 0,45 & 0,9.

II.4.MATERIELS ET METHODES

II.4.1.Dosage du disopyramide par chromatographie en phase

4.1.1.Introduction

Les méthodes de dosage du disopyramide les plus fréquemment utilisées ces
10 derniéres années sont les méthodes par chromatographie, en phase
gazeuse (25, 47, 55) ou en phase liquide (15, 48, 70), et par immunologie

par EMIT® et par FPIA®,



La chromatographie en phase gazeuse, tend a étre abandonnée, car
elle nécessite une phase de dérivatisation, imposée par 1l'instabilité
thermique du groupement amide.

Les méthodes immunologiques EMIT® (Syva, CA, USA) ou Fp1a® (Abbott,
CA, France) ont l'avantage d'étre simples, automatisables et rapides
d'utilisation, mais ne sont pas d'une grande sensibilité et ne permettent
pas le dosage du métabolite.

Dans notre étude, le disopyramide sera dosé par chromatographie
liquide haute performance en faisant intervenir un systéme de commutation
de colonne (22).

Cette méthode ne comporte pas de phase d'extraction préalable. Une
commutation automatique de colonne permet dans un premier temps, de
purifier l'échantillon plasmatique déprotéinisé et de concentrer les

composés a analyser avant la chromatographie proprement dite.

4.1.2.Méthodologie

4.1.2.1.Appareillage

L'appareillage utilisé est composé d'une chaine HPLC Waters, (Millipore,
Milford, MA, USA) comprenant : 2 pompes (M 501 et M 510), un injecteur
automatique Wisp 712 et une vanne de commutation & 6 voies (P/N 600 57).
L'absorbance est mesurée a l'aide d'un spectrophotométre modéle 490 E
programmable, & 265 nm. L'ensemble est couplé & un microordinateur Nec
APC IV (Nec Information Systems, Boxborough, MA, USA), fonctionnant avec
le logiciel d'acquisition et d'intégration (Baseline 810 de chez

Millipore) (fig 3).
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figure 3 : Chaine chromatographique

4.1.2.2.Réactifs

Le disopyramide et le parachlorodisopyramide sont fournis par les
laboratoires Roussel (Paris, France).

Les produits chimiques sont des produits Merck (Darmstadt, Germany) de
qualité analytique : acide perchlorique (0,5 mol/l), carbonate de sodium
(1,2 mol/l), solution aqueuse de triméthylamine & 100 mmol/l1 (le pH de
cette solution est ajusté a 2,5 par de l'acide phosphorique).

Les solvants (méthanol, acétonitrile, tetrahydrofuranne) sont de qualité

spectroscopique (SdS, Peypin, France).

4.1.2.3.S50lutions d'étalonnage

Les solutions méres de disopyramide (D) et d'étalon interne (EI,
parachlorodisopyramide) sont préparées avec du méthanol a une
concentration de 1 mg/ml et stockées & +4°C. Ces solutions sont
renouvelées tous les deux mois.

Les solutions filles sont obtenues par dilution au 1/10 éme des solutions
méres, dans du plasma humain, du tampon d'incubation ou du sang total, en

fonction du travail effectué et stockées a - 25°C par aliquots de 100 pl.

delecleur




4.1.2.4.Gamme d'étalonnage

A partir de la solution de travail de disopyramide permettant d'obtenir
des concentrations comprises entre 0,5 et 100 pg/ml, la gamme
d'étalonnage sera réalisée avec du plasma, du tampon d'incubation ou du

sang total, fonction matrice du travail expérimental réalisé.

4,.1.2.5.Préparation de 1'échantillon

a- Tampon

100 gl d'un tampon isotonique pH 7,4 sont additionnés d'étalon interne
(EI, 50 pl). Le mélange ainsi obtenu sera injecté.

b- Plasma et sang total

100 pl de plasma ou de sang total sont additionnés d'étalon interne
(50 p1) et d'acide perchlorique (150 pl).

Ce mélange est agité wvigoureusement pendant 45 secondes. Apreés une
centrifugation & 2000 g pendant 10 minutes, le surnageant (200 pl) est
alcanilisé dans les limites de pH 7,5-8 par l'addition de carbonate de
sodium (1,2 mmol/l). Le mélange ainsi obtenu sera injecté dans le

chromatographe.

4.1.2.6.Chromatographie

La purification et 1la concentration des composés a analyser sont
effectuées sur une précolonne XL cyano (7 cm x 4,6 mm, 5 pHm) et la
séparation analytique sur une colonne analytique ultrasphére cyano (7 cm
x 4,6 mm, 3 Um) Beckmann (Beckmann Instruments, Altex Division, San
Ramon, CA, USA).

La phase de lavage (pompe 501) est de 1l'eau distillée. La phase d'élution
(pompe 510) est composée de triméthylamine, d'acétonitrile, de

tétrahydrofuranne (78/20/2; v/v/v).



4,1.2.7.8ystéme de commutation de colonnes

Cette méthode de dosage comprend deux phases : une phase de
concentration/purification et une phase d'élution du produit & analyser.
Ces phases sont déterminées par la position A ou B que prend la vanne de
commutation & 6 voies. Un schéma explicatif est représenté ci dessous

(figure 4).

La circulation des phases de lavage et éluante est indiquée par un trait
plein.
Les débits des pompes sont ajustés & 2 ml/min pour la pompe 501 et a 1

ml/min pour la pompe 510.

Au temps t£=0, la vanne est en position A
-La phase de lavage draine la précolonne, la phase éluante passant dans
la colonne.
=L'échantillon est alors injecté. Il se dissout dans le solvant de
lavage, passe dans un premier temps a travers la précolonne, ou les
composés D et EI sont retenus par la phase polaire CN, tandis que les

composants apolaires de l'échantillon sont éliminés vers 1'évier.

Au temps t = 2 minutes, aprés l'injection, la vanne bascule de
60° et se place alors en position B :
-La précolonne est mise en série avec la colonne analytique.
-La phase mobile analytique élue les analytes de la précolonne vers la

colonne ou s'effectue la séparation de D et EI,
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figure 4 : Principe du couplage précolonne/colonne pour le traitement et
l'analyse du disopyramide et de son étalon interne.
Position A de la vanne de commutation : purification, concentration.
rétention des molécules & analyser et élimination des composés apolalires
des

Position B de la vanne de commutation : élution, séparation. élution

molécules &4 analyser

La circulation des phases de lavage et éluante est indiquée par un trait

plein.



At = 10 min aprés l'injection, la vanne rebascule en position
A, la phase aqueuse draine a nouveau la précolonne ainsi en condition
pour l'injection suivante, la phase mobile drainant la colonne jusqu'a la
fin de l'acquisition. Le temps nécessaire a la remise en condition de la

précolonne et de la colonne, avant l'injection suivante est de 1 minute.

II.4.2.pétexmination des taux plasmatiques Jlibres et 1iés pax
] £l £

4.2.1.Introduction

Les techniques les plus couramment utilisées, pour la détermination des
taux plasmatiques libres sont la dialyse & 1l'équilibre et

l'ultrafiltration (61). Cette derniére sera utilisée dans notre travail.

Le principe de l'ultrafiltration repose sur le fait que seule la
fraction libre en médicament peut traverser la membrane d'ultrafiltration
sous pression.

La membrane ultrafiltrante joue un rdéle essentiel dans cette séparation
et doit :

-permettre le passage quantitatif du ligand libre (disopyramide), sans
intéraction notable (adsorption en particulier).

-s'opposer au passage des protéines généralement impliquées dans la
fixation protéique plasmatique de la molécule active; une base faible,
telle que le disopyramide, est 1liée & 1l'albumine (P.M. = 65000) et a

l'alpha -1 glycoprotéine (P.M. = 41000).



A cet égard, les membranes ultrafiltrantes hydrophiles utilisées
présentent un seuil de rétention égal a 30000. La rétention des protéines
engagées dans une liaison avec le disopyramide est assurée par les seuils
de rétention des membranes hydrophiles utilisées.

Bowers (9) conclue a 1l'équivalence voire méme & la supériorité de la
méthode d'ultrafiltration par rapport & la dialyse a l'équilibre, dans le
cas de molécules a fixation protéique non linéaire, tel que le
disopyramide. Dans le cas de la dialyse & l'équilibre, il y a passage
d'un certain volume de tampon vers le plasma entrainant une dilution des
protéines plasmatiques. Au contraire, pendant l'ultrafiltration, il y a
passage d'un certain volume d'eau plasmatique contenant le médicament
libre vers l'ultrafiltrat, entrainant une concentration des protéines

plasmatiques et une possible modification de 1l'équilibre de liaison

protéine-médicament.

4.2.2.Méthodologie de l'ultrafiltration

4.2.2.1.Réactifs
Du plasma frais, conservé entre +2° C et +8° C durant une période

inférieure a4 48 heures a été utilisé.

4.2.2.2.Appareillage
L'ultrafiltration du plasma a été effectué sur la membrane MPS-1

Amicon (Danvers, MA, USA).
Le dispositif retenu pour cette étude se compose d'un réservoir a
échantillon, d'un support de membrane et d'une cupule permettant de

recueillir l'ultrafiltrat (35, figure 5).
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figure 5 : dispositif d'ultrafiltration (35)

détail de la cellule : l-réservoir
2-membrane ultrafiltrante
3-support

Procédure a-remplissage

b-ultrafiltration

c-récupération




4.2.2.3.Protocole expérimental

2 ml de plasma surchargés en médicament (100 Hl de ce plasma seront
prélevés afin de déterminer la concentration totale en disopyramide a
t=0) sont introduits dans un tube rodé de 10 ml et placés 30 minutes au
bain marie & 37 °C (temps nécessaire pour assurer un équilibre entre la
fraction de médicament liée aux protéines plasmatiques et la fraction
libre). Aprés 30 minutes d'incubation, 1ml de ce plasma est introduit, a
l'aide d'une pipette, dans le réservoir a échantillon du dispositif.
L'ensemble du dispositif est mis & centrifuger, a 2000 g, pendant
10 minutes, & 3° C.

100 pl de l'ultrafiltrat seront prélevés et la concentration libre en

médicament dosée.

II.4.3.Résultats

Dans ces conditions opératoires, les temps de rétention du
disopyramide et de son étalon interne, sont respectivement 4,69 et 6,29
minutes. Des exemples de chromatogrammes obtenus & partir de plasma, de
tampon ou de sang total blancs et surchargés (étalon interne,
disopyramide) sont présentés figure 6. L'ajout du métabolite a la matrice
nous permet de montrer 1l'absence d'interférence entre le pic du

disopyramide et de son métabolite.

Les courbes d'étalonnage sur plasma, tampon et sang total sont

linéaires sur une gamme large de concentrations (5 & 25 Mg/ml; fig 7).
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figure 7 : Exemple de courbes d'étalonnage sur plasma, tampon
et sang total.

légende : D/EI, disopyramide/étalon interne

Le choix de la molarité du carbonate de sodium et la valeur du pH
du surnageant dans les limites de 7,5-8 correspond & l'obtention d'une
surface maximale des pics du disopyramide et de son étalon interne

(figure 8).

La précision de la méthode a été évaluée a l'aide de 3 pools de
plasma, tampon et sang total surchargés en disopyramide. La répétabilité
réalisée en analysant 12 fois chacun des 3 pools dans la méme série a des
coefficients de wvariation compris entre 0,86 et 5,24 %. La
reproductibilité déterminée en analysant ces mémes 3 pools 12 fois au
cours d'analyses différentes a des coefficients de wvariation compris
entre 0,82 et 5,78 %. Les coefficients de variation sont donc inférieurs
4 6 % et permettent de conclure & une reproductibilité satisfaisante de

la méthode de dosage (Tableau II a et b).
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Tableau II a - Répétabilité de la méthode de dosage du disopyramide

(n = 12)

moyenne

extrémes

écart
type

CVv (%)

moyenne

extremes

écart
type

CV (%)

moyenne

extrémes

écart
type

CVv (%)

faible

1,74

(1., T0=1,75)

1,74

(L 22=0;T7)

1,29

(1,18-1,65)

CONCENTRATION

moyenne

PLASMA
6,55

(6,60-6,45)

TAMPON
6,48

(6,29-6,73)

0,12

1,85

SANG TOTAL

2,50

(2,43-2,63)

0,08

3,32

(Hg/ml)

forte

13,2

(12,95-13,50)

13,85

(13,6-14,03)

5,07

(5,02-5,40)



Tableau II b - Reproductibilité de la méthode de dosage du disopyramide

(n = 12)

moyenne

extrémes

écart
type

CV(%)

moyenne

extrémes

écart
type

CV (%)

moyenne

extrémes

écart
type

CV (%)

faible

1,89

(1,86-1,95)

1,84

(1,76-1,95)

0,03

1,35

(L 00~153)

CONCENTRATION

moyenne

PLASMA
6,49

(6,26-6,65)

0,14

TAMPON
6,55

(6,36-6,71)

0,08

1,28

SANG TOTAL
2,61

(2,34-2,76)

(Lg/ml)

forte

12,86

(12,6-13,25)

13,45

(13,03-13, 65)

5,25

(5,09-5,55)

0,26
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En conclusion, la méthode de dosage proposée est précise, sensible et
reproductible. Elle a l'avantage d'étre rapide et de se préter a une
automatisation. Le temps de préparation d'un échantillon, son analyse
chromatographique sont inférieurs & 30 minutes. De plus, l'utilisation
d'une comutation automatique de colonne et d'un systéme d'intégration des
pics, nous a permis de traiter plus rapidement un grand nombre

d'échantillons.

4.3.2.Détermination des taux plasmatiques libres et 1iés par

4,.3.2.1.Résultats de 1'étude de 1l'adsorption sur membrane MPS-1 (Amicon)
L'adsorption de la membrane est testée en mesurant 6 fois 1la
concentration en disopyramide de l'ultrafiltrat obtenu, & partir d'un
tampon pH 7,4, surchargé a lug/ml et 5 Ug/ml.
Les membranes utilisées n'entrainent pas de phénoméne d'adsorption.
En effet, le pourcentage moyen de récupération du disopyramide dans
l'ultrafiltrat est voisin de 100 % pour des concentrations de 1 a 5 Ug/ml

(Tableau II c).

Tableau II c : Pourcentage moyen de récupération du disopyramide apreés

ultrafiltration sur membrane Amicon (n = 12)

Concentration Pourcentage moyen de
dans le tampon disopyramide récupeéeré dans
l'ultrafiltrat (& écart type)

(Mg /ml)
5 101,;3 0,6

1 102;5 18,7
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4.3.2.2.Résultats de 1'étude de la reproductibilité de la méthode
d'ultrafiltration

La reproductibilité de la méthode d'ultrafiltration a été évaluée a
l'aide d'un pool de plasma frais humain chargé & 5,6 uUug/ml en
disopyramide, incubé a 37 °C, pendant 30 minutes et fractionné en 12
aliquots.

La reproductibilité de la méthode d'ultrafiltration a wun
coefficient de variation de 1,75 % (X = 0,57 Mg/ ml £0,01; 0,56-0,58) et

nous apparait satisfaisante.

4.3.2.3.Résultats de la détermination des taux plasmatiques libres et
liés du disopyramide

La concentration totale dans le plasma au temps t=0, ainsi que la
concentration libre plasmatique sont déterminées expérimentalement.

La concentration liée aux protéines plasmatiques est calculée en
soustrayant de la concentration totale plasmatique la concentration en
forme libre.

Les valeurs obtenues, pour différentes concentrations en médicament dans

le plasma sont regroupées dans le tableau II d.

La liaison aux proteines plasmatiques est concentration dépendante et
saturable dans le domaine des concentrations étudiées; un plateau de
saturation est obtenu pour des concentrations totales voisines de
10 Mg/ml. La fraction libre varie de 0,20 & 0,90 pour des concentrations
totales en disopyramide comprises entre 0,80 a 10 pg/ml, puis se

stabilise (fig 9).



Tableau II.d.: Variation de la fraction libre plasmatique en fonction de

la concentration en disopyramide.

échantillon concentration fraction libre
totale (lg/ml) f
1 0,80 0,20
2 1,75 0,25
3 1,90 0,26
4 2,35 0,34
5 2,40 0,37
6 2,90 0,45
7 3,20 0,40
8 3,90 0,47
9 4,20 0,49
10 5,00 0,52
11 5,20 0,57
12 5,40 0,58
13 6,20 0,78
14 6,40 0,77
15 7,30 0,88
16 9,60 0,89
17 10,10 0,88
18 14,60 0,87
19 28,20 ' 0,89
20 38,70 0,90

21 40,60 0,90
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figure 9 : Evolution de la fraction libre plasmatique de disopyramide

mesurée par ultrafiltration en fonction de la concentration totale

plasmatique.

En conclusion, cette méthode a l'avantage d'étre rapide, précise et
reproductible. Elle ne nécéssite l'achat d'aucun matériel lourd et
requiert un petit volume d'échantillon (scit 1 ml au maximun) .

Cette procédure permet d'étudier, in vitro, la liaison du disopyramide en
chargeant un plasma frais humain avec des concentrations connues du
ligand (de 0,5 a 41 pg/ml) et permettra de comparer la fraction libre
ainsi obtenue a celle calculée lors de la méthode d'incubation développée

en troisiéme partie de notre étude.
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ETUDE IN VITRO DE LA REPARTITION DU
DISOPYRAMIDE ENTRE GLOBULES ROUGES
ET PLASMA

III.1.INTRODUCTION

Lors de son passage dans la circulation générale, le médicament se
répartit entre les diffeérents constituants du sang, en particulier, le
plasma et les globules rouges. Un équilibre s'établit plus ou moins

rapidement.

Le modéle schématique de la distribution in vitro d'un médicament
dans le sang est un modéle fermé a deux compartiments non équivalents. Le
compartiment I représente soit le plasma, soit le tampon isotonique. Le
compartiment II représente les globules rouges. La membrane du globule
rouge sépare les deux compartiments.

Une quantité d de principe actif est introduite dans le compartiment I.
Des échanges réversibles s'effectuent entre les deux compartiments

(figure 10).
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figure 10 : distribution du médicament entre le plasma et les globules
rouges.
légende : Mj;, représente le médicament dans le compartiment I; Mp, le médicament dans

le compartiment II et P, les proteines.

L'étude de la cinétique du passage d'un médicament d'un
compartiment & l'autre, se fait en suivant 1'évolution dans le temps de

la guantité de médicament dans le compartiment I.

Si on prend l'hypothése, d'un échange entre les compartiments par
diffusion passive, l'intensité du passage d'un médicament dépend de
plusieurs facteurs dont : sa constante d'ionisation, son coefficient de
partage, sa fixation protéique (12, 76, 78).

Seule, la fraction non ionisée d'un médicament peut traverser la membrane
par diffusion passive. La proportion de la forme non ionisée d'une
molécule est fonction de son pKa et du pH du milieu, ou elle se trouve

(17, 46, 62).



A 1'éguilibre, la concentration en médicament non ionisé, seule
diffusible, sera égale de part et d'autre de la membrane, mais par suite
de la différence de pH, les fractions ionisées seront differentes.

Dans le cas d'une base faible, il y aura accumulation dans le milieu ou
le pH est le plus faible (A pH faible, une base se trouve en majorité
sous sa forme ionisée).

Pour un acide, c'est le phénomeéne inverse.

L'étude in wvitro du passage du disopyramide dans les globules

rouges, sera effectuée par la méthode d'incubation.

III.2 METHODE D'ETUDE DE LA DISTRIBUTION 1IN VITRO DU

DISOPYRAMIDE

L'étude in vitro, du passage & travers la membrane érythrocytaire du
disopyramide, base faible, a été réalisée sur du sang humain, par la

méthode d'incubation adaptée de Wallace et Riegelmam (89).

L'étude a été réalisée uniquement sur du sang humain, car Soebito-Saleh
(81) a montré une variabilité interespéce de la distribution in wvitro de
la vincamine dans les globules rouges humains, de chien et de boeuf, avec

des coefficients de distribution respectivement de 2,30; 2,52 et 1,30.

Dans un premier temps, le passage du médicament d'une solution de tampon
isotonique vers les globules rouges puis du plasma vers les globules a

été étudié. L'étude en sens inverse a été également effectuée.



III.2.1.Méthodologie

2.1.1.8ang

Le sang provient de donneurs sains. L'absence de composé exogéne dans ces

prélevements a été confirmé par HPLC.

2.1.2.Matériels

Comme matériels courants de laboratoire, nous avons utilisé

- une centrifugeuse Jouan E96 (Searle),

- une microcentrifugeuse pour hématocrite Sigma 88494 Bioblock
Scientific,

- un bain-marie agitateur électrique Salvis SBK 25D; la température
d'utilisation est comprise entre 10°C et 100°C,

- un agitateur vibrant Heidolph Top Mix 94323 Bioblock Scientific,

- des tubes a microhématocrite héparinés (7,5 mm x 1,1 mm-0,20 mm)
Bioblock Scientific,
- des tubes pyrex rodés a fond rond de 25 ml,

- des tubes pyrex rodés a fond rond de 10 ml.

2.1.3.Produits chimiques

Les chlorures de sodium et de potassium (NaCl, KCl), le glucose (CgH,,0¢),
les phosphates de sodium (Na2HP0O4, NaH2P0O4) et le carbonate de sodium

(NaHCO3), sont tous des produits Merck, de qualité analytique.



Le lavage des globules rouges s'effectue a 1l'aide d'une solution de NaCl
a: 855 g/,

Nous avons testé différents tampons isotoniques pH 7,4 (conditions
voisines des conditions physiologiques), utilisés pour la remise en

suspension des globules rouges.

Tampon 1 selon Kurata (60)
-K2HPO4 (1 M)
-KH2P0O4 (1 M)

-NaCl (1,54 M)

Tampon 2 selon Woo (90)
-K2HPO4 (103 mM)
-KH2PO4 (15 mM)

-NaCl (34 mM)

Tampon 3 selon Isaacs (50)
-NaZHPO4 (7,2 mM)

-KH2PO4 (1,8 mM)

-MgCl2 (5 mM)

-NaCl (8,8 mM)

-KCl (130 mM)



Tampon 4 selon Tillement (82)
-NaCl (115 mM)

-KC1l ( 5,4 mM)

-CaCl2 (1,8 mM)

-MgCl2 (0,8 mM)

-glucose (5mM)

-HEPES (25 mM)

Tampon 5 selon Green (38)
-Na2HPO4 (23 mM)

-NaH2P0O4 (1,59 mM)

-NaHCO3 (24 mM)

-NaCl (104 mM)

-KC1 (5 mM)

-glucose (9,4 mM)

2.1.5.Protocole expérimental

Pour chaque équilibre de distribution réalisé avec du sang total,
ou du sang reconstitué, l'hématocrite est mesuré. La concentration en
disopyramide, dans le tampon isotonique pH 7,4 ou le plasma, est

déterminée expérimentalement par HPLC.

La méthode d'incubation est réalisée a 37° C

L'étude de la distribution du médicament dans les globules rouges

se fait sur une période de temps de 0 & 20 minutes.



La répartition du médicament, entre le tampon ou le plasma et les
globules rouges, a été effectuée sur une gamme large de concentrations

comprise entre 0,7 et 27 HUg/ml de milieu reconstitué.

