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RESUME

INTRODUCTION : L’intoxication a la digoxine, dont I'index thérapeutique est faible, a
une mortalité élevée, un traitement spécifique par fragments d’ anticorps existe maisil pose le
probleme de la disponibilité et du colt. Les émulsions lipidiques intraveineuses (ELI) ont
prouvé leur efficacité lors dintoxications a certains cardiotoxiques liposolubles
(anesthésiques locaux, molécules a effet stabilisant de membrane). Le but de cette étude est de
rechercher un effet des émulsions lipidiques intraveineuses dans un modele d’ intoxication
aigué aladigoxine chez lerat.

MATERIELS ET METHODES : 15 rats, anesthésiés par pentobarbital et ventilés
mécaniquement, recevaient a partir de TO, 10 mg/kg/h de digoxine intraveineuse (V) jusqu’ a
asystolie. Ils étaient répartis en 2 groupes selon lamodalité de prise en chargea TO : le groupe
Digolip recevait une injection de 15 ml/kg d’ Intralipide® 20 % IV sur 5 minutes, le groupe
Digophy recevait une injection de 15 mi/kg de NaCl 0,9 % IV sur 5 minutes. Le critére de
jugement principal était la durée de survie, les criteres secondaires étaient les parameétres
hémodynamiques.

RESULTATS: Ladurée de survie n’ était pas augmentée par I’ administration d’ Intralipide®
par rapport au groupe ayant recu le méme volume de NaCl 0,9 % avec des durées de survie
médianes de 18,0 min [11,3 — 21,8] (groupe Digolip) versus 18,8 min [18,1 —28,3] (groupe
Digophy) (p = 0,291). Les doses |étales médianes étaient de 3,00 mg/kg [1,88 — 3,63] dans le
groupe Digolip versus 3,14 mg/kg [3,05 — 4,72] dans le groupe DigoPhy (p = 0,297). Les
paraméetres hémodynamiques n’ étaient pas modifiés significativement entre les 2 groupes.
CONCLUSION : L’administration d'Intralipide ne peut étre recommandée dans
I”intoxication aigué ala digoxine.

MOTS CLES: Digoxine, dose |étale, émulsion lipidique, rat



SUMMARY

INTRODUCTION: Digoxin intoxication, drug with a low therapeutic index, has a high
mortality. A specific treatment by antibody fragments exists but raises both the problem of
their availability and cost. In some lipophilic cardiotoxic poisonings (local anesthetic,
molecules to membrane-stabilizing effect), intravenous lipid emulsions efficacy has been
shown. The purpose of this study was to investigate the effect of intravenous lipid emulsion
(ILE) in amodel of digoxin poisoning in rats.

MATERIALS AND METHODS: 15 rats anesthetized with pentobarbital and mechanically
ventilated received from TO 10 mg / kg / h intravenous (1V) digoxin until dead. They were
divided into 2 groups according to the modality of treatment at TO: Digolip group received an
injection of 15 ml / kg IV Intralipide® 20% over 5 minutes; Digophy group received an
injection of 1V NaCl 15ml/kg 0.9% over 5 minutes. The primary endpoint was survival,
secondary endpoints were hemodynamic parameters.

RESULTS: Survival time was not increased by administration of Intralipide ® compared to
group that received the same volume of NaCl 0.9% with median survival times 18.0 min
[11.3 - 21.8] (Digolip group) versus 18.8 min [18.1 - 28.3] (DigoPhy group) (p = 0.291).
Median lethal doses were 3.00 mg / kg [1.88 - 3.63] in Digolip group versus 3.14 mg / kg
[3.05 - 4.72] in Digophy group (p = 0297). Hemodynamic parameters were not changed
significantly between the 2 groups.

CONCLUSION: The administration of Intralipid can not be recommended in acute
intoxication by digoxin.

KEYWORDS: Digoxin, lethal dose, fat emulsion, rat.