Lors de l'étude du passage du médicament des globules rouges vers
le plasma ou le tampon (fonction du travail effectué), une surcharge

préalable des globules rouges est effectuée.

2.1.5.1.Répartition du médicament entre les globules rouges et le tampon

isotonique

a- Préparation du sang reconstitué utilisé lors de l'étude du passage du
médicament entre le tampon et les globules rouges

4 ml de sang, d'hématocrite (Hgr), sont introduits dans un tube rodé de
25 ml et centrifugé 10 min a 2500 g; le plasma est éliminé.

Les érythrocytes sont resuspendus dans 10 ml de NaCl (8,5 g/l1).

La suspension de globules rouges est centrifugée 10 min a 2500 g. Les
globules rouges sont ainsi lavés trois fois.

Au dernier lavage, le NaCl est remplacé par un volume de tampon
isotonique pH 7,4 surchargé en disopyramide, égal au volume de plasma de
départ. 100 pl de ce tampon sont immédiatement prélevés afin de doser le

médicament dans le tampon au temps 0.

Ces différentes étapes de manipulation sont shématisées figure 11.
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figure 11 : Préparation du sang reconstitué utilisé lors de 1l'étude du
passage du médicament entre le tampon et les globules rouges.

(Vp, volume total; Hgp, hématocrite du sang total; Hgr, hématocrite du sang reconstitué)



b- Passage du médicament du tampon vers les globules rouges

Ce sang reconstitué obtenu comme décrit précedemment dans le paragraphe
"a", surchargé en médicament et d'hématocrite (Hgr), est placé au bain-
marie & 37° C sous agitation constante.

0,4 ml de la suspension de globules rouges sont prélevés aux temps 0;
0,5; 2; 4; 6; 8; 10; 20 minutes.

Les échantillons sont immédiatement centrifugés et le tampon séparé. Le

médicament dans le tampon est alors dosé.

Les différentes étapes de manipulation sont shématisées figure 12.

c- Passage du médicament des globules rouges vers le tampon

Le sang reconstitué obtenu comme décrit précedemment dans le paragraphe
"a" et surchargé en médicament, est incubé 20 minutes a 37°C, sous
agitation constante, puis centrifugé pour éliminer le tampon. 100 pl du
tampon sont prélevés et la concentration de médicament restant aprés
incubation dosée. Les globules rouges alors surchargés sont resuspendus
dans un volume de tampon frais égal au volume de départ.

Ce sang reconstitué, d'hématocrite (Hgr)' est placé au bain-marie sous
agitation.

0,4 ml de ce sang sont prélévés aux temps 0; 0,5; 2; 4; 6; 8; 10; 20
minutes. Les échantillons sont immédiatement centrifugés et le tampon

séparé. Le médicament est alors dosé dans le tampon.

Les différentes étapes de manipulation sont shématisées figure 13.
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figure 12 : Passge du médicament du fampon isotonique vers les
globules rouges.

(Hgr, hématocrite du sang reconstitué)
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figure 13 : Passage du médicament des globules rouges vers Jle tampon

(Hgrp, hématocrite du sang reconstitué)



2.1.5.2.Répartition du médicament entre les globules rouges et le plasma

a- Préparation du sang reconstitué utilisé lors de 1l'étude du passage du
médicament entre le plasma et les globules rouges

4 ml de sang, d'hématocrite (Hgr) sont introduits dans un tube rodé de
25 ml, centrifugé 10 min & 2500 g; le plasma est séparé et mis dans un
tube.

10 pl de la solution de médicament lui sont ajoutés. 100 pl de ce plasma
sont immédiatement prélevés, afin de doser la concentration en médicament
au temps 0.

Le plasma est placé au bain-marie, pendant 30 minutes (Il se forme un
équilibre entre la fraction de médicament liée aux protéines plasmatiques

et la fraction libre). Le sang est alors reconstitué.

Les différentes étapes de la manipulation sont shématisées figure 14.

b- Passage du médicament du plasma vers les globules rouges

Ce sang reconstitué obtenu comme décrit précedemment dans le paragraphe
"a", surchargé en médicament et d'hématocrite (Hgr) est mis
immédiatement, au bain marie & 37° C, sous agitation constante.

0,4 ml de sang sont prélevés aux temps 0; 0,5; 2; 4; 6; 8; 10; 20
minutes.

Les échantillons sont immédiatement centrifugés et le plasma séparé. Le

médicament dans le plasma est alors dosé.

Les différentes étapes de la manipulation sont shématisées figure 15.
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figure 14 : Préparation du sang reconstitué utilisé lors de 1l'étude du

passage du médicament entre le plasma et les globules rouges

(Vp, volume total; Hgr, hématocrite du sang total; Hgp, hématocrite du sang reconstitué)
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c- Passage du médicament des globules rouges vers le plasma

Aprés 20 min d'incubation, le sang reconstitué obtenu comme décrit
précedemment dans le paragraphe "a", surchargé en médicament, est
centrifugé pour éliminer le plasma. 100 Hl du plasma sont prélevés et la
concentration de médicament restant aprés incubation dosée.

Les globules rouges alors surchargés, sont resuspendus dans un volume de
plasma frais, égal au volume de départ. Ce sang reconstitué d'hématocrite
(Hgr)' est placé au bain-marie sous agitation. 0,4 ml de sang sont
prélévés aux temps 0; 0,5; 2; 4; 6; 8; 10; 20 minutes.

Les échantillons sont immédiatement centrifugés et le plasma séparé. Le

principe actif est alors dosé dans le plasma.

Les différentes étapes de manipulation sont shématisées figure 16.
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figure 16 : Passage du médicament des globules rouges vers Jle
plasma.

(Hgpr, hématocrite du sang reconstitué)



III.3.ANALYSE DES RESULTATS

L'étude de 1l'évolution du systéme dans le temps, ou en fonction de
la quantité de disopyramide qui est initialement introduite se fait en

suivant les variations de concentration dans le tampon ou le plasma.

-Le temps nécessaire a l'obtention de 1l'équilibre des concentrations
entre le tampon ou le plasma et les globules rouges est mesuré & partir

des valeurs expérimentales.

Les méthodes de calcul sont développées dans la premiére partie de

ce mémoire.

-La concentration dans les globules rouges (C gr), les coefficients de
distribution réel et apparent (D réel et Dapparent), la fraction libre
plasmatique (f) sont calculés & l'aide des équations développées par

Garrett (30, 31).

(Cpo - Cp) (1-H)

C gr = H
. c gr
D réel = Cp (1-f)
C gr

D apparent = Cp



D apparent
D réel

~

ou C po représente la concentration plasmatique a l'instant t=0; C p, la

concentration plasmatique & l'instant t.

Les valeurs de la fraction libre plasmatique ainsi calculées, seront
alors comparées a celles obtenues de fagon directe par une méthode

d'ultrafiltration.

-A 1'équilibre de distribution, les concentrations libres non ionisées de
part et d'autre de la membrane du globule rouge sont égales si on admet
que seules les formes non ionisées libres sont transférables (45).

La concentration globulaire libre de disopyramide est alors calculée a
l'aide de 1l'équation de distribution d'une base entre deux milieux
séparés par une membrane (76, 78). Le rapport entre les concentrations en
disopyramide dans l'eau globulaire (pH 7,26) et dans le tampon de pH 7,4,

calculé pour le disopyramide (pKa 8,34) est égal a 1,34, soit :

C gr libre

C p libre - 134

La fraction libre globulaire (f') est alors le rapport des concentrations

globulaires libres et totales.

C gr libre
C gr totale

£ =



IIT.4.ANALYSE STATISTIQUE

Les paramétres de la cinétique de passage érythrocytaire du
disopyramide, déterminés aprés analyse des données du tampon ou du
plasma, sont comparés par régression linéaire (calcul du coefficient de

corrélation).

Si p est inférieur & 5%, la relation entre les deux paramétres est

linéaire.

Afin de valider le tampon isotonique pH 7,4 substitué au plasma
lors de 1l'étude du coefficient de distribution réel, les coefficients de
distribution réels moyens obtenus dans les différents sens de passage
sont comparés a l'aide du test t de Student pour observations non
appariées. Si p est supérieur a 5%, les moyennes ne different pas

significativement a 5%.

III.5.RESULTATS et DISCUSSION

III.5.1.Choix du tampon d'incubation

Les tampons 1, 2, composés de phosphate de potassium et de chlorure de
sodium en proportions variables, de méme que les tampons 3 et 4,
contenant également du chlorure de potassium et de magnésium ainsi que
de calcium et de 1'HEPES pour le tampon 4 n'ont pas été retenus, car nous

avons observé un trop important phénoméne d'hémolyse.



En effet, les hématies sont extrémement sensibles aux wvariations
d'électrolytes, de pression osmotique, des tampons dans lesquels elles
sont en suspension.

Le tampon 5, constitué de chlorure de sodium, de potassium, de méme que
de glucose et de phosphate de sodium, sera employé tout au long de notre

travail.

III.5.2.Reproductibilité de 1la méthode d'incubation dans Jles
différents sens de passage

La reproductibilité de la méthode d'incubation a été évaluée en
traitant 8 ml de sang selon les procédures décrites précédemment pour les
différents sens de passage et en les répartissant par fractions de 1 ml
dans 8 tubes rodés de 10 ml. Placés au bain marie & 37°C, sous agitation
constante pendant 20 minutes, 0,4 ml de sang sont alors prélevés dans
chacun des 8 tubes. Les échantillons sont immédiatement centrifugés et le
tampon ou plasma séparés. Le médicament est alors dosé dans le tampon ou

le plasma.

La reproductibilité de la méthode d'incubation a été étudiée pour 3
niveaux de concentrations comprises entre 5 et 20 lUg/ml de disopyramide
dans le plasma ou le tampon. Connaissant le pourcentage moyen théorique
de la fraction liée aux proteines plasmatiques pour le disopyramide, la
surcharge & introduire dans le compartiment de départ est ajustée pour
que la concentration libre soit la méme quel que soit le passage étudié.
L'étude de la reproductibilité de la méthode d'incubation déterminée
comme indiqué précédemment, fournit les résultats suivants

(Tableau III.1l).



Tableau III.1l.Reproductibilité de la méthode d'incubation dans les

différents sens de passage et pour chaque concentration étudiée (n = 8).

CONCENTRATION DE DISOPYRAMIDE DANS LFE TAMPON (ug/ml)
faible = = moyvenne =  forte

Passage du disopyramide tampon vers les globules rouges

valeurs théoriques 1470 4,50 7,10
moyenne 1,68 4,46 7,10
extrémes (1,67-1,71) (4,41-4,49) (7,04-7,13)
écart type 0,02 0,046 0,085
CV % 1,19 1,03 1,20

Passage du disopyramide des globules rouges vers le tampon

valeurs théoriques 2,80 4,70 7,20
moyenne (Mg/ml) 2,78 4,69 718
extrémes (2,75-2,86) (4,64-4,73) (7,12-7,23)
écart type 0,04 0,08 0,18
CcV % 1,44 1,63 253

CONCENTRATION DE DISOPYRAMIDE DANS LE PLASMA (lg/ml)
faible = moyenne =  forte

Passage du disopyramide du plasma vers les globules rouges

valeurs théoriques 2,50 4,40 6,60
moyenne ([{g/ml) 2,46 4,38 6,62
extrémes (2,44-2,48) (4,35-4,4) (6,59-6,65)
écart type 0,01 0,08 0,092
Cv % 0,41 1,83 1,39

Passage du disopyramide des globules rouges vers le plasma

valeurs théoriques 3,70 5,20 8,00
moyenne (lg/ml) 3,70 5,16 8,01
extrémes (3,62-3,74) (5,12-5,19) (7,96-8,09)
écart type 0,07 0,10 0,20
CvV % 1,89 1,96 2,44

CV, coefficient de variation.



L'imprécision de la méthode inférieure a4 3 % permet de conclure & une
bonne reproductibilité de la méthode utilisée, quel que soit le passage

et la concentration étudiés.

TET 5.3

La répartition du disopyramide entre le tampon ou le plasma et les
globules rouges, a été étudiée pour différentes concentrations en

médicament.

Une large gamme de concentrations incluant les taux thérapeutiques,
a été utilisée, pour mettre en évidence d'éventuels processus de
saturation au niveau des sites de fixation des protéines plasmatiques et

globulaires.

Afin de faciliter la lecture des résultats, nous avons regroupé en annexe
I, les concentrations dans le plasma ou le tampon et dans les globules
rouges, pour les différents temps de prélevement, et ceci dans les
différents sens de passage. S'y trouvent également les valeurs moyennes
(n=7), & l'équilibre de distribution, des concentrations dans le tampon
ou le plasma et les globules rouges, a partir desquelles sont calculés
les coefficients de distribution et les fractions libres plasmatique et

globulaire.



L'étude de la distribution se fait sur une période de temps de 0 a
20 minutes. Des études réalisées sur des périodes beaucoup plus longues
(3 heures), n'ont montré aucune variation du niveau d'équilibre (figure

LY
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figure 17 : Variation de la concentration dans le tampon ou le plasma du
disopyramide en fonction du temps, lors de son passage du tampon ou du

plasma vers les globules rouges.

5.3.1.Equilibre de distribution

Les courbes d'évolution des concentrations de disopyramide dans le
tampon (figure 18) et le plasma (figure 19) en fonction du temps,
montrent que 1l'équilibre de distribution entre le plasma ou le tampon et
les globules rouges est atteint presque instantanément, en moins d'une

minute.
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figure 18: Exemple de courbes montrant l'évolution des concentrations en
disopyramide dans les deux compartiments en fonction du temps lors de son

passage du tampon vers les globules rouges.
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figure 19: Exemple de courbes montrant 1'évolution des concentrations en
disopyramide dans les deux compartiments en fonction du temps lors de son

passage du plasma vers les globules rouges.



Il en est de méme pour les passages en sens inverse; le temps d'équilibre

est voisin de 0,5 minutes (figure 20 et 21).
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figure 20: Exemple de courbes montrant 1l'évolution des concentrations en
disopyramide dans les deux compartiments en fonction du temps lors de son

passage des globules rouges vers le tampon.
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figure 21: Exemple de courbes montrant 1l'évolution des concentrations en

disopyramide dans les deux compartiments en fonction du temps lors de son

passage des globules rouges vers le plasma.
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La rapidité d'obtention de 1l'équilibre de distribution du
disopyramide entre le tampon ou le plasma et les globules rouges, est
fonction du degré de liposolubilité de sa forme non ionisée, donc de son
coefficient de partage (75-78).

La détermination du coefficient de partage du disopyramide a été réaliséde
par agitation d'une phase aqueuse (tampon isotonique pH 7,4 surchargé en
médicament & des concentrations comprises entre 4,6 et 23,2 lg/ml) et
d'une phase lipophile (octanol), pendant 25 minutes, 4 température
ambiante. Aprés centrifugation &4 2000 tours par minute, pendant
10 minutes, le médicament restant dans la phase aqueuse est dosé. La
saturation des deux milieux en eau et octanol avait é&té réalisée
préalablement.

Pour des concentrations initiales en disopyramide dans la phase aqueuse
comprises entre 4,6 et 23,2 pPg/ml, le coefficient de partage est dans les
limites de 1,88 et 2,23 (moy = 2,08 %0,12, n=8). Il est indépendant de la

concentration dans la gamme étudiée (figure 22).
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figure 22 : Evolution du coefficient de partage du disopyramide en

fonction de sa concentration dans la phase aqueuse au temps 0.



Etudiée sur une période plus longue 120 minutes, & une concentration en
disopyramide de départ a 6,5 HUg/ml, la distribution du disopyramide entre
l'octanol et le tampon surchargé n'a montré aucune variation du

coefficient de partage (moy =2,11 #0,02; n = 9; 2,06-2,15; cv = 0,95% ).

Le coefficient de partage du disopyramide a 2,08 permet d'expliquer en
partie, l'obtention d'un temps d'équilibre de distribution si rapide dans

les différents sens de passage.

La liposolubilité d'une substance concerne exclusivement sa fraction non
ionisée. A pH 7,4, la forme non ionisée du principe actif représente

1/10 ©Me de sa forme ionisée (figure 23).
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figure 23 : effet du pH sur l'ionisation du disopyramide.



Le disopyramide posséde des groupements alkyls, qui augmentent son
caracteére hydrophobe, 1lui facilitant ainsi son passage a travers la
membrane du globule rouge.

L'addition de ces trois facteurs (liposolubilité, degré d'ionisation et
hydrophobicité de la molécule) peut expliquer l'obtention d'un temps
d'équilibre aussi rapide entre le tampon ou le plasma et les globules

rouges.

5.3.2.Coefficient de distribution réel

Lorsque les conditions d'équilibre sont réalisées, pour des
concentrations de disopyramide comprises entre 1,6 - 46,1 Hg/ml de tampon
au temps 0, les coefficients de distribution réels obtenus pour le
passage du disopyramide du tampon vers les globules rouges sont dans les

limites de 1,76 - 2,60 (moy=2,30%0,21; n=24).

Lors de l'étude de la répartition du disopyramide du tampon vers les
globules rouges, Hinderling (43) trouve un coefficient réel de
distribution a 1,24 *0,02, pour des concentrations au temps t = 0,
comprises entre 0,28-18,7 Hg/ml. La méthode d'incubatibn, utilisée par
Hinderling, est réalisée a 25° C sous agitation & intervalles réguliers.
Elle différe par ses conditions opératoires de celle utilisée dans cette
étude et s'éloigne des conditions physiologiques. Ceci pourrait expliquer

l'écart observé entre les valeurs des coefficients réels de distribution.



Pour des concentrations en disopyramide comprises entre 1,45-45,5 pg/ml
dans les globules rouges au temps t = 0, dans le sens globules rouges
vers tampon, ces coefficients de distribution réels se situent entre

2,04 - 3,42 (moy=2,60+0,44; n=14).

Ce coefficient supérieur a 1, traduit le réle de lieux de stockage des

globules rouges vis & vis de ce principe actif.

Quel que soit le sens de passage, ces coefficients de distribution sont
soumis & des variabilités. Cette variabilité tient sans doute au fait,
que le sang provient de donneurs différents qui peuvent présenter des
variations au niveau de leur hématocrite (influence de 1l'hématocrite sur
la distribution de l'amiodarone dans le sang; 88), au niveau de leurs
globules rouges (membrane, concentration en protéines érythrocytaires) et

au niveau du plasma (concentration en protéines plasmatiques).

5.3.2.1.variation du coefficient de distribution réel en fonction de la
concentration totale de disopyramide dans le tampon & 1'équilibre

Le coefficient réel de distribution est indépendant de la concentration
dans le tampon a l'équilibre, quel que soit le sens de passage (figures

24 et 25).
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figure 24 : Evolution du coefficient de distribution réel (D réel)
disopyramide en fonction de 1la concentration dans le tampon
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5.3.2.2.variation du coefficient de distribution réel en fonction de

1 'hématocrite

L'étude du coefficient de distribution réel en fonction de 1l'hématocrite,
obtenu lors du passage du disopyramide du tampon vers les globules rouges
et des globules rouges vers le tampon montre que ce coefficient a
tendance & décroitre quand l'hématocrite augmente pour H comprise entre
0,34 et 0,57. Statistiquement, cette relation n'est pas significative

avec p supérieur a 5% (figure 26 et 27).
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figure 26 : Evolution du coefficient de distribution réel (D réel) du

disopyramide en fonction de l'hématocrite, lors de son passage du tampon

vers les globules rouges.



y = 4,05 - 3,3953x; R = 0,24;
p = 0,4078
4,0
3,5 o 8
3,0
] i (o] - o]
2,5 g g
- o} o}
o O
r 2,0
W -
" 1,5
- i
1,0
0,5
0,0 T T T T T 1
0,35 0,40 0,45 0,50
Hémntocrite
figure 27 : Evolution du coefficient de distribution réel (D réel) du

disopyramide en fonction de 1'hématocrite, lors de son passage des

globules rouges vers le tampon.

Certes, l'élargissement de la gamme d'hématocrite, ferait apparaitre plus
clairement une relation entre 1l'hématocrite et le coefficient de
d;itribution réel.

L'hématocrite joue donc un réle mineur, lorsqu'il est compris entre 0,34

et 0,57.

5.3.2.3.Comparaison des coefficients de distribution réels moyens du
disopyramide obtenus dans les différents sens de passage

Les résultats des coefficients de distribution réels obtenus lors du
passage du disopyramide du plasma wvers les globules rouges et des
globules rouges vers le plasma sont regroupés dans les tableaux en

annexe. Il est en moyenne égal a 2,31 %0,02 (2,27-2,37; n=23) dans le
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sens plasma vers globule rouge et a 2,60 *0,02 (2,55-2,62; n=18) en sens
inverse.

Ces résultats sont voisins de ceux obtenus 1lors du passage du
disopyramide entre le tampon et les globules rouges, ce qui nous permet
de conclure a la validation du tampon isotonique pH 7,4 substitué au
plasma lors de 1'étude de coefficient de distribution réel (tableau

ITT.2).

Tableau III.2.: Comparaison des coefficients de distribution réels moyens
obtenus lors des passages du médicament entre le tampon ou le plasma et

les globules rouges.

D reél test t
n moy *+ sd extrémes o significativité

T vers GR 24 2,30%0,21 1,8-2,6
0,8182 ns

P vers GR 23 2,31+0,02 2,27-2,37

GR vers T 14 2,60%0,44 2,0-3,4
0,971 ns

GR vers P 18 2,60+0,02 2,55-2;62

légende : moy * sd, moyenne * déviation standard; p, valeur p de significativité

statistique; s, significatif; ns, non significatif. A p inférieur & 5%, les moyennes

sont considérées comme statistiquement différentes.

5.3.3.Coefficient de distribution apparent

5.3.3.1.Variation du coefficient de distribution apparent en fonction de
la concentration plasmatique de disopyramide a 1'équilibre

Le coefficient de distribution apparent, obtenu dans le sens plasma vers
les globules rouges, pour des concentrations de disopyramide comprises

entre 0,90 et 35,1 pg/ml de plasma varie entre 0,49 et 2,07. Il augmente
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avec la concentration, Jjusqu'a l'obtention d'un plateau de saturation

pour une concentration & l'équilibre voisine de 10 Hg/ml (figure 28).
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figure 28 : Evolution du coefficient de distribution apparent

(D apparent) en fonction de la concentration de disopyramide dans le

plasma a l'équilibre, dans le sens plasma vers les globules rouges.

Nous observons la méme tendance dans le sens globules rouges vers le
plasma, & des concentrations plasmatiques en disopyramide de 1,4 a

14,5 pg/ml, ou le coefficient de distribution apparent augmente de 0,65 a

3,37 (figure 29).

Certes, l'élargissement de la gamme des concentrations, ferait apparaitre
plus clairement le processus de saturation observé dans le sens plasma

vers globules rouges.
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figure 29 : Evolution du coefficient de distribution apparent (D

apparent) en fonction de la concentration de disopyramide dans le plasma

a 1l'équilibre, lors de son passage des globules rouges vers le plasma.

Une plus grande variabilité des coefficients de distribution apparents
est observée dans le sens de passage du disopyramide des globules rouges
vers le plasma. L'étude de la distribution du disopyramide des globules
rouges vers le plasma met en oeuvre une étape supplémentaire dans le
protocole expérimental, qui est la surcharge des globules rouges. Or les
globules rouges sont fragiles et suite & l'augmentation de leur temps de
manipulation et d'incubation pourraient se lyser et ceci expliquerait la

plus grande variabilité observée.

5.3.3.2.vVariation de Dapparent en fonction de 1'hématocrite

L'évolution du coefficient de distribution apparent, obtenu lors du
passage du disopyramide du plasma vers les globules rouges et des
globules rouges vers le plasma en fonction de l'hématocrite montre qu'il
n'y a pas de relation entre ces deux paramétres (figures 30 et 31).

L'hématocrite joue donc encore ici un réle mineur.
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figure 30 : Evolution du coefficient de distribution apparent (D

apparent) en fonction de l'hématocrite, lors du passage du disopyramide

du plasma vers les globules rouges.
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5.3.4.Fraction libre plasmatique
5.3.4.1.variation de la fraction libre plasmatique du disopyramide en
fonction de sa concentration plasmatique totale & 1'équilibre

Lors du passage du plasma vers les globules rouges, en considérant
la moyenne des coefficients de distribution réels (x = 2,30%0,21) et les
valeurs du coefficient de distribution apparent obtenues pour les
différentes concentrations en disopyramide, les fractions 1libres
plasmatiques passent de 16 % & 90 %, pour des concentrations plasmatiques
en disopyramide comprises entre 0,90 et 35,1 Hg/ml.
Elle est égale a 88 % en moyenne pour des concentrations plasmatiques

voisines de 10 pg/ml (figure 32).
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figure 32 : Evolution de la fraction libre plasmatique du disopyramide en
fonction de sa concentration plasmatique, & l'équilibre de distribution,

dans le sens plasma vers globules rouges.
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Parallélement, dans le sens globules rouges vers plasma, pour des
concentrations plasmatiques en disopyramide comprises entre 1,4 et 14,5
Hg/ml et en considérant la moyenne des coefficients de distribution réels
(X = 2,60+0,02, n = 14) obtenus lors du passage globules rouges vers
tampon, les fractions libres plasmatiques (f) calculées sont dans les

limites de 26 & 94 % (figure 33).
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figure 33 : Evolution de la fraction libre plasmatique du disopyramide en
fonction de sa concentration plasmatique, a l'équilibre, dans le sens

globules rouges vers plasma.

Nos résultats sont concordants avec les valeurs citées par Meffin, David
ou Bryson (13, 20, 69), dont 1l'étude de la fixation du disopyramide aux
protéines plasmatiques a été réalisée in vitro. A l'inverse, le taux de
fixation plasmatique du disopyramide déterminé in vivo par Gibassier (35)

est beaucoup plus fort que nos valeurs in vitro (figure 34).
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figure 34 : Fixation protéique plasmatique du disopyramide. Comparaison

de nos valeurs de f obtenues in vitro lors du passage du disopyramide, du

plasma vers les globules rouges avec celles de Gibassier obenues in vivo.

Cette conclusion importante, montrant que l'intensité de la fixation
protéique plasmatique du disopyramide est sous estimée in vitro, déija
observé par de nombreux auteurs (35, 43, 65), renforce l'argumentation en

faveur de la détermination in vivo des taux libres du disopyramide.

La fraction libre plasmatique est concentration dépendante et saturable
dans le domaine des concentrations étudiées; un plateau de saturation est
obtenu pour des concentrations plasmatiques voisines de 10 ung/ml, en
accord avec les résultats de Hinderling et Giacomini (34, 44). De méme,
le coefficient de distribution appparent augmente avec la concentration
plasmatique, Jjusqu'a l'obtention d'un plateau de saturation pour des
concentrations voisines de 10 Ug/ml. Lors du passage du tampon vers les

globules rouges, Dréel est constant quelle que soit la concentration. On
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peut donc conclure & la non saturation des fixations globulaires. Ainsi
dans le cas du disopyramide, ce sont les protéines plasmatiques qui sont

responsables de la non linéarité du coefficient de distribution apparent.

5.3.4.2.comparaison de la fraction libre obtenue par la méthode
d'ultrafiltration 4 celle obtenue par le calcul

Les résultats de 1la fraction 1libre, obtenus par la méthode de
l'ultrafiltration comparés a ceux obtenus par le calcul (figure 35),

montre que ces 2 méthodes ne sont pas statistiquement différentes.
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figure 35 : Evolution de la fraction libre plasmatique calculée, lors du

passage du disopyramide du plasma vers globules rouges, en fonction de la

fraction libre plasmatique mesurée par la méthode d'ultrafiltration.

5.3.5.Fraction libre globulaire
Les concentrations globulaires libres du disopyramide et sa fraction

libre globulaire (f') sont calculées et reportées dans les tableaux en

annexe.,



- 103 -

5.3.5.1.vVariation de la fraction libre globulaire du disopyramide en
fonction de sa concentration globulaire totale & 1'égquilibre

Les fractions globulaires libres (f') sont indépendantes de 1la
concentration globulaire & l'équilibre (figures 36 et 37) et du sens de

passage (tableau III.3).

y = 0,6004 - 0,0012x; R = 0,23;
p = 0,2742
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figure 36: Evolution de la fraction libre globulaire en fonction de 1la
concentration globulaire de disopyramide a 1l'équilibre de distribution,

lors de son passage du tampon vers les globules rouges.
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figure 37 : Evolution de la fraction libre globulaire en fonction de la

concentration globulaire de disopyramide a l'équilibre de distribution,

lors de son passage du plasma vers les globules rouges.
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Tableau III.3 : Comparaison des fractions libres globulaires moyennes
obtenues lors du passage du médicament du tampon ou plasma vers les

globules rouges.

D réel test t
n moy * sd extrémes P significativité
T vers GR 24 0,59%0,06 0;51~0;76
0,446 ns
P vers GR 23 0,58+0,008 0,57-0,60
GR vers T 14 0,53+0,09 0,39-0,66
0,512 ns
GR vers P 18 0,520,005 0,51-0,52
légende : moy * sd, moyenne + déviation standard; p, valeur p de significativite

statistique; s, significatif; ns, non significatif. A p inférieur a 5%, les moyennes

sont considérées comme statistiquement différentes.

Lors des passages en sens inverse, la fraction libre globulaire (f' = C
gr libre / C totale globulaire) est dans les limites de 0,39-0,66
(moy=0,53%0,09;n=14, dans 1le sens globules rouges vers tampon;
moy=0,52+0,005;n=18, dans le sens globules rouges vers plasma; figure 38

et 39).
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figure 38 : Evolution de la fraction libre globulaire en fonction de la
concentration dans les globules rouges de disopyramide a 1l'équilibre de

distribution, lors de son passage des globules rouges vers le tampon.
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figure 39 : Evolution de la fraction libre globulaire en fonction de la

concentration globulaire de disopyramide & l'éguilibre de distribution,

lors de son passage des globules rouges vers le plasma.
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La liaison globulaire du disopyramide est donc non saturable dans
l'intervalle des concentrations étudiées. Ces résultats sont en accord

avec un D réel constant quelle que soit la concentration en disopyramide.

III.6.CONCLUSION

L'étude de la répartition in vitro du disopyramide, entre le tampon, le
plasma et les globules rouges, montre que la cinétique de passage est
instantanée, 1'équilibre de distribution est atteint presque

immédiatement aprés la surcharge.

Le disopyramide passe dans les globules rouges dans des proportions non
négligeables. Lors de la répartition du composé entre le tampon,
représentant la forme libre, et les globules rouges, la concentration
globulaire, d& l'équilibre de distribution, est en moyenne double de celle
dans le tampon. Le coefficient de distribution réel moyen, dans le sens
tampon vers globules rouges, est égal a 2,30%+0,21; n = 24, Il est
indépendant de la concentration dans le domaine étudié, incluant les
concentrations thérapeutiques.

A l'inverse, lors du passage du disopyramide entre le plasma et les
globules rouges, le coefficient de distribution apparent est
concentration dépendante et saturable, un plateau de saturation étant
obtenu pour des concentrations a l'équilibre voisines de 10 pg/ml.

Dans le sens plasma vers globules rouges, le coefficient de distribution
apparent augmente de 0,38 a 2,07 pour des concentrations plasmatiques

4

totales passant de 0,90 a 35,24 pg/ml.
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La détermination de la fraction libre plasmatique du disopyramide
effectuée indirectement, & partir du coefficient de distribution ou
directement par la méthode d'ultrafiltration montre que cette liaison
augmente avec la concentration plasmatique & 1l'équilibre pour se saturer
a partir de 10 Mg/ml. Pour les concentrations thérapeutiques, 3-5 Hg/ml,

elle est en moyenne de 0,43 0,12 (n = 4).

Les valeurs constantes du coefficient de distribution réel, quelle que
soit la concentration, montrent gque les protéines plasmatiques sont
responsables de la dépendance du coefficient de distribution apparent vis
a vis de la concentration.

I1 vy a, pour la plupart des molécules fortement liées aux protéines,
compétition entre les 2 équilibres médicament libre-protéines

plasmatiques et médicament libre-érythrocytes.

La fraction libre de disopyramide globulaire, calculée indirectement par
l'équation de Schanker (76, 78) représente en moyenne 50 % de la
concentration totale globulaire. Elle apparait indépendante de la

concentration; la liaison est non saturable.

En résumé, le rapport de la quantité de médicament retrouvée au niveau
des hématies a la quantité de médicament présent au niveau plasmatique, a
l'équilibre de distribution, est compris entre 0,49 et 2,03 pour des
concentrations thérapeutiques. Ce rapport témoigne d'un fort passage
globulaire du disopyramide, pour des concentrations plasmatiques voisines

de 3 Ug/ml. Cette étude permet de penser que l'étude du passage des
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médicaments dans le globule rouge peut ne pas étre négligeable et mérite

qu'on y préte attention.

D'un point de vue plus général, ce travail propose un protocole
opérationnel d'incubation permettant 1'étude du passage d'un médicament a
partir du plasma ou du tampon dans les globules rouges et de 1l'étude en
sens inverse.

Cette méthode a 1l'avantage d'étre simple, rapide, reproductible,
applicable a 1l'ensemble des molécules médicamenteuses et utilise le

matériel courant de laboratoire.

Elle permet de réaliser indirectement 1l'étude in vitro des liaisons aux
protéines plasmatiques, donnant dans le cas du disopyramide des résultats
comparables a ceux obtenus par les méthodes classiques et permet en plus

la détermination de la fraction libre globulaire.

Elle parait d'autant plus intéressante & utiliser pour les molécules dont
les fractions libres ne peuvent étre évaluées avec exactitude par les
méthodes classiques. Garrett et Hunt (27), ont d'ailleurs utilisé la
méthode in vitro d'incubation pour déterminer la fraction liée aux
protéines du A9 - tetrahydrocannabinol, puisque d'une part cette molécule
s'absorbe en quantité importante sur les parois de verre et aux membranes
synthétiques et d'autre part elle est trés fortement liée aux protéines

(% de liaison supérieur a 95 %).

De plus, cette méthode sert & mesurer la fraction liée aux protéines

globulaires pour un médicament donné.
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IV eme PARTIE : ETUDE IN VIVO
DU PASSAGE GLOBULAIRE DU
DISOPYRAMIDE CHEZ L'HOMME

IV.1.INTRODUCTION
IV.2 . MATERIELS ET METHODES
IV.3.ANALYSE DES RESULTATS
IV.4.RESULTATS

IV.5.DISCUSSION
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Etude in wvivo du passage globulaire
du disopyramide chez 1'homme

IV.1.INTRODUCTION

L'objectif de ce travail porte sur 1l'étude de 1l'état d'équilibre des

concentrations sanguines et plasmatiques du disopyramide (RYTHMODANGgLP -
Roussel) a des malades, lors d'administrations répétées selon un schéma
thérapeutique classique. La détermination du temps nécessaire a
l'obtention de 1l'état d'équilibre des concentrations entre le plasma et
les globules rouges, des coefficients de distribution entre le plasma et
les globules rouges (D réel et D apparent) et des paramétres de liaisons
aux protéines plasmatiques, sont calculés, afin de les comparer & ceux

déterminés précédemment in vitro.
IV.2 .MATERIELS ET METHODES

Iv.2.1.patients

16 patients, 5 hommes et 11 femmes, agés de 43 a 87 ans (67,5 *12,9) et
de poids compris entre 44 et 87 kg (69,8 *13,4) ont participé a 1l'étude,
aprés avoir donné leur concentement éclairé. Ce protocole, réalisé en
collaboration avec le service de cardiologie B, Hoépital de Brabois

(Vandoeuvre), antérieurement & la Loi sur la protection des personnes
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soumises a des essais biomédicaux dite Loi Huriet, a été approuvé par le

Comité d'éthique du CHRU de Nancy.

Tous les patients présentaient une indication rythmologique nécessitant
la prescription d'un antiarythmique de classe I :

troubles du rythme ventriculaire ou supraventriculaire, prévention de la
fibrillation auriculaire. Ils répondaient tous aux critéres d'exclusion
qui seront trés briévement rappelés ci dessous : grossesse, impossibilité
de revenir en hospitalisation au bout d'un mois, toute contre-indication
a l'emploi du disopyramide, toute pathologie associée hépatique ou
rénale, l'existence d'une annémie, d'une hypokaliémie, toute cardiopathie
avec une fraction d'ejection ventriculaire gauche inférieure a 40%, et

enfin tout traitement inducteur ou inhibiteur enzymatique.

IV.2.2.Bilapn clinique et biologique

Un bilan clinique et biologique initial a été effectué pour chaque

patient.

Le bilan clinique consiste en 1l'évaluation de la cardiopathie par
echocardiographie et éventuellement de 1la fraction d'éjection
ventriculaire gauche isotopique. L'indication du traitement
antiarythmique est jugée a partir d'un électrocardiogramme 12 dérivations
et d'un enregistrement Holter sur 24 heures.

Le bilan biologique consiste en un bilan général (numération-formule

sanguine, vitesse de sédimentation, électrolytes sanguins et pH
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urinaire), en l'évaluation de la fonction rénale (azotémie, créatininémie
et clairance de la créatinine), en l'évaluation de la fonction hépatique
(transaminases et phosphatases alcalines plasmatiques, cholestérolémie,
temps de Quick, bilirubinémie), et en 1l'évaluation protidique
(protidémie, alpha-1 glycoproteine acide plasmatique et électrophorése

des protéines).

Ces bilans ont été répétés au bout d'un mois.

Les bilans biologiques étaient normaux. Les caractéristiques physiques et
biologiques des patients sont regroupées dans les tableaux IV.la et
IV.1lb.

Les résultats du bilan clinique ainsi que les traitements associés sont

donnés dans le tableau IV.lc.

IV.2.3.Adnministration

Chaque sujet hospitalisé recoit a J0 une prise unique orale de
250 mg de RYTHMODAN®LP 4 8 heures (heure HO), puis de Jl a J5 250 mg de
la méme forme, matin et soir, respectivement & 8 heures et 20 heures. De
J6 & J29, les malades poursuivent leur traitement ambulatoire & raison de
250 mg matin et soir, en respectant au plus prés les horaires

d'administration. Ils sont hospitalisés de J30 & J33, le traitement étant

poursuivi sans modification.

Pour respecter la pratique courante de prescription, une dose fixe

(250 mg) a été administrée a chaque patient indépendamment de leur poids.
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Tableau

obs N°
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PEovoadouswne
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Légende :

IV.la : Caractéristiques physiques des patients

sexe

Mmoo omom o oM RO R R R R

F

Les patients 5 et 13 ont quittés 1'etude & J5; F, féminin; M, masculin.

Age

(ans)
61
77
54
87
64
43
45
64
60
61
78
77
78
75
78
77

Poids
(Kg)
85
68
83
44
64
85
77
71
81
87
68
50
61
69
73
50

Taille
(cm)
173
167
173
152
164
177
151
155
166
185
160
162
147
163
160
159

Dose administrée Hématocrite

(mg/Kg)
2,9
B

w

- - -

-

-

-

w N W w wNhw,
-
- w U N WYY <

L~

W W
~
oo

5

Jo
0,46
0,47
0,43
0,36
0,43
0,41
0,44
0,39
0,4
0,45
0,4
0,48
0,35
0,39
0,45
0,46

J32
0,42
0,39
0,42
0,36



Tableau IV.1b : Caractéristiques biologiques des patients

Cholestérol
total (g/l)
Bilirubine
totale (g/l)
TGO

TGP

Phosphatases
alcalines
- Créatinémie
= (mg/l)
Cl théor créat
‘créat(ml/mn)
Cl mesur créat
(ml/mn)
pH urinaire

Protidémie

(g/1)
Albuminémie

(g/h)
Glyc prot acide

(g/l)

obs N°

JO
J32
JO
J32
JO
J32
Jo
J32
JO
J32
JO
J32
JO
J32
JO
J32
JO
J32
JO
J32
JO
J32
Jo
J32

118,0 127,0 159,0 120,0

1 2
3,0 1,8
1,9 2,0
4,0 12,0
7,0 6,0
20,0 20,0
15,0 15,0
57,0 50,0
30,0 16,0
83,0 248,0
14,0 15,0
13,0 14,0
67,0 40,0
74,0 43,0
72,0 52,0
95,0 56,0
5,0 5,0
5,0 5,0
69,0 64,0
66,0 59,0
45,5 36,5
44,2 34,2
0,7 0,9
0,6

3

2,0

7,0

24,0

32,0

13,0
13,0
76,0
75,0
252,0
105,0
5,5
6,0
67,0
64,0
41,5
41,6
0,8
0,9

4

2,0
2,0
8,0
5,0
30,0
15,0
51,0
9,0

5

2,0

6,0

8,0

9,0

1,8
1T
16,0
5,0
28,0
19,0
27,0
32,0

T

1,6
1,3
6,0
7,0
20,0
19,0
37,0
56,0

8

2,0
g
6,0
4,0
21,0
46,0
35,0
54,0

9

5.8
2,3
11,0
1,0
28,0
25,0
13,0
16,0

10

2,6
3.4
7,0
5,0
13,0
16,0
14,0
41,0

11

2l
2,2
7,0
6,0
10,0
10,0
10,0
7,0

12

2.6
2,5
5,0
4,0

13,0

17,0

18,0

18,0

13

2,0

5,0
57,0

24,0

14

2,3
1,8
2,0
2,0
19,0
15,0
36,0
15,0

15

17
2;1
9,0
5,0
47,0
10,0
57,0
6,0

16

2,0
2,1
6,0
7,0
13,0
15,0
27,0
41,2

116,0 136,0 133,0 111,0 154,0 121,0 135,0 110,0 340,0 116,0 129,0 171,0 120,0
107,0 112,0 115,0

12,0
13,0
23,0
25,0
40,0
37,0
6,5
6,0
65,0
55,0
38,4
33,0
0,6
0,8

* les patients 5 et 13 ont quitté 1'étude & J5

8,0

72,0

114,0

6,0

61,0

39,7

0,6

108,0 145,0 160,0 179,0 193,0 134,0 266,0

14,0
15,0
82,0
74,0
86,0
67,0
5,0
5,0
66,0
60,0
42,9
34,2
0,8
0,9

10,0
7,0
86,0
147,0
82,0
64,0
6,5
5,0
59,0
63,0
34,8
39,1
0,8
0,8

8,0
11,0
80,0
68,0
69,0
50,0

7,0

6,0
61,0
60,0
36,0
35,4

0,6

1,0

10,0
12,0
76,0
73,0
55,0
16,0
5,0
5,0
68,0
71,0
36,0
41,2
0,7
1,0

11,0
12,0
87,0
82,0
93,0
96,0
5,0
6,5
58,0
61,0
30,2
37,8
1,0
151

9,0
10,0
55,0

70,0
66,0
5,0
5,0
77,0
69,0
42,4

0,9
0,9

10,0
10,0
37,0
45,0
39,0
34,0
7,0
6,5
60,0
59,0
36,6
36,0
1,0
0,8

12,0

37,0

60,0
33,0

1,4
0,8

10,0
12,0
53,0
33,0
46,0
34,0
6,0
6,0
62,0
56,0
67,2
33,6
1,1
0,8

12,0
12,0
45,0
40,0
30,0
40,0
6,0
6,0
53,0
56,0
32,3
33,0
12
0,9

11,0
12,0
75,0
76,0
45,0
52,0
6,0
6,0
62,0
60,0
38,1
35,6
1,0
0,9



Tableau IV.lc

Patient

NO
1

S s Ww N

10
11
12

13

14

15

16

- 116 -

TRAITEMENTS ASSOCIES
ciprofibrate (LIPANOR®)
allopurinol (ZYLORIC 100)
acétylsalycilate de lysine
(ASPEGIC® 250)
héparine calcique (CALCIPARINE®)
/
héparine calcique (CALCIPARINE®)
furosémide (FUROSEMIX 40 mg)

/
furosémide (LASILIX 40 mg)
acénocoumarol (SINTROM®)
chlorure de potassium (DIFFU-K®)
héparine calcique (CALCIPARINE®)

acide acétylsalicylique (ASPIRINE)

héparine calcique (CALCIPARINE®)
nifédipine (ADALATE 20 mg LP)
méthyldopa (ALDOMET®)
fénofibrate (LIPANTHYL® 100)
triazolam (HALCION®)
héparine calcique (CALCIPARINE®)
furosémide (LASILIX 40 mg)
/
/
furosémide (LASILIX 40 mg)
captopril (LOPRIL®)
isosorbide dinitrate (RISORDAN®)
isosorbide dinitrate (RISORDAN®)
furosémide (LASILIX 40 mg)
chlorure de potassium (DIFFU-K®)
molsidomine (CORVASAL®)
fénofibrate (LIPANTHYL®)
nifédipine (ADALATE 20 mg LP)
captopril (LOPRIL® 25 mgq)
héparine calcique [CALCIPARINE®}
furosémide (LASILIX 40 mg)
chlorure de potassium (DIFFU-K®)
umuline (INSULINE LILLY)
héparine calcique (CALCIPARINE®)

Caractéristiques cliniques et traitements associées.

Pathologies associées
hypercholestérolémie
hyperuricémies
coronaropathie

coronaropathie
/
ACFA, Prévention de thrombose
insuffisance cardiaque modéré

/

Prothése valvulaire cardiaque
ACFA

ACFA
HTA
HTA
hypercholestérolémie
insomnie
ACFA
insuffisance cardiaque
/
/

insuffisance cardiaque

ACFA

légende: HTA, hypertension artérielle; ACFA, arythmie compléte par fibrillation

auriculaire.
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IV.2.4 .prélévements

10 ml de sang ont été prélevés sur vacutainers® héparinés (Becton

Dickinson, Grenoble, France) a différents temps :

- J0 : 14 prélevements répartis sur 24 heures
- J2 a J4 : 2 prélevements a 5 et 12 heures.

- J5 : 7 prélévements répartis sur 12 heures.
= J32 3 5 prélévements répartis sur 12 heures.

Pour l'étude plasmatique, 3 ml de sang ont été centrifugés, et le plasma
congelé a - 20° C. Pour l'étude sur sang total, les 7 ml restant de sang

total sont congelés en plusieurs aliquots & - 20 °C.

Les temps de préleévements sont exposés dans le tableau IV.2.

IVv.2.5.Dosage

Les dosages de disopyramide dans le plasma et dans le sang total
sont effectués par HPLC par la méthode décrite précedemment (22).