INTRODUCTION

Les anesthésiques locaux sont des molécules lipophiles neuro et cardiotoxiques. En 1998,
I” équipe de Weinberg et al. adémontré chez lerat |’ augmentation de la dose |étale 50 % de la
bupivacaine par |’ administration intraveineuse d’ une émulsion lipidique *. Cette efficacité a
été confirmée par d’ autres études expérimentales % et surtout chez I’homme dans plusieurs
cas rapportés de réanimation d arréts cardiocirculatoires ou de manifestations neurologiques
48 Actuellement, I’administration d'Intralipide® fait partie des recommandations de la
réanimation de I’intoxication aux anesthésiques locaux °. Trois mécanismes sont proposés
pour expliquer |'effet des ELI. Le premier, qui semble prédominant, serait lié a une
sequestration des molécules lipophiles dans le compartiment lipidique plasmatique formé par
I’émulsion lipidique ains qu’a une redistribution des anesthésiques locaux dans les tissus
adipeux. Ce mécanisme du « siphon lipidique » rendrait compte de la réduction de la fraction
libre du toxique * *°. Le second serait lié & un effet métabolique, favorisant le métabolisme
oxydatif des cellules myocardiques par apport massif d acides gras libres aux mitochondries

114 | e troisiéeme mécanisme serait lié & une activation directe ou indirecte des canaux

ioniques permettant une augmentation du calcium intracellulaire €.

Compte tenu de ces trois mécanismes, I'effet des ELI a été évalué dans les intoxications a
d autres molécules lipophiles et/ou interférant avec les canaux calciques. Des études
expérimentales et des cas cliniques ont montré I'intérét des ELI dans la réanimation des
intoxications médicamenteuses avec les antidépresseurs tricycliques'’, certains
neuroleptiques '8, le vérapamil *°, le propranolol % et un herbicide (glyphosate) %*.

La digoxine est un médicament liposoluble % qui conserve son indication dans le traitement

de la fibrillation auriculaire ? et de I’insuffisance cardiague ?*. Son principal inconvénient

tient & sa toxicité en cas de surdosage, responsable selon une récente étude de



1,94 hospitalisations par 1000 année-traitement 2. La toxicité est caractérisée par des troubles
de conduction puis des troubles du rythme graves menant au décés dans 7,5 a 20 % des cas
221 Cette toxicité a auss été démontrée chez I'animal et notamment chez le rat . Un
traitement spécifique par fragments d anticorps liant le récepteur (DigiFab®) existe, mais il
est extrémement colteux et surtout réserve a certains centres spécialises, posant le probleme
de la disponibilité immédiate *°. Un traitement alternatif serait d’ un apport notable notamment
pour la prise en charge initiale précoce ou pré-hospitaliére de ces intoxications ainsi que dans
les pays émergents. Il n'existe a ce jour aucune donnée expérimentale ou clinique publiée
évaluant I’ efficacité d’ un traitement par ELI dans|’intoxication aigué aux digitaliques.

Le but de cette étude était donc d’' évaluer chez le rat lors d'une intoxication a la digoxine,
I’effet d’une perfusion dintralipide® (IL) versus NaCl 0,9 % avec, comme critéres de
jugement principal, la durée de survie et la dose |étale, et comme critéres secondaires les

parametres hémodynamiques.



MATERIELSET METHODE

Apres accord du comité d éthique du laboratoire de zootechnie de I’université Francois
Rabelais de Tours (CEEA VdL, dossier n°2012-08-7), 20 rats males Wistar anciens
reproducteurs ont été inclus. En cas de données aberrantes, de décés ou de modifications des
constantes vitales au cours de la mise en place du monitorage, les rats étaient exclus. Le délai
entre I'arrivée des rats et la procédure était au minimum de 7 jours, pendant lesquels ils
bénéficiaient d’ un hébergement enrichi conformément aux bonnes pratiques du laboratoire.