Les concentrations libres sont mesurées au maximun de concentration
(4-5-6 heures) ainsi qu'en taux résiduel (12 heures a J0 et 11-12 heures
a J32), aprés filtration du plasma sur membrane MPS-1 (Amicon). A la
différence du "in vitro" on n'utilise plus du plasma frais mais du plasma
congelé, car les prélevements arrivent a tous heures du jour et de la

nuit.
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Jours et horaires de prélévement

Jours 0 2 3 4 5 32
Heures 0 0
0,5
1
149
2 2
3
4 4 4
5 5 5 5 5
6 6 6
8 8
10 10
L1
12 12 12 12 12 12
14

24
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IV.2.6.80rxties d'essai en cours de protocole

Certains critéres apparaissant en cours d'étude, entrainent le retrait du
patient : une demande claire du patient, une aggravation de la
cardiopathie, un allongement du QT sur l'électrocardiogramme au dela de
500 msec, l'apparition d'un effet secondaire Jjugé intolérable par le
patient et/ou inacceptable par l'investigateur, ou l'apparition d'une

pathologie intercurrente ne permettant pas le maintien dans 1l'étude.

La patiente n°5 sort de l'étude au bout de 15 jours, suite & l'apparition
d'un purpura nécrotique des membres inférieurs, associé & une atteinte
rénale révélée par une protéinurie. A l'arrét du traitement, les
différents symptémes régressent, mais réapparaissent lors de la
reintroduction du disopyramide (trés vraisemblablement par phénoméne

immunoallergique). Le traitement est alors définitivement abandonné.

La patiente n°l3, avec antécédent d'infarctus myocardique inférieur,
décéde a la suite d'une insuffisance ventriculaire gauche irréductible, 3

semaines aprés son entrée dans le protocole.

La patiente n®°l6 est reconvoquée & J64, car les taux de disopyramide
plasmatiques sont trés supérieurs aux valeurs thérapeutiques a J5 et J32
(8,6 et 16,5 Hg/ml respectivement). Apreés un bilan biologique, aucun

signe d'insuffisance rénale ou hépatique, ni d'autre anomalie biologique
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n'ont pu étre révélés. Il n'existe pas non plus de médicaments

potentialisateurs associés.

IV.3.ANALYSE DES RESULTATS

-La concentration dans les globules rouges, les coefficients de
distribution réel et apparent (Dréel et Dapparent) sont calculés a 1l'aide
des équations développées par Garrett (30, 31).

Les valeurs obtenues pour Dréel et Dapparent seront comparées a celles
obtenues lors de l'étude in vitro.

-Le temps nécessaire a l'obtention de 1l'équilibre de distribution entre
le plasma et les globules rouges des patients est étudié a partir des
valeurs calculées des coefficients de distribution.

-Les concentrations maximales (Cpax) ainsi que le temps nécessaire a son
obtention, les concentrations a 12 heures (Ci2h) dans le plasma, le sang
total et les globules rouges sont déterminées a partir des valeurs
expérimentales.

-Les paramétres biologiques et les variables de la cinétique de passage
érythrocytaire du disopyramide sont comparés par régression linéaire
(calcul du coefficient de corrélation). Si p est inférieur a 5%, la
relation entre les paramétres est considérée comme linéaire.

-Les paramétres cinétiques moyens obtenus & JO, J5 et J32 sont comparés a
l'aide du test t de Student pour observations appariées. Le test de
Wilcoxon sert a comparer les moyennes des tmax obtenus a J0, J5 et J32.

Si p est inférieur a 5%, les moyennes différent significativement.
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IV.4.RESULTATS

IV.4.1.Evolution des concentrations dans Jle sang, Jle plasma et

Les courbes moyennes d'évolution des concentrations de disopyramide

dans le plasma, le sang total et les globules rouges en fonction du temps

sont représentées ci dessous, (figures 40, 41 et 42).

5.—
i =+ J0 250 mg LP
ey 44 = J5 2 x 250 mg LP
4 ] o J32 2 x 250 mg LP
e
°
'l
]
n
H
It
e
"
]
[
®
]
temps (bheurxe)
figure 40 : Courbes moyennes des concentrations plasmatiques de
disopyramide.

légende : JO, jour 0; J5, jour 5; J32, jour 32.
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figure 41 : Courbes moyennes des concentrations sanguines de
disopyramide.

légende : JO, jour 0; J5, jour 5; J32, jour 32.
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:
P | & J0 250 mg LP
‘g. = J5 2 x 250 mg LP
- -0 J32 2 x 250 mg LP
s 1
e
¢
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o)
¢
[
v
v
[
-]
v

te=ps (heure)

figure 42 Courbes moyennes des concentrations globulaires de
disopyramide.

légende : JO, jour 0; J5, jour 5; J32, jour 32.
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Afin de faciliter la lecture des résultats, nous avons regroupé en
annexe II, les résultats individuels de la concentration dans le plasma
(Cp), de la fraction libre plasmatique (f), de la concentration libre
plasmatique (C libre plasma), de la concentration dans le sang total
(Csg), de 1la concentration dans les globules rouges (Cgr), des
coefficients de distribution réel et apparent (D réel et D apparent),
pour les différents temps de prélévements. Les concentrations
globulaires, calculées a partir des concentrations dans le plasma et le
sang total donnent parfois des résultats négligeables (inférieurs a la

détection limite, soit 0,1 pg/ml). Ceux ci n'ont pas été pris en compte.

IV.4.2.Concentration et temps maximals moyens (Cmax et Tmax)

La concentration maximale passe de 2,9 a J0 a 4,4 et 4,1
respectivement a J5 et J 32 dans le plasma et de 1,8 a 3,0 et 2,8 dans le
sang total.

Dans les globules rouges, a J0, elle est égale a 0,7 *0,4, pour atteindre
la valeur de 1,5 a J5 et J32. Ces résultats indiquent un faible passage
du disopyramide dans les globules rouges, la concentration érythrocytaire

représente en moyenne le tiers de la concentration plasmatique.

L'étude comparée des concentrations maximales a J0, J5 et J32,
montre qu'il n'existe pas de différence signicative entre les valeurs
moyennes des concentrations maximales a J5 et J32 (Tableau IV.3)

Un équilibre des concentrations maximales dans le plasma, le sang total

et les globules rouges est donc atteint au jour 5.
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Tableau IV.3 : Comparaison des valeurs moyennes des concentrations
maximales plasmatiques, sanguines et globulaires des patients obtenues a

J0, J5 et J32.

jours de test t
prélévement
n Cmax extrémes P significativité
(hg/ml)
moy *sd
plasma

Jo 16 2 il i e (1,6-5,9)

0,0354 s
J5 16 4,4 £3,5 (2,3-16,6)

0,5928 ns
J32 14* 4,1 2,0 (2,3-10,3)
sang total
Jo 16 1,8 £0,7 (0,8-3,2)

0,0201 s
J5 16 3,0 2,4 (1,5-11,0)

0,9048 ns
J32 14* 2,8 *1,5 (1,7-17,5)
globules rouges
Jo 15% 0,7 *0,4 (0,3-1,4)

0,0626 S
J5 16 1,5 £1;4 (0,5-5,3)

0,4589 ns

J32 14x* 15 #1:;1 (0,2-4,3)

légende : Cmax, concentration maximale; moy *sd, moyenne tdéviation standard; p, valeur
p de significativité statistique; s, significatif; ns, non significatif. A p inférieur a
5%, la différence entre les moyennes est considéré comme significative,

* les patients 5 et 13 qguittent 1l'étude a J5; les valeurs Inférieures & 0 sont

’

supprimées.
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Le temps nécessaire a l'obtention de la concentration maximale dans
le plasma et le sang total est voisin de 5 heures (moy = 4,70 *0,23).
Le disopyramide a libération prolongée permet donc un décalage dans le
temps du pic plasmatique et sanguin par rapport au disopyramide simple
dont le Tmax se situe entre 30 minutes et 3 heures aprés l'ingestion,
comme cela a été décrit dans la littérature (37). Le Rythmodan®LP libere
de fagon prolongée et quantitativement le principe actif, grdce a la
diffusion controlée du disopyramide & partir du réseau matriciel (35).
Dans les globules rouges, il est dans les limites de 2 et 14 heures (moy
= 6,3 *0,67; tableau IV.3). P supérieur a 5% (tableau IV.4), montre que
le temps moyen nécessaire a l'obtention des concentrations maximales

globulaires ne différent pas significativement de JO0 a J32.

IV.4.3.Concentration moyenne & 12 heures

La concentration moyenne dans le plasma & 12 heures varie
respectivement de 2,1 pg/ml (a J0) a 3,4 et 2,9 (a J5 et J32). Dans le
sang, elle passe de 1,3 MNg/ml (a J0) a 2,2 et 2,0 (a J5 et J32). La
concentration moyenne globulaire a 12 heures est égale a 0,51 0,3 a J0
puis respectivement a J5 et J32, a 0,71 *1,0 et 0,74 +0,66.

La concentration dans les globules rouges représente seulement le quart
de la concentration plasmatique et témoigne du faible passage du

disopyramide dans les globules rouges.
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Tableau IV.4 : Comparaison des temps moyens nécessaires a l'obtention de
la concentration maximales plasmatiques, sanguines et globulaires des

patients obtenues a J0, J5 et J32.

jours de test de Wilcoxon
prélévement
n Tmax extrémes P significativité
(min)
moy *sd
plasma

Jo 16 4,8 +1,8 (1,5-8,0)

0,7536 ns
J5 16 4,9 +1,9 (2,0-8,0)

0,8785 ns
J32 14%* 4,6 0,5 (4,0-5,0)
sang total
Jo 16 4,8 +2,5 (2,0-12,0)

0,8753 ns
J5 16 4,6 +2,4 {(2,0-12,0)

0,9443 ns
J32 14%* 4,7 0,5 (4,0-5,0)
globules rouges
Jo 15* 645 £3;9 (2,0-14,0)

0,6832 ns
J5 16 5,6 +2,8 (2,0-10,0)

0,3882 ns

J32 14* 6,9 43,3 (4,0-12,0)
Jlégende : Tmax, temps nécessaire & 1'obtention de la concentration maximale; moy #sd,
moyenne fdéviation standard; p, valeur p de significativité statistique; s,
significatif; ns, non significatif. A p inférieur & 5%, la différence entre les moyennes
est considéré comme significative.

* les patients 5 et 13 quittent 1'étude 4 J5; les valeurs inférieures 4 0 sont

P

supprimées.
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La comparaison statistique des concentrations plasmatiques,
sanguins et globulaires de disopyramide obtenus & J5 et J32 (12 heures),
confirme l'instauration de 1l'état d'égquilibre a J5. En effet, les taux
obtenus a J5 et J32, ne sont plus significativement différent (p

supérieur a 5%) (Tableau IV.5).

Certes, pour les globules rouges, statistiquement, il n'existe pas de
différence significative entre les valeurs moyennes des concentrations
résiduelles de J0 a J32. Mais & J0, 7 patients sur 16 ont des
concentrations globulaires a 12 heures négligeables, qui ne sont alors,
pas prises en compte, lors du calcul de la moyenne. Une trop grande
variabilité dans les résultats ne nous permet pas d'admettre un

état d'équilibre entre plasma et globule rouge deés J0.

IV.4.4. .Fxaction Jlibre plasmatique

4.4.1.Résultats moyens

La comparaison des valeurs moyennes de la fraction libre plasmatique (f)

obtenues a J0 et J32 montre que f est indépendante de la durée du

traitement (Tableau IV.6).



- 128

Tableau IV.5 : Comparaison des valeurs moyennes des concentrations

plasmatiques,

J32 (12 heures).

jours de

prélévement
n Cl2h

(Lg/ml)
moy tsd

plasma

Jo 16 s S i

J5 16 4 54

J32 14* 2,9 :£1;5

sang total

Jo 16
Js 16
J32 d)gr*
globules
Jo 9%
J5 14%
J32  13%
légende :

valeur p de significativité statistique;

inférieur 4 5%,

C12h,

2,0 41,1
rouges

0,51 0,3

0,71 #1,0

0,74 x0,7

extrémes

{Of 8_5, l)

(1,7-15,7)

(1,5-7,2)

(0,4-2,7)

(Ofg_ats)

(110_4r9)

(0,1-1,2)

(0,1-4,0)

(0,1-2,3)

concentration & 12 heures;

moy *sd,

sanguines et globulaires des patients obtenues a J0, J5 et

test t

0,0633

0,4746

0,0368

0,8485

0,4286

0,3372

significatif;

la différence entre les moyennes est considéré comme significative. *,

significativité

ns

ns

ns

ns

ns

moyenne rfdéviation standard; p,

ns, non significatif. A p

*

les valeurs inférieurs &4 0 sont supprimées et les patients n° 5 et 13 quittent 1'étude &

J5.
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Tableau IV.6 : Comparaison des valeurs moyennes des fractions libres

plasmatiques des patients obtenues a J0 et J32.

jours de test t
prélévement
n £ extrémes P significativité
moy +sd
plasma

Jo 16 0,17 +0,06 (0,08-0,35)
0,9443 ns
J32 14% 0,17 0,05 (0,08-0,31)

légende : f, fraction libre plasmatique; moy, moyenne; *sd, écart type, p, valeur p de
significativité statistique; s, significatif; ns, non significatif. A p inférieur & 5%,
la différence entre les moyennes est considéré comme significative, *, les patients n°5

et 13 gquittent 1'étude a J5.

4.4.2.Résultats individuels (12 heures)

Si 1l'on considére la fraction 1libre plasmatique & chaque jour, des
différents patients, nous observons de larges variations interindiduelles
(tableaux en annexe). A J0, elle varie de 0,08 &4 0,35 et a J32, de 0,09

8 0,31,

a- Variation en fonction de la dose administrée

Il n'a pas été mis en évidence statistiquement de relation linéaire entre
la dose administrée et la fraction libre plasmatique a J0 et J32. La
fraction libre plasmatique est donc indépendante de la dose administrée

comprise entre 3 et 5 mg/Kg (figures 43 et 44).
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figure 43 : Relation entre la dose administrée en mg/kg et la fraction

libre plasmatique & J0 (12 heures).
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figure 44 : Relation entre la dose administrée en mg/kg et la fraction

libre plasmatique a J32 (12 heures).

b- Variation en fonction de la concentration plasmatique (12 heures)
De méme, f est indépendante de la concentration plasmatique totale (12

heures) a J0 (figure 45).
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figure 45 : relation entre la fraction libre plasmatique et la

concentration plasmatique totale & J0 (12 heures).

A J32, f a tendance a décroitre quand la concentration augmente. Cette

relation n'est pas significative avec p supérieur a 5 % (figure 46).
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figure 46 : relation entre 1la fraction 1libre plasmatique et la

concentration plasmatique totale a J32 (12 heures).
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c- Variation en fonction de 1l'dge
L'étude de la fraction libre plasmatique moyenne a J0 et J32 en
fonction de 1'dge des patients montre que f a tendance a augmenter avec

e

l'adge (figures 47 et 48). Mais cette hypothése n'est pas vérifiée

statistiquement.
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figure 47 : Relation entre la fraction libre plasmatique moyenne a J0 et
1'age.
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figure 48 : Relation entre la fraction libre plasmatique a J32 et 1l'age.
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Le taux d'albumine a tendance & diminuer avec l1l'dge, mais cette
hypothése n'est pas confirmée statistiquement (figures 49 et 50).
Inversement, le taux d'alpha l-glycoprotéine acide a tendance & augmenter
avec l'dge a J0 (p égal 0,2487), la relation n'est pas retrouvée a J32

(p égal a 0,7762) (figures 49 et 50).
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figure 49 : Relation entre le taux d'albumine et d'alpha l-glycoprotéine

acide (au jour J0) et 1'Age.
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figure 50 : Relation entre le taux d'albumine et d'alpha l-glycoprotéine

acide (au jour J0) et 1l'Age.
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d- Variation en fonction du taux en protéines plasmatiques (albumine;

alpha 1l-glycoprotéine acide).

L'étude du taux d'albumine et d'alpha l-glycoprotéine acide en fonction
de la fraction libre a J0 et J32 (12 heures) est représentée sur les
figures 51 et 52. f est indépendant du taux d'albumine et d'alpha 1-

glycoprotéine acide.
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figure 51 : Relation entre la fraction libre plasmatique et le taux
d'albumine et d'alpha l-glycoprotéine acide des patients au jour 0.
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figure 52 : Relation entre la fraction libre plasmatique et le taux

d'albumine et d'alpha l-glycoprotéine acide des patients au jour 32.
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IV.4.5.Le coefficient de distribution réel

4.5.1.Moyenne a 12 heures

L'étude comparée des coefficients de distribution réels a J0 et J32
montre qu'il n'existe pas significativement de différence entre les
moyennes de J0 & J32 (tableau IV.7). Mais seulement 9 patients sur 16 ont
été pris en compte pour le calcul de cette moyenne. Ainsi, une trop
grande variabilité dans les résultats entre individus, ne nous permet pas
de conclure en l'existence d'un équilibre de distribution entre 1l'eau

plasmatique et les globules rouges dés J0 (12 heures).

Tableau IV.7 : Comparaison des valeurs moyennes des coefficients de

distribution réels entre J0 et J32 (12 heures).

jours de
prélévement test t

Dréel extrémes P significativité
(Cgr/ (Cp. £)

n* moy +sd

J0 7 1,14 +0,59 (0,35-1,81)
0,6635 ns
J32 13 1,46 1,04 (0,40-3,00)

légende : Dréel, coefficient de distribution réel; moy *sd, moyenne fdéviation standard;
p, valeur p de significativité statistique; s, significatif; ns, non significatif. A p
inférieur &4 5%, la différence entre les moyennes est considéré comme significative. n#*,
nombre de valeurs (les valeurs inférieures 4 0 sont supprimées, les patients n° et 13

ont quitté 1'étude a J5).
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4.5.2.Résultats individuels (12 heures)
Les tableaux (en annexe) regroupant les coefficients individuels de
distribution réels permettent de juger de 1l'importance des wvariations

interindividuelles (figure 53).

O g32
Jo

nombre de patients

0 T ¥ s
0 0,25-0,5 0,5-1,0 1,0-1,5 1,5-2,0 2,0-3,1

coefficient de distribution

figure 53 : Distribution des D réel a J0 et J32 (12 heures).

En effet, a J0 (12 heures), les coefficients de distribution réels sont
négligeables pour les patients 3, 6, 10, 11, 12, 15 et 16 et compris
entre 0,25 et 1,88 pour les autres malades.

A J32 (12 heures), les patients n® 3, 4, 8 et 14 ont un coefficient de
distribution réel supérieur a 2. Par contre, pour les patients n°® 7, 10
et 16, il est dans les limites de 1,2-1,7. Pour les patients n®° 1, 2, 6,
9, 11 et 15, il est inférieur a 1 et négligeable pour le patient 12.

Les patients n®° 5 et 13 ont quitté 1l'étude a J5.
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Les patients n® 1, 2, 6, 7, 9, 10, 11, 15 et 16 pour qui les coefficients
de distribution réels sont inférieurs a 2, ont un poids rapporté a leur
taille (79,6 +7,1 kg pour 167,4 *10,8) supérieur a celui des autres
patients, dont les coefficients de distribution apparents sont supérieurs
a 2,5 (66,8 16,4 kg pour 162,3 cm). Or, les tissus graisseux peuvent
stocker eux aussi le médicament (en rapport avec la liposolubilité du
médicament) et entrer en compétition avec le globule rouge pour la
fraction 1libre plasmatique, diminuant ainsi 1le coefficient de
distribution entre le plasma et les globules rouges.

Nous n'avons relevé entre les patients, aucune autre différence au niveau
sanguin, hépatique et rénale, qui pourraient expliquer le facteur
multiplicatif existant entre les valeurs de leur coefficient de
distribution.

Le patient n®°l2 qui ne se rapproche d'aucun autre patient, et est
caractérisé par des coefficients de distribution négligeables, avait ses
prélévements sanguins tres fortement hémolysés a leur arrivée au
laboratoire.

En effet, les prélévements sanguins, trés difficiles 34 effectuer chez ce
patient étaient retardés de 10 minutes et ne nous parvenaient pas
toujours dans les temps recquis pour un dosage de qualité.

La comparaison des valeurs des Dréel obtenu a J0 et J32 montre que
la répartition du disopyramide entre le plasma et les globules rouges est
progressive. En effet, a J0, pour 14 patients, le coefficient de
distribution réel est faible, voir méme négligeable et augmente
progressivement jusqu'a J32.
a-Variation en fonction de la concentration plasmatique totale
En considérant chaque patient individuellement, 1l'étude du coefficient de

distribution réel en fonction de la concentration plasmatique libre de J0
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a J32 montre que Dréel est indépendant de la concentration plasmatique

totale (p supérieur a 5 %).

b-Variation en fonction de l'hématocrite
L'évolution du coefficient de distribution réel en fonction de
l'hématocrite montre qu'il n'y a pas de relation entre ces deux

paramétres (figure 54 et 55).
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figure 54 : Relation entre le coefficient de distribution réel et

l'hématocrite a J0 (12 heures).
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IV.4.6.Le coefficient de distribution apparent

4.6.1.Moyenne & 12 heures
Les valeurs moyennes des coefficients de distribution apparents a

J0, J5 et J32 sont reportées dans le tableau IV.8.

Tableau IV.B8 : Comparaison des valeurs moyennes des coefficients de

distribution apparents entre J0, J5 et J32 (12 heures).

jours de
prélévement test t
Dapparent  extrémes P significativité
(Cgr/ {CP)
n* moy *sd
Jo 9 0,22 0,19 (0,04-0,52)
0,7189 ns
J5 14 0,22 +0,19 (0,02-0,71)
0,365 ns

J32 13 0,25 £0,18 (0,10-0,60)

légende : Dapparent, coefficient de distribution apparent; moy #sd, moyenne Fdéviation
standard; p, valeur p de significativité statistique; s, significatif; ns, non
significatif., A p inférieur 4 5%, la différence entre les moyennes est considéré comme
significative. n*, nombre de valeurs (les valeurs inférieures & 0 sont supprimées, les

patients n°5 et 13 ont quitté 1'étude & J5).

Il n'existe pas significativement de différence entre les valeurs
moyennes des coefficients de distribution apparents a J0, J5 et J32

(tableau IV.8).

4.6.2.Résultats individuels (12 heures)
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Les valeurs individuelles obtenues pour les coefficients de
distribution apparents, a chaque jour (12 heures) sont rassemblées dans

les tableaux en annexe.

En prenant comme références J0, J5 et J32 (12 heures), les
coefficients de distribution apparents des 16 patients sont compris

respectivement entre 0 et 0,71 (figure 56).

12 1

10

[ a0
W s
O ag32

nombre de patients

i EEN

0,0 0,01-0,2 0,204 04-06 0,6-08

coefficient de distribution

figure 56 : Distribution des D apparent a J0, J5 et J32 (12 heures).

Les patients 5 et 13 quittent 1l'étude a JS.

A J0, 14 patients sur 16 ont un coefficient de distribution apparent
faible, Puis a J5 et J32, la concentration dans les globules rouges ainsi
gque Dapparent augmentent progressivement. Ainsi, la diffusion du

disopyramide in vivo n'est pas instantanée.

a-Variation en fonction de la concentration plasmatique totale
Chez la plupart des patients, a l'exception des patients 1, 6, 9, 14 et
16, l'étude du coefficient de distribution apparent en fonction de 1la

concentration plasmatique totale de J0 & J32 montre que Dapparent
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augmente linéairement avec la concentration plasmatique (p inférieur a
5%). La courbe moyenne d'évolution du coefficient de distribution
apparent en fonction de la concentration totale de disopyramide dans le

plasma est représentée ci dessous (figure 57).

y = - 0,0034 + 0,0696x R = 0,67; p = 0,0001

coefficient de distribution

0,00 v T T T v 1
1,00 2,00 3,00 4,00
concentration (pug/ml)
figure 57 : Courbe moyenne d'évolution du coefficient de distribution

apparent en fonction de la concentration totale de disopyramide dans le

plasma.

Chez les patients 1, 6, 9, 14 et 16, D apparent est statistiquement

indépendant de la concentration totale de disopyramide dans le plasma.

b-Variation en fonction de 1l'hématocrite

Comme pour le coefficient de distribution réel, & J0, J5 et J32, il
n'existe pas de relation significative entre le coefficient de
distribution apparent et l'hématocrite avec p respectivement égal a

0,607, 0,1567 et 0,0917.
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L'hématocrite n'a donc qu'un réle mineur sur la variation du coefficient

de distribution apparent pour H comprise entre 0,33 et 0,48.

IV.4.7.Etude de Jla variabilité interindividuelle obsexrvée poux
un méme parametre

Nous constatons qu'indépendamment du paramétre considéré, les

résultats obtenus in vivo sont soumis & une grande variabilité.

Cette variabilité interindividuelle peut s'expliquer par la fait que
l'ensemble des patients, par leur &dge compris entre 45 et 87 ans, leur
pathologie, leur traitement associés .., forme un groupe non homogéne,

d'ol une plus grande disparité dans les résultats.

Comme le soulignait, par exemple, Ehrnebo pour la pentazocine (27),
l1'étude in vivo de la distribution dans le sang total d'un médicament
avec des patients et de surcroit &gés, met en jeu de nombreux facteurs
entrainant une certaine variabilité dans les résultats :

-les associations médicamenteuses (les médicament
peuvent entrer en compétition pour les mémes sites de fixation, modifiant
ainsi la fixation protéique et/ou la fixation tissulaire du médicament

étudié; 46, 62).

Bien que 1les médicaments connus pour modifier fortement la
pharmacocinétique du disopyramide faisaient partis des critéres
d'exclusion, les patients de notre étude étaient pour la plupart sous
traitements multiples. Par exemple, le patient n° 7 était traité par de
l'acide acétylsalicylique (aspirine®) et de 1l'héparine calcique

[calciparine®}m
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-les pathologies associées (insuffisance hépatique,
insuffisance rénale, maladies inflammatoires, infarctus du myocarde,

hyperthyroidisme; 46, 62)

Dans notre étude, un certain nombre de patients présentait un débit
sanguin se trouvant modifié lors de certaines pathologies (diminué dans
le cas de 1l'hypertension, la coronarite (patient 1, 13, 14),
l'insuffisance mitrale (patient 4, 3, 12 et 9) ou d'un coeur pulmonaire
(patient 15) et augmenté dans le cas de l'insuffisance cardiaque de
1'hyperthyroidisme ou de 1l'emphyséme pulmonaire.

-1'dge entraine des variations de la liaison protéique,
une diminution de 1l'eau corporelle et des débits sanguins et une

augmentation des graisses (46, 62).

Dans la population étudiée, le poids des patients est inversement

proportionnel a leur &ge (figure 58).

y = 118,5698 - 0,7331x R = 0,76
6. p = 0,0005
m-
= 70
L]
(] -
]
-
w_
v
- d
114
m-
i o]
o]
£y T T T T T T T T 1
40 50 60 70 80 90

poids (kg)

figure 58 : Relation entre le poids et 1'dge des patients.
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De méme, il existe une relation significative entre le poids et le sexe
(p = 0,011). Les sujets masculins ont un poids supérieur aux sujets
féminins. Le poids moyen chez les hommes est de 81,6 *7,73 kg, pour 54,36
+28,75 kg chez les femmes.

Ainsi, cette différence de poids existant entre les malades a une
incidence sur la dose exprimée en mg de disopyramide par kg de poids
corporel (Tableau IV.la), ce qui explique ces larges variations
interindividuelles de la dose par rapport au poids.. Elle varie alors de

2,9 4 5,0 mg/kg .

-des variations physiologiques ou pathologiques au
niveau du globule rouge lui méme ou au niveau de sa membrane (maladies
enzymatiques ou génétiques) peuvent modifier l'intensité de passage du

médicament dans les globules rouges (21, 80).

Ainsi, lors de son passage dans la circulation générale, le disopyramide
se répartit entre les différents constituants du sang.

Parallélement a cette distribution intrasanguine, le médicament subit un
certain nombre d'étapes : distribution tissulaire, métabolisme et

élimination (figure 59).
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distribution tissulaire
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élimination

figure 59 : différentes étapes que subit un médicament aprés son passage

dans la circulation générale.

Tous facteurs pouvant modifier 1l'une de ses étapes auront une
répercussion sur la concentration libre plasmatique du médicament (46,
62) et entraineront des variations dans la distribution globulaire. En
effet, l'équilibre qui s'établit dans le sang est un équilibre global, et
la fraction de médicament qui passe dans les globules rouges est

directement reliée a la concentration libre plasmatique.

IV.5.DISCUSSION

La répartition in vivo du disopyramide LP entre le plasma et
les globules rouges est progressive, non instantanée. Pour la plupart des
patients de notre étude, & l'exception des patients (1 et 14), la

concentration globulaire est faible parfois méme négligeable a J0
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(12 heures), malgré une concentration plasmatique relativement é&levée;
elle augmente progressivement les Jjours suivants. Les patients 1 et 14,
se distinguent des autres patients, par un passage du disopyramide dans
les globules rouges plus rapide, avec une concentration globulaire
supérieure a 1 Ug/ml dés J0 (12 heures), qui n'augmente pas
significativement les jours suivants (p supérieur a 5 %).

La répartition progressive du disopyramide dans les globules rouges
pourrait s'expliquer ainsi : on distinguerait deux phases : une premiére
phase pendant laquelle le médicament se trouve principalement 1ié aux
protéines plasmatiques, un trés faible passage dans les globules rouges,
est alors observé; la concentration globulaire est ainsi inférieure a la
détection limite, soit 0,1 Hg/ml; une seconde phase, pendant laquelle le
métabolite déplacerait le disopyramide de ces sites de liaison aux
protéines plasmatiques (10, 35, 43) entrainant alors une augmentation du
taux libre de disopyramide dans le plasma et un possible passage plus
important dans les globules rouges. Sachant que le temps d'apparition de
la concentration maximale du métabolite est variable selon les patients
(54), ceci pourrait expliquer le fait que les patients 1 et 14 aient une

répartition plus rapide du disopyramide dans les globules rouges.

La fraction libre plasmatique se situe entre 0,08 et 0,35
selon les patients et révéle une trés forte disparité interindividuelle.
Cette variabilité a également été observée par d'autres auteurs (35, 69)
et serait surtout liée a la physiopathologie dans le cas des malades, a
1'dge physiologique et probablement au polymorphisme génétique chez

1'homme sain.
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La fraction libre plasmatique est indépendante de la concentration
plasmatique totale. Ce résultat diverge de ceux de la littérature (11,
34, 35, 64).

Pour tenter d'expliciter cette discordance, nous avons été amené a
comparer notre protocole expérimental a ceux utilisés par les auteurs,
Dans notre étude, le plasma utilisé était préalablement congelé avant
toute étude de la liaison protéique, alors que les auteurs utilisaient du
plasma frais. Dans notre étude, ce choix était justifié par le fait, que
les prélevements des malade arrivaient & toutes heures du jour et de la
nuit.

Selon Gibassier, le plasma utilisé lors de 1l'étude de la fixation
protéique doit en théorie présenter les qualités suivantes (35):

-plasma obtenu & partir de sang non hémolysé

-plasma frais hépariné (sans aucune congélation préalable du traitement)
-conservation possible du plasma entre +2° et +8° C (24 H a 48 H).

I1 est possible que la congélation du plasma modifie ou perturbe la

fixation du disopyramide aux protéines plasmatiques, en induisant un

changement conformationnel de ces protéines.

L'alpha 1- glycoprotéine acide apparait comme la protéine vectrice du
disopyramide (contribution comprise entre 75 et 95 %), alors que
l'albumine, géneralement dominante dans la fixation des molécules
basiques, n'intervient que trés faiblement dans ce mécanisme (35).
Haughey (40) a pu également établir une corrélation quantitative entre le
taux d'alpha 1- glycoprotéine acide et 1le taux de fixation du
disopyramide. Le disopyramide est fixé de maniére pratiquement spécifique

sur l'alpha 1- glycoprotéine acide : 1 ére «classe de sites rapidement
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saturable, de trés forte affinité pour le principe actif. L'albumine est
la 2 éme classe de sites peu saturable, d'affinité faible.

La capacité de fixation du disopyramide sur l'alpha l-glycoprotéine acide
en relation avec le taux d'alpha l-glycoprotéine acide est fonction de
1'4ge, minimale chez le nouveau-né et fortement croissante a partir de 49
ans, entrainant une fluctuation importante des taux libres circulants
(44) . Ces taux libres sont d'autant plus faibles que le taux d'alpha 1-
glycoprotéine acide est élevé. Les auteurs (35, 40) observent également
une trés grande variabilité du taux d'alpha l-glycoprotéine acide, au
cours des syndromes inflammatoires et particulierement aprés un infarctus
du myocarde. Bien que 1l'dge des patients de notre étude se situe entre 43
et 85 ans, aucune relation significative n'a pu étre mis en évidence
entre l'dge, la fraction libre plasmatique et le taux d'alpha 1-

glycoprotéine acide et d'albumine.

A J32 (12 heures), le rapport des concentrations dans les
globules rouges et l'eau plasmatique (coefficient de distribution réel)
se situe entre 0,25 et 3,04.

Les liaisons que forme le discopyramide avec les protéines globulaires,
soit & 1l'intérieur du glocbule rouge soit sur la membrane érythrocytaire
ne sont pas saturables, puisque D réel ne dépend pas de la concentration

plasmatique totale.

La détermination du coefficient de distribution réel étant faite
directement & partir de la fraction libre plasmatique, les résultats

obtenus sont a interpréter avec la méme réserve.
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Le coefficient de distribution apparent se situe entre 0,06

et 0,54 a J32 (12 heures). Comme pour le coefficient de distribution

réel, une grande variabilité dans les résultats est observée.

Comme pour la plupart des molécules fortement 1liées aux protéines
plasmatiques, les coefficients de distribution apparents sont peu élevés,
inférieur a 1, et témoignent d'un faible passage du disopyramide dans les

globules rouges.

De plus, pour la plupart des patients a l'exception des malades 1, 6, 9,
14, 16, il augmente linéairement avec la concentration plasmatique
totale. Pour les patients, 1, 6, 9, 14 et 16, D apparent est indépendant

de la concentration plasmatique totale.

En résumé, le disopyramide fortement 1ié aux protéines
plasmatiques, présente un rapport de la quantité de médicament retrouvée
au niveau des hématies & la quantité de médicament présent au niveau
plasmatique faible et témoigne d'un passage globulaire du disopyramide

peu important.
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CONCLUSION GENERALE
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L'étude de la distribution globulaire du disopyramide a été réalisée en

deux étapes consécutives et complémentaires :

-une étude in vitro réalisée par la méthode d'incubation a 37°C et sous
agitation constante. Cette méthode est simple, rapide d'éxecution, ne
nécessite l'achat d'aucun matériel couteux. Elle permet 1'étude du
passage du médicament aussi bien dans le sens plasma vers globule rouge
qu'en sens inverse et la détermination de la fraction libre plasmatique

et globulaire.

—une étude in vivo réalisée chez un groupe de 16 patients qui ont regu du

disopyramide & libération prolongée (LP).

La premiére phase de ce travail était de proposer un protocole d'étude in
vitro de la distribution du disopyramide entre le plasma et les globules

rouges.

La seconde phase in vivo, devait nous permettre de valider ce protocole,

en comparant les résultats obtenus lors des deux phases.

In vitro, nous avons montré que la distribution entre le tampon ou le
plasma et les globules rouge était instantanée.

In vivo, la répartition du disopyramide LP entre plasma et globules
rouges était progressive, non instantanée : pour la plupart des patients,
la concentration globulaire est négligeable & J0 (12 heures), malgré une
concentration de disopyramide dans le plasma comprises entre 0,8 et

5,0 Hg/ml; elle augmente les jours suivants.
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Nous pensons que ce décalage observé entre les résultats obtenus in vitro
et ceux obtenus in vivo pourrait étre 1lié en partie a la fixation du
disopyramide aux protéines plasmatiques. Comme nous l'avons déja souligné
dans le troisiéme partie, la liaison du disopyramide aux protéines
plasmatiques est beaucoup plus intense lorsqu'elle est déterminée
directement sur du plasma prélevé au cours d'étude cinétique du
disopyramide chez 1l'homme, que lors d'étude in vitro.

Ainsi, in vivo, lors de la répartition du disopyramide dans les globules
rouges, on distinguerait deux phases : une premiére phase pendant
laquelle trés peu de médicament se trouve sous forme libre, un trés
faible passage dans les globules rouges, est alors observé; la
concentration globulaire est ainsi inférieure & la détection limite, soit
0,1 ng/ml; une seconde phase, pendant laquelle le métabolite déplacerait
le disopyramide de ses sites de liaison aux protéines plasmatiques (10,
35, 43) entrainant alors une augmentation du taux libre de disopyramide
dans le plasma.

Sachant que seule la forme libre de disopyramide peut traverser la
membrane du globule rouge, ceci pourrait expliquer une répartition

progressive du disopyramide dans les globules rouges.

La fraction libre plasmatique (f), obtenue in vitro lors du passage du
plasma vers les globules rouges passe de 0,16 a 0,88, pour des
concentrations plasmatiques de disopyramide comprises entre 0,90 et
6,99 ng/ml; elle est dépendante de 1la concentration totale de

disopyramide dans le plasma.
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In vivo, f se situe entre entre 0,08 et 0,35 pour des concentrations
plasmatiques comprises entre 0,79 et 5,09 pg/ml; elle est indépendante de

la concentration plasmatique.

Comme le montre la figure 60, le taux de fixation du disopyramide est
beaucoup plus fort, in vivo, que le taux de fixation déterminé in vitro.
Certes, lors de 1l'étude in vitro, du plasma frais a été utilisé pour la
détermination des taux libres plasmatiques a la différence du ex vivo ou
l'con utilise du plasma congelé. Nous avions d'ailleurs 3 ce sujet émis
dans la 4 éme partie l'hypothése, d'une erreur du protocole de

détermination in vivo de la fraction libre plasmatique.

Cependant, de nombreux auteurs (3, 35, 64) ont déja fait état de cette
différence qui parait justifier une détermination directe des taux libres
ultrafiltrables du disopyramide.

Selon Gibassier (35), cette différence observée pourrait étre due aux
modifications d'une part des concentrations du médicament ligand et/ou
d'autre part des protéines impliquées dans le fixation. Les modifications
se produisent dans les proportions respectives des énantioméres 2S5 et 2R,
avec une prédominance de 1l'un ou l'autre des stéréoisoméres et/ou dans la
composition du plasma (albumine, alpha 1- glycoprotéine acide, etc..) par

rapport au plasma vierge prélevé pour établir la fixation in vitro.
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y=0,1275+0,0967x R=0,89 @ invitro
y=0,1601-0,0031x R=0,05 ¢ invivo
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figure 60 : Fixation protéique plasmatique du disopyramide. Comparaison

de la méthode in vitro et méthode in vivo.

Le coefficient de distribution réel, obtenu in wvitro, est supérieur a 2,
il est constant dans le domaine des concentrations étudiées incluant les
concentrations thérapeutiques; la concentration représente alors plus du
double de la concentration plasmatique libre.

In vivo, 4 patients sur 13 ont un coefficient de distribution supérieur a
2, comparables a ceux déterminés in vitro. Ceux ci étant déterminés
directement a partir de la fraction libre plasmatique, il nous apparait
difficile de dire si les variations observées entre in vitro et in vivo
sont liées a des facteurs dépendant du protocole in vivo de détermination

de la fraction libre plasmatique (congélation des échantillons).
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Le coefficient de distribution apparent, obtenu in vitro, pour des
concentrations plasmatiques comprises entre 0,90 et 6,99 Hg/ml, se situe
entre 0,49 et 2,03; il augmente avec la concentration plasmatique et 1la
fraction libre plasmatique.

In vivo, pour des concentrations comprises entre 1,51 et 7,17 pg/ml, D
apparent des 16 patients, a J32 (12 heures), se situe entre 0,10 et 0,59.
Chez la plupart des patients, & l'exception des patients 1, 6, 9, 14 et
16, l'etude du coefficient de distribution apparent en fonction de la
concentration plasmatique totale de J0 a J32 montre que D apparent
augmente linéairement avec la concentration plasmatique. Chez les
patients 1, 6, 9, 14 et 16, D apparent est indépendant de 1la

concentration totale de disopyramide dans le plasma.

Les "D apparent" obtenus in vivo sont trés inférieurs a ceux obtenus in
vitro; ils sont inférieurs & 0,6 et cela signifie que les concentrations
globulaires sont négligeables par rapport aux concentrations plasmatiques
(figure 61).

Le taux de fixation plasmatique du disopyramide est beaucoup plus
intense, in vivo, que le taux de fixation expérimental déterminé in
vitro. Ainsi, sachant que seul le disopyramide sous forme libre peut
traverser les membranes érythrocytaires et/ou tissulaires, une baisse du
taux libre plasmatique du disopyramide entrainera un passage moindre dans
les globules rouges, et par la méme une diminution du coefficient de
distribution apparent.

De plus, in vivo, le médicament subit un certain nombre d'étapes, dont la
distribution tissulaire. Il se pourrait qu'une forte affinité du
disopyramide pour les tissus influence aussi l'intensité du passage du

disopyramide entre le plasma et les globules rouges.
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figure 61 : Evolution du coefficient de dsitribution apparent en fonction
de la concentration totale de disopyramide dans le plasma.
Comparaison de la méthode in vitro et méthode in vivo (D apparent de tous

les patients a J32 (12 heures).

En résumé, cette étude montre que l'intensité du passage du disopyramide
dans les globules rouges est surestimée in vitro. In vivo, un faible
passage globulaire est observée. A l'inverse, le taux de fixation
déterminé indirectement par le méthode d'incubation est beaucoup plus
faible que le taux de fixation déterminé in vivo. Il apparait ainsi
clairement que les résultats obtenus par la méthode d'incubation in wvitro
pour le disopyramide ne sont pas transposables in vivo.

Certes, 1l est regrettable que les discordances observées entre les
résultats obtenus in vitro et ceux obtenus in vivo, pour le disopyramide,
ne nous permettent pas de valider le protocole d'étude in vitro de la
distribution du disopyramide entre le plasma ou le tampon et les globules

rouges. Toutefois il apporte une conclusion importante dans le sens ou il
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=

met en garde contre l'extrapolation des résultats in vitro & 1l'in vivo
pour la détermination du passage globulaire du disopyramide et attire
l'attention sur les différences qui peuvent se présenter pour d'autres

médicaments.

Cependant, ce modele d'étude semble trés intéressant dans le cadre
d'autres molécules, comme pour le lithium, le diazepam.. pour lesquelles
les résultats in vitro sont comparables a ceux obtenus in vivo (33, 51).
En effet, s'agissant d'un modéle expérimental simple, de nombreuses
études peuvent étre réalisées pour analyser les caractéristiques de
fixation aux protéines plasmatiques et globulaires d'un médicament et
peuvent avoir un aspect prévisionnel pour analyser par exemple le
déplacement d'un principe actif de ses sites de fixation par une autre

molécule.
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ANNEXE I
ETUDE IN VITRO DE LA
REPARTITION DU DISOPYRAMIDE
ENTRE GLOBULES ROUGES ET
PLASMA



PASSAGE DU DISOPYRAMIDE DU
TAMPON VERS LES GLOBULES
ROUGES

TABLEAU DES VALEURS A L'EQUILIBRE DE LA
CONCENTRATION MOYENNE DANS LE TAMPON ET LES
GLOBULES ROUGES (Ct et Cgr), DU COEFFICIENT DE
DISTRIBUTION REEL (D réel), DE LA FRACTION
LIBRE GLOBULAIRE (f'), POUR CHAQUE PASSAGE DANS

LE SENS TAMPON VERS GLOBULES ROUGES (TABLEAU

h i I

TABLEAUX DES VALEURS DE LA CONCENTRATION DANS
LE TAMPON ET LES GLOBULES ROUGES (Ct et Cgr) DU
DISOPYRAMIDE AUX DIFFERENTS TEMPS, POUR CHAQUE
PASSAGE DANS LE SENS TAMPON VERS GLOBULES

ROUGES (TABLEAUX II a VI).



Tableau | : Valeurs, a I'équilibre, de la concentration moyenne (n = 7) dans le tampon (Ct)
et les globules rouges (Cgr), du coefficient de distribution réel (D réel), de la fraction
libre globulaire (f'), pour chaque passage étudié dans le sens tampon vers globules rouges.

H

0,50
0,42
0,44
0,41
0,37
0,40
0,52
0,42
0,40
0,52
0,34
0,50
0,52
0,47
0,57
0,42
0,43
0,45
0,42
0,50
0,50
0,36
0,46
0,43

Ct
(T=0)
1,58
1,91
2,01
2,23
2,46
2,73
2,92
2,95
2,96
3,23
4,63
4,77
5,85
6,03
6,21
7,36
10,10
11,65
11,80
22,81
23,50
34,18
43,75
46,13

Ct Cgr
(a I'équilibre)(a I'équilibre)
0,49 1,09
0,69 1,70
0,73 1,63
0,82 2,03
1,01 2,48
1,04 2,54
0,82 1,94
1,09 2,57
1,15 2,72
0,96 2,09
2,13 4,86
1,54 3,23
1,87 3,67
1,81 4,77
1,63 3,45
3,05 5,85
3,88 8,25
4,77 8,41
4,16 10,55
6,52 16,29
7,16 16,34
14,54 34,92
14,15 34,75
16,03 39,91

D réel
(Cgr/Ct)
2,22
2,46
2,23
2,48
2,46
2,44
2,37
2,36
2,37
2,18
2,28
2,10
1,96
2,64
2,12
1,95
2,13
1,76
2,54
2,50
2,28
2,40
2,46
2,49

Car libre
(a I'équilibre)
0,66
0,92
0,98
1,10
1,35
1,39
1,10
1,46
1,54
1,29
2,85
2,06
2.51
2,43
2,18
4,09
5,20
6,39
5,57
8,74
9,59
19,48
18,96
21,48

f!

0,60
0,54
0,60
0,54
0,55
0,55
0,57
0,57
0,57
0,62
0,59
0,64
0,68
0,51
0,63
0,69
0,63
0,76
0,53
0,54
0,59
0,56
0,55
0,54



Tableau Il : Evolution des concentrations dans le tampon et les
globules rouges du disopyramide en fonction du temps, lors du
passage tampon vers globules rouges.