Aprés sédation par inhalation d’'un mélange de 4 % disoflurane et d’ oxygene pendant
5 minutes, les rats éaient anesthésiés par une injection intrapéritonéale de pentobarbital
sodique via un cathéter de 22 Gauge (bolus: 100 mg/kg ; entretien : 40 mg/kg/h) jusgu’ala
fin de la procédure. La préparation chirurgicale s effectuait sur une table chauffante pour un
objectif de température rectale a 37°C. Un abord cervical chirurgical était réalisé permettant
d'introduire une canule trachéale de 14 Gauge et de réaliser une ventilation contrdlée au
moyen d’un respirateur Siemens Servo 300i. La fraction inspirée d’ oxygene (FIO,) était de
80 %, le volume courant de 7 ml/kg gjusté pour une pression partielle en dioxyde de carbone
(PaCO,) entre 30 et 45 mmHg et la fréquence respiratoire fixée a 80/min. Une carotide
primitive préférentiellement a gauche était canulée par un cathéter de 24 Gauge pour mesurer
en continu la pression artérielle sanglante et réaliser les prélévements. Une veine Jugulaire
préférentiellement droite était canulée par voie rétrograde au niveau du confluent jugul o-sous-
clavier également par un cathéter de 24 Gauge branché sur un dispositif anti-retour a 3 voies
pour réaliser lesinjections. Un électrocardioscope a 3 pdles était mis en place via des aiguilles
sous-cutanées pour mesurer la fréguence cardiaque (FC) dans la dérivation standard DI|.
Aprés la préparation chirurgicale, 15 minutes étaient allouées pour vérifier la stabilité des

parametres hémodynamiques et analyser les gaz du sang.



Tous les rats recevaient a partir du temps TO une injection continue de digoxine 0,25 mg/mi
au débit de 10 mg/kg/h tout le long de la procédure, arrétée 10 secondes apres le déces. Deux
groupes étaient constitués par randomisation, selon le produit administré concomitamment a
ladigoxine apartir de TO :

- Le groupe Digolip (n = 8) recevait une perfusion continue de 3ml/kg/min d’une émulsion
lipidique &20 % (Intralipide® 20 %, Fresenius-Kabi, France) pendant 5 minutes.

- Le groupe Digophy (n = 7) recevait 3 ml/kg/min de NaCl 0,9 % pendant 5 minutes.

Il est & noter que la dose et le débit de digoxine ont été déterminés lors d’ une phase
préliminaire qui avait pour objectif I’ obtention d’une asystolie en 20 minutes dans le groupe

controle.

Les parameétres colligés étaient : le poids des rats, les gaz du sang a la fin de la préparation
chirurgicale, la température via une sonde thermique rectale, la fréguence cardiague, le délai
survenue de troubles du rythme graves, la pression artérielle sanglante en continu, la dose de
digoxine injectée et la durée de survie aprés le début de la perfusion de digoxine.

Les criteres de déces étaient: une fréquence ventriculaire inférieure a 50 / min ou une

dissociation é ectromécanique.

Analyse statistique

L’analyse et le recueil des données étaient réalisés par les logiciels Excel®, Statview® et sur

le site biostaTGV (http://marne.u707.jussieu.fr/biostatgv/ octobre 2012). Les résultats sont

exprimeés en médiane [extrémes]. Pour les comparaisons, une courbe de Kaplan-Meier (Log-
rank test) pour la survie et un test de Kruskall-Wallis pour les autres paramétres ont été

utilisés. Un p < 0,05 était retenu comme seuil de significativite.


http://marne.u707.jussieu.fr/biostatgv/

RESULTATS

Vingt rats ont été inclus et 5 exclus (2 dans e groupe Digolip, 3 dans le groupe Digophy). Les
motifs d’exclusion étaient : le déces entre I’induction anesthésique et la canulation trachéale
(n = 2), I’hémorragie pendant la mise en condition (n = 1) et des données aberrantes (n = 2).
Les parametres physiologiques initiaux a TO étaient similaires dans les deux groupes
(Tableau 1).