Temps Hématocrite Ct Cgr
(ug/ml) (ug/ml)
0,00 0,50 1,58 0,00
0,50 0,50 0,46 1,12
2,00 0,50 0,49 1,09
4,00 0,50 0,45 1,13
6,00 0,50 0,53 1,05
8,00 0,50 0,51 1,07
10,00 0,50 0,48 1,10
20,00 0,50 0,49 1,09
0,00 0,42 1,91 0,00
0,50 0,42 0,63 1,77
2,00 0,42 0,69 1,68
4,00 0,42 0,64 1,75
6,00 0,42 0,79 1,55
8,00 0,42 0,65 1,74
10,00 0,42 0,70 1,67
20,00 0,42 0,70 1,71
0,00 0,44 2,01 0,00
0,50 0,44 0,79 1,58
2,00 0,44 0,76 1,59
4,00 0,44 0,72 1,64
6,00 0,44 0,67 1,71
8,00 0,44 0,71 1,65
10,00 0,44 0,71 1,65
20,00 0,44 0,76 1,59
0,00 0,41 2,23 0,00
0,50 0,41 0,80 2,06
2,00 0,41 0,86 1,97
4,00 0,41 0,82 2,03
6,00 0,41 0,79 2,07
8,00 0,41 0,89 1,93
10,00 0,41 0,80 2,06
20,00 0,41 0,76 2,12
0,00 0,37 2,46 0,00
0,50 0,37 1,01 2,47
2,00 0,37 1,00 2,49
4,00 0,37 1,04 2,42
6,00 0,37 1,00 2,49
8,00 0,37 0,96 2,55
10,00 0,37 1,01 2,47
20,00 0,37 1,03 2,43
30,00 0,37 1,02 2,45
60,00 0,37 1,00 2,49
120,00 0,37 1,01 2,47
180,00 0,37 0,98 2,62




Tableau Il : Evolution des concentrations dans le tampon et les
globules rouges du disopyramide en fonction du temps, lors du
passage tampon vers globules rouges.

Temps Hématocrite Ct Car
(ug/ml) (ng/ml)
0,00 0,40 2,73 0,00
0,50 0,40 1,14 2,39
2,00 0,40 0,98 2,63
4,00 0,40 1,01 2,58
6,00 0,40 1,03 2,55
8,00 0,40 1,01 2,58
10,00 0,40 1,08 2,48
20,00 0,40 1,04 2,54
0,00 0,52 2,92 0,00
0,50 0,52 0,79 1,97
2,00 0,52 0,81 1,85
4,00 0,52 0,83 1,93
6,00 0,52 0,89 .87
8,00 0,52 0,79 1,97
10,00 0,52 0,82 1,94
20,00 0,52 0,82 1,94
0,00 0,42 2,95 0,00
0,50 0,42 j 15 B 2,49
2,00 0,42 1,13 2,51
4,00 0,42 1,09 2,57
6,00 0,42 1,04 2,64
8,00 0,42 1,06 2,61
10,00 0,42 1,05 2,62
20,00 0,42 1,09 2.57
0,00 0,40 2,96 0,00
0,50 0,40 1,10 279
2,00 0,40 1,17 2,69
4,00 0,40 1,15 2,72
6,00 0,40 1,16 2,70
8,00 0,40 1,283 2,60
10,00 0,40 1,08 2,82
20,00 0,40 1,15 2.2
0,00 0,52 3,23 0,00
0,50 0,52 0,94 291
2,00 0,52 0,97 2,09
4,00 0,52 1,22 1,86
6,00 0,52 0,92 293
8,00 0,52 0,87 2,18
10,00 0,52 0,86 2,19
20,00 0,52 0,96 2,10




Tableau IV : Evolution des concentrations dans le tampon et les
globules rouges du disopyramide en fonction du temps, lors du
passage tampon vers globules rouges.

Temps Hématocrite Ct Cgr
(Lg/ml) (Lg/ml)
0,00 0,34 4,63 0,00
0,50 0,34 2,19 4,74
2,00 0,34 2,16 4,79
4,00 0,34 2,12 4,87
6,00 0,34 2,09 4,93
8,00 0,34 2,09 4,93
10,00 0,34 2,11 4,89
20,00 0,34 2,13 4,85
0,00 0,50 4,77 0,00
0,50 0,50 1,60 3,17
2,00 0,50 101 3,20
4,00 0,50 190 3,22
6,00 0,50 1,58 3,24
8,00 0,50 1,46 3,31
10,00 0,50 1,55 3,22
20,00 0,50 1,53 3,24
0,00 0,52 5,85 0,00
0,50 0,52 1,95 3.6
2,00 0,52 1,883 3.71
4,00 0,52 1,85 3,69
6,00 0,52 1,87 3,67
8,00 0,52 1,86 3,68
10,00 0,52 1,87 3,67
20,00 0,52 1.8 3,67
0,00 0,47 6,03 0,00
0,50 0,47 1,89 4,67
2,00 0,47 1,87 4,69
4,00 0,47 1,82 4,75
6,00 0,47 Ta 3 4,85
8,00 0,47 1,76 4,82
10,00 0,47 1,76 4,82
20,00 0,47 1,81 4,76
0,00 Q57 6,21 0,00
0,50 0,57 1,72 3,39
2,00 0,57 1,61 3,47
4,00 0,57 1,61 3,47
6,00 Q.57 1,62 3,46
8,00 0,57 1,61 3,47
10,00 0,57 1,61 3,47
20,00 0,57 1,61 3,47




Tableau V : Evolution des concentrations dans le tampon et les
globules rouges du disopyramide en fonction du temps, lors du
passage tampon vers globules rouges.

Temps Hématocrite Ct Car
(ng/mli) (ug/ml)
0,00 0,42 7,36 0,00
0,50 0,42 3,18 8,77
2,00 0,42 3,12 5,86
4,00 0,42 3,05 5,95
6,00 0,42 3,04 5,97
8,00 0,42 2,99 6,03
10,00 0,42 2,93 6,12
20,00 0,42 3,05 5,95
0,00 0,43 10,10 0,00
0,50 0,43 4,21 7,81
2,00 0,43 3,81 8,34
4,00 0,43 4,27 7,73
6,00 0,43 3,69 8,50
8,00 0,43 3,67 8,52
10,00 0,43 3,76 8,40
20,00 0,43 3,73 8,44
0,00 0,45 11,65 0,00
0,50 0,45 4,89 8,26
2,00 0,45 4,82 8,35
4,00 0,45 4,73 8,46
6,00 0,45 4,56 8,67
8,00 0,45 4,86 8,30
10,00 0,45 4,77 8,41
20,00 0,45 4,77 8,41
0,00 0,42 11,80 0,00
0,50 0,42 4,15 10,56
2,00 0,42 4,16 10,55
4,00 0,42 4,16 10,55
6,00 0,42 4,15 10,56
8,00 0,42 4,15 10,56
10,00 0,42 4,16 10,55
20,00 0,42 4,16 10,55
0,00 0,50 22,81 0,00
0,50 0,50 7,08 15,73
2,00 0,50 6,72 16,09
4,00 0,50 6,20 16,61
6,00 0,50 6,20 16,61
8,00 0,50 6,42 16,39
10,00 0,50 6,52 16,29
20,00 0,50 6,52 16,29




Tableau VI : Evolution des concentrations dans le tampon et les
globules rouges du disopyramide en fonction du temps, lors du
passage tampon vers globules rouges.

Temps Hématocrite Ct Cgr
(ng/ml) (ug/ml)
0,00 0,50 23,50 0,00
0,50 0,50 7,31 16,19
2,00 0,50 7,15 16,35
4,00 0,50 7,09 16,41
6,00 0,50 6,89 16,61
8,00 0,50 7,08 16,42
10,00 0,50 7,43 16,07
20,00 0,50 7,16 16,34
0,00 0,36 34,18 0,00
0,50 0,36 14,72 34,60
2,00 0,36 14,09 35,72
4,00 0,36 14,78 34,49
6,00 0,36 14,20 35,52
8,00 0,36 14,90 34,28
10,00 0,36 14,54 34,92
20,00 0,36 14,54 34,92
0,00 0,46 43,75 0,00
0,50 0,46 14,08 34,83
2,00 0,46 13,72 35,25
4,00 0,46 13,74 35,283
6,00 0,46 13,62 35,37
8,00 0,46 14,00 34,92
10,00 0,46 15,74 32,88
20,00 0,46 14,15 34,75
0,00 0,43 46,13 0,00
0,50 0,43 16,90 38,75
2,00 0,43 15,20 41,00
4,00 0,43 15,82 40,18
6,00 0,43 15,90 40,07
8,00 0,43 16,10 39,81
10,00 0,43 16,23 39,63
20,00 0,43 16,03 39,91




PASSAGE DU DISOPYRAMIDE DES
GLOBULES ROUGES VERS LE
TAMPON

TABLEAU DES VALEURS A L'EQUILIBRE DE LA
CONCENTRATION MOYENNE DANS LE TAMPON ET LES
GLOBULES ROUGES (Ct et Cgr), DU COEFFICIENT DE
DISTRIBUTION REEL (D réel), DE LA FRACTION
LIBRE GLOBULAIRE (f'), POUR CHAQUE PASSAGE DANS
LE SENS GLOBULES ROUGES VERS TAMPON (TABLEAU

VIZI) -

TABLEAUX DES VALEURS DE LA CONCENTRATION DANS
LE TAMPON ET LES GLOBULES ROUGES (Ct et Cgr) DU
DISOPYRAMIDE AUX DIFFERENTS TEMPS, POUR CHAQUE
PASSAGE DANS ©LE SENS GLOBULES ROUGES VERS

TAMPON (TABLEAUX VIII a X).



Tableau VIl : Valeurs moyennes (n = 7) de I'hématocrite (H), de la concentration dans le tampon (Ct),

de la concentration dans les globules rouges (Cgr), du coefficient de distribution réel (D réel),

de la fraction libre globulaire (f'), lors du passage des globules rouges vers le tampon.

H

0,44
0,43
0,46
0,46
0,44
0,45
0,37
0,43
0,40
0,48
0,40
0,42
0,39
0,40

Cgr
(T=0)
1,45
1,84
3,20
3,49
3,50
5,34
13,20
19,68
23,06
23,50
23,76
24,79
45,03
45,50

Car
(@ I'équilibre)
1,06
1,32
2,04
2,45
2,37
3,34
8,26
12,14
14,88
15,63
15,04
16,63
27,25
28,11

Ct
(@ I'équilibre)
0,31
0,39
0,99
0,88
0,89
1,64
2,90
5,69
5,45
7,26
5,81
5,91
11,37
11,59

D réel

3,42
3,38
2,06
2,78
2,66
2,04
2,85
2,13
2,73
2:18
2,59
2,81
2,40
2,43

Cgr libre
(a I'équilibre)
0,42
0,52
1,33
1,18
1,19
2,20
3,89
7,62
7,30
9,73
7,79
7,92
15,24
15,53

fl

0,39
0,40
0,65
0,48
0,50
0,66
0,47
0,63
0,49
0,62
0,52
0,48
0,56
0,55



Tableau VIII : Evolution des concentrations dans le tampon et les
globules rouges du disopyramide en fonction du temps, lors du
passage globules rouges vers tampon.

Temps | Hématocrite Ct Cor
(ng/ml) (ng/ml)
0,00 0,44 0,00 1,45
0,50 0,44 0,34 1,02
2,00 0,44 0,28 1,09
4,00 0,44 0,31 1,06
6,00 0,44 0,31 1,06
8,00 0,44 0,31 1,06
10,00 0,44 0,30 1,07
20,00 0,44 0,31 1,06
0,00 0,43 0,00 1,84
0,50 0,43 0,38 1,33
2,00 0,43 0,38 1,33
4,00 0,43 0,38 1,33
6,00 0,43 0,38 1,33
8,00 0,43 0,41 1,30
10,00 0,43 0,41 1,30
20,00 0,43 0,37 1,35
0,00 0,46 0,00 3,20
0,50 0,46 0,99 2,04
2,00 0,46 0,99 2,04
4,00 0,46 1,01 2,02
6,00 0,46 1,01 2,02
8,00 0,46 1,01 2,02
10,00 0,46 0,95 2,08
20,00 0,46 0,95 2,08
0,00 0,46 0,00 3,49
0,50 0,46 0,87 2,47
2,00 0,46 0,89 2,44
4,00 0,46 0,87 2,47
6,00 0,46 0,90 2,43
8,00 0,46 0,87 2,47
10,00 0,46 0,89 2,44
20,00 0,46 0,89 2,44
0,00 0,44 0,00 3,50
0,50 0,44 0,92 2,33
2,00 0,44 0,88 2,38
4,00 0,44 0,88 2,38
6,00 0,44 0,92 2,33
8,00 0,44 0,88 2,38
10,00 0,44 0,88 2,38
20,00 0,44 0,88 2,38




Tableau IX : Evolution des concentrations dans le tampon et les
globules rouges du disopyramide en fonction du temps, lors du
passage globules rouges vers tampon.

Temps Hématocrite Ct Car
(pg/ml) (ug/ml)
0,00 0,45 0,00 5,34
0,50 0,45 1,64 3,34
2,00 0,45 1,63 3,35
4,00 0,45 1,69 3,28
6,00 0,45 1,69 3,28
8,00 0,45 1,61 3,37
10,00 0,45 1,64 3,34
20,00 0,45 1,58 3,41
0,00 0,37 0,00 13,20
0,50 0,37 2,90 8,26
2,00 0,37 2,90 8,26
4,00 0,37 2,90 8,26
6,00 0,37 2,91 8,24
8,00 0,37 2,90 8,26
10,00 0,37 2,90 8,26
20,00 0,37 2,90 8,26
0,00 0,43 0,00 19,68
0,50 0,43 5,58 12,29
2,00 0,43 5,80 12,00
4,00 0,43 5,58 12,29
6,00 0,43 5,80 12,00
8,00 0,43 5,69 12,14
10,00 0,43 5,69 12,14
20,00 0,43 5,69 12,14
0,00 0,40 0,00 23,06
0,50 0,40 5,45 14,88
2,00 0,40 5,45 14,88
4,00 0,40 5,66 14,57
6,00 0,40 5,44 14,90
8,00 0,40 5,43 14,91
10,00 0,40 5,26 195,17
20,00 0,40 5,45 14,88
0,00 0,48 0,00 23,50
0,50 0,48 6,97 15,95
2,00 0,48 6,97 15,95
4,00 0,48 7,70 15,16
6,00 0,48 7,38 15,50
8,00 0,48 7,26 15,63
10,00 0,48 7,26 15,63
20,00 0,48 7,26 15,63




Tableau X : Evolution des concentrations dans le tampon et les
globules rouges du disopyramide en fonction du temps, lors du
passage globules rouges vers tampon.

Temps | Hématocrite Ct Cor
(Lg/ml) (1g/ml)
0,00 0,40 0,00 23,76
0,50 0,40 5,81 15,04
2,00 0,40 5,81 15,04
4,00 0,40 5,81 15,04
6,00 0,40 6,2 14,46
8,00 0,40 5,8 15,06
10,00 0,40 5,68 15,24
20,00 0,40 5,68 15,39
0,00 0,42 0,00 24,79
0,50 0,42 5,91 16,63
2,00 0,42 5,91 16,63
4,00 0,42 5,91 16,63
6,00 0,42 5,80 16,78
8,00 0,42 6,16 16,28
10,00 0,42 5,86 16,70
20,00 0,42 5,82 16,75
0,00 0,39 0,00 45,03
0,50 0,39 10,94 27,92
2,00 0,39 11,78 26,61
4,00 0,39 11,37 27,25
6,00 0,39 11,37 27,25
8,00 0,39 11,37 27,25
10,00 0,39 11,37 27,25
20,00 0,39 11,37 27,25
0,00 0,40 0,00 45,50
0,50 0,40 11,59 28,11
2,00 0,40 11,59 28,11
4,00 0,40 11,59 28,11
6,00 0,40 11,78 27,83
8,00 0,40 11,78 27,83
10,00 0,40 11,06 28,91
20,00 0,40 11,75 27,87




PASSAGE DU DISOPYRAMIDE DU
PLASMA VERS LES GLOBULES
ROUGES

TABLEAU DES VALEURS A L'EQUILIBRE DE LA
CONCENTRATION MOYENNE DANS LE PLASMA ET LES
GLOBULES ROUGES (Cp et Cgr), DU COEFFICIENT DE
DISTRIBUTION REEL ET APPARENT (D réel et
D apparent), DE LA FRACTION LIBRE PLASMATIQUE
ET GLOBULAIRE (f et £'), POUR CHAQUE PASSAGE

DANS LE SENS PLASMA VERS GLOBULES ROUGES

(TABLEAU XI).

TABLEAUX DES VALEURS DE LA CONCENTRATION DANS
LE PLASMA ET LES GLOBULES ROUGES (Cp et Cgr) DU
DISOPYRAMIDE AUX DIFFERENTS TEMPS, POUR CHAQUE
PASSAGE DANS ©LE SENS PLASMA VERS GLOBULES

ROUGES (TABLEAU XII a XVI).



Tableau XI : Valeurs, a I'équilibre, de la concentration moyenne (n = 7) dans le plasma (Cp) et les globules rouges (Cgr),
du coefficient de distribution réel et apparent (D réel et Dapparent), de la fraction libre plasmatique et globulaire (f et f),
pour chaque passage étudié dans le sens plasma vers globules rouges.

H Cp Cp Cgr D apparent f D réel Cgr libre f'
(T=0) (a I'équilibre) (a I'équilibre) (a I'équilibre)
0,39 1,18 0,90 0,44 0,49 0,21 2,33 0,25 0,57
0,44 1,36 0,98 0,49 0,50 0,22 2. 27 0,29 0,59
0,5 1,47 0,95 0,52 0,55 0,24 2,28 0,31 0,60
0,47 1,55 1,16 0,44 0,38 0,16 2,37 0,25 0,57
0,39 1,84 1,30 0,85 0,65 0,28 2,31 0,48 0,56
0,4 2,34 1,68 1,00 0,60 0,26 2,29 0,59 0,59
0,44 2,80 1,90 1,18 0,61 0,26 2,33 0,66 0,57
0,43 3,26 2,16 1,46 0,68 0,29 2,33 0,84 0,58
0,38 4,14 2,27 3,05 1,34 0,58 2,32 1,76 0,58
0,47 4,72 2,93 2,47 0,98 0,42 2,32 1,42 0,57
0,47 4,79 2,56 2,52 0,98 0,43 2,29 1,48 0,59
0,46 5,20 3,34 2,18 0,65 0,28 2,33 1,25 0,57
0,45 5,20 3,14 2,51 0,80 0,35 2,28 1,47 0,59
0,52 6,40 2,97 3,17 1,07 0,46 2,32 1,83 0,58
0,52 6,60 3,00 3,32 1,13 0,48 2,31 1,93 0,58
0,49 6,80 3,23 3,72 1,15 0,50 2,30 2,16 0,58
0,39 8,20 4,80 5,32 113 0,48 2,31 3,09 0,58
0,39 8,60 4,86 5,85 1,20 0,52 2,31 3,39 0,58
0,48 18,85 6,88 12,97 1,89 0,82 2,30 7,56 0,58
0,46 19,11 6,99 14,22 2,03 0,88 2,31 8,24 0,58
0,45 28,33 10,51 21,77 2,07 0,90 2,30 12,68 0,58
0,39 35,90 15,65 31,67 2,02 0,88 2,30 18,45 0,58

0,45 93,13 35,24 70,75 2,01 0,87 2,31 41,08 0,58



Tableau XII : Evolution des concentrations plasmatiques et
globulaires du disopyramide en fonction du temps, lors du
passage plasma vers globules rouges.

Temps Hématocrite Cp Cgr
(1g/ml) (g/ml)
0,00 0,39 1,18 0,00
0,50 0,39 0,90 0,44
2,00 0,39 0,91 0,42
4,00 0,39 0,91 0,42
6,00 0,39 0,92 0,41
8,00 0,39 0,87 0,48
10,00 0,39 0,90 0,44
20,00 0,39 0,90 0,44
0,00 0,44 1,36 0,00
0,50 0,44 0,97 0,50
2,00 0,44 0,99 0,47
4,00 0,44 0,96 0,51
6,00 0,44 0,99 0,47
8,00 0,44 1,01 0,45
10,00 0,44 0,96 0,51
20,00 0,44 0,97 0,50
0,00 0,50 1,47 0,00
0,50 0,50 0,90 0,57
2,00 0,50 0,95 0,52
4,00 0,50 0,95 0,52
6,00 0,50 0,98 0,49
8,00 0,50 0,91 0,56
10,00 0,50 0,99 0,48
20,00 0,50 0,99 0,48
0,00 0,47 1,55 0,00
0,50 0,47 1,12 0,48
2,00 0,47 1,11 0,50
4,00 0,47 1,10 0,51
6,00 0,47 1,16 0,44
8,00 0,47 1,18 0,44
10,00 0,47 1,24 0,35
20,00 0,47 1,25 0,34
0,00 0,39 1,84 0,00
0,50 0,39 1,32 0,81
2,00 0,39 1,25 0,92
4,00 0,39 1,29 0,86
6,00 0,39 1,29 0,86
8,00 0,39 1,33 0,80
10,00 0,39 1,30 0,84
20,00 0,39 1,29 0,86
30,00 0,39 1,30 0,84
60,00 0,39 1,29 0,86
120,00 0,39 1,31 0,83
180,00 0,39 1,30 0,84




Tableau XllII : Evolution des concentrations plasmatiques et
globulaires du disopyramide en fonction du temps, lors du
passage plasma vers globules rouges.

Temps | Hématocrite Cp Cgr
(ng/mi) (ng/mli)
0,00 0,40 2,34 0,00
0,50 0,40 1,74 0,90
2,00 0,40 1,65 1,04
4,00 0,40 1,56 1,17
6,00 0,40 1,70 0,96
8,00 0,40 1,67 1,01
10,00 0,40 1,71 0,95
20,00 0,40 1,70 0,96
0,00 0,44 2,80 0,00
0,50 0,44 1,88 1,17
2,00 0,44 1,88 1,17
4,00 0,44 1,91 1,13
6,00 0,44 1,88 1,17
8,00 0,44 1,93 1,11
10,00 0,44 1,90 1,15
20,00 0,44 1,90 1,15
0,00 0,43 3,26 0,00
0,50 0,43 2,22 1,38
2,00 0,43 2,23 1,37
4,00 0,43 2:11 1,52
6,00 0,43 2,20 1,41
8,00 0,43 2,02 1,64
10,00 0,43 2,16 1,46
20,00 0,43 2,16 1,46
0,00 0,38 4,14 0,00
0,50 0,38 2,20 3,17
2,00 0,38 2,34 2,94
4,00 0,38 2,21 3,15
6,00 0,38 2,25 3,08
8,00 0,38 2,35 2,92
10,00 0,38 2,27 3,05
20,00 0,38 2.27 3,05
0,00 0,47 4,72 0,00
0,50 0,47 2,52 2,48
2,00 0,47 2,51 2,49
4,00 0,47 2,48 2,563
6,00 0,47 2,60 2,39
8,00 0,47 2,49 2,51
10,00 0,47 2,53 2,47
20,00 0,47 2,57 2,42




Tableau XIV : Evolution des concentrations plasmatiques et
globulaires du disopyramide en fonction du temps, lors du
passage plasma vers globules rouges.

Temps | Hématocrite Cp Cgr
(ng/ml) (ug/ml)
0,00 0,47 4,79 0,00
0,50 0,47 2,61 2,46
2,00 0,47 2,60 2,47
4,00 0,47 2,62 2,56
6,00 0,47 2,59 2,48
8,00 0,47 2,52 2,56
10,00 0,47 2,53 2,55
20,00 0,47 2,562 2,56
0,00 0,46 5,20 0,00
0,50 0,46 3,40 2,11
2,00 0,46 3,40 2,11
4,00 0,46 3,40 2,11
6,00 0,46 3,40 2,11
8,00 0,46 3,20 2,35
10,00 0,46 3,40 2,11
20,00 0,46 3,20 2,35
0,00 0,45 5,20 0,00
0,50 0,45 3,00 2,69
2,00 0,45 3,20 2,44
4,00 0,45 3,20 2,44
6,00 0,45 3,20 2,44
8,00 0,45 3,20 2,44
10,00 0,45 3,20 2,44
20,00 0,45 3,00 2,69
0,00 0,52 6,40 0,00
0,50 0,52 3,00 3,14
2,00 0,52 2,90 3,23
4,00 0,52 2,90 3,23
6,00 0,52 3,00 3,14
8,00 0,52 3,00 3,14
10,00 0,52 3,00 3,14
20,00 0,52 2,97 3,17
0,00 0,52 6,60 0,00
0,50 0,52 3,00 3,32
2,00 0,52 3,00 3,32
4,00 0,52 3,00 3,32
6,00 0,52 3,00 3,32
8,00 0,52 3,00 3,32
10,00 0,52 3,00 3,32
20,00 0,52 3,00 3,32




Tableau XV : Evolution des concentrations plasmatiques et
globulaires du disopyramide en fonction du temps, lors du
passage plasma vers globules rouges.

Temps | Hématocrite Cp Cgr
(ng/mi) (g/mi)
0,00 0,49 6,80 0,00
0,50 0,49 3,40 3,54
2,00 0,49 3,00 3,96
4,00 0,49 3,20 375
6,00 0,49 3,60 3,33
8,00 0,49 3,00 3,96
10,00 0,49 3,20 3,75
20,00 0,49 3,23 3,72
0,00 0,39 8,20 0,00
0,50 0,39 4,80 5,32
2,00 0,39 5,00 5,01
4,00 0,39 4,60 5,63
6,00 0,39 4,80 5,32
8,00 0,39 4,80 5,32
10,00 0,39 4,80 5,32
20,00 0,39 4,80 5,32
0,00 0,39 8,60 0,00
0,50 0,39 4,80 5,94
2,00 0,39 5,20 5,32
4,00 0,39 5,00 5,63
6,00 0,39 4,60 6,26
8,00 0,39 4,80 5,94
10,00 0,39 4,80 5,94
20,00 0,39 4,80 5,94
0,00 0,48 18,85 0,00
0,50 0,48 6,66 13,21
2,00 0,48 7,06 12,77
4,00 0,48 6,81 13,04
6,00 0,48 6,96 12,88
8,00 0,48 6,75 13,11
10,00 0,48 6,96 12,88
20,00 0,48 6,96 12,88
0,00 0,46 19,11 0,00
0,50 0,46 7,08 14,12
2,00 0,46 6,91 14,32
4,00 0,46 7,35 13,81
6,00 0,46 7,02 14,19
8,00 0,46 6,95 14,27
10,00 0,46 6,66 14,62
20,00 0,46 6,99 14,23




Tableau XVI : Evolution des concentrations plasmatiques et
globulaires du disopyramide en fonction du temps, lors du
passage plasma vers globules rouges.

Temps Hématocrite Cp Cgr
(ng/ml) (pg/ml)
0,00 0,45 28,33 0,00
0,50 0,45 10,09 22,29
2,00 0,45 10,88 21,383
4,00 0,45 11,30 20,81
6,00 0,45 10,76 21,47
8,00 0,45 10,27 22,07
10,00 0,45 9,80 22,65
20,00 0,45 10,50 21,79
0,00 0,39 35,90 0,00
0,50 0,39 15,71 31,58
2,00 0,39 15,72 31,56
4,00 0,39 15,42 32,03
6,00 0,39 15,74 31,53
8,00 0,39 15,81 31,42
10,00 0,39 15,47 31,95
20,00 0,39 15,66 31,65
0,00 0,45 93,13 0,00
0,50 0,45 36,46 69,26
2,00 0,45 34,92 71,15
4,00 0,45 34,80 71,29
6,00 0,45 35,90 69,95
8,00 0,45 34,86 71,22
10,00 0,45 33,45 72,94
20,00 0,45 36,30 69,46




PASSAGE DU DISOPYRAMIDE DES
GLOBULES ROUGES VERS LE
PLASMA

TABLEAU DES VALEURS A L'EQUILIBRE DE LA
CONCENTRATION MOYENNE DANS LE PLASMA ET LES
GLOBULES ROUGES (Cp et Cgr), DU COEFFICIENT DE
DISTRIBUTION REEL ET APPARENT (D réel et
D apparent), DE LA FRACTION LIBRE PLASMATIQUE
ET GLOBULAIRE (f et £'), POUR CHAQUE PASSAGE

DANS LE SENS GLOBULES ROUGES VERS PLASMA

(TABLEAU XVII).

TABLEAUX DES VALEURS DE LA CONCENTRATION DANS
LE PLASMA ET LES GLOBULES ROUGES (Cp et Cgr) DU
DISOPYRAMIDE AUX DIFFERENTS TEMPS, POUR CHAQUE
PASSAGE DANS LE SENS PLASMA VERS GLOBULES

ROUGES (TABLEAU XVIII a XXI).



Tableau XVII : Valeurs, a I'équilibre, de la concentration moyenne (n = 7) dans le plasma (Cp) et les globules rouges (Cgr),
du coefficient de distribution réel et apparent (D réel et Dapparent), de la fraction libre plasmatique et globulaire (f et f'),
pour chaque passage étudié dans le sens globules rouges vers plasma.

H Car Cgr Cp D apparent f D réel Cagr libre f'
(T=0) (a I'équilibre) (a I'équilibre) (a I'équilibre)
0,42 3,18 1,02 1,56 0,65 0,25 2,62 0,52 0,51
0,49 3,60 1,39 2,12 0,66 0,25 2,62 0,71 0,51
0,42 3,65 1,44 1,60 0,90 0,35 2,57 0,75 0,52
0,39 3,94 1,77 1,39 1,27 0,49 2,60 0,91 0,51
0,45 10,61 4,25 5,20 0,82 0,32 2,55 2,23 0,52
0,44 10,82 5,48 419 1,30 0,50 2,62 2,81 0,51
0,43 11,76 6,03 4,32 1,40 0,54 2,58 3,13 0,52
0,46 12,69 5,78 5,88 0,98 0,38 2,59 2,99 0,52
0,41 12,88 5,72 4,98 1,15 0,44 2,61 2,94 0,51
0,37 12,94 6,24 3,94 1,59 0,61 2,60 3,22 0,52
0,45 13,52 8,02 4,50 1,78 0,68 2,62 4,10 0,51
0,45 15,57 9,14 5,26 1,74 0,67 2,59 4,72 0,52
0,47 17,83 10,16 6,80 1,49 0,57 2,62 5,19 0,51
0,45 18,06 10,90 5,86 1,86 0,72 2,58 5,65 0,52
0,34 19,74 10,75 4,63 2,32 0,89 2,61 5,62 0,51
0,41 29,40 20,60 6,11 3,37 1,30 2,59 10,64 0,52
0,49 42,91 29,91 14,52 2,06 0,79 2,61 15,37 0,51

0,45 46,75 30,23 12,40 2,44 0,94 2,59 15,62 0,52



Tableau XVIII : Evolution des concentrations plasmatiques et
globulaires du disopyramide en fonction du temps , lors du
passage globules rouges vers plasma.

Temps Hématocrite Cp Cgr
(rg/ml) (ng/ml)
0,00 0,42 0,00 3,18
0,50 0,42 1,51 1,10
2,00 0,42 1,63 0,93
4,00 0,42 1,58 0,99
6,00 0,42 1,09 0,98
8,00 0,42 1,538 1,06
10,00 0,42 1,54 1,05
20,00 0,42 1,56 1,02
0,00 0,49 0,00 3,60
0,50 0,49 2,10 1,42
2,00 0,49 1,97 1,55
4,00 0,49 1,95 1,57
6,00 0,49 2,32 1,19
8,00 0,49 2,07 1,45
10,00 0,49 2,33 1,18
20,00 0,49 2,12 1,39
0,00 0,42 0,00 3,65
0,50 0,42 1,67 1,34
2,00 0,42 1,61 1,42
4,00 0,42 1,53 1,563
6,00 0,42 1,62 1,41
8,00 0,42 1,67 1,48
10,00 0,42 1,58 1,46
20,00 0,42 1,60 1,44
0,00 0,39 0,00 3,94
0,50 0,39 1,41 1,74
2,00 0,39 1,30 1,91
4,00 0,39 1,38 1,78
6,00 0,39 1,40 1,75
8,00 0,39 1,41 1,74
10,00 0,39 1,43 1,70
20,00 0,39 1,39 1,77
0,00 0,45 0,00 10,61
0,50 0,45 5,41 4,00
2,00 0,45 5,31 4,12
4,00 0,45 5,20 4,25
6,00 0,45 5,08 4,40
8,00 0,45 5,10 4,38
10,00 0,45 5,11 4,36
20,00 0,45 5,20 4,25




Tableau XIX : Evolution des concentrations plasmatiques et
globulaires du disopyramide en fonction du temps , lors du
passage globules rouges vers plasma.

Temps Hématocrite Cp Car
(ng/ml) (ug/ml)
0,00 0,44 0,00 10,82
0,50 0,44 4,11 5.59
2,00 0,44 4,11 5,59
4,00 0,44 4,25 5,41
6,00 0,44 4,25 5,41
8,00 0,44 4,25 5,41
10,00 0,44 4,20 5,48
20,00 0,44 4,20 5,48
0,00 0,43 0,00 11,76
0,50 0,43 4,23 6,15
2,00 0,43 4,37 5,97
4,00 0,43 4,23 6,15
6,00 0,43 4,23 6,15
8,00 0,43 4,23 6,15
10,00 0,43 4,63 5,62
20,00 0,43 4,32 6,03
0,00 0,46 0,00 12,69
0,50 0,46 5,69 6,01
2,00 0,46 5,90 5,76
4,00 0,46 6,17 5,45
6,00 0,46 5,70 6,00
8,00 0,46 5,95 5,71
10,00 0,46 5,89 5,78
20,00 0,46 5,89 5,78
0,00 0,41 0,00 12,88
0,50 0,41 4,98 5,71
2,00 0,41 4,80 5,97
4,00 0,41 5,01 5,67
6,00 0,41 5,09 5,55
8,00 0,41 4,91 5,81
10,00 0,41 5,07 5,68
20,00 0,41 4,98 5,72
0,00 0,37 0,00 12,94
0,50 0,37 3,92 6,27
2,00 0,37 3,97 6,18
4,00 0,37 3,83 6,42
6,00 0,37 4,03 6,08
8,00 0,37 3,93 6,24
10,00 0,37 3,93 6,24
20,00 0,37 3,93 6,24




Tableau XX : Evolution des concentrations plasmatiques et
globulaires du disopyramide en fonction du temps , lors du
passage globules rouges vers plasma.

Temps | Hématocrite Cp Cgr
(ug/ml) (g/mi)
0,00 0,45 0,00 13,52
0,50 0,45 4,50 8,02
2,00 0,45 4,50 8,02
4,00 0,45 4,50 8,02
6,00 0,45 4,50 8,02
8,00 0,45 4,50 8,02
10,00 0,45 4,50 8,02
20,00 0,45 4,50 8,02
0,00 0,45 0,00 15,57
0,50 0,45 5,26 9,14
2,00 0,45 5,286 9,14
4,00 0,45 5,11 9,33
6,00 0,45 511 9,33
8,00 0,45 5,36 9,02
10,00 0,45 5,41 8,96
20,00 0,45 5,32 9,07
0,00 0,47 0,00 17,83
0,50 0,47 6,89 10,06
2,00 0,47 6,70 10,27
4,00 0,47 6,47 10,53
6,00 0,47 6,69 10,28
8,00 0,47 7,07 9,86
10,00 0,47 7,00 9,93
20,00 0,47 6,80 10,16
0,00 0,45 0,00 18,06
0,50 0,45 5,78 11,00
2,00 0,45 5,97 10,76
4,00 0,45 5,96 10,78
6,00 0,45 5,88 10,91
8,00 0,45 5,80 10,98
10,00 0,45 5,81 10,96
20,00 0,45 5,86 10,90
0,00 0,34 0,00 19,74
0,50 0,34 4,63 10,75
2,00 0,34 4,64 10,73
4,00 0,34 4,70 10,62
6,00 0,34 4,55 10,91
8,00 0,34 4,63 10,75
10,00 0,34 4,63 10,75
20,00 0,34 4,63 10,75




Tableau XXI : Evolution des concentrations plasmatiques et
globulaires du disopyramide en fonction du temps , lors du
passage globules rouges vers plasma.

Temps | Hématocrite Cp Cgar
(ng/ml) (ng/ml)
0,00 0,41 0,00 29,40
0,50 0,41 6,16 20,53
2,00 0,41 6,08 20,65
4,00 0,41 6,10 20,62
6,00 0,41 6,11 20,60
8,00 0,41 6,11 20,60
10,00 0,41 6,11 20,60
20,00 0,41 6,11 20,60
0,00 0,49 0,00 42,91
0,50 0,49 15,09 27,21
2,00 0,49 14,52 32,73
4,00 0,49 14,52 32,73
6,00 0,49 12,14 30,28
8,00 0,49 15,91 26,35
10,00 0,49 14,93 27,37
20,00 0,49 14,52 32,73
0,00 0,45 0,00 46,75
0,50 0,45 12,40 31,29
2,00 0,45 12,06 32,01
4,00 0,45 12,47 31,51
6,00 0,45 12,47 3151
8,00 0,45 12,59 31,36
10,00 0,45 12,40 26,82
20,00 0,45 12,40 26,82




ANNEXE II
ETUDE IN VIVO DU PASSAGE
GLOBULAIRE DU DISOPYRAMIDE
CHEZ L'HOMME



TABLEAUX DES VALEURS INDIVIDUELLES DE LA
CONCENTRATION PLASMATIQUE TOTALE ET LIBRE (Cp
et Cp libre), DE LA CONCENTRATION GLOBULAIRE ET
SANGUINE (Cgr et Csg), DU COEFFICIENT DE
DISTRIBUTION REEL ET APPARENT (D réel et
D apparent), AINSI QUE DE LA FRACTION LIBRE
PLASMATIQUE (£) DU DISOPYRAMIDE POUR CHAQUE

SUJET.



Patient n ° 1 : 61 ans

jour H

0 0,46
0,46
0,46
0,46
0,46
0,46
0,46
0,46
0,46
0,46
0,46
0,46
0,46
0,46

2 0,46
0,46

3 0,46
0,46

4 0,46
0,46

5 0,46
0,46
0,46
0,46
0,46
0,46
0,46

32 0,42
0,42
0,42
0,42
0,42

< dI, inférieur & la détection limite de la méthode de dosage.

heure

0,

—

cooO s, wWMNDO - 01 O

10
12
14
24
53
60
77
84
101
108
120
122
124
126
128
130
132
796
797
798
803
804

Cp
pg/mi
0,00
1,14
1,54
1,67
1,57
1,34
1,36
312
1,09
1,11
1,24
1,06
1,26
1,36
2,46
1,78
2,64
1,91
3,05
1,66
2,68
2,82
2,69
2.99
2,86
2,30
1,98
2,10
2,28
2,20
167
1,60

f

0,20
0,30
0,23

0,27

0,19
0,24

Cp libre

plasmatique pg/ml

0,27
0,34
0,25

0,29

0,32
0,38

Csg

0,00
0,64
1,21
1,04
1,40
0,84
0,69
0,64
0,70
0,74
0,73
0,83
0,80
0,70
1,62
1,00
1,91
1,18
1,72
1,03
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Cgr
ug/ml
0,00
1,39
2,63
2,26
3,04
1,83
< dl
1,39
1.52
1,61
1,59
1,80
1,74
< dl
3,562
247
4,15
2,57
3,74
2,24
< dl
3,91
4,11
4,33
3,59
3,30
2,72
3,39
3,95
<dl
2,33
2,38

D réel
Cgr/(Cp.f)

4,14
6,07

6,30

7,35
6,20

D apparent
Cgr/Cp
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Patient n ° 2 : 77 ans

jour H heure Cp f Cp libre Csg Car D réel D apparent
pg/mli plasmatique pg/ml pg/ml Cgr/(Cp.f) Cgr/Cp
0 0,47 0 0,00 0,00 0,00
0,47 0,5 0,56 0,35 0,11 0,20
0,47 1 1.5 0,83 0,06 0,04
0,47 1,5 2,12 1,18 0,12 0,06
0,47 2 2,58 1,38 0,03 0,01
0,47 3 3,16 2,00 0,69 0,22
0,47 4 3,73 0,10 0,37 2,37 0,84 2,24 0,22
0,47 5 4,03 0,12 0,48 2,46 0,69 1,43 0,17
0,47 6 3,46 0,13 0,45 217 0,72 1,59 0,21
0,47 8 3,44 2,41 1,25 0,36
0,47 10 3,52 2,15 0,61 0,17
0,47 12 3,22 0,08 0,26 1,95 0,52 2,01 0,16
0,47 14 2,56 1,54 0,39 0,15
0,47 24 1,92 1,28 0,56 0,29
2 0,47 53 4,90 3,37 1,64 0,34
0,47 60 3,54 2,09 0,45 0,13
3 0,47 77 4,61 2,76 0,67 0,15
0,47 84 3,78 2,46 0,97 0,26
4 0,47 101 4,85 3,14 1,21 0,25
0,47 108 3,46 2,19 0,76 0,22
o 0,47 120 4,23 3,01 1,63 0,39
0,47 122 4,10 2,81 1,36 0,33
0,47 124 4,07 2,57 0,88 0,22
0,47 126 4,38 2,94 1,32 0,30
0,47 128 4,22 2,76 1517 0,26
0,47 130 3,64 2,36 0,92 0,25
0,47 132 3,11 2,20 1,17 0,38
32 0,39 796 4,04 2,85 0,99 0,24
0,39 797 4,24 3,01 1,09 0,26
0,39 798 3,94 2,85 1,15 0,29
0,39 803 3,15 0,20 0,63 2,19 0,69 1,09 0,22
0,39 804 2,99 0,20 0,60 1,94 0,30 0,50 0,10

< dl, inferieur a la détection limite de la méthode de dosage.



Patient n ° 3 : 54 ans

jour H heure Cp f Cp libre Csg Car D réel D apparent
pg/ml ug/ml ug/ml  Cgr/(Cp.f) Cgr/Cp
0 0,43 0 0 0 0,00
0,43 0,5 1,24 0,59 <d
0,43 1 1,97 1,07 <d
0,43 1,5 2,25 1.1 <dl
0,43 2 2,06 1,11 <dl
0,43 3 1,86 1,05 <d
0,43 4 1,69 0,14 0,24 0,86 <d
0,43 5 1,7 0,09 0,15 0,87 <dl
0,43 6 1,43 0,09 0,13 0,75 <dl
0,43 8 1,21 0,61 <dl
0,43 10 1,14 0,6 < dl
0,43 12 0,79 0,09 0,07 0,39 < di
0,43 14 0,63 0,33 < dl
0,43 24 0,41 0,15 < dl
2 0,43 53 3,75 2,54 0,94 0,25
0,43 60 3 2,03 0,74 0,25
3 0,43 77 3,75 2,38 0,56 0,15
0,43 84 2,88 1,71 0,16 0,06
4 0,43 101 3,71 2,35 0,55 0,15
0,43 108 3,12 2,04 0,61 0,19
5 0,43 120 3,68 2,29 0,45 0,12
0,43 122 3,72 2,47 0,81 0,22
0,43 124 4,2 2,6 0,48 0,11
0,43 126 3,92 2,59 0,83 0,21
0,43 128 3,94 2,61 0,85 0,21
0,43 130 3,94 2,99 1,73 0,44
0,43 132 3,79 2,36 0,46 0,12
32 0,42 796 4,65 2,27 <d
0,42 797 3,68 2,68 1,30 0,35
0,42 798 4,01 2,62 0,70 0,17
0,42 803 3,46 0,11 0,38 2,02 0,03 0,08 0,01
0,42 804 3,32 0,09 0,30 2,27 0,82 2,74 0,25

< dI, inférieur & la détection limite de la méthode de dosage.



Patient n ° 4 : 87 ans

jour H heure Cp f Cp libre Csg Car D réel D apparent
ng/mli pg/mi pg/ml Cgr/(Cp.f) Cgr/Cp
0 0,36 0 0,00 0,00 0,00
0,36 0,5 0,69 0,38 <dl
0,36 1 1,24 0,70 <dl
0,36 1,5 1,39 0,85 <d
0,36 2 1,45 0,84 <dl
0,36 3 1,89 1,09 <dl
0,36 4 2,30 0,23 0,53 1,65 0,49 0,93 0,21
0,36 5 2,50 0,15 0,38 1,57 <dl
0,36 6 2,53 0,26 0,66 1,74 0,34 0,51 0,13
0,36 8 2,79 2,01 0,62 0,22
0,36 10 2,40 1,47 <dl
0,36 12 2,08 1,37 0,11 0,05
0,36 14 1,58 1,05 0,11 0,07
0,36 24 1,06 0,68 0,00 0,00
2 0,36 53 3,72 2,85 1,30 0,35
0,36 60 1,86 1,33 0,39 0,21
3 0,36 77 3,78 2,95 1,47 0,39
0,36 84 2,68 1,90 0,51 0,19
4 0,36 101 3,88 2,59 0,30 0,08
0,36 108 2,18 1,72 0,90 0,41
5 0,36 120 2,56 2,01 1,083 0,40
0,36 122 3,05 2,08 0,36 0,12
0,36 124 3,54 2,39 0,35 0,10
0,36 126 3,22 2,54 1,383 0,41
0,36 128 2,74 1,91 0,43 0,16
0,36 130 2,22 1,51 0,25 0,11
0,36 132 1,88 1,31 0,30 0,16
32 0,36 796 4,91 3,88 2,05 0,42
0,36 797 4,95 3,84 1,87 0,38
0,36 798 4,08 3,47 2,39 0,58
0,36 803 4,01 0,28 112 3,43 2,40 2,14 0,60
0,36 804 3,95 0,20 0,79 3,36 2,31 2,93 0,59

< dl, inférieur & la détection limite de la méthode de dosage.