La durée de survie n’était pas significativement différente dans les deux groupes avec des
durées médianes de survie de 18,0 min [11,3 — 21,8] dans le groupe Digolip versus 18,8 min
[18,1 — 28,3] dans le groupe Digophy (p = 0,291) (Figure 1). Il en était de méme pour les
doses létales: de 3,00 mg/kg [1,88 — 3,63] dans le groupe Digolip versus 3,14 mg/kg
[3,05 - 4,72] dans |e groupe Digophy (p = 0,297) (Figure 2).

La pression artérielle moyenne & 10 minutes tendait a étre plus éevée dans le groupe Digolip
(Figure 2) mais de maniere non significative; 131 mmHg [51 — 170] versus 88 mmHg
[42 -150] (p = 0,183) (Figure 3).

Les fréquences cardiaques n’ont pu étre enregistrées qu’ en deca de 250 battements par min,
une fréquence supérieure ne pouvant étre enregistrée par notre moniteur (Figure 4).

L’ asystolie était précédée de troubles du rythme ventriculaire (Tachycardie ventriculaire (TV)
ou fibrillation ventriculaire (FV) non soutenues) chez 5 rats sur 8 dans le groupe Digolip,
4 sur 7 dans le groupe Digophy. Chez ces rats, le délai moyen entre la survenue du premier
épisode de trouble du rythme ventriculaire et le déces était de 2,8 min [1,5 — 5] dans |e groupe

Digolip et 3,6 min [2,5— 5] dans|e groupe Digophy.



Tableau 1. Données physiologiques des rats dans les deux groupes apres préparation
chirurgicale et avant administration de digoxine. Poids, Fréguence cardiaque (FC), pression
artérielle moyenne (PAM), Température rectale (Temp), pression partielle en oxygene (Pa0,),

pression partielle en dioxyde de carbone (PaCOy,) exprimées en médiane [extrémes|.

Groupe Groupe

Digalip (n = 8) Digophy (n = 7) P
Poids (gr) 700 [570 - 810] 650 [560-710] 0,131
FC TO (batt/min) >250 >250 1
PAM TO (mmHg) 163 [127 - 187] 169 [159-180] 0,45
Temp TO (°C) 36,7 [357-380] 367 [36,0-37,2] 0,817
pH 7,44 [7,34-751] 743 [7,38-7,49] 0,643
PaCO, (mmHg) 32 [25 - 38] 33 [29-37] 0,685
Pa0, (mmHg) 270 [207 - 362] 319 [245-396] 0,199
HCO3 (mmol/L) 22,6 [163-24,4] 219 [184-24,6] 0,643
Hb (gr/dL) 15,2 [12,2 - 16,5] 14 [136-152] 0744




Figure 1. Courbe de Kaplan-Meier montrant la durée de survie aprées le début

d administration de digoxine a 10 mg/kg/h dans les groupes Digolip (n = 8) et Digophy

(n=7).
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Figure 2. Doses létales de digoxine dans les groupes Digolip (n = 8) et Digophy (n = 7)

représentées en médianes, quartiles et extrémes.
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Figure 3. Evolution de la PAM moyenne en fonction du temps aprés administration

intraveineuse de digoxine dans le groupes Digolip (n = 8) et Digophy (n=7).
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Figure 4. Evolution de la fréquence cardiague moyenne en fonction du temps aprés

administration intraveineuse de digoxine dans le groupes Digolip (n = 8) et Digophy (n=7)
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DISCUSSION

Dans ce modéle d'intoxication a la digoxine chez le rat, notre éude montre que
I”administration d’Intralipide® ne modifie pas la dose |Iétale de digoxine. Cela suggére que

I’ effet dit « de siphon lipidique » par |’ Intralipide® ne s exerce pas sur la digoxine.