Patient n ° 5 : 64 ans

jour H

0 0,43
0,43
0,43
0,43
0,43
0,43
0,43
0,43
0,43
0,43
0,43
0,43
0,43
0,43

2 0,43
0,43

3 0,43
0,43

4 0,43
0,43

5 0,43
0,43
0,43
0,43
0,43
0,43
0,43

< dI, inférieur a la détection limite de la méthode de dosage.

heure

—_—

ook wWMDOM-—= U O

10
12
14
24
53
60
77
84

101

108

120

122

124

126

128

130

132

Cp

ng/mi

0,00
0,57
0,85
1,15
1,20
1,41
1,51
1,57
1,29
1,05
0,96
0,94
0,80
0,82
2,50
1,63
2,65
1,71
2,60
1,72
2,17
2,64
2,81
2,53
2.37
2,18
2,06

f

0,16
0,15
0,13

0,10

Cp libre
plasmatique pg/mli

0,24
0,24
0,17

0,09

Csg

0,00
0,24
0,49
0,67
0,69
0,74
0,83
0,82
0,80
0,59
0,52
0,55
0,45
0,40
1,77
0,07
1,94
0,98
1,80
1,15
1,20
1,78
1,98
1,73
1,36
1,32
1,37

Cgr

ng/mi

0,00
< dl
0,01
0,03
0,01
< dl
<dl
<dl
0,15
< dl
< dl
0,03
< dl
<dl
0,80
< dl
1,00
0,01
0,74
0,39
< dl
0,64
0,88
0,67
<dl
0,18
0,46

D réel
Cgr/(Cp.f)

0,90

0,35

Cette patiente est sortie de I'étude au bout de 15 jours (réaction immunoallergique).

D apparent
Cgr/Cp

<dl
0,02
0,03
0,01

0,04

0,32

0,38
0,01
0,28
0,23

0,24
0,31
0,26

0,08
0,22



Patient n ° 6 : 43 ans

jour

0

32

H

0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,37
0,37
0,37
0,37
0,37

heure

0,

—h
-

OO WMNDO = o1 O

O NPT = =
bNOWHRBBNO

101
108
120
122
124
126
128
130
132
796
797
798
803
804

Cp
pg/mi
0,00
1,21
1,59
1,72
1,89
2,28
2,33
2,44
2,04
1,80
1,68
1,30
1,28
0,62
2,62
1,92
2,24
1,56
2,85
1,79
2,14
2,51
2,00
1,98
2,13
1,87
1,68
3,40
3,36
3,24
2,34
2,08

f

0,10
0,10
0,12

0,09

0,15
0,13

Cp libre
plasmatique

0,23
0,24
0,24

0,12

0,35
0,27

Csg
pg/mi
0,00
0,68
0,93
0,94
1,01
1,24
1,38
1,27
1,09
1,02
0,86
0,72
0,63
0,30
1,50
1,14
1,40
0,97
1,64
1,01
0,60
1,58
1,31
1,28
1,47
1;21
1,07
2,02
2,07
1,87
1,39
1,39

Car
ng/ml
0,00
0:11
0,06
0,12
0,03
0,69
0,84
0,69
0,72
1,25
0,61
0,52
0,39
0,56
1,64
0,45
0,67
0,97
T2
0,76
1,63
1,36
0,88
1,32
1,11
0,92
1,17
0,99
1,09
1,15
0,69
0,30

D réel
Car/(Cp.f)

2,24
1,43
1,59

2,01

1,09
0,50

D apparent
Cgr/Cp

0,20
0,04
0,06
0,01
0,22
0,22
0,17
0,21
0,36
0,17
0,16
0,15
0,29
0,34
0,13
0,15
0,26
0,25
0,22
0,39
0,33
0,22
0,30
0,26
0,25
0,38
0,24
0,26
0,29
0,22
0,10



Patient n °7 : 45 ans

jour H

0 0,44
0,44
0,44
0,44
0,44
0,44
0,44
0,44
0,44
0,44
0,44
0,44
0,44
0,44

2 0,44
0,44

3 0,44
0,44

4 0,44
0,44

5 0,44
0,44
0,44
0,44
0,44
0,44
0,44

32 0,40
0,40
0,40
0,40
0,40

< dl, inférieur & la détection limite de la méthode de dosage.

heure

0,

—

ook, WML o1 O

10
12
14
24
53
60
77
84
101
108
120
122
124
126
128
130
132
796
797
798
803
804

Cp
pg/mi
0,00
0,95
1,42
1,63
1,73
177
1,59
1,81
1,75
1,57
1,37
1,41
1,39
0,983
2,45
1,79
2,33
1,76
2,30
1,94
1,87
2,18
2,30
2,15
2,25
2,00
1,81
247
2,42
2,25
2,00
1,51

f

0,14
0,15
0,15

0,11

0,21
0,31

Cp libre

plasmatique pg/ml

0,22
U,27
0,26

0,16

0,42
0,47

Csg

0,00
0,48
0,77
0,90
1,02
1,06
0,99
1,09
1,05
1,06
0,82
0,84
0,90
0,49
1,58
1,17
1,47
1,17
1,52
1,26
1,18
1,44
1,52
1,47
1,48
1,40
1,13
1,57
1,66
1,58
1,24
1,23

Cgr
ng/mi
0,00
< dl
< dl
< dl
0,12
0,16
0,23
;17
0,16
0,41
0,12
0,11
0,28
< dl
0,47
0,38
0,38
0,42
0,53
0,39
0,30
0,50
0,53
0,60
0,50
0,64
0,26
0,67
0,52
0,58
0,10
0,81

D réel
Cgr/(Cp.f)

1,02
0,64
0,61

0,74

0,24
1,73

D apparent
Cgr/Cp

0,07
0,09
0,14
0,10
0,09
0,26
0,09
0,08
0,20

0,19
0,21
0,16
0,24
0,23
0,20
0,16
0,23
0,23
0,28
0,22
0,32
0,15
0,31
0,21
0,26
0,05
0,54



Patient n ° 8 : 64 ans

jour H

0 0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39

2 0,39
0,39

3 0,39
0,39

4 0,39
0,39

5 0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39

32 0,38
0,38
0,38
0,38
0,38

< dI, inférieur a la détection limite de la méthode de dosage.

heure

—

oo, WMNO = 01 O

10
12
14
24
53
60
77
84
101
108
120
122
124
126
128
130
132
796
797
798
803
804

Cp
ng/mli
0,00
1,92
2,22
2,42
2,47
2,62
2,89
2,88
2,47
2,20
2,00
1,95
1,86
1,67
4,21
2,84
4,49
3,03
3,58
3,03
2,97
B 1T
3,83
3,92
3,31
3,48
3,19
3,88
3,95
3,45
2,30
2,20

f

0,20
0,21
0,20

0,18

0,15
0,14

Cp libre

plasmatique pg/ml

0,568
0,60
0,49

0,35

0,35
0,31

Csg

0,00
1,17
1,47
1,49
1,62
1,77
1,98
1,83
1,63
1,44
1,31
1,36
1,22
0,95
2,91
2,01
3,24
2,19
2,49
2,06
2,14
2,23
2,40
2,78
2,21
2,34
2,03
2,39
2,97
2,39
1,60
1,72

Car
ng/mi

<dl
0,04
0,04
0,28
0,44
0,56
0,19
0,32
0,25
0,23
0,44
0,22
< dl
0,88
0,71
1,28
0,88
0,79
0,54
0,84
< dl
0,16
1,00
0,49
0,56
0,22
< dl
1,37
0,66
0,46
0,94

D réel
Cgr/(Cp.f)

0,96
0,31
0,64

1,25

1,33

D apparent
Car/Cp

0,02
0,01
0,12
0,17
0,19
0,07
0,13
0,11
0,12
0,22
0,12

0,21
0,25
0,29
0,29
0,22
0,18
0,28

0,04
0,25
0,15
0,16
0,07

0,35
0,19
0,20
0,43



Patient n ° 9 : 60 ans

jour H

0 0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40

2 0,40
0,40

3 0,40
0,40

4 0,40
0,40

5 0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40

32 0,42
0,42
0,42
0,42
0,42

< dI, inferieur a la détection limite de la méthode de dosage.

heure

0,

—

Lok, WD 0O

84
101
108
120
122
124
126
128
130
132
796
797
798
803
804

Cp
pg/mi
0,00
0,70
1,61
2,37
2,46
2,55
2,42
2,14
1,83
2,24
2,30
2,01
1,47
3,34
2,81
3,64
3,13
387
2,51
2,43
2,90
3,08
2,45
2,61
2,28
2,19
3,81
3,71
3,08
3,07
2,60

f

0,13
0,13
0,15

0,15

0,16
0,17

Cp libre

plasmatique pg/ml

0,33
0,31
0,32

0,35

0,49
0,44

Csg
0,00

0,38
0,99
1,16
1,37
1,55
1,36
1,28
1,08
1,31
1,63
1,24
0,82
2,22
1,72
2,48
2,00
9.37
2,06
1,96
2,25
2,37
2,04
1,81
1,66
1,77
2,57
2,48
2,01
1,98
1,63

Car

ng/mli
0,00

<dl
0,06
<dl
<dl
0,05
<dl
< dl
< dl
<dl
0,63
0,09
<dl
0,54
0,09
0,74
0,31
0,87
1,39
1,26
1,28
1,31
1,43
0,61
0,73
1,14
0,86
0,78
0,53
0,47
0,29

D réel
Cgr/(Cp.f)

1,81

0,97
0,66

D apparent
Car/Cp

0,04

0,02

0,27
0,04

0,16
0,03
0,20
0,10
0,26
0,55
0,52
0,44
0,42
0,58
0,23
0,32
0,52
0,23
0,21
0,17
0,15
0,11



Patient n °10 : 61 ans

jour H

0 0,45
0,45
0,45
0,45
0,45
0,45
0,45
0,45
0,45
0,45
0,45
0,45
0,45
0,45

2 0,45
0,45

3 0,45
0,45

4 0,45
0,45

5 0,45
0,45
0,45
0,45
0,45
0,45
0,45

32 0,44
0,44
0,44
0,44
0,44

< dI, inférieur & la détection limite de la méthode de dosage.

heure

o

—
CcCoOoObh WML = U O

10
12
14
24
53
60
77
84
101
108
120
122
124
126
128
130
132
796
797
798
803
804

Cp
wg/mi
0,00
1,02
1,23
1,49
2,06
1,52
2,07
1,85
1,73
1,82
1,76
1,39
1,28
0,92
2,64
2,02
2,84
2,21
2,90
1,97
2,54
2,74
2,76
2,48
2,39
2,20
2,07
3,43
3,44
2,88
2,57
2,28

f

0,15
0,12
0,13

0,14

0,16
0,18

Cp libre

plasmatique pg/ml

0,31
0,23
0,22

0,19

0,41
0,41

Csg

0,00
0,45
0,67
0,74
0,89
1,18
1,18
0,99
0,96
1,08
1,03
0,76
0,82
0,56
1,67
1,20
1,91
1,28
2,06
1,15
1,64
1,87
1,83
1,49
1,51
1,44
1,41
2,34
2,70
2,03
1,61
1,55

Car
ng/mi
0,00
<dl
< dl
< dl
< dl
0,76
0,09
<dl
0,02
0,18
0,14
< dl
0,26
0,12
0,48
0,20
0,77
0,14
1,03
0,15
0,54
0,81
0,69
0,28
0,43
0,51
0,60
0,95
1,76
0,95
0,39
0,62

D réel
Car/(Cp.f)

0,30

0,08

0,94
1,51

D apparent
Cgr/Cp

0,50
0,04

0,01
0,10
0,08

0,20
0,13
0,18
0,10
0,27
0,06
0,36
0,08
0,21
0,29
0,25
0,11
0,18
0,23
0,29
0,28
0,51
0,33
0,15
0,27



Patient n ° 11
jour H

0 0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40

2 0,40
0,40

3 0,40
0,40

4 0,40
0,40

5 0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40
0,40

32 0,39
0,39
0,39
0,39
0,39

< dI, inférieur a la détection limite de la méthode de dosage.

: 78 an:
heure

—

ook wWMPOM— O

10
12
14
24
53
60
77
84

101

108

120

122

124

126

128

130

132

796

797

798

803

804

Cp
Lg/ml
0,00
1,72
1,80
1,69
1,69
2,41
2,68
2,72
2,46
2,29
2,11
1,94
1,96
1,34
4,19
2,07
3,68
2,57
3,66
2,56
2,85
3,04
3,69
2,98
2,95
2,92
2,36
3,02
3,00
2,95
2,26
2,08

0,21
0,17
0,20

0,15

0,13
0,12

Cp libre

plasmatique pg/ml

0,56
0,46
0,49

0,29

0,29
0,25

Csg

0,00
0,98
1,11
0,92
1,05
1,57
1,54
1,51
1,49
1,36
1,30
1,13
1,20
0,89
2,79
1,31
2,35
1,69
2,42
1,74
1,88
2,02
1,36
2,01
1,97
1,75
1,52
2,01
1,99
1,80
1,40
1,34

Car D réel
wg/ml  Cgr/(Cp.f)
0,00

<dl

0,08

< dl

0,09

0,31

<dl

< dl

0,04 0,07
<dl

0,09

< dl

0,06

Q.22

0,69

0,17

0,36

0,37

0,56

0,51

0,43

0,49

<dl

0,55

0,50

<dl

0,26

0,43

0,41

< dl

0,05

0,18 0,73

D apparent
Cgr/Cp

0,04

0,05
0,13

0,01
< dl
0,04

0,03
0,16
0,16
0,08
0,10
0,14
0,15
0,20
0,15
0,16

0,19
0,17

0,11
0,14
0,14

0,02
0,09



Patient n °12 : 77 ans

jour H heure Cp f Cp libre Csg Car D réel D apparent
ng/mi plasmatique pg/ml pg/ml  Cgr/(Cp.f) Car/Cp
0 0,48 0 0,00 0,00
0,48 0,5 1,00 0,51 <dl
0,48 1 2,31 1. 11 <dl
0,48 1,5 2,83 1,29 <d
0,48 2 2,66 1,39 0,01 0,01
0,48 3 3,08 1,72 0,25 0,08
0,48 4 2,98 0,21 0,63 1,52 <dl
0,48 5 3,50 0,17 0,60 1,68 <dl
0,48 6 3,55 0,20 0,71 1,88 0,07 0,10 0,02
0,48 8 2,90 1,64 0,28 0,09
0,48 10 2,83 1,53 0,12 0,04
0,48 12 2,77 0,15 0,42 1,41 < dl
0,48 14 2,63 1,32 <d
0,48 24 1,90 0,96 <d
2 0,48 53 4,90 3,20 1,36 0,28
0,48 60 4,25 2.55 0,71 0,17
3 0,48 77 4,50 2,66 0,67 0,15
0,48 84 2,80 1,69 0,49 0,17
4 0,48 101 4,21 2,67 1,00 0,24
0,48 108 3,12 1,70 0,16 0,05
5 0,48 1200 2,73 1,52 <d
0,48 122 3,83 2,32 0,68 0,18
0,48 124 4,20 2,63 0,93 0,22
0,48 126 3,96 2,46 0,84 0,21
0,48 128 3,738 2,39 0,94 0,25
0,48 130 3,63 2,05 <d
0,48 132 2,86 1,69 0,42 0,15
32 0,41 796 3,52 2,28 0,50 0,14
0,41 797 2,10 2,34 2,69 1,28
0,41 798 2,90 2,33 1,51 0,52
0,41 803 3,84 0,13 0,50 1,63 <dl
0,41 804 2,87 0,12 0,34 1,60 < dl

< dl, inférieur a la détection limite de la méthode de dosage.



Patient n °13 : 78 ans

jour H

0 0,35
0,35
0,35
0,35
0,35
0,35
0,35
0,35
0,35
0,35
0,35
0,35
0,35
0,35

2 0,35
0,35

3 0,35
0,35

4 0,35
0,35

5 0,35
0,35
0,35
0,35
0,35
0,35
0,35

< dI, inférieur & la détection limite de la méthode de dosage.

heure

0,

—

ook, WO+ 01O

10
12
14
24
53
60
77
84
101
108
120
122
124
126
128
130
132

Cp
pg/ml
0,00
2,50
3,11
3,55
4,03
3,50
4,04
4,60
4,40
4,20
3,84
3,87
3,53
2,87
6,27
5,27
6,68
5,94
7,22
5,20
5,89
7,01
6,73
7,19
7,38
6,61
5,56

0,14
0,16
0,16

0,17

Cp libre

plasmatique pg/ml

0,57
0,74
0,70

0,66

Csg

0,00
1,49
1,90
2,25
2,65
2,20
2,26
3,20
2,82
2.73
2,56
2,65
2,69
1,88
4,49
3.27
5,41
4,94
6,03
3,79
4,73
6,09
5,23
6,06
5,30
4,68
5,00

Car
ng/ml
0,00
< dl
< dl
< dl
0,09
< dl
< dl
0,60
< dl
< dl
0,18
0,38
1,13
0,04
1,18
< dl
3,05
3,08
3,82
147
2,58
4,38
2,44
3,96
1,53
1,10
3,96

D réel
Car/(Cp.f)

<d
0,82
< dl

0,58

D apparent
Cgr/Cp

<dl
< dl
< dl
0,02
<dl
< dl
0,13
<dl
<dl
0,05
0,10
0,32
0,01
0,19
< dl
0,46
0,52
0,53
0,23
0,44
0,63
0,36
0,55
0,21
0,17
0,71

Cette patiente est sortie de I'étude au bout de 21 jours (décés dans un tableau d'insuffisance cardiaque

irréductible).



Patient n ° 14 : 75 an:

jour H

0 0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39

2 0,39
0,39

3 0,39
0,39

4 0,39
0,39

5 0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39
0,39

32 0,33
0,33
0,33
0,33
0,33

< dI, inférieur a la détection limite de la méthode de dosage.

heure

0,

-—

oA WMNDOL - o1 ©

10
12
14
24
53
60
s
84
101
108
120
122
124
126
128
130
132
796
797
798
803
804

Cp
ng/mli
0,00
1517
1,28
1,95
2,16
2,68
2,75
2,44
2,74
277
2,65
2,35
2,24
1,36
4,50
3,10
4,35
2,61
4,26
2,86
2,97
3,65
3,28
3,02
3,20
2,71
2,22
4,00
4,15
3,62
2,79
3,39

0,31
0,32
0,28

0,35

0,11
0,17

Cp libre

plasmatique pg/ml

0,85
0,78
0,77

0,82

0,31
0,58

Csg

0,00
0,71
0,94
1,26
1,65
1,57
1,78
1,67
1,65
1,79
1,90
1,91
1,83
0,95
3,18
2,30
2,46
1,97
2,89
2,12
1,90
2,53
2,44
2,00
2,14
1,79
1,42
2,58
2,76
2,51
2,26
2,80

Car
ng/ml
0,00
< dl
0,41
0,18
0,85
<dl
0,26
0,47
< dl
0,26
0,73
1,22
1,19
0,31
1,12
1,05
<dl
0,97
0,75
0,96
0,23
0,78
1,13
0,40
0,48
0,35
0,17
<dl
<d
0,26
1,18
1,60

D réel
Cgr/(Cp.f)

0,31
0,60

3,86
2,78

D apparent
Cgar/Cp

0,32
0,09
0,39

0,10
0,19

0,09
0,27
0,52
0,53
0,23
0,25
0,34

0,37
0,18
0,34
0,08
0,21
0,34
0,13
0,15
0,13
0,08

0,07
0,42
0,47



Patient n ° 15 : 78 an:

jour H heure Cp f Cp libre Csg Car D réel D apparent
pg/mi plasmatique pg/ml pg/ml Cgr/(Cp.f) Car/Cp
0 0,45 0 0,00 0,00 0,00
0,45 0,5 2,04 1,10 <dl
0,45 1 2,68 1,37 <dl
0,45 1,5 2,54 1,40 0,01 0,00
0,45 2 2,70 1,54 0,12 0,05
0,45 3 2,74 1,63 0,27 0,10
0,45 4 3,16 0,21 0,66 1,65 < dl
0,45 5 3,07 0,22 0,68 1,60 <dl
0,45 6 2,73 0,22 0,60 1,45 <dl
0,45 8 2,26 1,34 0,22 0,10
0,45 10 1,99 1,08 < dl
0,45 12 1,71 0,17 0,29 0,91 < dl
0,45 14 1,20 0,71 0,11 0,09
0,45 24 0,77 0,38 <dl
2 0,45 53 3,36 1,87 0,05 0,01
0,45 60 1,90 1,05 0,01 0,01
3 0,45 7T B,05 2,20 1,16 0,38
0,45 84 1,69 1,05 0,27 0,16
4 0,45 101 2,76 1,64 0,27 0,10
0,45 108 1,64 0,93 0,06 0,04
5 0,45 120 1,84 1,06 0,11 0,06
0,45 122 2,44 1,42 0,17 0,07
0,45 124 2,41 1,55 0,50 0,21
0,45 126 2,55 1,58 0,39 0,15
0,45 128 2,65 1,76 0,67 0,25
0,45 130 2,02 1,20 0,20 0,10
0,45 132 1,56 0,87 0,03 0,02
32 0,45 796 2,58 1,64 0,49 0,19
0,45 797 2,63 1,76 0,70 0,26
0,45 798 2,15 1,42 0,53 0,25
0,45 803 1,69 0,28 0,47 1,28 0,67 1,41 0,40
0,45 804 1,71 0,26 0,44 0,99 0,11 0,25 0,06

< dl, inférieur a la détection limite de la méthode de dosage.



Patient n ° 16 : 77 an:

jour H heure Cp f Cp libre Csg Cgr D réel D apparent
ug/mi plasmatique pg/ml pg/ml  Cgr/(Cp.f) Cgr/Cp

0 0,46 0 0,00 0,00
0,46 0,5 0,99 0,50 <dl
0,46 1 3,69 2,22 0,49 0,13
0,46 1.8 518 2,61 <dl
0,46 2 4,58 2,95 1,04 0,23
0,46 3 5,70 3,02 <dl
0,46 4 5,54 0,17 0,94 3,03 0,08 0,09 0,02
0,46 5 5,88 0,14 0,82 3,07 <dl
0,46 6 5,60 0,15 0,84 3,12 0,21 0,25 0,04
0,46 8 5,58 3,05 0,08 0,01
0,46 10 5,42 2,97 0,09 0,02
0,46 12 5,09 0,10 0,51 2,60 <dl
0,46 14 5,21 2,77 <dl
0,46 24 4,26 2,12 <dl

2 0,46 53 11,95 6,51 0,12 0,01
0,46 60 11,36 5,88 < dl

3 0,46 77 14,78 8,74 1,65 0,11
0,46 84 13,82 7,61 < dl

4 0,46 101 13,08 7,38 <dl
0,46 108 12,59

3) 0,46 120 11,27 6,17 <dl
0,46 122 11,35 6,92 1,72 0,15
0,46 124 14,19 8,20 <dl
0,46 126 14,40 10,67 6,29 0,44
0,46 128 16,55 10,98 4,44 027
0,46 130 15,37 8,07 <dl
0,46 132 15,71 8,50 < dl

32 0,38 796 10,25 7,50 3,01 0,29
0,38 797 9,68 7,14 3,00 0,31
0,38 798 8,70 7,02 4,28 0,49
0,38 803 8,58 0,15 1,29 5,65 0,87 0,68 0,10
0,38 804 7,17 0,14 1,00 4,92 1,25 1,24 0,17

< dl, inférieur a la détection limite de la méthode de dosage.
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