Dans notre modéle, le penthotal a été préféré a la kétamine habituellement utilisée dans des
modéles similaires d'intoxication chez le rat 3%, Le choix du pentothal sodique est lié & sa
liposolubilité, cing fois moindre que celle de la kétamine **, pour minimiser une interaction
potentielle avec I'ELI pouvant étre a I’ origine d’un allégement de I’ anesthésie par captation
de la kétamine dans les gouttelettes lipidiques. Les volumes des bolus administrés (15 mL)
correspondaient a environ 30 % de la volémie du rat et représentaient, par conséquent un
remplissage important. Ces volumes sont cependant du méme ordre de grandeur que ceux
utilisés dans plusieurs protocoles chez le rat visant & évaluer les ELI lors d'intoxications %%,
Pour la solution d' Intralipide® a 20 %, il éait montré chez le rat que I’administration d’un
bolus de 18,6 mi/kg n’entrainait pas de modification des paramétres d’ oxygénation (PaO,,
pression alvéolaire en O,, gradient artériolo-alvéolaire) par rapport a un méme bolus de NaCl
0,9 % *. Chez lerat, la dose |étale 50 ' ELI 20 % a été estimée & 67,72 mL/kg + 10,69 *,
bien au-dela des doses habituellement utilisées dans les protocoles expérimentaux dont notre
étude, ou en thérapeutique. Le choix du volume et de la vitesse d’administration du bolus
d Intralipide® (15ml/kg sur 5 min) correspond a celui de Weinberg et a. dans son étude
princeps montrant |’ efficacité de I’ Intralipide dans I’ intoxication & la bupivacaine *, les autres
études chez le rat utilisent un protocole comparable variant de 12,5 mL /kg en 5 min * &

18,6 mi/kg sur 7,5min®*. A titre de comparaison chez I’homme, la société francaise
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d anesthésie réanimation (SFAR) recommande I’ administration d’un bolus de 3 mL/kg en cas
de signes d'intoxication aux anesthésiques locaux °.

Le choix de la vitesse d administration et de la dose de digoxine était basé sur un travall
expérimental chez le rat évaluant |’ effet cardio-protecteur d une injection de glucose-insuline
au cours de I’ intoxication aigue & la digoxine 2. Nous avons vérifié le délai de |étalité dans un
groupe témoin au cours d'une phase préliminaire, celui-ci se situait entre 15 et 20 minutes
conformément aux résultats des auteurs Suscites.

L’administration d’ Intralipide® ne modifie pas la durée de survie des rats dans notre étude.
Le mécanisme dit du « siphon lipidique » sur lequel était basé notre hypothese, consiste en
une séquestration du toxique dans les microgouttelettes lipidique, abaissant sa concentration
sous forme libre dans le sérum, et par conséquent ses effets. Dans I'intoxication a la
bupivacaine, Weinberg montrait ainsi que dans les échantillons sanguins prélevés al’ asystolie
et traités par ultracentrifugation, la concentration en bupivacaine de la phase lipidique était 21
fois plus éevée que dans la phase agueuse *. Cet essai a éé confirmé in vitro, par la
diminution de la concentration dans la phase aqueuse lors de |’adjonction de 2%
d Intralipide® dans un mélange plasma + toxique pour 11 médicaments associés a un succes
de la réanimation lors d’intoxications *. Un bénéfice du traitement par EL| a été montré pour
les intoxications aux molécules a forte liposolubilité définie par le coefficient de partage
octanol/eau exprimé par un log P > 2, comme la bupivacéine (log P = 3,6), le vérapamil *
(log P = 4,7), le propranolol ®° (log P = 3,0), et la clomipramine ¥ (logP=45)*. La
digoxine, bien que 16,6 fois plus diffusible dans I’ octanol que dans I’eau % reste beaucoup
moins liposoluble (log P = 2,2) *® que les anesthésiques locaux de longue durée d action.
Cette moindre liposolubilité pourrait expliquer I'absence d’efficacité des ELI dans notre

modéle. |l serait intéressant de mesurer in vitro, ou sur échantillon sanguin sur un modéle
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d intoxication, la concentration respective de digoxine dans la phase agueuse et la phase
lipidique.

Le mécanisme du siphon lipidique n’est cependant pas le seul mis en avant pour expliquer
I efficacité des ELI. Dans notre étude, les ELI semblent avoir un effet bénéfiqgue méme s non
significatif sur la pression artérielle moyenne dans les minutes qui suivent le bolus
d Intralipide®. En conditions normales, les acides gras libres représentent le substrat
énergétique préférentiel du myocarde. |l semble probable qu’en conditions de stress oxydatif,
un apport massif d'acides gras libres puisse réorienter vers un métabolisme oxydatif et
améliorer le travail myocardique. En ce sens, dans un modéle de réanimation d arrét
cardiague par bupivacaine, Partownavid et al. ont montré qu' en présence d'un inhibiteur
mitochondrial de I’ oxydation des acides gras, les EL| perdaient leur efficacité . La toxicité
de la digoxine sur le myocyte sexerce par le blocage de la pompe Nat/K+ATPase
membranaire, avec pour conséquence une augmentation intracellulaire du sodium puis du
calcium par I'échangeur Nat+/Ca2+, jusqu'a des concentrations cytotoxiques*. Loin
d antagoniser ce mécanisme, les EL| tendent a accroitre la concentration intracellulaire de
calcium par activation directe ou indirecte des canaux calciques > *°. Ce mécanisme témoigne
en partie de I’ efficacité des EL| dans les intoxications au vérapamil et autres molécules a effet
stabilisant de membrane. Il nous semble possible qu une augmentation du calcium
intracellulaire induite par I’administration d’ ELI puisse accroitre la toxicité de la digoxine,
effacant ains le bénéfice de I’ effet « siphon lipidique ».

Dans notre modele, le décés survient entre 11 et 28 minutes, suggérant une hétérogénéité dans
la réponse a I'intoxication aigué a la digoxine. Cette hétérogénéité était aussi retrouvée dans
un modéle d’intoxication a la digoxine a posologie identique, le délai de survie était compris
28

entre 7 et 36 min (n = 10) ®. Une explication avancée *® tient & I'existence d'un

polymorphisme génétique de I’ expression des enzymes impliquées dans le métabolisme de la
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digoxine. Cependant, si ce polymorphisme existe chez I’homme *, il n'a pas été mis en
évidence chez lerat.

Plusieurs limites dans notre travail peuvent étre citées. Cette étude n’a pas été réalisee en
aveugle quant aux produits administrés (NaCl 0,9 %, Intralipide®) en raison de leur
présentation galénique. Néanmoins, ceci n'a pas dd avoir d effet sur notre résultat compte
tenu de notre critére de jugement principal: la durée de survie. L’ effectif utilisé était faible (n
< 10). Toutefois, les éudes portant sur I'intérét des ELI avaient un effectif comparable.
Weinberg, dans son étude princeps a utilisé 6 rats dans chaque groupe, ce nombre était
suffisant pour mettre en évidence une différence significative de dose Iéae. Le choix du
pentobarbital sodique, s'il nous semble plus judicieux que la kétamine est aussi une molécule
lipophile potentiellement captée par les ELI. Deux éudes montrent un allégement de
I’ anesthésie aux barbituriques par I'administration d’ELI. Ces ELI raccourcissaient la durée

“ ou augmentaient la fréquence respiratoire . Ces

d anesthésie d’'un bolus unique
observations peuvent en partie expliquer la tendance a I’ augmentation de la pression artérielle

moyenne observée dans notre étude dans le groupe ayant recu I’ Intralipide®.

CONCLUSION

Notre étude montre que I’administration d’ Intralipide® n’alonge pas le délai de survie des

rats lors d’une intoxication aigué a la digoxine. Ainsi, I’administration d ELI ne peut étre un

traitement recommandé lors d’ une intoxication aigué ala digoxine.
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